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ABSTRACT

The negative impact of fungal contamination in food products is profound. The
contamination could be caused by fungi that threatens human health as well. Effective and
safe antifungal compounds therefore are crucial to control this issue. It had been reported
that certain strains of Bacillus amyloliquefaciens exerted an antifungal activity. As a strain of
Bacillus amyloliquefaciens (called strain N1) had been isolated by our laboratory from a
chicken gizzard, we investigated whether this strain had an antifungal activity as well. Two
species of fungi, i.e., Aspergillus welwitschiae and Penicillium sp., were utilized as the target
in the whole-cell co-culture method. The result showed that Bacillus amyloliquefaciens strain
N1 significantly inhibited the growth of Aspergillus welwitschiae and Penicillium sp.
(percentages of inhibition were 73.3% and 100%, respectively). Next, with the availability of
whole genome data of Bacillus amyloliquefaciens strain N1, the bioinformatic analyses with
RAST and nucleotide BLAST database suggested that Bacillus amyloliquefaciens strain N1
could secrete antifungal compounds of bacillomycin D, surfactin and fengycin. In conclusion,
Bacillus amyloliquefaciens strain N1 has a potential to be further utilized due to the presence
of its antifungal activity.

Keywords: antifungal; Aspergillus welwitschiae; Bacillus amyloliquefaciens strain N1;
bioinformatic analyses; Penicillium sp.

ABSTRAK

Dewasa ini, permasalahan kontaminasi pada produk makanan banyak ditemukan.
Kontaminasi ini dapat disebabkan, salah satunya oleh jamur yang dapat mengancam
kesehatan manusia. Oleh karena itu, senyawa antijamur yang efektif dan aman dibutuhkan
untuk mengendalikan permasalahan ini. Berdasarkan penelitian terdahulu, strain tertentu dari
bakteri Bacillus amyloliquefaciens diketahui memiliki aktivitas antijamur. Pada penelitian ini,
isolat bakteri Bacillus amyloliquefaciens strain N1 yang berhasil diisolasi dari tembolok
ayam oleh laboratorium Program Studi Biologi Universitas Pelita Harapan diteliti
kemampuan aktivitas antijamurnya. Dua spesies jamur, Aspergillus welwitschiae dan
Penicillium sp. dipergunakan sebagai target dalam percobaan dengan metode whole-cell co-
culture. Hasil percobaan menunjukkan bahwa Bacillus amyloliquefaciens strain N1
menghambat pertumbuhan Aspergillus welwitschiae dan Penicillium sp. masing-masing
sebesar 73,3% dan 100%. Percobaan selanjutnya adalah analisis bioinformatika dengan
RAST dan nucleotide BLAST database berhubung tersedianya data whole genome dari
Bacillus amyloliquefaciens strain N1, dimana ditunjukkan kemungkinan bahwa senyawa
antijamur yang dihasilkan adalah bacillomycin D, surfactin dan fengcyn. Kesimpulan kami
adalah bahwa Bacillus amyloliquefaciens strain N1 memiliki potensi untuk dipergunakan
lebih lanjut berkat aktivitas antijamurnya.

Kata kunci: analisis bioinformatika; antijamur; Aspergillus welwitschiae; Bacillus
amyloliquefaciens strain N1; Penicillium sp.
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PENDAHULUAN

Jamur merupakan mikroorganisme
yang ditemukan melimpah di alam dan di
berbagai zona geografis. Namun, infeksi
atau kontaminasi jamur menimbulkan
dampak buruk, baik untuk kesehatan
maupun untuk makanan (Radi et al.,
2017). Oleh karena itu, dibutuhkan adanya
senyawa-senyawa antijamur yang efektif
dan aman dalam mengendalikan atau
mencegah infeksi ataupun kontaminasi
jamur (Nett & Andes, 2016).

Bakteri merupakan salah satu
kandidat senyawa antijamur yang sering
diteliti (Damayanti et al., 2015). Salah satu
tipe bakteri yang diketahui memiliki
senyawa antijamur adalah bakteri-bakteri
dari genus Bacillus, salah satunya Bacillus
amyloliquefaciens (B. amyloliquefaciens)
(Kim et al., 2017). Berdasarkan penelitian,
strain dari B. amyloliquefaciens dilaporkan
memiliki aktivitas antijamur (Lee et al.,
2017; Li et al. 2016).

