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Bacillus subtilis CAF3 adalah bakteri endofit yang potensial dalam menghasilkan
senyawa antifungi. Bakteri ini memiliki senyawa yang dapat menghambat
pertumbuhan Athelia rolfsii. Produksi senyawa antifungi tersebut dapat
ditingkatkan dengan melakukan optimasi pada proses fermentasinya. Pada
penelitian ini dilakukan pemilihan media fermentasi, optimasi konsentrasi
inokulum, optimasi pH awal media dan optimasi agitasi, selain itu juga dilakukan
uji bioaktivitas ektrak hasil fermentasi serta identifikasi senyawa dengan
menggunakan LC/MS. Hasil penelitian menunjukkan hasil fermentasi B. subtilis
CAF3 memiliki daya hambat tertinggi terhadap A. rolfsii pada media tryptic soy
broth (90,59%), konsentrasi inokulum 5% (90,59%), pH awal media 7 (90,59%)
dan agitasi 110 rpm (90,59%). Ektrak etil asetat menghasilkan jumlah senyawa
terbanyak (228 mg/L) dan memiliki bioaktivitas tertinggi (100%). Hasil LC/MS
menunjukkan terdapat empat senyawa yang berbeda yaitu: T1.86 (392 m/z),
T2.24 (261,59 m/z), T2.67 /mL (436,04 m/z) dan T3.28 (282,23 m/z).
Fermentasi senyawa antifungi oleh B. subtilis CAF3 terhadap A. rolfsii optimum
pada medium TSB, konsentrasi inokulum 5%, pH awal media 7 dan agitasi 110
rpm. Senyawa yang dihasilkan oleh strain ini merupakan senyawa yang berbeda
dengan senyawa yang umum dihasilkan oleh B. subtilis.

ABSTRACT

Bacillus subtilis CAF3 is an endophytic bacterium that has the potential to produce antifungal compounds that can
inhibit the growth of Athelia rolfsii. The production of the antifungal compounds can be increased by optimizing the
fermentation process. In this study, the selection of fermentation media, optimization of inoculum concentration, the
initial pH of the media, and agitation were applied along with the bioactivity test of fermented extracts and identification
of compounds using LC/MS. The results showed that fermentation by B. subtilis CAF3 had the highest inhibition against A.
rolfsii in tryptic soy broth (90.59%) with pH 7 (90.59%), 5% inoculum concentration (90.59%), and 110 rpm agitation
(90.59%). Ethyl acetate extract was the dominant compound (228 mg/L) and had the highest bioactivity (100%). The
LC/MS results showed four compounds from the ethyl acetate extract that were T1.86 (392 m/z), T2.24 (261.59 m/z),
T2.67/mL (436.04 m /z), and T3.28 (282.23 m/z). Fermentation of antifungal compounds by B. subtilis CAF3 against A.
rolfsii was optimum in TSB medium, 5% inoculum concentration, at 7 initial pH of medium and 110 rpm agitation. The
compounds produced by this strain was different from the compounds commonly produced by B. subtilis.

