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RINGKASAN

MUHAMMAD FEBRIANSYAH. 145040201111046. Daya Antagonisme
Rizobakteri terhadap Bakteri Patogen Ralstonia solanacearum dan Potensi
Listrik yang Dihasilkan. Dibawah bimbingan Prof. Dr. Ir. Abdul Latief
Abadi, MS. sebagai Pembimbing Utama dan Restu Rizkyta Kusuma, S.P.,
M.Sc. sebagai Pembimbing Pendamping.

Rizobakteri merupakan kelompok bakteri yang hidup pada daerah
perakaran tumbuhan (rizosfer). Bakteri rizosfer yang berhasil dieksplorasi Sari
(2018) diantaranya bakteri dengan genus Bacillus, Clostridium, Xanthomonas,
Pseudomonas, Pantoea dan Erwinia namun belum diketahui kemampuannya
sebagai agens antagonis. Ralstonia solanacearum merupakan bakteri patogen
tular tanah nonflourescen dari famili Pseudomonas. Disi lain beberapa genus
bakteri yang tergolong kedalam rizobakteri berpotensi sebagai biokatalis dalam
menghasilkan listrik melalui sebuah sistem yang disebut microbial fuel cell
(MFC). MFC merupakan perangkat elektrokimia yang mengonversi energy kimia
menjadi listrik. Oleh karena itu peneliti akan mengkaji potensi bakteri rizosfer
sebagai agens antagonis dan potensinya dalam menghasilkan energi listrik melalui
sistem MFC, serta perbedaan listrik yang dihasilkan antara bakteri antagonis
dengan bakteri patogen R. solanacearum.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Fakultas
Pertanian Universitas Brawijaya. Pelaksanaan penelitian memiliki 4 tahap yaitu
1). Persiapan meliputi perakitan perangkat MFC satu bejana, persiapan isolate dan
sterilisasi alat dan bahan. 2). Pengujian hipersensitif dan virulensi, pengujian
antagonis dan pengujian listrik. 3). Pengamatan arus listrik, waktu, pH, nilai OD,
diameter zona bening dan gejala nekrosis pada daun. 4). Analisis data.

Hasil penelitian menunjukkan bakteri R. solanacearum bereaksi positif
terhadap uji hipersensitif pada daun tembakau. Hasil pengujian antagonis
menunjukanbahwa semua isolat rizobakteri mampu menghasilkan zona hambat.
Pada pengamatan 24 jam indeks penghambatan Bacillus (N3) berbeda nyata
dengan semua perlakuan. Sedangkan indeks penghambatan Clostridium (N10),
Xanthomonas (N23), Pseudomonas (N24), dan Pantoea (N26) tidak berbeda nyata. Pada
pengamatan 48 jam indeks penghambatan Bacillus (N3), Clostridium (N10),
Pseudomonas (N24), dan Erwinia (N27) tidak berbeda nyata, namun Bacillus N3
berbeda nyata dengan Xanthomonas (N23), dan Pantoea (N26). Sehingga, isolat
Bacillus (N3) dipilih dalam pengujian potensi listrik dan dibandingkan dengan
patogen R. solanacearum. Hasil penelitian bahwa kedua bakteri memiliki potensi
dalam menghasilkan listrik. Kuat listrik yang dihasilkan oleh kedua bakteri
berbeda. Voltase tertinggi yang dihasilkan oleh Bacillus sebesar 170 mV.
Sedangkan, voltase tertinggi yang dihasilkan oleh R.solanacearum sebesar 60
mV. Berdasarkan uji T listrik yang dihasilkan antara bakteri patogen dan bakteri
antagonis berbeda nyata. Nilai kerapatan bakteri ditinjau dari nilai OD mengalami
peningkatakan di masing-masing perlakuan. Sedangkan nilai pH pada subtrat
kedua perlakuan juga mengalami perubahan. Pada perlakuan R.solanacearum pH
mengalami penurunan sedangkan pada perlakuan Bacillus N3 mengalami
peningkatan. Peningkatan kerapatan bakteri dan perubahan nilai pH berpengaruh
terhadap listrik yang dihasilkan.
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SUMMARY

MUHAMMAD  FEBRIANSYAH.  145040201111046. Rhizobacterial
Antagonism Against Ralstonia solanacearum Pathogenic Bacteria and
Electric Potential Generated. Supervised by Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi,
MS. and Restu Rizkyta Kusuma, S.P., M.Sc.

Rhizobacteria is a group of bacteria that live in rooting regions
(rhizosphere). Rhizosphere bacteria which successfully explored Sari (2018)
among bacteria genus Bacillus, Clostridium, Xanthomonas, Pseudomonas,
Pantoea, and Erwinia yet unknown ability as antagonist agents. Ralstonia
solanacearum is a soil-borne pathogenic bacteria nonflourescen of the
Pseudomonas family. Several genera of bacteria classified as rhizobacteria have
potential as biocatalysts to produce electricity with a microbial fuel cell (MFC)
system. The MFC is an electrochemical device that converts chemical energy into
electricity. Therefore, researchers will examine the potential of rhizosphere
bacteria as antagonistic agents and their potential in producing electrical energy
with MFC system, as well as the difference in electricity produced between
antagonistic bacteria and pathogenic bacteria R. solanacearum.

The research take place in the Laboratory of Plant Diseases, Agriculture
faculty, Brawijaya University. The research has 4 steps, there are 1). Preparations
include assembly of a single-vessel MFC device, preparation of isolates and
sterilization of tools and materials. 2). Hypersensitivity and virulence testing,
antagonistic testing and electrical testing. 3). Observation of electric current, time,
pH, OD value, the diameter of clear zone and symptoms of necrosis in leaves. 4).
Data analyze.

The results showed that R. solanacearum bacteria reacted positively to the
hypersensitivity test on tobacco leaves. The results of antagonistic tests on some
rhizosphere bacteria including Bacillus (N3), Clostridium (N10), Xanthomonas
(N23), Pseudomonas (N24), Pantoea (N26), and Erwinia (N27) that all bacterial
isolates were able to produce inhibitory zones. A 24-hour observation, the
Bacillus inhibition index (N3) was significantly different from all treatments.
Whereas Clostridium (N10), Xanthomonas (N23), Pseudomonas (N24), and
Pantoea (N26) indices are not significantly different. At 48 hours of observation,
Bacillus (N3), Clostridium (N10), and Erwinia (N27) inhibition indices were not
significantly different, but Bacillus (N3) was significantly different from
Xanthomonas (N23), Pseudomonas (N24), and Pantoea (N26). Thus, the isolate
Bacillus (N3) was selected in testing the electrical potential and compared with
the R. solanacearum pathogen. The result of this research shows that both bacteria
have the potential to produce electricity. The electric strength produced by the two
different bacteria. The highest voltage produced by Bacillus was 170 mV at 52,
56, and 64 hours of observation. Meanwhile, the highest voltage produced by R.
solanacearum was 60 mV at 72 hours of observation. Based on the T-test the
electricity generated between pathogenic bacteria and antagonistic bacteria is
significantly different. Bacterial density values in terms of OD values experienced
an increase in each treatment. While the pH value in the two substrate treatments
also changed. In the R. solanacearum treatment the pH decreased while in the
Bacillus (N3) treatment is increased. Increased bacterial density and changes in
pH value affect the electricity produced.
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1.1 Latar Belakang

Rizobakteri merupakan kelompok bakteri yang hidup pada daerah perakaran
tumbuhan (rizosfer). Kelompok bakteri ini dapat hidup secara simbiosis terhadap
tanaman. Bakteri tanah menjadi salah satu komponen penting dalam
agroekosistem. Beberapa bakteri rizosfer dilaporkan mampu bersifat sebagai plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR) merupakan kelompok bakteri
menguntungkan yang secara aktif mengolonisasi rizosfer. Pemanfaatan beberapa
jenis bakteri seperti Bacillus , Pseudomonas, Azotobacter, Agrobacterium,
Pantoea, dan Streptomyces (Figuiredo dalam Fatmawati, 2015) yang tergolong
dalam rizobakteri. Menurut Dewi et al. (2015) penggunaan rizobakteri dalam
budidaya tanaman bermanfaat dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman dan
perlindungan terhadap patogen. Rizobakteri mampu bersifat antagonis terhadap

patogen salah satunya adalah bakteri patogen Ralstonia solanacearum.