Oleh  karena itu, dilakukan

penelitian ~ untuk  menguji  aktivitas
antijamur  dari  koleksi  bakteri  B.
amyloliquefaciens strain N1 Laboratorium
Program Studi Biologi Universitas Pelita
Harapan yang berhasil diisolasi dari

tembolok ayam.

BAHAN DAN METODE
Bahan

Isolat bakteri yang dipergunakan
adalah B. amyloliquefaciens strain N1.
Isolat jamur yang dipergunakan adalah
Aspergillus welwitschiae dan Penicillium
sp. Bahan yang dipergunakan adalah agar
bacteriological (Himedia, India), kentang,
D+glucose (Merck, Jerman), de Man
Rogosa and Sharpe broth (Merck, Jerman),
serta Luria Bertani Broth (Condalab,
Spanyol).
Metode Penelitian
Uji Aktivitas Antijamur

Bakteri B. amyloliquefaciens strain
N1 ditumbuhkan di agar Luria Bertani
pada suhu 37 °C. Jamur Aspergillus
welwitschiae ~ dan  Penicillium  sp.
ditumbuhkan di Potato-Dextrose Agar
(PDA) pada suhu 25 °C. Setelah koloni
tunggal didapatkan, bakteri dan jamur
ditumbuhkan ulang di medium baru
(subkultur).
amyloliquefaciens strain N1 diinkubasi

Kemudian bakteri B.

selama satu hari, sementara Aspergillus
welwitschiae  dan  Penicillium  sp.
diinkubasi selama tujuh hari (Mardanova
etal. 2017).

Pada penelitian ini juga dilakukan
pengujian zona inhibisi pertumbuhan
jamur secara kualitatif menggunakan
metode  whole-cell  co-culture. Pada

metode ini, koloni bakteri dan koloni
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jamur dengan diameter 6 mm diambil dan
diletakkan dalam cawan petri berisikan
PDA dengan jarak tiga sentimeter antara
koloni bakteri dan jamur. Selanjutnya,
dilakukan inkubasi pada suhu 30 °C
selama tujuh hari (Mardanova et al. 2017).
Kontrol negatif yang digunakan untuk
pengujian ini cawan petri PDA yang hanya
berisikan koloni jamur. Setelah inkubasi
selama tujuh hari selesai, zona inhibisi
dilakukan diukur dan dibandingkan
dengan kontrol negatif. Selanjutnya, hasil
pengukuran digunakan untuk menghitung
persentase inhibisi berdasarkan rumus
berikut:

R—7r
Persen inhibisi (%) = T % 100

Keterangan:
R = jari-jari pertumbuhan jamur pada kontrol negatif.
r = jari-jari pertumbuhan jamur pada co-culture.

Identifikasi Gen Antijamur
Whole-genome sequencing dari B.
amyloliquefaciens  strain N1  telah
dilakukan Laboratorium Program Studi
Biologi  Universitas  Pelita Harapan
(manuscript in submission). Selanjutnya,
dilakukan analisis bioinformatika
berdasarkan data whole genome yang
diperoleh untuk mengidentifikasi kandidat
gen yang terlibat dalam aktivitas antijamur
dari B. amyloliquefaciens strain N1.
Analisis ini dilakukan menggunakan data

whole genome dari B. amyloliquefaciens

strain  WF02 (NZ_CP053376) sebagai
genome reference.
dilakukan

menggunakan dua metode. Pertama, data

Proses identifikasi

genom dengan format FASTA dari B.
amyloliquefaciens strain N1 dimasukkan
ke dalam Rapid Annotation using
Subsystem Technology (RAST) database
(https://rast.nmpdr.org/) untuk

mengidentifikasi/menganotasi genom.
Anotasi genom yang dilakukan mencakup
identifikasi gen pengkode protein, gen
rRNA dan gen tRNA.