1. PENDAHULUAN

Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu & Kimbr. sebelumnya dikenal sebagai Sclerotium rolfsii Sacc. adalah
fungi fitopatogen yang tersebar luas di alam. Fungi ini dapat menginfeksi tanaman pangan, bahan pangan
mentah dan produk olahan, sehingga mengakibatkan kerugian ekonomi dan juga keamanan pangan. Oleh
karena itu fungi ini perlu dikendalikan. Salah satu opsi pengendalian yang ramah lingkungan adalah
dengan menggunakan mikroorganisme antagonis (Zhao et al, 2011). Beberapa mikroorganisme
dilaporkan memiliki aktivitas antagonis dan dapat menghasilkan senyawa penghambat pertumbuhan
(Rautela et al., 2014). Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang banyak dilaporkan memiliki
aktivitas antagonis terhadap fungi fitopatogen (Dalal & Kulkarni, 2013). Salah satu genus bakteri yang
ditemukan sebagai endofit adalah Bacillus. Genus ini diketahui memiliki kemampuan dalam menghasilkan
senyawa antimikroba yang kuat (Li et al,, 2014) dan dapat dimanfaatkan dalam perlindungan tanaman
(Chung et al, 2008; Hadiwiyono & Widono, 2012). Salah satu anggota genus Bacillus yang banyak
dilaporkan sebagai bakteri endofit adalah B. subtilis. Species ini dapat menghasilkan senyawa antifungi
dengan spektrum yang luas, sehingga potensial dikembangkan sebagai pengendali fitopatogen (Ahmad et
al, 2019; Awan & Shoaib, 2019). B. subtilis CAF3 merupakan salah satu strain bakteri endofit yang
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berhasil diisolasi dari daun Citrus aurantifolia Swingle. Bakteri ini memiliki aktivitas antifungi terhadap
Arolfsii (Zam et al, 2019; Ahmad et al, 2019). Penemuan dan pengembangan senyawa antifungi
fitopatogen sangat penting untuk diteliti, agar diperoleh senyawa yang sangat efektif dan memiliki
toksisitas yang rendah terhadap manusia dan ramah lingkungan (Thomashow, Bonsall, & Weller, 2008).
Hal tersebut dapat dicapai dengan melakukan optimasi dalam proses fermentasi yang meliputi: pemilihan
media, konsentrasi inokulum, pH awal medium dan agitasi. Proses optimasi fermentasi dan identifikasi
senyawa antifungi oleh strains ini belum pernah dilaporkan, sehingga perlu diteliti. Penelitian ini
merupakan penelitian pendahuluan dalam proses fermentasi karena masih menggunakan labu kocok.
Diharapkan dari hasil penelitian ini dapat dilanjutkan dengan melakukan optimasi proses fermentasi
dengan menggunakan fermentor untuk mendapatkan hasil yang lebih optimal.

2. METODE

Tahapan pertama yang dilakukan dalam penelitian ini adalah sterilisasi alat dan bahan. Bahan
dan alat tahan panas disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 15 lbs
selama 15 menit. Peralatan yang tidak tahan panas disterilisasi dengan menggunakan alkohol 90%,
sedangkan untuk bahan cair hasil fermentasi disterilisasi dengan menggunakan membran filter 0,2 um.
Pembuatan sumber inokulum dilakukan dengan mengadaptasikan isolat pada medium tryptic soy broth
(TSB). Adaptasi dilakukan dengan cara menginokulasikan satu Ose biakan murni isolat B. subtilis CAF3
dari medium tryptic soy agar (TSA) miring ke dalam Labu Erlenmeyer berisil0 mL medium TSB,
selanjutnya diinkubasikan pada suhu 27°C dengan agitasi 120 rpm selama 24 jam. Hasil adaptasi
selanjutnya diinokulasikan sebanyak 5% (v/v) dengan jumlah sel 106 CFU/mL ke dalam Labu Erlenmeyer
berisi medium TSB dan diinkubasikan pada suhu 27°C dengan agitasi 120 rpm selama 10 jam dan
selanjutnya digunakan dalam tahapan optimasi.

Optimasi proses fermentasi dilakukan secara bertingkat. Optimasi yang dilakukan meliputi: 1)
Pemilihan media. Media yang digunakan, yaitu: TSB, Luria-Berthani (LB), glukosa tepung kedelai (GTK)
dan rendaman jagung (R]) steril dengan pH 7,0. Proses fermentasi dimulai dengan menginokulasikan 5%
(v/v) inokulum dengan jumlah sel 106 CFU/mL ke dalam labu Erlenmeyer berisi media yang akan
digunakan dalam proses fermentasi dan diinkubasikan pada suhu 27°C dengan agitasi 120 rpm; 2)
Konsentrasi inokulum. Optimasi dilakukan dengan menggunakan inokulum dengan konsentrasi 5, 10 dan
15%. Masing-masing konsentrasi dengan jumlah sel 106 CFU/mL ditambahkan ke dalam Labu Erlenmeyer
yang berisi media TSB steril dengan pH 7,0, selanjutnya diinkubasikan pada suhu 27°C dengan agitasi 120
rpm; 3) pH awal media. pH awal media TSB diatur pada nilai 6,0; 7,0 dan 8,0. Penurunan nilai pH
dilakukan dengan penambahanHCl 0,1M, sedangkan peningkatan nilai pH dilakukan dengan penambahan
NaOH 0,1M. Labu Erlenmeyer yang berisi media TSB steril dengan pH yang telah ditetapkan, selanjutnya
diinokulasikan dengan inokulum sebanyak 5% (v/v) dengan jumlah sel 10¢® CFU/mL dan diinkubasikan
pada suhu 27°C dengan agitasi 120 rpm; dan 4) Agitasi. Proses optimasi agitasi dilakukan dengan cara
menginokulasikan inokulum ke dalam Labu Erlenmeyer yang berisi medium TSB dengan pH 7,0 sebanyak
5% (v/v) dengan jumlah sel 106 CFU/mL. Masing-masing medium yang telah berisi inokulum B, subtilis
CAF3 tersebut kemudian diunkubasikan pada agitasi yang berbeda (110, 120 dan 130 rpm) pada suhu
27°C. Pada setiap tahapan optimasi dilakukan pengukuran efektivitas hambatan filtrat hasil fermentasi
terhadap A. rolfsii. Pengukuran efektivitas hambatan filtrat hasil fermentasi terhadap A. rolfsii
menggunakan food poisoning technique (Kambar, Manasa, Vivek, & TR, 2014) dengan konsentrasi filtrat
5% (v/v) di dalam PDA. (Nor Irham Nor Azan et al.,, 2020).