Ralstonia solanacearum merupakan bakteri patogen tular tanah
nonflourescen dari famili Pseudomonas (Denny et al., 2001) dan mampu hidup di
dalam tanah untuk waktu yang lama. Bakteri R. solanacearum merupakan salah
satu bakteri penyebab penyakit layu yang penting di wilayah tropis, substropis,
dan daerah beriklim hangat (Jeung et al., 2007). Serangan R. solanacearum dapat
menyebabkan kematian pada inangnya. Bakteri patogen ini memiliki banyak
inang dan menyerang pada ratusan spesies tanaman dan lebih dari 50 famili
(Denby et al., 2001), termasuk famili Solanaceae dan tanaman pertanian lainnya
yang bernilai ekonomi seperti tomat, kentang, lada, tembakau, terung, pisang,
jahe, dan kacang (Handayani, 2005). Menurut Elphinstone (2005) menyatakan
bahwa R. solanacearum telah tesebar di seluruh dunia, termasuk di Amerika
Utara, Amerika tengah, Amerika Selatan, Eropa, Asia, Afrika, Australia, dan
Pasifik. Kerugian akibat R. solanacearum secara global mencapai US$ 1
miliar/tahun atau setara dengan Rp. 140 Triliun.

Pengendalian R. solanacearum dapat dilakukan dengan berbagai macam
cara salah satunya adalah penambahan agens hayati berupa rizobakteri.

Penggunaan rizobakteri dapat dilakukan dengan memanfaatkan bakteri yang
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Bacillus subtilis dilaporkan memiliki kemampuan antagonis dengan memproduksi
antibiotik peptida (Kloepper et al., 2004). Selain itu, bakteri Pseudomonas
fluorescens juga dilaporkan memiliki kemampuan antagonis dengan memproduksi
bermacam-macam senyawa antibiotik dari metabolit sekunder termasuk siderofor,
antibiotik, dan surfaktan (Compant et al., 2005).

Bakteri rizosfer yang digunakan dalam penelitian ini merupakan hasil
eksplorasi Nur (2019) di Hutan Pendidikan Universitas Brawijaya (UB Forest)
diantaranya bakteri dengan genus Bacillus, Clostridium, Xanthomonas,
Pseudomonas, Pantoea, dan Erwinia. Bakteri rizosfer tersebut dipilih karena
belum diketahui kemampuan antagonisme dalam melawan patogen. Sehingga

bekteri tersebut akan diuji daya antagonisme terhadap patogen R.solanacearum.

Disisi lain beberapa genus bakteri yang tergolong kedalam rizobakteri
ternyata memiliki potensi sebagai biokatalis dalam menghaslikan listrik. Beberapa
bakteri yang pernah digunakan sebagai biokatalis penghasil listrik yaitu
Escherichia coli, Geobacter metallireducens, Pseudomonas aeruginosa,
Shewanella oneidensis dan Bacillus (Guo et al., 2012). Di dalam sel bakteri
terjadi metabolisme yang membentuk ATP dan senyawa lainya. Hasil dari
metabolisme bakteri menghasilkan ion yang dikeluarkan dari dalam sel selama
proses metabolisme. lon yang dikeluarkan tersebut kemudian akan dimanfaatkan

sebagai sumber listrik melalui sistem microbial fuel cell.

Microbial fuel cell (MFC) merupakan salah satu teknologi yang dapat
digunakan untuk menghasilkan energi listrik. Teknologi ini memanfaatkan bakteri
untuk mengoksidasi bahan organik dan anorganik (lbrahim et al., 2014). MFC
mengubah biomassa menjadi energi listrik melalui aktivitas metabolisme
organisme (Pant et al., 2010). Sebagai studi awal peneliti akan mengkaji potensi
bakteri rizosfer sebagai agens antagonisme dalam menghasilkan energi listrik
melalui sistem MFC, serta perbedaan listrik yang dihasilkan antara bakteri
patogen R. solanacearum dengan bakteri antagonis terbaik. Oleh karena itu
diharapkan penelitian ini dapat dijadikan awal untuk pengembangan indikator
kesehatan lahan.
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1.2 Perumusan Masalah

I’QPOSItOI’)’

Rumusan masalah penelitian ini adalah (1) Bagaimana potensi listrik yang
dihasilkan antara bakteri R. solanacearum dan bakteri antagonis? (2) Bagaimana
perbedaan listrik yang dihasilkan antara bakteri R. solanacearum dan bakteri

antagonis?

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan penelitian ini yaitu untuk mendapatkan eksplanasi: (1)

kemampuan bakteri R. solanacearum dan bakteri rizosfer antagonis dalam
menghasilkan listrik, dan (2) perbedaan listrik yang dihasilkan antara R.

solanacearum dan bakteri antagonis.

1.4 Hipotesis Penelitian
Hipotesis penelitian ini yaitu (1) bakteri R. solanacearum dan bakteri

antagonis memiliki potensi untuk menghasilkan listrik (2) terdapat perbedaan

listrik yang dihasilkan antara bakteri R. solanacearum dan bakteri antagonis.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi terkait (1)

kemampuan bakteri rizosfer sebagai agens antagonisme, (2) potensi bakteri
rizosfer dan bakteri pathogen dalam menghasilkan energi listrik (3) dasar

penelitian dan pengembangan bakteri pertanian dalam menghasilkan listrik.
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2.1 Rizobakteri
Kelompok bakteri yang hidup pada daerah perakaran tumbuhan (rizosfer)

disebut sebagai rizobakteri. Kelompok bakteri ini dapat hidup secara simbiosis
terhadap tanaman. Bakteri tanah menjadi salah satu komponen penting dalam
agroekosistem. Dimana keragaman bakteri tanah memiliki peran dalam
mendekomposisi atau bahkan memiliki kemampuan dalam mengendalikan
pathogen (Bonanomi et al., 2016).

Rizobakteri dapat memberikan pengaruh positif terhadap tanaman. Bakteri
tanah mampu mengolonisasi daerah perakaran dan mampu berperan sebagai
bioprotektan dan biofertilizer pada tanaman (Ashrafuzzaman et al., 2009).
Beberapa genus bakteri tanah yang berhasil diisolasi dilaporkan memiliki
kemampuan sebagai plant growth promoting rhizobacteria (PGPR). Menurut
Ahemad dan Kibret (2014) PGPR merupakan bakteri rizosfer yang memberikan
efek menguntungkan bagi tanaman. Beberapa genus bakteri yang bersifat sebagai
PGPR seperti Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Seratia dan
Rhizobium (Grobelak et al., 2015).

Mekanisme PGPR dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman ada berbagai
macam. Menurut Ahemad dan Kibret (2014) menyebutkan ada 3 mekanisme
yaitu, 1. Biofertilizer, PGPR dapat meningkatkan ketersediaan nutrisi bagi
tanaman seperti penyedia unsur nitrogen, penyerapan zat besi, sulfur dan penyedia
fosfor. 2. Biostimulants, PGPR mampu menghasilkan hormon pertumbuhan bagi
tanaman seperti indoleasetic acid (IAA), asam giberalin, etilen, dan sitokinin, 3.
Bioprotectants, PGPR memiliki kemampuan antagonis terhadap pathogen

tanaman melalui beberapa mekanisme.

Rizobakteri yang bersifat sebagai antagonis memiliki tiga mekanisme dalam
mengendalikan patogen. Menurut Nurhayati (2011) tiga mekanisme bakteri
antagonis yaitu, 1) Antibiosis, bakteri antagonis mampu menghasilkan senyawa
metabolit seperti senyawa volatile dan senyawa antibiotik yang dapat
menghambat patogen, 2) Kompetisi, bakteri antagonis menekan aktivitas
pathogen terhadap sumber zat organik, zat anorganik, ruang dan faktor

pertumbuhan lainnya, seperti persaingan dalam mendapatkan ruang hidup dan
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nutrisi seperti karbohidrat, nitrogen dan vitamin. 3) hiperparasitisme, bakteri

repository

merusak pathogen melalui senyawa atau zat yang dihasilkan seperti kitinase,

selulase, glukanase, dan enzim pelisis lainnya.
2.2 Bakteri Patogen Ralstonia solanacearum

R. solanacearum sebelumnya dikenal dengan Pseudomonas solanacearum
yang merupakan bakteri tular tanah nonflourescen dari famili Pseudomonas
(Denny dan Hayward, 2001) dan mampu hidup di dalam tanah untuk waktu yang
lama. Bakteri R. Solanacearum merupakan salah satu bakteri penyebab penyakit
layu yang penting di wilayah tropis, substropis, dan daerah beriklim hangat (Jeung
et al., 2007). Serangan R. solanacearum dapat menyebabkan kematian pada
inangnya dan bakteri patogen ini memiliki banyak inang dan menyerang pada
ratusan spesies tanaman dan lebih dari 50 famili (Denny dan Hayward, 2001),
termasuk famili Solanaceae dan tanaman pertanian lainnya yang bernilai ekonomi
seperti tomat, kentang, lada, tembakau, terung, pisang, jahe, dan kacang
(Handayani.2005).

