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ABSTRAK

Metabolit sekunder asal mikrob merupakan sumber senyawa penting untuk pengembangan senyawa 
anticendawan pada strategi pengendalian penyakit. Penelitian ini bertujuan menguji kemampuan 
produksi metabolit sekunder bakteri antagonis rizosfer Bacillus cereus 11UJ terhadap cendawan patogen 
padi Rhizoctonia solani dan Pyricularia oryzae. Efek antagonis ekstrak kasar B. cereus 11UJ diuji 
dengan metode cakram kertas saring steril pada medium PDA. Ekstrak bakteri dengan pelarut etil asetat 
menunjukkan aktivitas anticendawan yang lebih baik terhadap P. oryzae dibandingkan dengan R. solani. 
Efek penghambatan filtrat membuktikan potensi B. cereus 11UJ untuk aktivitas anticendawan. Analisis 
pirolisis gas kromatografi spektrometri massa menunjukkan bahwa B. cereus 11UJ menghasilkan 
3 senyawa utama, yaitu 9,19-cyclolanostan-3-ol, acetate, (3.beta.)-(CAS) cycloartanyl acetate (13.14%); 
4-(2’,2’-dimethyl-6’-methyliden-1’-cyclohexyliden)-3-methyl-2-butanone (9.72%); dan stigmast-5-en-
3-ol, oleat (9.09%) yang diduga berpotensi menekan pertumbuhan patogen.

Kata kunci: antagonis, gas kromatografi spektrometri massa, metabolit sekunder, patogen padi

ABSTRACT

Microbial secondary metabolites is an important resource for antifungal development in disease 
control strategy. The objective of this study was to screen Bacillus cereus 11UJ, an antagonistic rhizosphere 
bacteria for potential secondary metabolite production against rice fungal pathogens, i.e. Rhizoctonia 
solani and Pyricularia oryzae. The antagonistic effect of crude exract was evaluated using sterile filter 
paper discs on PDA medium. The ethyl acetate extracts of the bacterium showed a better antifungal 
activity to P. oryzae than those of R. solani. The inhibitory effect of the filtrate proved the potency 
of the isolates to produce antifungal. Analysis of pyrolysis gas chromatography-mass spectrometry 
showed that B. cereus 11UJ produces 3 major compounds i.e; 9,19-cyclolanostan-3-ol, acetate, (3.beta.)- 
(CAS) cycloartanyl acetate (13.14%); 4-(2’,2’-dimethyl-6’-methyliden-1’-cyclohexyliden)-3-methyl-2-
butanone (9.72%); and stigmast-5-en-3-ol oleat (9.09%) which suggested to play an important role in 
the suppression of rice fungal pathogens.

Key words: antagonists, gas chromatography mass spectrometry, rice pathogens, 
secondary metabolytes 
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PENDAHULUAN

Penyakit penting pada padi di antaranya 
ialah penyakit hawar pelepah daun dan 
blas yang disebabkan berturut-turut oleh 
Rhizoctonia solani dan Pyricularia oryzae. 
Kedua cendawan patogen ini mempunyai 
banyak galur sehingga sangat sulit dikendalikan. 
Penggunaan pestisida untuk mencegah 
serangan penyakit pada tanaman sampai 
sekarang masih banyak digunakan. Beberapa 
bahan pestisida bersifat persisten dan tidak 
mudah diurai oleh mikroorganisme sehingga 
dapat mengakibatkan pencemaran lingkungan 
dan gangguan kesehatan manusia. Salah satu 
alternatif pengendalian yang ramah lingkungan 
ialah pemakaian agens hayati. 