Hasil fermentasi selanjutnya diektraksi. Ekstraksi senyawa dilakukan dengan merujuk (de Melo et
al. (2009) yang dimodifikasi. Hasil fermentasi disentrifugasi pada 4.000 rpm selama 45 menit dan
supernatan yang diperoleh digunakan untuk ekstraksi bertingkat dengan heksana, diklorometan dan etil
asetat (1:1) menggunakan labu pemisah dan diulang sebanyak tiga kali. Masing-masing fraksi organik
diambil dan dikeringkan dengan Na:SOs anhidrat dan dievaporasikan dengan rotary evaporator. Hasil
ekstraksi yang telah kering kemudian ditimbang dan diuji bioaktivitasnya terhadap A. rolfsii menggunakan
food poisoning technique (Kambar et al, 2014) dengan konsentrasi ekstrak 0,1% (v/v) di dalam PDA.
Ektrak yang memiliki efektivitas tertinggi selanjutnya diidentifikasi dengan LC-MS. Ekstrak dari fraksi etil
asetat diidentifikasi dengan LC-MS. LC-MS yang digunakan adalah Mariner Biospectrometry yang
dilengkapi dengan pompa biner. HPLC dihubungkan dengan Q-tof mass spectrometer dan dilengkapi
dengan sumber ESI. Mode fullscan dari 100 sampai 1200 m/z dilakukan pada suhu 140°C. Kolom HPLC
yang digunakan untuk analisis adalah Phenomenex 5u C8, 150 x 2 mm. Pelarut yang digunakan adalah
metanol 80% dengan 0,3% asam format. Pelarut dihantarkan dengan laju alir 0,2 mL/min. Pelarut
berjalan dengan elusi isokratik.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Hasil penelitian menunjukkan bahwa medium fermentasi, konsentrasi inokulum, pH awal
medium dan agitasi berpengaruh terhadap produksi senyawa antifungi. Hal tersebut diperlihatkan oleh
data efektifitas hambatan terhadap A. rolfsii dari filtrat yang diujikan. Efektivitas hambatan filtrat hasil
fermentasi B. subtilis CAF3 terhadap A. rolfsii pada pemilihan media berkisar antara 23,53-90,59%, dapat
dilihat pada Gambar 1A. Efektivitas hambatan tertinggi diperoleh pada medium TSB sebesar 90,59%,
diikuti oleh medium LB sebesar 65,88%, medium GTK sebesar 32,93% medium R] sebesar 23,53%. Hasil
optimasi konsentrasi inokulum menunjukkan bahwa, peningkatan konsentrasi menurunkan efektivitas
hambatan filtrat hasil fermentasi terhadap pertumbuhan A. rolfsii. Hasil pengukuran menunjukkan
konsentrasi inokulum 5% memiliki efektivitas hambatan sebesar 90,59%, konsentrasi inokulum 10%
memiliki efektivitas hambatan sebesar 80,00% dan konsentrasi 15% memiliki efektivitas hambatan
sebesar 66,71%. Hasil ini dapat dilihat pada Gambar 1B. Hasil penelitian ini menunjukkan, bahwa pH
awal medium mempengaruhi efektivitas hambatan filtrat hasil fermentasi. Hal tersebut diperlihatkan oleh
efektivitas hambatan pada pH 7 sebesar 90,59; diikuti oleh pH 8 sebesar 77,65% dan pH 6 sebesar
76,47%, dapat dilihat pada Gambar 1C. Produksi senyawa antifungi terhadap A. rolfsii oleh B. subtilis CAF3
juga dipengaruhi oleh agitasi. Hal ini terlihat bahwa agitasi 110 rpm memberikan efektivitas hambatan
tertinggi sebesar 94,12%; diikuti oleh agitasi 120 rpm sebesar 90,54% dan agitasi 130 rpm sebesar
82,35%, dapat dilihat pada Gambar 1D.
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Gambar 1. Efektivitas Hambatan Terhadap Pertumbuhan A. rolfsii pada Optimasi Proses Fermentasi. a.
Pemilihan Media; b. Konsentrasi Inokulum; c. pH Awal Media; d. Agitasi