R. solanacearum termasuk dalam patogen tular tanah menginfeksi tanaman
melalui bagian akar, kemudian bergerak secara sistemik melalui xylem, bersifat
nonmotil pada tanaman (Kersten et al., 2001) dan menyebabkan gejala layu
hingga menyebabkan tanaman mati (Denny dan Hayward, 2001). Bakteri R.
Solanacearum menyebar melalui air, tanah, benih yang terinfeksi atau telah
terkontaminasi, luka pada tanaman karena kegiatan budidaya, melalui alat-alat
pertanian yang terkontaminasi (Deny dan Hayward, 2001), dengan bantuan
nematoda penghuni akar dalam penetrasinya serta lubang alami atau stomata
(Handayani, 2005).

Agrios (2005) mengungkapkan bahwa bakteri R. Solanacearum masuk
dalam pembuluh xylem dan menyebar ke seluruh bagian tanaman. Dari jaringan
xylem bakteri berpindah menuju ruang antar sel dari parenkim di dalam korteks
dan jaringan gabus, kemudian merusak dinding sel dengan menghasilkan polimer
sakarida yang dapat menyumbat jaringan hingga menyebabkan tanaman menjadi
layu. Sel- sel tanaman yang rusak tersebut kemudian terisi dengan masa lunak
bakteri (0ooze) dan sisa-sisa sel tanaman sehingga menybebakan terhambatnya

translokasi hara dan mineral dari dalam tanah.
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Beberapa ciri tanaman terinfeksi R. Solanacearum menurut Semagun (1989)
yaitu menyebabkan daun menjadi layu dan sistem pembuluh menjadi coklat,
batang tanaman akan terus tumbuh tinggi dan kurus, terbentuk lebih banyak akar
adventif di permukaan batang. Jika batang, cabang atau tangkai daun tanaman
dibelah akan tampak berkas pembuluh berwarna coklat. Pada stadium penyakit
lanjut, bila batang dipotong, dari berkas pembuluh akar akan keluar massa bakteri
seperti lendir berwarna putih susu. Lendir akan lebih banyak keluar bila potongan
batang ditaruh ditempat yang lembab. Jika potongan batang sakit dimasukkan ke
dalam gelas berisi air jernih, setelah ditunggu beberapa menit akan terlihat
benang-benang putih halus, yang akan putus bilang gelas digoyang. Benang putih
halus tersebut adalah massa bakteri. Adanya massa lendir ini dapat dipakai untuk

membedakan penyakit layu bakteri dengan layu fussarium.
2.3 Microbial Fuel Cell (MFC)

MFC adalah suatu perangkat elektrokimia yang mengkonversi energi kimia
menjadi energi listrik akibat proses metabolisme mikroba dalam substrat
(Gambar. 1) (Logan et al., 2006). MFC terdiri dari anoda dan katoda yang
dipisahkan oleh membran penukar proton atau jembatan garam pada tipe double
chamber (Mahendra et al., 2013). MFC memanfaatkan bakteri eksoelektrogenik
untuk menghasilkan elektron dari substrat organik dan anorganik yang ditransfer
menuju anoda dan selanjutnya menuju katoda, kemudian bergabung dengan
oksigen dan proton menghasilkan air (Logan, 2009). Bakteri eksoelektrogenik
adalah bakteri yang memiliki kemampuan untuk mentransfer elektron secara
ekstraseluler (Logan, 2009). Bakteri fungsional pada MFC umumnya berupa
mikroba anaerobik ataupun anaerob fakultatif, sehingga tidak memerlukan aerasi
(Logan, 2006). Mikroorganisme yang digunakan bisa berupa kultur murni ataupun
kultur campuran. Substrat yang digunakan dalam MFC berupa limbah cair.
Limbah yang digunakan biasanya mengandung senyawa organik seperti; glukosa,
asetat, sukrosa, protein, dan asam lemak(Cal et al., 2015; Chonde, 2014). MFC
telah terbukti dapat menghasilkan listrik dan efektif dalam mengolah hampir
semua jenis limbah cair, antara lain limbah pertanian, penyulingan, pembuatan
bir, daur ulang kertas, sampah perkotaan, bahkan lindi tempat pembuangan akhir
(Part et al., 2010).
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Gambar 1. Sistem Microbial Fuel Cells
Prinsip kerja MFC adalah pemanfaatan mikroorganisme secara biologis

untuk mengoksidasi senyawa organik dan menghasilkan ion-ion yang dihasilkan
berupa electron dan proton, elektron ditransfer menuju anoda dan bergabung
dengan proton dan senyawa aseptor elektron terakhir (Logan,2009). Adanya
elektron pada anoda akan menyebabkan beda potensial antar elektroda, yang biasa
diukur sebagai tegangan listrik. Selanjutnya, adanya beda potensial antar
elektroda akan mengakibatkan aliran elektron dari anoda (kutub negatif) menuju
katoda (kutub positif) (Logan et al., 2006). Sedangkan arus listrik sebaliknya,
yaitu mengalir dari kutub positif menuju kutub negatif.

Tabel 1 Informasi MFC single chamber sebagai alat penghasil listrik dengan
berbagai jenis biokatali

MFEC Single Chamber

Biokatalis Voltase (mV) Peneliti

Activated sludge 180 Kaewkemetra et al. (2011)
Serratia 698 Oktarina (2014)
Pseudomonas 584

Enterobacter 665

Microbial  solution  from 396 Ahmed et al. (2018)
wastewater

Fishery waste 763 Rosmalawati (2014)
Limbah cair pemindangan ikan 51 Ibrahim et al. (2017)

Berdasarkan (table 1) dapat diketahui bahwa sistem MFC single chamber
dapat digunakan sebagai bioreaktor penghasil listrik. Biokatalis pada MFC dapat
menggunakan bakteri untuk menghasilkan listrik. Di dalam MFC, sebagai donor
elektron adalah zat hasil metabolisme mikroba atau elektron yang dilepaskan
mikroba saat melakukan metabolismenya. Zat hasil metabolisme mikroba

umumnya senyawa yang mengandung hidrogen, seperti etanol, methanol, atau gas
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metana. Senyawa ini dapat digunakan sebagai sumber hidrogen melalui
serangkaian proses untuk memroduksi elektron dan menghasilkan arus listrik.
Setiap aktivitas metabolisme yang dilakukan mikroba umumnya melibatkan
pelepasan elektron bebas ke medium. Elektron ini dimanfaatkan langsung pada
anoda dalam MFC untuk menghasilkan arus listrik.

Di dalam chamber bioreaktor terjadi reaksi kimia glukosa akan terurai
secara enzimatik untuk menghasilkan dua molekul piruvat yang memiliki tiga
atom karbon. Proses ini dikenal dengan glikolisis. Selama reaksi-reaksi glikolisis
menghasilkan dan melepas energi bebas yang diberikan glukosa dan disimpan
dalam bentuk ATP. Bakteri pada anoda akan memetabolisme glukosa untuk
menghasilkan ATP. Elektron yang dihasilkan dalam proses metabolisme tersebut
selanjutnya diberikan kepada NAD+ dan direduksi menjadi NADH, yang
merupakan koenzim yang berperan sebagai pembawa elektron yang terjadi di
membran plasma bakteri. NADH akan teroksidasi membentuk NAD+ sebagai
pasangan redoks (NAD+/NADH) dan memberikan elektronnya pada akseptor
elektron yang memiliki potensial redoks lebih rendah. Pada respirasi aerob,
oksigen berperan sebagai akseptor elektron yang akan bereaksi dengan ion H*
membentuk air dan melepaskan energi bebas yang akan digunakan dalam
fosforilasi oksidatif untuk mensintesis ATP dari ADP dan fosfat organik
(Novitasari, 2011).

2.3.1 Desain MFC
Pada umumnya, desain perangkat MFC terdiri dari 2 bejana (two chamber)

yang dipisahkan oleh membran penukar proton atau biasa disebut PEM (Proton
Exchange Membrane), seperti Nafiom, Ultrex, atau jembatan garam (Logan et al.,
2006). Dua bejana tersebut terdiri dari bejana anoda dan bejana katoda. Pada
bejana anoda berisi substrat yang akan dioksidasi oleh mikroorganisme sehingga
menghasilkan proton dan elektron. Elektron ditransfer melalui rangkaian
eksternal, sementara itu proton berdifusi pada larutan menuju katoda, kamudian
elektron bergabung dengan proton dan oksigen membentuk air (Mahendra dan
Mahavarkar, 2013).

