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ABSTRAK

POPULASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI DALAM SUSPENSI
EKSTRAK RIMPANG NANAS (Ananas comosus [L] Merr)

Oleh

DWI MARSENTA YULIANTI

Nanas (Ananas comosus [L] Merr) merupakan tanaman buah berupa semak yang

yang sangat populer di Indonesia. Rimpang nanas menjadi permasalahan

tersendiri karena rimpang nanas sulit terdekomposisi, diperlukan waktu lebih dari

35 minggu untuk mendekomposisi limbah nanas apabila langsung diberikan pada

tanah.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui populasi dan karakterisasi

bakteri yang terkandung dalam suspensi ekstrak rimpang nanas. Pengamatan

dilakukan dengan menghitung jumlah populasi bakteri dan dibedakan

berdasarkan bentuk dan warnanya.  Selain itu dilakukan juga uji karakteristik

lainnya seperti uji gram, uji oksidatif fermentatif (O/F), uji softrot, uji

hipersensitif dan uji hipovirulen. Hasil penelitian menunjukan bahwa jumlah

populasi bakteri yang didapatkan dari pengambilan sampel suspensi ekstrak

rimpang nanas berbeda-beda. Populasi tertinggi didapatkan pada pengambilan

sampel 18 HSP dan populasi terendah pada 12 HSP. Bentuk morfologi koloni
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bakteri yang didapatkan yakni bulat dan tidak beraturan dengan warna koloni

putih, putih keruh, putih kekuningan, bening, kuning dan merah. Sebagian besar

bakteri yang ditemukan bersifat gram negatif, fermentatif, softrot negatif, virulen

dan bersifat hipersensitif negatif. Sebanyak 0,88 % bakteri yang ditemukan dalam

suspensi ekstrak rimpang nanas berpotensi sebagai patogen tanaman.

Kata kunci: Isolat bakteri, karateristik bakteri, suspensi ekstrak rimpang nanas.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Nanas (Ananas comosus [L] Merr) merupakan tanaman buah berupa semak yang

yang sangat populer di Indonesia dan banyak dibudidayakan di dataran rendah

maupun dataran tinggi. Tanaman ini memiliki nilai ekonomi yang cukup tinggi

baik di pasar dalam negeri maupun luar negeri. Selain dikonsumsi dalam bentuk

segar, buah nanas juga merupakan bahan baku industri buah kalengan dan olahan

seperti selai, dan sirup (Ashari, 2006). Menurut Badan Pusat Statistik (2017),

produksi buah nanas di Lampung pada tahun 2015 mencapai 534.775 ton namun

pada tahun 2016 mengalami penurunan dengan jumlah produksi sebesar 453.812

ton, pada tahun 2017 mengalami peningkatan produksi hingga mencapai 633.095

ton.

Rimpang nanas menjadi permasalahan tersendiri karena rimpang nanas sulit

terdekomposisi. Menurut Liu et al. (2013), lebih dari 35 minggu waktu yang

diperlukan untuk mendekomposisi limbah nanas apabila langsung diberikan pada

tanah. Selain sulit untuk terdekomposisi, apabila dibiarkan di lahan rimpang

nanas juga akan menjadi inang berbagai jenis hama dan patogen tanaman. Upaya

untuk mendekomposisi rimpang nanas masih terus dilakukan.  Namun begitu,

hingga saat ini belum ditemukan cara yang benar-benar mampu mendekomposi
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rimpang nanas dengan cepat.  Termasuk juga belum adanya starter yang benar-

benar mampu mendekomposisi rimpang nanas secara efisien. Meskipun starter

untuk limbah ternak domba sudah ditemukan oleh Prasetyo dan Suryadi (2017).

Starter dekomposer yang unggul bisa didapatkan dari mikroba indigenous (lokal)

yang berasal dari rimpang nanas itu sendiri.  Mikroba tersebut didapatkan dengan

cara melakukan ekstraksi terhadap rimpang nanas sehingga nantinya didapatkan

suspensi yang lebih dikenal sebagai suspensi mikroorganisme lokal (MOL).

Suspensi MOL telah dilaporkan mampu berperan dalam meningkatkan

pertumbuhan dan produksi tanaman serta mampu meningkatkan ketahanan

tanaman terhadap serangan patogen (Jumriani et al., 2017).  Hal itu diduga karena

di dalam suspensi MOL terdapat berbagai jenis bakteri yang bermanfaat.