Saat ini galur bakteri Pseudomonas spp. 
dan cendawan Trichoderma spp. antagonis 
banyak mendapat perhatian (Kang 2012; 
Gomathi et al. 2013). Kedua mikrob tersebut 
dilaporkan mampu menghasilkan senyawa 
yang tidak menguap maupun senyawa yang 
mudah menguap dan menunjukkan aktivitas 
penghambatan kuat terhadap cendawan patogen 
tanaman. Galur Bacillus sp. (Jing dan Qian 
2007) dan B. subtilis (Muskhazli et al. 2007) 
juga dilaporkan menghasilkan senyawa terlarut 
yang tidak menguap serta memiliki aktivitas 
anticendawan yang tinggi. Bakteri ini juga dapat 
berperan dalam menekan beberapa cendawan 
patogen seperti Rhizoctonia dan Fusarium (El-
hamshary dan Khattab 2008; Soria et al. 2012; 
Sadrati et al. 2013; Wen et al. 2011). Spora 
bakteri dari beberapa jenis Bacillus sp. (B. 
cereus, B. clausii, dan B. pumilus) yang telah 
dikarakterisasi banyak dimanfaatkan untuk uji 
aktivitas anticendawan (Płaza et al. 2012). 

Bacillus cereus 11UJ yang diisolasi dari 
tanah rizosfer tanaman tebu di daerah Jember 
dilaporkan dapat mengatalisis kitin yang 
terdapat pada dinding sel cendawan (Suryadi 
et al. 2013). Produksi senyawa metabolit 
sekunder yang dihasilkan B. cereus yang 
telah diuji secara in vitro terhadap cendawan 
patogen kemungkinan dapat dimanfaatkan 
sebagai sumber bahan anticendawan (Romeiro 
et al. 2010). Hasil penelitian Fiddaman  dan 
Rossall  (1994) menemukan senyawa mudah 

menguap yang dihasilkan oleh bakteri B. 
subtilis dapat menghambat pertumbuhan dan 
perkecambahan spora cendawan patogen 
sehingga dapat menjadi agens pengendali 
hayati terhadap beberapa penyakit cendawan 
tular tanah.

Penelitian ini bertujuan menentukan 
aktivitas anticendawan yang dihasilkan 
B. cereus 11UJ terhadap R. solani dan P. 
oryzae, serta senyawa metabolit sekunder yang 
dihasilkannya.

BAHAN DAN METODE

Peremajaan dan Kultur Bakteri Bacillus 
cereus 11 UJ

Bacillus cereus 11UJ yang digunakan 
berasal dari koleksi Biogen-Culture Collection, 
Bogor. Cendawan R. solani dan P. oryzae asal 
tanaman padi digunakan sebagai cendawan 
uji. B. cereus 11UJ diremajakan pada medium 
agar-agar nutrien (AN) dan diinkubasi selama 
24 jam pada suhu kamar (22 °C) selama 
1 minggu. Selanjutnya biakan diperbanyak 
dalam 200 mL medium nutrien cair (nutrient 
broth). Suspensi dikocok menggunakan orbital 
shaker (SI 50, USA), kemudian masing-masing 
dimasukkan ke dalam 4 mL tabung ulir. Biakan 
bakteri diinkubasi selama 24–48 jam dalam
alat kocok (IKA, KS 200) dengan kecepatan 
120 rpm, selanjutnya suspensi bakteri di-
kumpulkan dalam erlenmeyer 250 mL untuk 
dilakukan fraksinasi.

 
Fraksinasi Senyawa Anticendawan dengan 
Evaporator

Suspensi bakteri diekstraksi dalam bentuk 
fase cair menggunakan pelarut etil asetat 
untuk memperoleh metabolitnya. Medium 
cair berisi B. cereus 11UJ disentrifugasi 
menggunakan Himac CR21F (Hitachi) dengan 
kecepatan 10 000 × g pada suhu 4 °C selama 
20 menit. Supernatan disaring menggunakan 
filter steril (0.45 µm). Supernatan kemudian 
diekstrak kembali dengan larutan etil asetat 
dengan perbandingan supernatan dan pelarut 
1:1 sehingga terjadi fraksinasi antara fraksi 
etil asetat dan fraksi air. Eluat (fraksi air yang 
terlarut dalam medium dari proses inkubasi) 
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kemudian dievaporasi menggunakan alat 
rotary evaporator (EYELA, Tokyo Ltd) pada 
suhu 50 °C hingga konsentrat berkurang 
10% dari volume awal, pH diatur hingga 
3.6 dengan HCl 1N, lalu fraksi air diekstrak 
kembali sebanyak 3 kali dengan perbandingan 
supernatan dan pelarut etil asetat 1:1. 
Selanjutnya fraksi air diambil dan diuapkan 
kembali di atas hot plate dengan suhu 50 °C 
sampai didapat hasil ekstrak kasar.