MFC satu bejana terdiri dari datu bejana yang digunakan sebagai bejana

anoda, sedangkan katoda diletakkan pada salah satu sisi bejana yang terpapar
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udara secara langsung (Mahendra dan Mahavarkar, 2013). Menurut Hampannavar
et al. (2011), MFC satu bejana terbukti lebih baik dibandingkan dengan MFC dua
bejana pada kondisi operasi yang sama, karena rendahnya biaya pembuatan, biaya
pemeiharaan dan listrik yang dihasilkan lebih tinggi. Stack MFC adalah gabungan
dari beberapa unit. MFC yang dihubungkan secara paralel atau seri baik dua
bejana maupun satu bejana, yang dirangkai secara seri atau paralel (Yazdi et al.,
2015). Berikut ini adalah reaksi kimia yang terjadi pada MFC (Sitorus, 2010):
Anoda : C12H2011 + 13 H20 ---> 12CO, + 48H" + 48¢

Katoda :de + 4H"+ O2---> 2H20

Elektroda merupakan subtrat yang penting pada respirasi ekstraseluler
diberbagai aplikasi (Grainick dan Dianne, 2007), salah satunya pada proses
konversi substrat secara langsung untuk menghasilkan listrik pada MFC (Rabaey
dan Verstraete, 2005). Elektroda dapat berfungsi sebagai donor ataupun akseptor
elektron bagi mikroorganisme, tergantung dari fungsi elektroda tersebut yaitu
sebagai anoda atau katoda(Grainick dan Newman, 2007). Karbon merupakan
bahan elektroda yang serbaguna, biasanya tersedia dalam bentuk plat atau
batangan yang merupakan bahan elektroda anoda yang paling sederhana karena
harganya yang relatif murah, mudah dalam penangannya, dan luas permukaannya
dapat diketahui (Logan et al., 2006). Begitu juga katoda, karbon dapat digunakan
sebagai bahan yang paling banyak digunakan. Menurut Logan et al. (2006)
pemilihan bahan katoda sangat mempengaruhi kinerjanya dan tergantung
aplikasinya.

2.3.2 Jenis MFC

Dalam perkembanganya, sistem MFC memiliki beberapa jenis yang dapat
dibedakan berdasarkan beberapa hal, diantaranya berdasarakan ada tidaknya
membran, jenis kultur mikroba yang digunukan, dan ada tidaknya mediator
elektron.

Berdasarkan Membran

Pada MFC tanpa membran, elektroda katoda berada pada tepi bejana
sehingga disatu sisi kontak dengan cairan (limbah cair) dan sisi lain kontak
langsung dengan udara, kemudian oksigen di udara dapat berdifusi melewati

katoda dan terlibat pada reaksi reduksi oksigen (Sirinutsombon, 2014). Menurut
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Liu dan Logan (2004), MFC dengan katoda berpori yang kontak langsung dengan
udara (open-air cathode) dan tanpa membran dapat menghasilkan energi listrik

yang lebih tinggi karena membran dapat menghalangi aliran proton.

Berdasarkan Jenis Kultur Mikroba

Jenis kultur mikroba yang digunakan pada MFC bisa berupa single culture
(kultur tunggal) dan mix culture (kultur campuran). Kultur campuran biasanya
digunakan pada MFC yang menggunakan limbah sebagai substratnya karena
limbah yang digunakan sudah mengandung kumpulan beberapa jenis mikroba.
Beberapa penenlitian yang menggunakan kultur campuran dari limbah, antara lain
limbah cair industri tahu (Hermayanti dan Nugraha, 2014 dan Hermawan et al.,
2014), limbah cair industri tempe (Utami et al., 2014), limbah cair perikanan
(lbrahim et al, 2013), campuran limbah domestik dan limbah olahan susu
(Mahendra dan Mahavarkar, 2013) dan sampah sayu pasar (Imaduddin et al.,
2014).

MFC dengan kultur tunggal secara umum memerlukan perhatian lebih
karena kondisinya harus sesuai dengan Kkarakteristik jenis mikroba yang
digunakan agar dapat bermetabolisme secara maksimal. Beberapa kondisi utama
yang perludiperhatikan, antara lain pH, suhu, dan nutrisi yang digunakan. Salah
satu jenis bakteri yang digunakan sebagai kultur tunggal, yaitu E.coli (Purwati et
al., 2014). MFC dengan kultur campuran menghasilkan tegangan listrik yang
lebih besar daripada MFC dengan kultur tunggal (Logan et al., 2006).

2.3.3 Faktor yang Memengaruhi Microbial Fuel Cell (MFC)

Secara umum, parameter-parameter operasional dan desain merupakan
faktor-faktor yang dapat memengaruhi kinerja MFC. Beberapa faktor yang dapat
memengaruhi  MFC, vaitu kondisi substrat, konsentrasi substrat, suhu,
mikroorganisme dan waktu tinggal (Marashi dan kariminia, 2015).
pH Substrat

Beberapa kondisi subtrat yang dapat memengaruhi MFC, yaitu pH dan
nutrisi. pH memiliki pengaruh yang signifikan terhadap aktivitas bakteri dalam
mendegradasi bahan organik dan menghasilkan listrik. Marashi dan Kariminia
(2015) menyatakan bahwa kondisi basa merupakan kondisi yang sesuai bagi

pertumbuhan bakteri eksoelektrogenik, sehingga dihasilkan listrik yang lebih



.aC.|

.ub

repository

§

UNIVERSITAS

2

11

tinggi. Pada penelitian yang dilakukan oleh Marshai dan Kariminia (2015),
didapatka bahwa pH 8,5 menghasilkan listrik yang lebih tinggi daripada pH 7 dan
5,4. Hal ini dikarenakan bakteri eksoelektrogenik tumbuh baik pada pH basa.

Selain pH, kandungan senyawa pada substrat juga dapat memengaruhi
MFC, khusunya senyawa yang berperan bagi pertumbuhan mikroorganisme.
Nutrisi merupakan salah satu faktor penting yang memengaruhi pertumbuhan
biomasa mikroba. Nutrisi yang diperlukan biasanya berupa nitrogen, karbon dan
fosfor. Menurut Karsli dan Russell (2002), pertumbuhan mikroba yang optimal
dapat dicapai ketika ketersediaan nitrogen untuk sintesis asam amino dan sistesis
protein tercukupi. Nitrogen dibutuhkan mikroba untuk sintesis protein dan asam
nukleat. Protein dibutuhkan untuk struktur dan fungsi enzim dalam sel, sedangkan
asam nukleat berfungsi sebagai informasi materi genetik sel. Karbon, hidrogen,
oksigen dan nitrogen menyusun 95% dari berat sel hidup bakteri (Widjaja dan
Sunarko, 2007).
Substrat

Konsentrasi substrat akan memengaruhi akjtivitas mikroba pada bejana
anoda. Marashi dan Kariminia (2015) menyatakan bahwa peningkatan listrik
terjadi ketika konsentrasi limbah cair yang lebih tinggi digunakan. Besarnya
listrik yang dihasilkan pada MFC dibatasi oleh 2 faktor, yaitu laju oksidasi
substrat oleh bakteri dan laju transfer elektron menuju permukaan elektroda
(Marashi dan Kariminia, 2015).
Spesies Mikroorganisme

Mikroorganisme memberikan pengaruh yang sangat penting terhadap listrik
yag dihasilkan olen MFC. Hal ini karena secara biologis mikroorganisme
memiliki kemampuan untuk mengoksidasi bahan orgaik dan menstransfer
elektron menuju anoda (Logan, 2009). Mikroorganisme eksoelektrogenik
merupakan mikroorganisme yang memiliki kemampuan untuk mentransfer
elektron secara eksoseluler, seperti Shewanella putrefaciens, Geobacter
sulfurreducens, Pseudomonas aeruginosa, dan E. Coli (Logan, 2009).
Penggunaan atau penambahan  mikroorganisme  eksoelektrogenik  akan
meningkatkan produksi listrik.
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I1l. METODE PENELITIAN
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan Fakultas
Pertanian Universitas Brawijaya. Penelitian dimulai pada bulan September 2018
hingga Mei 2019.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: botol polyetilen,
elektroda batang grafit, kabel, penjepit buaya, multimeter tipe YX-360 TRN,
baterai, suntikan, pengaduk, gunting, solder, cutter, korek api, lilin, pisau,
baskom, sprayer, gelas ukur, timbangan, timer, masker, gloves, LAFC (laminar
air flow cabinet), mikropipet, blue-tip, microtube, tabung falcon, cuvet,
spectrofotometer, timbangan analitk, pH meter, vortex, spektrofotometer,
Petridish, beaker glass, pinset, labu Erlenmeyer, scott bottle, jarum ose, bunsen,

penggaris dan alat tulis.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain tanaman tembakau,
isolat bakteri tanah hasil penelitian Nur (2019) diantaranya Bacillus (N3),
Clostridium (N10), Xanthomonas (N23), Pseudomonas (N24), Pantoea (N26),
dan Erwinia (N27), isolat R. Solanacearum NaOH 1M, HCI 1M, aquades, gula,
ethanol 96%, kertas saring, bit, nutrient agar (NA), kloroform, ethanol 70%,

spirtus, aluminium foil, plastik wrapping dan tisu.
3.3 Metode Pelaksanaan

Penelitian menggunakan metode eksperimental. Jenis penelitian yang
digunakan untuk menguji pengaruh dari suatu perlakuan (atau desain baru)
terhadap proses. Pengaruh dari beberapa perlakuan yang berbeda dalam percobaan
akan dibandingkan sehingga diperoleh suatu kejadian yang saling berhubungan.
Melalui cara ini akan diuji potensi dan perbedaan listrik yang dihasilkan antara

bakteri rizosfer dan bakteri patogen dengan sistem microbial fuel cell.