Batubara et al. (2015) melaporkan bahwa terdapat sepuluh isolat bakteri

indigenous tanah diperoleh dari kawasan Universitas Jambi. Bebagai jenis bakteri

indigenous tersebut mampu berperan sebagai agen bioremediasi limbah, agen

pengendali hayati patogen, penghasil antibiotik, agen pelarut fosfat, penghasil

enzim-enzim potensial yang bermanfaat dalam bidang industri. Beberapa contoh

bakteri yang berperan sebagai agen pengendali hayati patogen tanaman yaitu

bakteri dari genus Rizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Pseudomonas sp.,

Bacillus sp. dan Penicillium sp. (Giyanto et al., 2009). Menurut Matos et al.

(2017), bakteri Acetobacter sp., Agrobacterium tumefaciens, Aneurinibacillus sp.,

Bacillus sp., dan Streptomyces sp. mampu melarutkan fosfat

Di dalam suspensi MOL terdapat berbagai jenis bakteri dengan karakteristik yang

bebeda-beda. Suhastyo et al. (2013) melaporkan bahwa suspensi MOL berbahan
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dasar bonggol pisang dan keong mas mengandung berbagai jenis bakteri dengan

karakterisitik yaitu terdapat bakteri berbentuk bulat, batang dan tidak beraturan,

memiliki warna koloni putih, benih, krem dan putih keruh. Pada MOL bonggol

pisang teridentifikasi bakteri Bacillus sp. yang berbentuk batang dengan warna

koloni putih kekuningan. Sedangkan pada MOL keong mas teridentifikasi bakteri

dari genus Staphylococcus sp. dengan warna koloni buram, putih atau krem.

Selain itu, terdapat bakteri yang bersifat gram negatif dan positif fermentatif dan

oksidatif serta bakteri yang mempunyai potensi sebagai patogen tanaman.

Menurut Schaad et al. (2001), bakteri dari genus Erwinia merupakan salah satu

contoh bakteri yang bersifat gram negatif, sofrot positif, fermentatif serta

mempunyai potensi sebagai patogen tanaman. Sebagai awal proses pencarian

strater yang unggul, maka perlu diketahui populasi dan karakteristik dari bakteri

yang terdapat dalam suspensi ekstrak rimpang nanas tersebut.  Selain itu, perlu

juga diketahui potensi bakteri yang terkandung didalamnya untuk menginfeksi

dan menimbulkan gejala penyakit tanaman. Sehingga penelitian ini perlu

dilakukan karena belum adanya laporan mengenai hal tersebut.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilaksanakannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.  Mengetahui dan mempelajari populasi bakteri yang terkandung dalam suspensi

ekstrak rimpang nanas.

2.  Mengetahui karakteristik bakteri yang terkandung dalam suspensi ekstrak

rimpang nanas.

3.  Mempelajari potensi bakteri yang ditemukan sebagai patogen tanaman.
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1.3 Kerangka Pemikiran

Suspensi MOL (mikrorganisme lokal) adalah larutan hasil fermentasi yang

berbahan dasar dari berbagai sumber daya yang tersedia di lingkungan.  Suspensi

MOL dibuat dengan memanfaatkan limbah dari rumah tangga atau tanaman di

sekitar lingkungan misalnya sisa-sisa tanaman seperti bonggol pisang, gedebong

pisang, buah nanas, jerami padi, sisa sayuran, nasi basi, rebung, dan buah maja.

Menurut Purwasasmita (2009), bahan utama dalam pembuatan suspensi MOL

terdiri dari tiga komponen antara lain: (1) karbohidrat berasal dari air cucian

beras, nasi basi, singkong, kentang, gandum, rebung, rumput gajah atau daun

gamal; (2) glukosa dari gula merah, cairan gula pasir atau air kelapa; (3) sumber

mikroorganisme berasal dari keong mas, kulit buah-buahan, air kencing atau

terasi.

Jumlah populasi mikroba yang didapatkan di dalam suspensi MOL berbeda-beda

untuk setiap waktu pengambilan sampel (Suhastyo, 2011). Pada suspensi MOL

asal bonggol pisang  jumlah populasi mikroba yang didapatkan dari hasil

pengamatan selama 21 hari yaitu pada hari ke-1 (2,3×108 CFU mL-1), hari ke-7

(1,5 × 108 CFU mL-1), hari ke-14 (3,3 × 108 CFU mL-1) dan hari ke-21 (1,7 × 108

CFU mL-1). Menurut Seni et al. (2013) penurunan jumlah populasi tersebut

diduga karena populasi bakteri yang terus bertambah dengan ketersediaan nutrisi

yang semakin berkurang, sehingga pertumbuhan bakteri selanjutnya mengalami

penurunan.
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Di dalam suspensi MOL terkandung berbagai jenis mikroba dengan karakteristik