Untuk Ektrak etil asetat memiliki jumlah ektrak terbanyak, diikuti oleh ekstrak diklorometan dan
ekstrak n-heksana berturut-turut yaitu 228 mg/L, 142 mg/L dan 64 mg/L, hasil ini dpaat dilihat pada
Gambar 2A. Hasil uji bioaktivitas menunjukkan ektrak etil asetat memiliki bioaktivitas tertinggi terhadap
A. rolfsii sebesar 100%, diikuti oleh ekstrak diklorometan sebesar 59,50% dan ekstrak n-heksana sebesar
3240%, Hasil ini dapar dilihat pada Gambar 2B.
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Gambar 2. Ekstrak Hasil Fermentasi dengan Menggunakan Pelarut Heksana, Diklorometan dan Etil
Asetat. a. Jumlah Ekstrak yang Diperoleh; b. Efektivitas Hambatan

Hasil LC-MS menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat memiliki empat senyawa. Spektra ESI
memperlihatkan senyawa yang dihasilkan memiliki berat yang berbeda, dapat dlihat pada Gambar 3.
Senyawa T1.86 memiliki berat senyawa 392 m/z dengan konsentrasi 58 ng/mlL, hasil ini dapat dilihat
pada Gambar 3A, senyawa T2.24 memiliki berat senyawa 261,59 m/z dengan konsentrasi 52 ng/mL dapat
dilihat pada Gambar 3B, senyawa T2.67 memiliki berat senyawa 436,04 m/z dengan konsentrasi 82

ng/mL tersedia pada Gambar 3C dan senyawa T3.28 memiliki berat senyawa 282,23 m/z dengan
konsentrasi 38 ng/mL dpat dilihat pada Gambar 3D.
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Gambar 3. Spektra ESI LC-MS. a. Spektra ESI T1.86; b. Spektra ESI T2.24; c. Spektra ESI T2.67; dan e.
Spektra ESI T3.28.

Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa medium mempengaruhi produksi senyawa metabolit
antifungi. Peningkatan produksi senyawa metabolit antifungi ditunjukkan oleh efektivitas hambatan hasil
fermentasi terhadap A. rolfsii. Semakin banyak senyawa metabolit antifungi yang dihasilkan, maka akan
semakin tinggi efektifitas hambatannya. Kesesuaian komposisi medium fermentasi berperan dalam
memenuhi kebutuhan dasar biomasa dan produksi metabolit (Costa et al., 2002; Peighami-Ashnaeli et al,,
2009; Tahir et al, 2012; Yanez-mendizabal et al. 2012). Hasil penelitian ini juga menunjukkan setiap
strain B. subtilis memiliki medium fermentasi optimum yang berbeda. B. subtilis AAF2 memperoleh
efektivitas hambatan tertinggi terhadap A. rolfsii dengan menggunakan medium rendaman jagung