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan faktor
tunggal. Dimana faktor tunggal yang digunakan adalah penggunaan jenis bakteri.
Penelitian ini menggunakan 7 perlakuan dimana PO; Kontrol, P1; Bacillus (N3)
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P2; Clostridium (N10), P3; Xanthomonas (N23), P4; Pseudomonas (N24), P5;
Pantoea (N26) dan P6; Erwinia (N27) setiap perlakuan diulang sebanyak 4 kali.

I’QPOSItOI’)’

Sehingga menghasilkan 28 satuan percobaan.
3.4 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian memiliki 4 tahap yaitu persiapan, pelaksanaan,
pengamatan dan analsis data (Gambar. 2). Berikut ini adalah gambar alur

pelaksanaan penelitian.

Persiapan

Perakitan Perangkat Persiapan Isolat Sterilisasi Alat dan Bahan
MFC Satu Bejana

v

Pelaksanaan

\

Pengujian

Uji Hipersensitif Uji Antagonis Pengukuran Listrik

v

Pengamatan

Arus listrik, waktu, pH, nilai OD, diameter zona
bening dan gejala nekrosis pada daun tembakau

A

Analisis Data

Gambar 2. Alur pelaksanaan penelitian
3.4.1 Perakitan Perangkat MFC Satu Bejana
Desain sistem MFC yang digunakan adalah modifikasi MFC yang mengacu
pada Marashi dan Kariminia (2015) yaitu MFC satu bejana tanpa membran.
Bejana yang digunakan terbuat dari botol polietilen berkapasitas 1 liter. Elektroda

yang digunakan adalah karbon batang grafit berbentuk tabung. Karbon grafit
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dipilih karena lebih biocompatible dan secara kimia stabil di dalam larutan
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bioreaktor. Selain itu, karbon batang grafit banyak dipakai karena relatif murah
dan sederhana (Novitasari, 2011). Sebelum digunakan, elektroda direndam
terlebih dahulu dalam larutan NaOH 1M selama 6-12 jam, selanjutnya direndam
dengan HCI 1M dengan waktu yang sama. Hal ini bertujuan untuk mentralkan
muatan elektroda agar tidak memengaruhi kinerjanya dalam menangkap elektron.
3.4.2 Persiapan Substrat dan Bioaktivator

Bahan atau subtrat yang digunakan dalam MFC adalah sukrosa atau gula
sebanyak 50 gram yang dilarutkan ke dalam aquades sebanyak 500 ml (Januarita
et al., 2015). Pada penelitian ini terdapat dua perlakuan bioaktivator yaitu
penambahan bioaktivator berupa bakteri dengan indeks antagonis tertinggi dan
bakteri patogen R. solanacearum. Isolat bakteri tersebut diperoleh dari koleksi
bakteri di Laboratorium Penyakit Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya. Isolat
bakteri paotgen R. solanacearum diperoleh dari koleksi bakteri di Laboratorium
Penyakit Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya.
3.4.3 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi merupakan kegiatan yang bertujuan untuk membebaskan semua
bahan dari mikroba perusak. Sterilisasi yang cepat dan efektif dilakukan pada
tekanan tinggi agar tidak merusak bahan dalam kaleng, selama 20 menit pada
suhu 121°C. Sterilisasi yang dilakukan yaitu dengan mencuci peralatan dengan air
mengalir. Selanjutnya peralatan dibungkus dengan kertas dan dibungkus dengan
plastik tahan panas. Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf selama 10
menit pada suhu 121°C.
3.4.4 Purifikasi dan Peremajaan Bakteri

Purifikasi dan peremajaan bakteri dilakukan pada isolat R. Solanacearum
dan isolat rizobakteri. Bakteri yang tumbuh di media NA dipisahkan dan diambil
dengan jarum ose kemudian ditumbuhkan lagi pada media NA yang baru.
Kegiatan purifikasi dilakukan dalam LAFC agar mencegah kontaminasi dari
mikroorganisme lain. Hasil purifikasi diinkubasi selama 24-48 jam.
3.4.5 Uji Hipersensitif

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut patogen

tanaman atau bukan. Pengujian ini dilakukan dengan menyuntikkan suspensi
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bakteri ke dalam daun tembakau. Reaksi positif terihat jika pada bagian yang
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disuntikan pada daun tembakau suspensi bakteri terjadi nekrosis.
3.4.6 Uji Virulensi

Bakteri R. solanacearum kemudian digoreskan dengan jarum ose pada
media selektif Tetrazolium Chlorida (TZC) dan diinkubasikan selama 1x24 jam
pada suhu ruang 27 °C. Indikator tingkat virulensi bakteri R. solanacearum pada
media TZC dilanjutkan dengan pengamatan warna koloni bakteri yang tumbuh.
Bakteri R. solanacearum yang virulen ditandai dengan koloni bakteri berwarna
merah muda pada bagian pusat koloni dengan warna putih susu pada bagian tepi.
Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui tingkat virulensi dari bakteri R.
solanacearum.
3.4.6 Uji Antagonis

Isolat rizobakteri yang telah ditumbuhkan selama 24 jam diecerkan dalam
aquades steril hingga 10° cfu/ml. Potongan kertas saring berdiameter 5 mm
dimasukkan ke dalam suspensi bakteri, kemudian didiamkan selama +1 menit dan
ditiriskan selama 2 jam. Kertas saring yang sudah kering, diletakkan pada cawan
petri yang berisi media NA dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
(Gambar. 3). Setelah inkubasi, isolat bakteri dimatikan dengan cara menambahkan
kloroform pada tutup cawan petri dalam keadaan dibalik dan didiamkan selama 1-
2 jam hingga menguap. Setelah itu, biakan dikabutkan (spray) dengan suspensi
bakteri patogen R. Solanacearum 10° cfu/ml. Diamati pembentukan zona bening
pada setiap perlakuan. Pengukuran diameter zona bening dilakukan pada 24 dan
48 jam setelah inkubasi menggunakan penggaris. Data diameter zona bening yang
diperoleh digunakan untuk mengetahui indeks penghambatan yang menunjukkan

kemampuan atau daya hambat bakteri.

Gambar 3. Pola penempatan uji antagonis bakteri rizosfer terhadap patogen R.
solanacearum.
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Diameter zona hambat dapat dihitung dengan mengacu pada formula yang
pernah digunakan oleh Purnawati (2013):

b= Dv + Dh
-2
Keterangan:

IP = Indeks penghambatan (cm)
Dv = diameter vertikal (cm)
Dh = diamterer horizontal (cm)
3.4.7 Pengukuran Energi Listrik

Pengukuran tegangan listrik mengacu pada penelitian yang pernah
dilakukan oleh Herlian et al. (2014) dimana sistem MFC dijalankan selama 72
jam. Pengukuran tegangan listrik dilakukan setiap 4 jam dengan menggunakan
multimeter tipe YX-360 TRN.
3.4.8 Pengukuran pH substrat Bioreaktor

Pengukuran pH dilakukan diawal saat running MFC pada jam ke 0 dan
pengamatan terakhir pada jam ke 72. Hal ini bertujuan untuk mengetahui
perubahan pH substrat di dalam bioreaktor. Pengukuran pH menggunakan pH
meter. Sebelum digunakan pH meter dinetralkan dengan aquades steril.
Selanjutnya pH meter dimasukkan kedalam reaktor hingga nilai pH muncul pada
layar. Ditunggu hingga nilai pH konstan kemudian didokumentasikan.
3.4.9 Pengukuran nilai OD (Optical Density)

Pengukuran nilai OD menggunakan spectrofotometer. Pengukuran
dilakukan diawal pengamatan pada saat running MFC jam ke 0 dan pada akhir
pengamatan pada jam ke 72. Hal ini bertujuan untuk mengetahui perubahan
kerapatan bakteri yang ada pada bioreaktor. Pengukuran dilakukan dengan
mengambil suspensi substrat dari dalam bioreaktor sebanyak 1 ml. Kemudian
dimasukkan kedalam cuvet lalu diukur nilai OD menggunakan spectrofotometer
dengan panjang gelombang 610 nm.
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3.5 Variabel Pengamatan

I’QPOSItOI’)’

Variabel pengamatan dalam penelitian ini yaitu, pengamatan terhadap
voltase listrik yang dihasilkan, pH subtrat, nilai OD, pembentukan zona bening
dan gejala nekrosis pada daun tembakau.