yang berbeda-beda. Hasil penelitian Manullang dan Rusmini (2017), melaporkan

bahwa suspensi MOL yang berasal dari rumen sapi, bonggol pisang, limbah buah,

keong mas serta urine sapi mengandung bakteri Clostridium sp.  Bakteri tersebut

merupakan bakteri gram positif, berbentuk batang dan bersifat falkutatif

anaerobik. Dalam suspensi MOL asal limbah sayuran dari masing-masing sampel

terlihat memiliki bentuk bulat dengan tepian tidak rata dan berwarna putih

(Astriani dan Mukharomah, 2017). Rani et al. (2017), melaporkan bahwa bakteri

yang diisolasi dari MOL buah bintaro memiliki bentuk bulat dan batang, serta

termasuk bakteri gram positif dan negatif.

Budiyani et al. (2016) melaporkan bahwa di dalam suspensi MOL asal bonggol

pisang teridentifikasi bakteri Aeromonas sp. dimana bakteri tersebut dikategorikan

sebagai bakteri patogen opportunis yaitu bakteri yang dapat menyebabkan

penyakit bila kondisi memenuhi syarat (Janda dan Abbott, 2010). Selain itu, di

dalam suspensi MOL asal urin kelinci dan bonggol pisang juga terdapat bakteri

yang bersifat patogen yaitu bakteri Bacillus sp. dan bakteri genus Staphyllococcus

sp. (Suhastyo et al., 2013). Lebih jauh lagi Firdaus et al. (2014), melaporkan

bahwa di dalam suspensi MOL asal ragi tempe dan isi rumen terdapat bakteri

Actinomycetes yang berperan dalam perombak bahan organik.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Jumlah populasi bakteri yang terdapat dalam suspensi ekstrak rimpang nanas

berbeda untuk setiap waktu pengambilan sampel.
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2. Bakteri yang terdapat pada suspensi ekstrak rimpang nanas memiliki

karakteristik yang berbeda terutama sifat gram, fermentatif dan oksidatif.

3. Terdapat bakteri yang berpotensi sebagai patogen.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Nanas

Menurut Lawal (2013),tanaman nanas dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom :  Plantae (tumbuh-tumbuhan)
Subkingdom :  Tracheobionta (tumbuhan berpembuluh)
Superdivisi :  Spermatophyta (tumbuhan berbiji)
Divisi :  Magnoliophyta (tumbuhan berbunga)
Kelas :  Liliopsida (Monokotil)
Subkelas :  Zingiberidae
Ordo :  Bromeliales
Famili :  Bromeliaceae
Genus :  Ananas
Species : Ananas comosus (L) Merr.

Nanas (Ananas comosus [L] Merr) merupakan salah satu komoditas unggulan sub

sektor hortikultura Indonesia yang telah dikenal di seluruh dunia. Tanaman

tersebut, berasal dari negara Brazil (Amerika Selatan). Buah nanas banyak

dikonsumsi masyarakat karena mengandung berbagai vitamin yaitu vitamin B1,

B2, B3, B5, B6 dan vitamin C. Buah nanas dapat dikonsumsi langsung ataupun

dalam bentuk lain seperti jeli, cocktail, jus, dan selai (Pusat Data dan Sistem

Informasi Pertanian, 2016).

Tanaman nanas memiliki tinggi antara 90−100 cm, sebaran daun seluas 130−150

cm. Batang tanaman nanas pendek 20−25 cm, diameter bagian atas (5,5−6,5 cm),

sedangkan diameter bagian bawah (2−3,5 cm) dan memiliki ruas batang pendek.
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Daun nanas berurat sejajar dari pangkal sampai ujung dan berserabut, tebal,

panjangnya antara 38−80 cm dan pada pinggir daun tumbuh duri tajam ke arah

ujung daun (Ashari, 2006).

2.2 Mikroorganisme Lokal

MOL atau mikroorganisme lokal merupakan larutan hasil fermentasi yang

mengandung mikroorganisme hasil produksi sendiri dari bahan-bahan alami yang

tersedia disekeliling kita. Bahan-bahan tersebut merupakan tempat yang disukai

oleh mikroorganisme sebagai media untuk hidup dan berkembangnya

mikroorganisme yang berguna dalam mempercepat penghancuran bahan-bahan

organik (dekomposer) atau sebagai tambahan nutrisi bagi tanaman (Palupi, 2015).