Uji Aktivitas Senyawa Metabolit B. cereus 
11UJ terhadap R. solani dan P. oryzae

Uji antagonis senyawa metabolit asal B. 
cereus 11UJ terhadap cendawan dilakukan 
berdasarkan metode difusi sumur. Hasil 
ekstrak kasar sebanyak 1 mg dilarutkan dalam 
larutan 0.1% Tween 20 dan diencerkan dengan 
konsentrasi 1000, 500, 250, dan 100 ppm. 
Ekstrak metabolit tersebut masing-masing diuji 
dalam medium agar-agar dekstrosa kentang 
yang sudah disiapkan, kecuali untuk kontrol 
tidak diinokulasi metabolit (hanya air steril). 
Masing-masing perlakuan diulang sebanyak 
4 kali. Bakteri B. cereus 11UJ diuji tantang 
dengan R. solani dan P. oryzae dan diinkubasi 
pada suhu 28 °C selama 5–7 hari. Daya 
anticendawan diamati setelah terlihat adanya 
aktivitas terhadap R. solani dan P. oryzae, 
dan zona hambat diamati pada 7 hari setelah 
inkubasi. Daya hambat diukur sebagai berikut: 
1, sangat kuat (zona hambat > 2.0 cm); 2, kuat 
(zona hambat 1.1–2.0 cm); 3, sedang (zona 
hambat 0.51–1.0 cm); 4, lemah (zona hambat 
0–0.5 cm).

Identifikasi Senyawa Metabolit Asal 
B. cereus 11UJ Menggunakan GC-MS 

Ekstrak yang digunakan adalah ekstrak 
yang diperoleh dari hasil ekstraksi metabolit 
asal B. cereus 11UJ yang dipisahkan meng-
gunakan etil asetat, kemudian dianalisis 
dengan GC-MS. Identifikasi senyawa meng-
gunakan metode pirolisis GC-MS mengikuti 
Narayana et al. (2008). Contoh yang diambil 
dimasukkan ke dalam ruang kuarsa dalam unit 
pirolisis yang kemudian dipanaskan dalam 
lingkungan bebas oksigen pada suhu yang 
sudah ditentukan sebelumnya. Campuran 

senyawa hasil ekstraksi kemudian dimasukkan 
dalam kolom GC-MS Shimadzu Type GCMS-
QP2010 dengan kondisi GC-MS untuk analisis 
sebagai berikut: Gas: Helium; Detector: FID; 
Column: Capiler type phase Rtx-5MS (60 m; 
0.25 mm); ID Column temperature: 50 °C; Inlet 
press (kPa): 100; Column flow (mL min-1): 0.85; 
Split ratio: 112.3; SPL temperature: 280 °C;
MS Interface: 280 °C. Spektrometer massa 
dioperasikan dalam mode ionisasi elektron 
pada 70 eV dengan suhu 200 °C. Spektrum
massa kemudian dibandingkan dengan basis 
data Mass Spectrometry.

HASIL 

Aktivitas Anticendawan Metabolit B. cereus 
11UJ terhadap R. solani dan P. oryzae

Dari proses ekstraksi dan evaporasi 
diperoleh larutan ekstrak yang lebih pekat 
dan murni. Hasil uji aktivitas anticendawan 
terhadap cendawan patogen padi menunjukkan 
bahwa ekstrak B. cereus 11UJ dapat menekan 
pertumbuhan P. oryzae (Gambar 1). Produksi 
metabolit sekunder B. cereus 11UJ dapat 
mengurangi pertumbuhan miselium P. oryzae. 
Senyawa metabolit menurunkan panjang 
miselium dan koloni cendawan sesuai per-
lakuan konsentrasi metabolit dengan kisaran 
daya hambat 0.3–1.4 cm.