3.6 Analisis Data

Data hasil pengataman secara kuantitatif diolah menggunakan perangkat
lunak Microsoft Excel 2016 dan SPSS. Hasil analisa pengamatan tersebut diolah
menggunakan uji ANOVA. Pada pengujian antagonis jika terdapat nilai yang
berbeda nyata dilakukan uji lanjut menggunakan uji DMRT pada taraf kesalahan
5%. Sedangkan hasil pengujian listrik dianalisis menggunakan uji T dengan taraf

kesalahan 5%.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
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4.1 Pengujian Bakteri Ralstonia solanacearum

Hasil Uji Hipersensitif Bakteri Ralstonia solanacearum
Kemampuan bakteri dalam menyebabkan penyakit dapat diketahui dari

patogenisitas terhadap tanaman. Salah satu cara untuk mengetahui bakteri tersebut
bersifat petogen yaitu dengan melakukan uji hipersensitif. Pengujian dilakukan
dengan melukai daun tembakau kamudian menginjeksi suspensi bakteri Ralstonia
solanacearum. Keberhasilan uji hipersensitif ditinjau dari gejala dan reaksi yang
muncul pada bagian yang diinjeksi bakteri. Reaksi positif, ditunjukan dengan

munculnya klorosis pada bagian daun yang diberi perlakuan. Berikut adalah hasil

pengujian hipersentif.

Gambar 4. Hasil uji hipersensitif pada pengamatan 48 jsi, A: Perlakuan kontrol
negatif dan B: Perlakuan Bakteri Ralstonia solanacearum

Hasil pengamatan diatas menunjukkan bahwa terdapat perbedaan reaksi
antara perlakuan kontrol negatif (aquades) dan perlakuan bakteri R.
solanacearum. Pada perlakuan kontrol negatif daun tembakau yang diberi
perlakuan tidak menunjukkan reaksi. Sedangkan, pada perlakuan bakteri R.
solanacearum daun tembakau menunjukkan reaksi positif hipersensitif (Gambar.
4). Reaksi positif berupa nekrosis pada bagian daun yang telah diinjeksikan
bakteri patogen. Bahkan pada pengamatan 48 jam setelah inokulasi daun yang
diinjeksi mulai mengering. Hal ini sesuai dengan penelitian Istigomah dan
Kusumawati (2018), yang menyatakan bahwa gejala awal yang muncul adalah
jaringan daun tembakau berubah menjadi lebih terang kemudian mengering, serta

nekrosis muncul pada 48 jam setelah inokulasi. Hal tersebut juga sesuai dengan
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penelitian Oktafiyanto et al. (2018), menyebutkan bahwa sebanyak 139 isolat

I’QPOSItOI’)’

bakteri endofit hasil eksplorasi bereaksi positif dan menyebabkan nekrosis pada
daun tembakau setelah 48 jam dan memunculkan lesio lokal. Menurut Fahy dan
Hayward (1983) menyebutkan bahwa lesio lokal adalah respon tanaman terhadap
serangan patogen untuk menghambat invasi patogen dalam jaringan tanaman.
Sejalan dengan pernyataan diatas menurut Agrios (2005) menyebutkan bahwa
respon hipersensitif pada tanaman adalah menghambat invasi patogen dengan cara
mematikan sel yang terinfeksi dan sel yang berdekatan dengan sel terinfeksi,

sehingga sel-sel yang mati membentuk gejala nekrotik dan mengering.

Hasil Uji Virulensi Bakteri R. solanacearum

Virulensi merupakan tingkat keparahan suatu penyakit yang disebabkan
oleh pathogen. Virulensi bakteri patogen dapat diketahui dengan menggunakan
media selektif. Menurut Mehan dalam Rahmawanto (2014) virulensi bakteri
R.solanacearum dapat diketahui dengan menggunakan media selektif tetrazolium
chloride (TZC). Hasil pengujian diperoleh bahwa koloni bakteri R.solanacearum
pada bagian tepi berwana putih kusam dengan pusat koloni berwarna merah muda
dan berlendir (Gambar. 5). Hasil tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan
Purnawati (2013) menyebutkan koloni R.solanacearum yang ditumbuhkan pada
media TZC pada umur 48 jam berwarna putih dengan warna merah muda pada

bagian tengah koloni.

Gambar 5. Bakteri R.solanacearum pada media TZC

Menurut James et al. (2003) koloni bakteri R. solanacearum yang virulen
memiliki karakter berupa koloni bakteri berlendir, berwarna putih dengan warna

merah muda di tengah media TZC, sedangkan untuk bakteri yang avirulen
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memiliki karakter koloni berwarna merah tua. Sependapat dengan pernyataan
diatas menurut Gunawan (2006) bakteri R. solanacearum yang virulen
menunjukkan bentuk koloni tidak beraturan, berlendir dengan warna merah muda
pada bagian tengah dan dikelilingi oleh lender berwarna putih susu. Sedangkan
koloni yang avirulen akan tampak berwarna merah dan tidak berlendir. Menurut
Sholehuddin (2018) tinggi rendahnya virulensi R. solancearum dipengaruhi oleh
faktor quorum sensing. Ekspresi gen virulen dikendalikan dan dipengaruhi oleh
aktivitas gen phcA. Gen tersebut berpengaruh dalam produksi EPS, enzim

pendegradasi dinding sel dan pergerakkan bakteri.
4.2 Antagonisme Bakteri Rizosfer terhadap Patogen Ralstonia solanacearum

Bakteri rizosfer merupakan kelompok bakteri yang hidup dan menjadikan
dearah perakaran sebagai habitat. Bakteri rhizosfer yang digunakan dalam
penelitian ini berasal dari hasil eksplorasi Sari (2018) pada daerah perakaran
tanaman. Bakteri tersebut tergolong dalam berbagai genus diantaranya Bacillus
(N3), Clostridium (N10), Xanthomonas (N23), Pseudomonas (N24), Pantoea
(N26), dan Erwinia (N27). Sehingga untuk mengetahui kemampuan antagonisme

bakteri tersebut terhadap bakteri patogen R. solanacearum, maka dilakukan

pengujian antagonisme.

Gambar 6. Zona hambat yang dihasilkan oleh bakteri yang bersifat antagonis pada
pengamatan 24 jam. A. Kontrol aquades, B. bakteri isolat N10, C.
Bakteri isolat N23, D. bakteri isolat N3, E. bakteri isolat N24, F.
Bakteri isolat N27, dan G. bakteri isolat N26.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa semua isolat bakteri mampu
menghasilkan zona bening (Gambar. 6). Zona bening yang dihasilkan oleh bakteri
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diduga adalah senyawa metabolit sekunder. Senyawa metabolit sekunder yang
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dihasilkan bersifat antibiotik bagi patogen. Menurut Istigomah dan Kusumawati
(2018) zona bening yang dihasilkan oleh bakteri antagonis merupakan metabolit
sekunder yang digunakan untuk  menghambat atau mematikan patogen.
Mekanisme penghambatan bakteri antagonis terhadap patogen dengan
menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti siderofor, Kitinase, antibiotik,
sianida dan induksi ketahanan sistemik. Sejalan dengan penyataan diatas menurt
Pal dan Gardener (2006) dalam Manan et al. (2018) menyebutkan bahwa
beberapa mikroba antagonis menghasilkan enzim yang dapat menghidrolisis
kitin, protein, selulosa dan hemiselulosa. Berikut ini adalah hasil daya
antagonisme bakteri rhizosfer dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen

R. solanacearum.

Tabel 2 Kemampuan antagonis bakteri rhizosfer terhadap R. solanacearum

Indeks Penghambatan (cm)

No Perlakuan

24 jam 48 jam
1 Kontrol 0 a 0 a
2 Bacillus N3 587d 5,05¢
3 Clostridium N10 4,41 be 471c
4 Xanthomonas N23 4,06 b 3,76 b
5  Pseudomonas N24 4,35 be 4,22 bc
6  Pantoea N26 4,37 be 3,58 b
7 Erwinia N27 493c 4,83 ¢

Keterangan : Angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda
nyata antar perlakuan pada uji DMRT pada taraf kesalahan 5%.

Berdasarkan hasil analisis ragam menunjukkan bahwa perlakuan bakteri
rizosfer memberikan pengaruh yang berbeda nyata terhadap zona hambat yang
dihasilkan. Data diatas (tabel 2.) diketahui bahwa semua isolat memiliki
kemampuan antagonis jika dibandingkan dengan kontrol. Pada pengamatan 24
jam indeks penghambatan Bacillus (N3) berbeda nyata dengan semua perlakuan.
Sedangkan indeks penghambatan Clostridium (N10), Xanthomonas (N23),
Pseudomonas (N24), dan Pantoea (N26) tidak berbeda nyata. Pada pengamatan
48 jam indeks penghambatan Bacillus (N3), Clostridium (N10), Pseudomonas
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(N24), dan Erwinia (N27) tidak berbeda nyata, namun Bacillus (N3) berbeda
nyata dengan Xanthomonas (N23), dan Pantoea (N26).