Larutan MOL yang telah mengalami proses fermentasi dapat digunakan sebagai

dekomposer dan pupuk cair untuk meningkatkan kesuburan tanah dan sumber

unsur hara bagi pertumbuhan tanaman (Seni et al., 2013).  Mikroorganisme

merupakan makhluk hidup yang sangat kecil, mikroorganisme digolongkan ke

dalam golongan protista yang terdiri dari bakteri, fungi, protozoa, dan algae

(Pelczar dan Chan, 2013). Pemanfaatan MOL oleh sebagian orang dikarenakan

MOL lebih ramah lingkungan, lebih murah serta pupuk ini dapat dibuat sendiri.

Pemberian MOL pada tanaman diharapkan menjadi solusi untuk menekan

penggunaan pupuk anorganik sehingga sayuran yang dihasilkan sehat dikonsumsi

dan bergizi. MOL dibuat dengan memanfaatkan limbah pertanian seperti buah-

buahan busuk, sayur-sayuran busuk, bonggol pisang, rimpang nanas, rebung, nasi,

dan buah maja (Budiyani et al., 2016).
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Larutan MOL harus mempunyai kualitas yang baik sehingga mampu

meningkatkan kesuburan tanah, dan pertumbuhan tanaman secara berkelanjutan.

Faktor-faktor yang menentukan kualitas larutan MOL antara lain media

fermentasi, kadar bahan baku atau substrat, bentuk dan sifat mikroorganisme yang

aktif di dalam proses fermentasi, pH, temperatur, lama fermentasi, dan rasio C/N

dalam bahan (Seni et al., 2013).

2.3 Uji untuk mengetahui Karakteristik Bakteri

Untuk mengetahui karakteristik bakteri yang terkandung dalam suspensi MOL

asal rimpang nanas maka perlu dilakukan beberapa uji yaitu uji gram, O/F,

softrot, uji hipovirulen dan uji hipersensitif pada daun tembakau.

2.3.1 Uji Gram

Pengujian jenis gram bakteri dilakukan dengan metode pengujian menggunakan

KOH 3%. Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui jenis gram. Sebagian besar

bakteri patogen berasal dari gram negatif, begitu pun sebaliknya sebagian besar

bakteri saprofit berasal dari gram positif.  Pada saat uji KOH 3% bakteri yang

bersifat gram negatif akan membentuk lendir, hal itu dapat terjadi karena

pecahnya dinding sel bakteri akibat berada dalam laurtan alkali tinggi (KOH 3%)

(Schaad et al., 2001). Sedangkan bakteri gram positif memiliki dinding sel yang

tebal dan lemak yang tipis sedangkan gram negatif memiliki lemak tebal dan

berdinding sel tipis yang berada di ruang periplasma. KOH akan menyerang

lemak (bilayer lipid) dan membuat sel bakteri gram negatif pecah sedangkan gram

positif tidak terpengaruh (Chandra dan Mani, 2011).
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2.3.2 Uji Oksidatif Fermentatif (O/F)

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui sifat aerob dan anaerob dari bakteri

atau mengetahui kemampuan suatu bakteri dalam memetabolisme glukosa secara

oksidatif, fermentatif atau keduanya. Sifat bakteri dalam memecah karbohidrat

dapat dilihat dari perubahan warna. Bakteri yang bersifat oksidatif akan

menghasilkan asam dari karbohidrat pada kondisi aerob saja.  Sedangkan, apabila

bakteri mampu memproduksi asam dari karbohidrat pada kondisi aerob maupun

anerob, maka bakteri tersebut bersifat fermentatif. Medium OF dirancang dengan

menggunakan glukosa sebagai sumber karbon bagi bakteri (Hajar, 2012).

Medium tersebut dibuat dengan meningkatkan jumlah glukosa dan menurunkan

jumlah kandungan pepton. Peningkatan konsentrasi glukosa pada medium OF

dapat menaikkan produksi asam pada jenis bakteri oksidatif dan menurunkan

kandungan pepton untuk mengurangi jumlah produk alkali yang dihasilkan.

Medium OF digunakan pula untuk membedakan bakteri gram negatif yang dapat

memetabolisme glukosa secara fermentatif atau oksidatif.