JST. P-ISSN: 2303-3142 E-ISSN: 2548-8570




Jurnal Sains dan Teknologi, Vol. 12, No. 1, 2023, pp. 23-29 27

(Djamaan et al., 2018), sedangkan B. subtilis CAF3 memiliki efektifitas habatan tertinggi pada medium
TSB. Faktor lain yang berperan dalam fermentasi senyawa antifungi adalah konsentrasi inokulum (Zhang
et al,, 2021). Proses fermentasi bakteri akan optimal pada rentang konsentrasi 2 - 10% (Stanbury et al.,
2016). Pada umumnya konsentrasi inokulum 5% merupakan konsentrasi inokulum optimum dalam
proses fermentasi senyawa antifungi (de Calvalho et al, 2010). Hasil yang diperoleh juga sama dengan
penelitian lainnya. pH awal medium sangat mempengaruhi produksi senyawa antifungi, sehingga
mempengaruhi efektivitas hambatan hasil fermentasi (Huang et al., 2014). Strain ini memiliki pH awal
media optimum yang sama dengan strain B. subtilis lainnya (Islam et al,, 2012; Zhao et al., 2016; Putri et
al,, 2021). Beberapa peneliti melaporkan B. subtilis memiliki aktivitas antifungi optimum pada pH awal
media dengan rentang 6,5 - 7,5 (Oyedele & Ogunbanwo, 2014), 6 - 8 (Sidorova et al.,, 2020), dan 11
(Nalisha et al., 2006). Hal tersebut menunjukkan bahwa setiap strain memiliki pH awal media optimum
yang berbeda dalam produksi senyawa antifungi.

Hasil optimasi agitasi sangat mempengaruhi keberhasilan proses fermentasi (Tian et al., 2016),
karena agitasi berperan dalam difusi oksigen dan kontak bakteri dengan substrat. B. subtilis CAF3
memiliki agitasi optimum yang lebih rendah dibandingkan B. subtilis B29 (Li et al.,, 2009) dan B. subtilis
CPA-8 (Yanez-mendizabal et al,, 2012) dengan agitasi 150 rpm, B. subtilis 20B dengan agitasi 160 rpm
(Joshi, Bharucha, & Desai, 2008), dan B. subtilis EIR-] dengan agitasi 200 rpm (Wang et al., 2016) dalam
menghasilkan senyawa antifungi. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa proses optimasi fermentasi
perlu dilakukan, karena setiap strain memiliki kondisi yang optimum yang berbeda-beda. Ektrak yang
dihasilkan B. subtilis CAF3 lebih banyak dibandingkan dengan ektrak yang dihasilkan oleh B. pumilus
MAIIIM4A (de Melo et al., 2009), begitu juga dengan ekstrak yang dihasilkan oleh tumbuhan (Hanson,
2003). Pada umumnya ekstrak etil asetat memiliki jumlah dan bioaktivitas yang lebih tinggi dibandingkan
ekstrak lainnya (Bhoonobtong et al, 2012; Battu & Reddy, 2009). Karena jumlah ektrak dan
bioaktivitasnya tinggi, maka banyak peneliti yang hanya menggunakan etil asetat dalam proses ekstraksi
(Handayani et al, 2015; Kaaria et al, 2012; Niyaz, 2012). Hasil MS memperlihatkan senyawa yang
dihasilkan oleh B. subtilis CAF3 berbeda dengan senyawa yang umum dihasilkan oleh species ini. Pada
umumnya B. subtilis menghasilkan surfaktin dengan berat 994 - 1.062 m/z (Wu, Park, & Ahn, 2013), iturin
dengan berat 1.028 - 1.109 m/z dan fengisin 1.421 - 1.566 m/z (He et al,, 2017; Wu et al,, 2013; Zhao et
al,, 2016), basilomisin dengan berat (He et al.,, 2017), dan subtilisin dengan berat 3.399 - 3.473 m/z (Wu
et al, 2013). Hasil penelusuran yang dilakukan pada database menunjukkan senyawa yang dihasilkan
adalah senyawa baru, sehingga perlu diidentifikasi lebih lanjut.

4. SIMPULAN

Fermentasi senyawa antifungi oleh B. subtilis CAF3 terhadap A. rolfsii optimum pada medium TSB,
konsentrasi inokulum 5%, pH awal media 7 dan agitasi 110 rpm. Senyawa yang dihasilkan oleh strain ini
merupakan senyawa yang berbeda dengan senyawa yang umum dihasilkan oleh B. subtilis.
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