I’QPOSItOI’)’

Bakteri Bacillus (N3) diduga menghasilkan senyawa metabolit sekunder
yang dapat menghambat pertumbuhan R.solanacearum. Menurut Manan et al.
(2018) menyebutkan bahwa sebagian besar strain Bacillus dilaporkan
menghasilkan antibiotik golongan peptida, butirosin dan protosin. Selain itu
beberapa spesies Bacillus dilaporkan mampu menghasilkan enzim protease,
penisilianase, nuklease, fosfatase, lipase, fosfolipase, tiaminase dan enzim

bakteriolik yang berpengaruh terhadap aktivitas hiperparasit patogen.

4.3 Potensi Listrik yang Dihasilkan oleh Bakteri R. Solanacearum dan
Bakteri Antagonis Bacillus (N3)

Bakteri merupakan salah satu mikroba yang berpotensi dalam menghasilkan
listrik. Mekanisme bakteri menghasikan listrik adalah dengan mendegradasi
subtrat menjadi molekul yang lebih sederhana. Hasil samping dari aktivitas
bakteri mengeluarkan elektron yang dapat ditangkap sebagai sumber listrik.
Penelitian terdahulu mayoritas melalukan uji coba terhadap jenis bakteri
elektrogenik seperti E. coli dan Geobacter (Guo et al., 2012). Sedangkan, masih
banyak genus dan jenis bakteri yang belum diteliti. Oleh karena itu peneliti
menguji potensi listrik bakteri rizosfer dengan indeks nilai penghambatan terbaik
dengan bakteri patogen, sehingga pengujian listrik dilakukan terhadap bakteri
Bacillus (N3) dan bakteri R. solanacearum. Hasil yang diperoleh adalah bakteri
antagonis Bacillus (N3) menghasilkan tegangan lebih besar dibandingkan dengan

bakteri R.solanacearum. Hal tersebut ditunjukkan pada Gambar 6.
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Gambar 6. Grafik Perbandingan Listrik yang Dihasilkan antara R.solanacearum
dan Bacillus N3.

Grafik diatas (gambar 6.) menunjukkan bahwa terjadi penigkatan listrik
yang dihasilkan oleh kedua bakteri. Hanya saja besaran listrik yang dihasilkan
berbeda. Voltase tertinggi yang dihasilkan oleh Bacillus N3 sebesar 170 mV pada
waktu pengamatan ke 52, 56 dan 64 jam. Sedangkan, voltase tertinggi yang
dihasilkan oleh R.solanacearum sebesar 60 mV pada waktu pengamatan 72 jam.
Perbedaan listrik yang dihasilkan oleh kedua bakteri diduga faktor kemampuan
dari jenis bakteri dalam mendegradasi subtrat. Menurut Logan (2009)
menyebutkan bahwa secara biologis mikroorganisme memiliki kemampuan yang
berbeda antar spesies dalam mengoksidasi bahan organik dan menstransfer
elektron menuju anoda.

Hasil uji T yang telah dilakukan antara listrik yang dihasilkan oleh bakteri
Bacillus (N3) dan R.solancearum ialah berbeda nyata. Listrik yang dihasilkan
oleh Bacillus (N3) lebih besar. Hal ini diduga Bacillus (N3) menghasilkan banyak
enzim yang dapat mendagradasi sukrosa. Berdasarakan penelitian Prihantoro dan
Zulaika (2015) menyebutkan bahwa Bacillus S1, SS19 dan DA1l mampu
memfermentasi glukosa untuk digunakan sebagai sumber energi (ATP). Beberapa
mikroba seperti bakteri Bacillus macerans dapat menghasilkan enzim invertase.
Enzim invertase merupakan enzim yang tergolong dalam enzim hydrolase yang
dapat menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa (Indriani et al., 2015).
Sejalan dengan pernyataan diatas menurut Goncalves et al. (2015) Bacillus
subtilis mengeluarkan metabolit sekunder tinggi menghidrolisis sukrosa. Aktivitas
pemecahan substrat sukrosa didukung oleh enzim levansukrase dan sukrase. Disisi
lain berdasarkan hasil penelitian Miasnikov (1997) beberapa dari keluarga
Bacillus yang diisolasi dari tanah dilaporkan dapat memroduksi levanase. Enzim
ini dengan mudah dapat menghidrolisis sukrosa dan inulin. Bahkan Bacillus
subtilis menghasilkan inulinase dan levanase yang dapat menghidrolisis inulin,
levan dan sukrosa (Wanker et al., 1995). Enzim tersebut diduga menjadi salah
satu faktor yang memengaruhi listrik yang dihasilkan. Bahkan menurut Prayogo et
al. (2017) melaporkan bahwa pada beberapa penelitan terdahulu meyatakan

bahwa bakteri B. substilis dapat menghasilkan voltase hingga 691 mV
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(Yoganathan dan Ganesh, 2012), 433 mV (Nimje,2012) dan 450 mV (Ismail dan
Jael, 2013). Perbedaan hasil nilai voltase dikarenakan beberapa faktor diantaranya

desain MFC, jenis subtrat, jenis material elektroda dan running time.

Rendahnya voltase yang dihasilkan bakteri R.solanacearum diduga karena
enzim yang dikeluarkan untuk mendegradasi sukrosa dalam jumlah kecil. Namun
nilai voltse yang dihasilkan bakteri R.solanacearum mengalami kenaikan meski
dalam taraf yang lambat. Hal ini diduga karena bakteri membutuhkan waktu
beradaptasi terhadap kondisi reaktor. Menurut Putra et al. (2014) menyatakan
bahwa lambatnya kenaikan voltase listrik yang dihasilkan dikarenakan mikroba
membutuhkan waktu dalam mendegradasi senyawa substrat.

4.3.1 Pengaruh Kerapatan Bakteri terhadap Listrik yang Dihasilkan

Produksi listrik yang dihasilkan oleh bakteri dapat ditentukan dengan
jumlah atau kerapatan bakteri yang digunakan. Jumlah bakteri yang digunakan
berpengaruh terhadap laju aktivitas bakteri dalam mendegradasi substrat.
Sehingga berpengaruh terhadap electron yang dihasilkan dan ditangkap sebagai
bahan baku pembangkit listrik dalam sistem MFC. Menurut Qian et al. (2011)
menyatakan bahwa penambahan dan jumlah bakteri pada sistem MFC akan
memberikan efek berbeda dengan nilai voltase yang dihasilkan. Pada (Tabel 3)
hasil pengukuran kerapatan bakteri berdasarkan nilai OD (optical density)
menggunakan spectrofotometer dengan panjang gelombang 610 nm.

Tabel 3. Hasil pengukuran nilai OD (optical density) bakteri

Perlakuan Nilai OD Awal Nilai OD Akhir
R.solanacearum 0,014 0,059
Bacillus N3 0,010 0,016

Berdasarkan tabel diatas dapat diketahui bahwa nilai kerapatan bakteri
ditinjau dari nilai OD mengalami peningkatan di masing-masing perlakuan.
Peningkatan kerapatan menunjukkan bahwa bakteri pada kedua perlakuan
pertumbuhan yang terjadi diduga bakteri mampu mendegradasi sukrosa sebagai
sumber energi dalam kelangsungan hidup bakteri. Menurut Putera et al. (2014)
menyatakan bahwa mikroba yang telah beradaptasi dengan sistem MFC akan
mengalami pertumbuhan populasinya dan meningkatkan nilai voltase listrik yang
dihasilkan.
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Peningkatan nilai OD bakteri R.solanacearum berbanding lurus terhadap
listrik yang dihasilkan. Pada pengamatan ke 32 jam hingga ke 72 jam listrik yang
dihasilkan mengalami peningkatan. Hal ini diduga karena bakteri R.
solanacearum mengalami pertumbuhan sehingga kerapatan bakteri mengalami
peningkatan. Bertambahnya jumlah bakteri memungkinkan proton dan elektron
yang dihasilkan semakin banyak dari proses metabolisme, sehingga kuat arus
yang dihasilkan semakin besar (Novitasari, 2011).