Penghambatan terhadap P. oryzae oleh 
metabolit B. cereus 11UJ lebih efektif di-
bandingkan dengan penghambatannya ter-
hadap R. solani 7 hari setelah inkubasi. 
Metabolit bakteri tidak sepenuhnya mematikan 
P. oryzae, tetapi memiliki efek yang jelas 
dalam menghambat pertumbuhan miselium 
cendawan (Tabel 1). Zona hambat yang 
dihasilkan oleh B. cereus terhadap P. oryzae 
termasuk dalam kategori daya hambat kuat 
(1.1–2.0 cm) pada masing-masing perlakuan 
250, 500, dan 1000 ppm, sedangkan zona 
hambat yang dihasilkan oleh R. solani dapat 
dikategorikan ke dalam zona hambat lemah 
(< 0.5 cm).

Fraksi Metabolit Sekunder Asal B. cereus 11 UJ
Senyawa yang terdeteksi melalui GC-

MS, termasuk golongan alkohol (etanol), 
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asam asetat, nonane, asam palmitat, dan 
keton (Gambar 2). Ekstrak B. cereus 11UJ 
yang diuji menunjukkan 30 puncak, tetapi 
hanya 3 senyawa dengan konsentrasi tertinggi 
yang terdeteksi dalam ekstrak, yaitu senyawa 
9,19-cyclolanostan-3-ol, acetate, (3.beta.)- 
(CAS) cycloartanyl acetate; 4-(2’,2’-dimethyl 
– 6’ – methyliden - 1’ - cyclohexyliden) -3 –
methyl -2- butanone; dan stigmast-5-en-3-ol, 
oleat (Gambar 2; Tabel 2). 

PEMBAHASAN

Aktivitas anticendawan B. cereus 11UJ 
yang mudah menguap pada cawan petri 
menghambat pertumbuhan miselium cendawan 

yang berbeda-beda sesuai dengan konsentrasi 
metabolit. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa ekstrak B. cereus 11UJ mempunyai 
aktivitas anticendawan agak lemah terhadap 
R. solani yang ditandai rendahnya daerah 
hambatan. Pada perlakuan kontrol negatif tidak 
menunjukkan adanya zona hambat, berarti 
bahwa pelarut tidak mempengaruhi aktivitas 
anticendawan sehingga diduga aktivitas hanya 
berasal dari metabolit yang diuji. 

Ekstrak metabolit B. cereus 11UJ dengan 
konsentrasi 1000 ppm menghasilkan zona 
hambat paling besar dibandingkan dengan 
konsentrasi lainnya. Semakin rendah 
konsentrasi, semakin rendah pula zona 
hambat yang dihasilkan. Hal ini sama dengan 

Metabolit  B. cereus 11UJ 
(ppm)

Rerata diameter penghambatan (cm)
Pyricularia oryzae Rhizoctonia solani

1000 1.40 ± 0.14 0.75 ± 0.04
500 1.37 ± 0.04 0.25 ± 0.07
250 1.05 ± 0.07 0.17 ± 0.04
100 0.26 ± 0.04 0.10 ± 0.01

0 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

Tabel 1  Hasil uji aktivitas metabolit Bacillus cereus 11UJ terhadap Pyricularia oryzae dan 
Rhizoctonia solani

Gambar 1  Bioasai beberapa konsentrasi ekstrak kasar metabolit Bacillus cereus 11UJ (B)
terhadap Pyricularia oryzae (P).