2.3.3 Uji Softrot (Pembusukan Umbi Kentang)

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui bakteri yang terdapat dalam suspensi

ekstrak rimpang nanas termasuk ke dalam bakteri penyebab busuk lunak atau

tidak.  Menurut Schaad et al. (2001), reaksi positif ditunjukkan dengan adanya

pembusukan pada kentang dan terdapat lendir setelah diinkubasi selama 24-48

jam.
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2.3.4 Uji Hipovirulen

Uji virulensi dilakukan untuk mengetahui tingkat kemampuan bakteri yang

terdapat dalam suspensi ekstrak rimpang nanas dalam menimbulkan baik gejala

maupun kerusakan pada tanaman (Nugraheni, 2010). Pengujian ini biasanya

menggunakan tanaman mentimun sebagai tanaman indikator, karena tanaman

mentimun memberikan respon yang cepat terhadap serangan patogen.

2.3.5 Uji Hipersensitif

Uji ini bertujuan untuk mengetahui sifat patogenik dari bakteri. Hipersensitif.

sangat diperlukan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut memiliki potensi

sebagai agens biokontrol yang bersifat patogenik atau tidak terhadap tanaman

pada konsentrasi tinggi. Jika bakteri bersifat patogenik terhadap tanaman maka

akan menimbulkan gejala berupa nekrotik pada bagian daun yang diinokulasikan

suspensi bakteri. Gejala nekrotik tersebut (reaksi positif) akan muncul dalam

waktu 24−48 jam. Reaksi negatif pada uji hipersensitif menandakan bahwa isolat

yang diujikan tidak bersifat patogenik terhadap tanaman (Fitriani, 2016).

2.4 Kemelimpahan dan Karakteristik Bakteri

Kelimpahan adalah jumlah individu pada suatu area tertentu dalam suatu

komunitas (Rifai, 1979). Manullang dan Rusmini (2015), melaporkan bahwa

suspensi MOL yang berasal dari bonggol pisang dan limbah buah-buahan

mengandung bakteri Enterobacter sp dan Bacillus sp. Enterobacter merupakan

bakteri gram negatif, berbentuk batang, fakultatif anaerobik dan  bersifat patogen.

Sedangkan Bacillus sp.merupakan salah satu genus bakteri yang berbentuk
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batang, warna koloni putih susu, gram positif, aerob obligat atau fakultatif serta

bersifat patogen.

Menurut hasil penelitian Ramaditya et al. (2017), MOL nasi basi mengandung

bakteri yang dapat mempercepat proses pengomposan. Hal itu dibuktikan dengan

adanya perbedaan waktu terjadinya kompos antara penambahan larutan MOL nasi

basi dengan kontrol, dimana untuk MOL nasi basi membutuhkan waktu

pengomposan 15 hari sedangkan untuk kontrol 28 hari. Kandungan bakteri yang

terdapat dalam MOL tersebut adalah Sacharomyces sp. dan Lactobacillus sp.,

dimana bakteri tersebut mengandung mikroorganisme pengurai dan dapat

menyuburkan tanaman. Bakteri Lactobacillus adalah bakteri gram-positif, berupa

koloni bundar berwarna putih kekuningan dengan bentuk elips dan bersifat

anaerob fakultatif.

2.5 Fase Pertumbuhan Bakteri

Fase pertumbuhan bakteri dapat dibagi menjadi 4 fase, yaitu fase lag (fase

lamban), fase eksponensial, fase stasioner dan fase kematian (Gambar 1).

Gambar 1. Kurva Pertumbuhan Bakteri (a) fase lag (b) fase eksponensial (c) fase
stasioner (d) fase kematian populasi (sumber: Pelczar dan Chan, 2013)
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Fase lag merupakan fase penyesuaian bakteri dengan lingkungan yang baru.

Lama fase lag pada bakteri sangat bervariasi, tergantung pada komposisi media,

pH, suhu, aerasi, jumlah sel pada inokulum awal dan sifat fisiologis

mikroorganisme pada media sebelumnya.  Fase eksponensial ditandai dengan

terjadinya periode pertumbuhan yang cepat. Variasi derajat pertumbuhan bakteri

pada fase eksponensial ini sangat dipengaruhi oleh sifat genetik yang

diturunkannya.  Selain itu, derajat pertumbuhan juga dipengaruhi oleh kadar

nutrien dalam media, suhu inkubasi, kondisi pH dan aerasi.  Ketika derajat

pertumbuhan bakteri telah menghasilkan populasi yang maksimum, maka akan

terjadi keseimbangan antara jumlah sel yang mati dan jumlah sel yang hidup.