Pada bakteri Bacillus (N3), secara umum peningkatan nilai OD berbanding
lurus dengan listrik yang dihasilkan. Namun pada akhir pengamatan yaitu pada
waktu 56 jam hingga 72 jam listrik yang dihasilkan mengalami fluktuatif. Bahkan
pada waktu pengamatan ke 68 hingga 72 jam mengalami penurunan nilai voltase.
Hal ini diindikasikan bahwa jumlah subtrat di anoda bernilai tetap, sedangkan
bakteri mengalami peningkatan. Sehingga terjadi perebutan nutrisi antar bakteri
sehingga tidak semua sel bakteri dapat melakukan metabolisme dan mengurangi
produksi proton dan elektron (Utari, 2012). Selain itu, hal ini diduga karena
metabolit sekunder yang dihasilkan bakteri dapat menutupi permukaan elektroda.
Sehingga elektron yang dihasilkan oleh bakteri terhambat dan tidak tersalurkan ke
elektroda. Menurut Cowan (2012) bakteri mampu menghasilkan glycocalyx yang
merupakan jaringan filamen molekul yang kaya akan karbohidrat yang melapisi
sel, yang akhirnya terakumulasi dari seluruh bakteri menjadi biofilm pada
permukaan elektroda. Sependapat dengan pernyataan diatas, menurut Imaduddin
et al. (2014) menyebutkan bahwa penurunan listrik yang dihasilkan dapat
disebabkan karena bakteri yang tumbuh dipermukaan elektroda berkembangbiak
dan menghasilkan extracellular polymeric substances (EPS) untuk membentuk
biofilm dan hal ini menjadi penghambat tranfer elektron.

4.3.2 Pengaruh pH Substrat terhadap Listrik yang Dihasilkan

pH merupakan salah satu faktor penting dalam produksi listrik. Derajat
keasaman pada subtrat akan berpengaruh terhadap aktivitas mikroba dalam
mendegradasi bahan organik. Hal tersebut akan berpengaruh terhadap jumlah
elektron yang dihasilkan oleh bakteri dalam menghasilkan listrik. Menurut
Marashi dan Kariminia (2015) menyebutkan bahwa kondisi pH basa merupakan

kondisi yang sesuai bagi pertumbuhan bakteri eksoelektrogenik dalam
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menghasilkan listrik yang lebih tinggi. Berdasarkan pengukuran diperoleh hasil
(Tabel. 4) bahwa terjadi perubahan pH pada kedua perlakuan. Berikut ini adalah
hasil pengukuran nilai pH substrat pada percobaan yang telah dilakukan.

Tabel 4. Pengukuran nilai pH subtrat

Perlakuan pH Awal pH Akhir
R.solanacearum 5.9 5.6
Bacillus 5.47 5.77

Subtrat dengan penambahan bakteri R.solanacerum mengalami penurunan
nilai pH sebesar 0.3. Hal ini disebabkan karena meningkatnya kerapatan bakteri
mengakibatkan penurunan pH. Menurut Imaduddin et al. (2014) peningkatan
jumlah mikroba akan berbanding lurus dengan proses degradasi subtrat yang
mengakibatkan penurunan nilai pH. Hal in disebabkan oleh beberapa reaksi
seperti oksidasi sulfat, nitrifikasi, oksidasi karbon organik. Hal ini didukung
dengan pernyataan Prayogo et al. (2017) yang menyebutkan bahwa dari proses
metabolism bakteri umumya mengahasilkan asam-asam seperti HNOs, H2SOs,
H3PO4, sehingga hal tersebut membuat nilai pH subtrat menurun. Penurunan nilai
pH substrat dikarenakan ion H* yang dihasilkan dari proses metabolisme bakteri
yang terakumulasi pada subtrat. Sedangkan menurut Fitriani et al. (2017)
penurunan pH selama proses MFC berlangsung dikarenakan terjadi pengurangan
nutrient makanan bakteri serta peningkatan produk samping berupa CO..

Kondisi pH substrat yang tergolong masam <6 merupakan salah satu faktor
penting pertumbuhan bakteri R.solanacerum. Menurut Hidayah dan Djajadi
(2009) menyebutkan bahwa pertumbuhan bakteri R.solanacerum lebih optimum
pada kondisi pH masam dan sangat sensitif terhadap kndisi pH alkali. Sehingga
kondisi pH tersebut dapat meningkatkan nilai volatse yang dihasilkan oleh bakteri
R.solanacerum.

Perlakuan bakteri Bacillus (N3) menunjukkan hasil yang berbeda. Nilai pH
substrat mengalami peningkatan sebesar 0.3. Peningkatan nilai pH diduga karena
Bacillus mampu melepas atom H yang terkandung pada larutan subtrat. Menurut
Rahman dan Dewi (2000) menyebutkan bahwa Bacillus menghambat jalur
metabolik asam laktat, sehingga menghasilkan H2. H2 dalam bentuk gas yang

dilepaskan oleh Bacillus merupakan hasil dari aktivitas metabolisme. Sehingga
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pH. Selain itu meningkatnya nilai pH juga berpengaruh dengan listrik yang
dihasilkan. Sejalan dengan penyataan Marashi dan Kariminia (2015)
menyebutkan bahwa kondisi substrat dengan nilai pH 8.5 menghasilkan listrik
lebih tinggi daripada pH 7 dan 5.4. Sehingga dapat diindikasikan bahwa semakin
meningkatnya nilai pH akan berbanding lurus dengan listrik yang dihasilkan oleh
Bacillus (N3).
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V. KESIMPULAN DAN SARAN
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5.1 KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa:

1. Bakteri patogen R.solanacearum dan bakteri rizosfer Bacillus N3 memiliki
daya listrik.

2. Daya listrik yang dihasilkan bakteri patogen R.solanacearum dan bakteri
rizosfer Bacillus N3 berbeda. Daya listik tertinggi dihasilkan bakteri
patogen R.solanacearum 60 mV dan bakteri Bacillus N3 sebesar 170 mV.

5.2 SARAN

Saran untuk penelitian dan pengambangan selanjutnya yaitu:

1. Pelaksanaan penelitian disarankan menggunakan multimeter digital agar
nilai fluktuatif listrik yang dihasilkan lebih detail

2. Perlu dilakukan pengujian listrik terhadap berbagai jenis bakteri patogen
dan rizosfer.

3. Perlu dilakukan pengukuran jumlah bakteri setiap waktu pengamatan.

4. Perlu dilakukan pengujian variasi jenis subtrat yang digunakan dalam MFC.
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LAMPIRAN
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Lampiran 1. Desain MFC Satu Bejana (dimodifikasi)

External Resistance

Stainless Steel
Anode

Carbon Cloth

Cathode
Figure 1 Schematic of the membrane-less
he working volume of the MFC was 250 mL N

single chamber MFC. The reactor was operated in a batch mode at room temperature (22-26°C)
No mediator was added to the anode chamber.

Sumber. (Marashi dan Kariminia,2015)

Ket: Perangkat MFC Single Chamber

Lampiran 2. Analisis ragam hasil uji antagonisme pada 24 jam bakteri antagonis
terhadap pertumbuhan bakteri R.solanacearum pada cawan Petri.

Sum of Square df Mean Square F Sig.

Between Groups 8.738 6 1.456 158.706 .000
Within Groups 193 21 .009
Total 8.930 27
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; Lampiran 3. Analisis ragam hasil uji antagonisme pada 48 jam bakteri antagonis
= terhadap pertumbuhan bakteri R.solanacearum pada cawan Petri.
=5 Sum of Square df Mean Square F Sig.
= Between Groups 8.023 6 1.337 79.425 .000
=
Within Groups 354 21 017
Total 8.376 27

Lampiran 4. Analisis ragam listrik yang dihasilkan oleh bakteri antagonis dengan
bakteri R.solanacearum pada cawan Petri.

Independent Samples Test

Levene's Test
for Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Sig. Mean IntDe_;;/aI of the
(2- |Differenc| Std. Error rerence
F Sig. t df tailed) e Difference | Lower Upper
TRANS_ Equal
LISTRIK variances 4.633 .039| -10.214 34| .000]-5.60278 .54854| -6.71754]-4.48801
assumed
Equal
variances -10.214| 25.234| .000|-5.60278 .54854| -6.73198|-4.47357
not assumed

Ket :Nilai t hitung positif, Berbeda nyata apabila nilai t hitung > t tabel 5%
(2,059), Tidak berbeda nyata apabila nilai t hitung < t tabel 5% (2,059),
Nilai t hitung negatif: Sangat berbeda nyata apabila nilai -t hitung Berbeda
nyata apabila nilai -t hitung > -t tabel 5% (2,059), Tidak berbeda nyata
apabila nilai -t hitung < -t tabel 5% (2,059)

Lampiran 5. Dokumentasi Pengukuran nilai pH

Ket. Pengukuran nilai pH substrat. A; nilai pH awal substrat R.solanacearum, B;
nilai pH awal substrat N3 Bacillus, C; nilai pH akhir substrat
R.solanacearum, D; nilai pH akhir substrat N3 Bacillus.
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Lampiran 6. Dokumentasi Pengukuran Listrik

Ket. Pengukuran listrik menggunakan multimeter analog. A; pengukuran voltase
pada perlakuan bakteri Bacillus N3 pada pengamatan waktu ke 48 jam, B;
pengukuran voltase pada perlakuan bakteri R.solanacearum pada
pengamatan waktu ke 48 jam, C; pengukuran voltase pada perlakuan bakteri
Bacillus N3 pada pengamatan waktu ke 52 jam.
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