P

B B

P P

B
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pendapat peneliti sebelumnya (Widiyati 
2006). Pada penelitian yang dilakukan 
sebelumnya terhadap senyawa metabolit 
murni yang diperoleh dari filtrat Pseudomonas 
brassicacearum YC5420 dilaporkan bahwa 
besar zona hambat pada cendawan patogen 
berbeda-beda (Chung et al. 2008). Besarnya 
zona hambat yang dihasilkan kemungkinan 
berhubungan dengan aktivitas antimikrob. 
Dilaporkan oleh Dutta et al. (2013), bahwa 
faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas 
antimikrob di antaranya perbedaan pH 
lingkungan, stabilitas zat aktif, besarnya  
inokulum, masa inkubasi dan aktivitas 
metabolik bakteri. 

Berdasarkan pada daya hambat yang 
dihasilkan oleh Bacillus sp. terhadap 
cendawan R. solani, Yuliar (2008) menyatakan 
bahwa Bacillus sp. berpotensi sebagai agens 
pengendali hayati R. solani. Bakteri B. cereus 

mampu mensintesis protein yang dapat 
meningkatkan ketahanan tanaman tomat 
terhadap cendawan Corynespora casiicola 
(Romeiro et al. 2010). Kemampuan daya 
hambat yang dihasilkan oleh spesies Bacillus 
terhadap bakteri patogen pangan dilaporkan 
pula oleh Lisboa et al. (2006) yang menyatakan 
bahwa kultur supernatan B. amyloliquefaciens 
menunjukkan penghambatan pertumbuhan 
terhadap beberapa jenis bakteri seperti 
Listeria monocytogenes, Serratia marcescens 
dan Pasteurela haemolytica. Penelitian yang 
dilakukan oleh El-hamshary dan Khattab 
(2008) melaporkan bakteri B. subtilis dan B. 
cereus mempunyai aktivitas anticendawan 
yang tinggi terhadap cendawan patogen 
Fusarium solani.

Cyclolanostan merupakan salah satu 
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh 
B. cereus 11UJ dengan kadar tertinggi. 

Gambar 2  Kromatogram ekstrak metabolit Bacillus cereus 11UJ.

Senyawa Kadar 
(%)

Waktu retensi 
(menit)

Berat molekul
(g mol-1)

9,19-cyclolanostan-3-ol, acetate, (3.beta.)- 
(CAS) cycloartanyl acetate 13.14 32.893 470

4-(2’,2’-dimethyl-6’-methyliden-1’-
cyclohexyliden)-3-methyl-2-butanone   9.72 31.273 206

stigmast-5-en-3-ol, oleat   9.09 33.487 679

Tabel 2  Tiga senyawa metabolit sekunder dengan kadar tertinggi dalam ekstrak Bacillus 
cereus 11UJ

TIC*1.00

10.0 30.020.0 49.0 min40.0

12 904 231
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Lanostan merupakan turunan dari senyawa 
triterpena (steroid) (Escurriol et al. 2009). 
Sejumlah terpen atau terpenoid dilaporkan aktif 
melawan cendawan dan serangga. Beberapa 
senyawa turunan triterpena telah dijadikan 
sebagai anticendawan, tetapi mekanisme 
aksi terpen tidak sepenuhnya diketahui, 
namun diduga menyebabkan gangguan 
membran oleh sifat lipofil (Ghosh et al. 2013). 
Dimethyl-6’-methyliden-1’-cyclohexyliden)-
3-methyl-2-butanone merupakan kelompok 
monoterpenoid (flavonoid) dari jalur asetat 
mevalonat dan juga bersifat anticendawan. 
Stigmast-5-en-3-ol, oleat merupakan senyawa 
turunan sterol dan metabolit sekunder yang 
dihasilkan dari ekstrak bakteri B. cereus. 
Senyawa ini digolongkan dalam kelompok 
fitoaleksin, oleh karena itu stigmasterol dapat 
bersifat sebagai anticendawan. Senyawa 
stigmasterol dapat bersifat anticendawan 
terhadap Malazesia furfureus, Candida 
albicans dan Aspergillus niger (Ridhay et al. 
(2012).