Fase stasioner adalah fase dimana laju pertumbuhan bakteri sama dengan laju

kematiannya, sehingga jumlah bakteri keseluruhan akan tetap.  Keseimbangan

jumlah keseluruhan bakteri ini terjadi karena adanya pengurangan derajat

pembelahan sel.  Hal ini disebabkan oleh kadar nutrisi yang berkurang dan terjadi

akumulasi produk toksik sehingga mengganggu pembelahan sel.  Fase stasioner

ini dilanjutkan dengan fase kematian yang ditandai dengan peningkatan laju

kematian yang melampaui laju pertumbuhan (Pelczar dan Chan, 2013).



III. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2018 sampai dengan bulan Mei

2019. Pembuatan ekstrak rimpang nanas dilakukan di Laboratorium Teknik

Pertanian. Pengujian bakteri yang didapatkan dari suspensi tersebut dilakukan di

Laboratorium Bioteknologi dan di rumah kaca, Fakultas Pertanian, Universitas

Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat pembuat mol, cawan

petri steril, erlenmeyer, tabung reaksi, lampu bunsen, laminar air flow, penggaris,

jarum ose, ependorf 1,5 ml,jarum ent, almunium foil, tusuk gigi, plastik wrap,

microwave,kertas label, nampan, plastik tahan panas, tissue, kaca preparat,

autoklaf, polybag, mikropipet, spidol, rotamixer, pinset, timbangan dan alat tulis.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah air kelapa, rimpang

nanas, gula merah, air cucian beras, media Plate Count Agar(PCA; OXOID®;

Inggris), Yeast Exstract Agar (HIMEDIA®; India), Peptone (OXOID®; Inggris ),

(KOH 3%, media OF Basal Medium (HIMEDIA®; India), minyak parafin steril,

alkohol 70%, air, agar batang dan aquades.
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3.3 Pelaksanaan Penelitian

Pelaksanaan penelitian terdiri dari dua tahap.  Tahap pertama yaitu pembuatan

suspensi ekstrak rimpang nanas dan tahap kedua pengujian untuk identifikasi

bakteri.  Pengujian bakteri yang dilakukan terdiri atas uji gram, uji O/F, uji

softrot, uji hipovirulen dan uji hipersensitif pada daun tembakau.

3.3.1 Pembuatan Suspensi Ekstrak Rimpang Nanas

Hal pertama yang dilakukan adalah menyiapkan bahan-bahan yang digunakan

yaitu 5 kg rimpang nanas (di potong kecil-kecil dengan ukuran 2×2cm), 1 kg gula

merah, 5 L air kelapa, 5 L air cucian beras (Kesumaningwati, 2015). Semua bahan

tersebut dimasukkan ke dalam alat pembuat suspensi mikroorganisme lokal

(drum) (Telaumbanuwa et al., 2019) (Gambar 2).  Drum kemudian ditutup dengan

tidak rapat (kondisi aerob). Hal tersebut bertujuan agar udara dapat masuk ke

dalam drum.

Gambar 2. Proses Pembuatan Suspensi Ekstrak Rimpang Nanas

3.3.2 Pengambilan Sampel dan Isolasi Bakteri dari Suspensi Ekstak
Rimpang Nanas

Waktu pengambilan sampel dilakukan selama 27 hari dengan jarak waktu 3 hari

sekali pengambilan yaitu pada 3 Hari Setelah Pembuatan (HSP), 6HSP, 9HSP,
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12HSP, 15HSP, 18HSP, 21HSP, 24HSP dan 27HSP. Sampel-sampel tersebut

diambil sebanyak 10 ml dengan cara membuka kran pada bagian drum (alat

pembuat mol).  Setelah itu, sampel dibawa ke Laboratorium Bioteknologi

Pertanian FP. Unila untuk diisolasi. Di laboratorium sampel kemudian diencerkan

dengan pengenceran 1010, 1012 dan 1014.  Dari masing-masing hasil pengenceran

tadi diambil sebanyak 50µl dan 100µl untuk kemudian di sebar pada cawan petri

plastik steril diameter 9 cm yang berisi media Plate Count Agar Peptone (PCAP).

Media ini terdiri dari 17,4 g media plate count agar (PCA; OXOID®; Inggris)

yang ditambahkan peptone (OXOID®; Inggris) 2,5g L-1, agar batang 2 g, 1000 ml

aquades ke dalam erlenmeyer, kemudian dipanaskan menggunakan microwave

hingga larut.  Setelah itu disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121oC,

tekanan 1 atm selama 15 menit.  Pengamatan dilakukan selama 7 hari terhadap

jumlah koloni, bentuk koloni dan warna koloni.

3.3.3. Populasi Bakteri

Pengamatan ini dilakukan dengan mengitung secara manual jumlah populasi

bakteri yang tumbuh pada media agar PCAP. Hasil penghitungan koloni tersebut

berupa CFU ml-1.