Senyawa n-decanal mudah menguap dari 
B. amyloqueafaciens NJN-6 dilaporkan dapat 
menghambat Fusarium oxysporum f. sp. 
cubense (Yuan et al. 2012), sementara alkil 
alkohol dapat meningkatkan populasi bakteri 
dan 2,3-butadienol memacu pertumbuhan 
tanaman (Dutta et al. 2013). Jika besarnya 
konsentrasi stigmast-5-en-3-ol, oleat dalam 
ekstrak yang dihasilkan oleh B. cereus 
terakumulasi kemungkinan besar dapat 
menyebabkan penumpukan sterol dalam 
cendawan. Pernyataan tersebut diungkapkan 
oleh Lazzarino et al. (2011), bahwa akumulasi 
sterol yang mengalami metilasi menyebabkan 
terjadinya perubahan sejumlah fungsi sel yang 
berhubungan dengan permeabilitas membran. 

Senyawa benzena dan benzothiazoles 
fenol dan 2,3,6-trimetil-fenol asal metabolit
sekunder B. amyloliqueafaciens NJN-6 
dilaporkan mempunyai aktivitas anticendawan 
terhadap F. oxysporum. Secara in vitro senyawa 
alkohol aldehida, ester, eter, dan naftil pada 
konsentrasi 200 µL hampir sepenuhnya 
menghambat F. oxysporum, sedangkan 
keton diproduksi pada tingkat tinggi (Yuan 

et al. 2012). Pada penelitian ini senyawa 
keton (4-(2’,2’-dimethyl-6’-methyliden-1’-
cyclohexyliden)-3-methyl-2-butanone) yang 
diproduksi oleh B. cereus 11UJ kadarnya 
juga ditemukan cukup tinggi. Sementara 
berdasarkan analisis menggunakan GC-
MS yang dilakukan oleh Dutta et al. (2013) 
terhadap B. cereus, juga diperoleh 3 jenis 
senyawa organik. Tiga jenis senyawa tersebut 
adalah senyawa golongan sulfida (disulfida 
dan dimetil), golongan aldehida (nonanal 
atau decanal), dan satu senyawa asam (1,2 
benzenedicarboxylic acid).

Dari hasil analisis GC-MS, diketahui sterol 
memiliki puncak paling tinggi dan diduga 
menunjukkan efek anticendawan yang kuat 
terhadap cendawan patogen. Hasil percobaan 
ini menyarankan bahwa mekanisme pe-
ngendalian hayati yang dihasilkan oleh 
B. cereus 11UJ terhadap P. oryzae dan R. 
solani diduga disebabkan senyawa metabolit 
sekunder tersebut. Kegiatan uji antagonis 
berupa penghambatan pertumbuhan miselium 
kedua patogen hasilnya berguna untuk 
memahami tentang mekanisme biokontrol B. 
cereus 11UJ terhadap P. oryzae dan R. solani. 
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk 
menentukan karakteristik masing-masing 
senyawa utama anticendawan yang dihasilkan 
oleh bakteri B. cereus 11UJ terhadap R. solani 
dan P. oryzae melalui analisis lainnya seperti 
kromatografi lapis tipis (KLT), bioautografi 
dan nuclear magnetic resonance (NMR).

Metabolit sekunder yang dihasilkan 
dari ekstrak bakteri B. cereus 11UJ dapat 
menghambat pertumbuhan cendawan R. 
solani dan P. oryzae yang cukup baik pada 
konsentrasi 1000 ppm, serta dapat diketahui 
bahwa aktivitas anticendawan yang dihasilkan 
lebih efektif menghambat pertumbuhan P. 
oryzae. Hasil analisis senyawa menggunakan 
GC-MS menunjukkan 3 senyawa dengan 
kadar tinggi, yaitu 9,19-cyclolanostan-3-ol, 
acetate, (3.beta.)-(CAS) cycloartanyl acetate 
(13.14%); 4-(2’,2’-dimethyl-6’-methyliden-1’-
cyclohexyliden)-3-methyl-2-butanone (9.72%); 
dan stigmast-5-en-3-ol, oleat (9.09%).  
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