3.3.4. Permurnian dan Peremajaan

Koloni bakteri yang tumbuh dari hasil isolasi (media PCAP) kemudian di ambil

dan digores pada cawan plastik steril diameter 9 cm yang berisi media Yeast

Peptone Agar (YPA).  Bakteri yang sudah dimurnikan, kemudian diremajakan

pada media Yeast Peptone Agar (YPA) 1 hari sebelum di uji. Media Yeast
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peptone agar (YPA) dibuat dengan menambahkan 10 g peptone (OXOID®;

Inggris), 5g Yeast Exstrct Agar (HIMEDIA®; India), 20 g agar batang, 1000 ml

aquades.  Bahan-bahan tersebut dimasukan ke dalam erlenmeyer, ditutup

menggunakan alumunium foil kemudian di sterilisasi menggunakan autoklaf.

3.3.5 Karakteristik Bakteri

3.3.5.1 Bentuk dan Warna

Koloni bakteri yang didapatkan dibedakan berdasarkan bentuk dan warna koloni.

Bakteri yang diamati berasal dari bakteri yang tumbuh pada cawan petri steril,

berisi media PCAP (Plate Count Agar (OXOID®; Inggris)+ 2,5 g L-1 peptone

(OXOID®; Inggris) + 2 g agar batang).

3.3.5.2 Uji Gram menggunakan KOH 3%

Uji gram ini dilakukan dengan cara mengambil 1 ose isolat bakteri yang akan

diuji, kemudian diletakkan diatas kaca preparat dan ditetesi KOH 3% sebanyak 1

tetes.  Setelah itu, inokulum disuspensikan dengan jarum ose dan diangkat secara

perlahan dilihat apakah terbentuk benang lendir atau tidak. Jika terbentuk benang

lendir yang tidak terputus sepanjang kurang lebih 1 cm, maka bakteri yang

dibiakkan merupakan kelompok bakteri gram negatif, namun apabila tidak

terbentuk, maka bakteri tersebut  merupakan kelompok bakteri gram positif.

3.3.5.3 Uji Oksidatif Fermentatif (O/F)

Sebelum dilakukan pengujian, di buat media OF dengan cara menambahkan 9,38g

OF Basal Medium, 10 g Glukosa dan 1000 ml aquades dimasukkan ke dalam
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erlenmeyer 1000 ml, kemudian dipanaskan menggunakan microwave hingga larut.

Setelah itu, dimasukkan kedalam tabung reaksi sebanyak 4 ml lalu disterilisasi

menggunakan autoklaf pada suhu 121oC. Satu ose isolat dinokulasi (ditusukkan)

ke dalam 2 tabung reaksi, salah satu tabungnya ditambahkan dengan minyak

parafin, cair steril sebanyak 1 ml. Pengamatan dilakukan selama 7 hari dengan

mengamati ada tidaknya perubahan warna media dari hijau menjadi kuning pada

masing-masing tabung.  Jika terjadi perubahan warna menjadi kuning pada kedua

media maka bakteri tersebut bersifat fermentatif.  Sebaliknya, jika perubahan

warna terjadi hanya pada tabung yang tidak diberi minyak parafin maka bakteri

tersebut bersifat oksidatif (Masnilah et al., 2013).

3.3.5.4 Uji Softrot (Pembusukan Umbi Kentang)

Pada uji ini, umbi kentang di iris dengan ketebalan ± 1 cm kemudian dicuci di air

mengalir selama 30 menit.  Selanjutnya umbi kentang tersebut diletakkan ke

dalam cawan petri dengan diameter 9 cm yang berisi tisu basah (dilembabkan

dengan air steril/kapasitas lapang). Setelah itu, 1 ose biakan bakteri yang berumur

24 jam dalam media YPA digoreskan pada bagian tengah umbi kentang.

Pengamatan dilakukan selama 24−48 jam. Reaksi positif ditunjukkan dengan

terjadinya pembusukan pada bagian tengah umbi kentang.

3.3.5.5 Uji Hipovirulen

Uji ini menggunakan metode yang dilakukan oleh (Worosuryani et al., 2006).

Benih mentimun direndam di air hangat (45°c) selama 30 menit sebagai perlakuan

benih untuk menekan pertumbuhan virus terbawa benih, setelah itu direndam
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dengan alkohol 15 menit agar steril, lalu direndam kembali dengan air klorok

selama 30 detik agar tidak terjadi kontaminasi dari luar.  Setelah itu benih dicuci

dengan menggunakan aquades sebanyak 3 kali. Lalu, benih mentimun

dikecambahkan pada nampan yang telah dilapisi dengan kertas merang lembab

dan ditutup dengan plastik wrap, lalu ditunggu hingga dua hari. Kemudian empat

benih dipindahkan ke dalam cawan petri berisi media water agar dan diinkubasi

selama 2 hari pada suhu kamar.

Media WA (Water Agar) dibuat dengan mencampurkan air steril sebanyak 1 L

dengan agar sebanyak 20 g yang kemudian dipanaskan menggunakan microwave

hingga larut.  Setelah larut, media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu

121oC tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah benih berkecambah dilakukan

inokulasi dengan cara meletakkan suspensi biakan murni bakteri yang berumur 2

hari pada bagian hipokotil sebanyak 10µl.   Suspensi biakan murni dibuat dengan

menambahkan 1 ml air steril dan 1 ose isolat bakteri ke dalam ependorf lalu di

homogenkan. Setiap perlakuan dengan isolat bakteri tertentu diulang sebanyak 3

kali. Pengamatan dilakukan selama 14 hari untuk mencatat pertumbuhan

kecambah mentimun dan perkembangan gejala penyakit pada hipokotil.

Kemudian pada akhir pengamatan dihitung indeks keparahan penyakit (DSI)

dengan  rumus :

DSI = ∑NZ
Keterangan:

DSI :Disease Severity Index(Indeks keparahan penyakit)

N : Nilai tingkat keparahan penyakit pada masing-masing individu

Z : Jumlah individu yang diamati
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Nilai tingkat keparahan penyakit (N):

0: sehat, tidak ada infeksi pada hipokotil

1: satu atau dua bercak coklat muda berukuran < 0,25 cm

2: bercak coklat terang (ukuran 0,25-0,5 cm) daerah basah pada kecambah <10%

3: bercak coklat terang sampai gelap (ukuran >1 cm) luas daerah basah pada

kecambah 10-100%

4: bercak hitam pada hipokotil, daun layu dan bibit mati.

Apabila gejala yang ditimbulkan pada kecambah mentimunakibat isolat

tersebuthanya sedikit (DSI < 2,0) maka isolat tersebut dikategorikan sebagai isolat

yang hipovirulen.

3.3.5.6 Uji Hipersensitif

Uji hipersensitif pada daun tembakau bertujuan untuk mengetahui apakah isolat

bakteri yang ditemukan merupakan bakteri patogen tanaman atau bukan.

Pengujian reaksi hipersensitif dilakukan dengan cara membuat suspensi bakteri

dari biakan yang telah diinkunbasikan selama 24 jam. 1 ml air steril dimasukkan

ke dalam ependorf, kemudian dimasukkan 1 ose bakteri lalu dihomogenkan

dengan menggunkan rotamixer. Sebanyak 300 µl dari suspensi tersebut

diinfiltrasikan pada permukaan bawah daun tembakau yang berumur 1 bulan.

Reaksi positif terlihat jika pada bagian yang diinfiltrasi suspensi bakteri terjadi

nekrosis (Masnilah et al., 2013).



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1.  Jumlah populasi bakteri pada setiap pengambilan sampel suspensi ekstrak

rimpang nanas berbeda-beda. Populasi tertinggi didapatkan pada pengambilan

sampel 18 HSP dan populasi terendah pada 12 HSP.

2.  Bakteri yang ditemukan pada suspensi ekstrak rimpang nanas memiliki bentuk

koloni bulat dan tidak beraturan dengan warna koloni putih, putih keruh, putih

kekuningan, bening, kuning dan merah.

3.  Sebagian besar bakteri yang ditemukan bersifat gram negatif, fermentatif,

softrot negatif, virulen dan bersifat hipersensitif negatif.

4.  Sebagian kecil bakteri yang ditemukan berpotensi sebagai patogen tanaman,

yang ditunjukkan dengan hasil positif pada uji hipersensitif dan softrot serta

bersifat virulen pada uji hipovirulen.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian dan pengamatan yang telah dilakukan, penulis

menyarankan agar pengaplikasian suspensi MOL asal ekstrak rimpang nanas ini

dilakukan dengan menggunakan hasil skirining bakteri yang menguntungkan.
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Selain itu, perlu dilakukannya uji lanjutan terhadap 113 isolat bakteri yang sudah

ditemukan dari suspensi ekstrak rimpang nanas untuk meningkatkan pertumbuhan

(in planta) dan menekan serangan Phytophthora (in vitro dan in planta) pada

tanaman nanas.
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