Kedua, genom B.
amyloliquefaciens strain N1 dianalisis
dengan nucleotide BLAST database
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?P
AGE_TYPE=BlastSearch) untuk
mengidentikasi kandidat gen yang dapat

menghasilkan senyawa antijamur.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji Aktivitas Antijamur

Uji aktivitas antijamur dilakukan
dengan metode whole-cell co-culture
antara B. amyloliquefaciens strain N1
dengan kedua target jamur. Parameter
yang diukur adalah jari-jari  dari
pertumbuhan jamur. Gambar 1 adalah
gambar representatif dari uji aktivitas
antijamur tersebut. Hasil pengukuran jari-
jari pertumbuhan jamur dan perhitungan

persentase inhibisi disajikan di Tabel 1.
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Gambar 1. Gambar representatif dari whole-cell co-
culture B. amyloliquefaciens strain N1
dengan Aspergillus welwitschiae atau
Penicillium sp. Lokasi B.
amyloliquefaciens strain N1 (N1) selalu
di sebelah kanan di panel B dan D. A:
Aspergillus welwitschiae sebagai kontrol
negatif, B: N1 dengan Aspergillus
welwitschiae; C: Penicillium sp. sebagai
kontrol negatif; D: N1 dengan
Penicillium sp. Anak panah menunjukan
pertumbuhan jamur yang terhambat atau
zona inhibisi yang terbentuk.

Identifikasi Gen Antijamur

Berdasarkan hasil metode whole-
cell co-culture yang menunjukkan adanya
aktivitas antijamur dari B.
amyloliquefaciens  strain N1, maka
selanjutnya dilakukan analisis
bioinformatika untuk  mengidentifikasi
kandidat gen dalam  genom  B.
amyloliquefaciens  strain N1  yang
menghasilkan senyawa antijamur. Analisis
ini dilakukan dengan menggunakan data
whole-genome sequencing B.
amyloliquefaciens strain N1 yang telah
dilakukan oleh Laboratorium Program
Studi Biologi Universitas Pelita Harapan

sebelumnya (manuscript in submission).

Tabel 1. Hasil pengukuran jari-jari pertumbuhan
jamur dan perhitungan persentase inhibisi
pertumbuhan jamur pada berbagai kondisi

Kondisi Jari-Jari %
Pertumbuhan Inhibisi
Jamur (cm)
I 1 11
Aspergillus - - 0%
welwitschiae 45

(kontrol negatif)

Aspergillus 08 18 1 73,3%
welwitschiae + N1

Penicillium sp. 45 - - 0%
(kontrol negatif)

Penicilliumsp. + N1 0 0 - 100%

Keterangan: kondisi pertama dan ketiga dilakukan
masing-masing sekali. Kondisi kedua diulang
sebanyak 3 kali. Kondisi keempat diulang sebanyak
2 kali. N1, B. amyloliquefaciens strain N1. Angka
romawi dalam kolom jari-jari pertumbuhan
menunjukkan jumlah pengulangan.

Tabel 1 menunjukkan bahwa B.
amyloliquefaciens strain N1 memiliki
aktivitas  antijamur yang dibuktikan
dengan terjadinya aktivitas penghambatan
pertumbuhan jamur Aspergillus
welwitschiae dan Penicillium sp. secara
signifikan. Persentase inhibisi
pertumbuhan Aspergillus welwitschiae dan
Penicillium sp. adalah sebesar 73,3% dan
100%.

Analisis dengan RAST database pertama-
tama memberikan informasi umum terkait
genom B. amyloliquefaciens strain NL1.
Hasil analisis ini dapat dilihat pada Tabel
2. Gambar 2 menampilkan pengelompokan
gen-gen dari B. amyloliquefaciens strain

N1 berdasarkan subsistem yang teranotasi.
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Namun, kandidat gen antijamur tidak

ditemukan.

Tabel 2. Informasi umum dari genom
B. amyloliquefaciens strain N1

Indikator B. amyloliquefaciens strain N1
Ukuran 3.900.964 basepairs
Persentase GC 46,5 %
Jumlah coding 3.929 basepairs
sequence
Jumlah RNAs 90

Gambar 2. Data subsistem dari genom B.
amyloliquefaciens strain N1.

Analisis  selanjutnya  dengan
nucleotide BLAST database menunjukkan
adanya beberapa kandidat gen antijamur di
dalam genom B. amyloliquefaciens strain
N1, sebagaimana ditampilkan dalam Tabel
3. Tiga keluarga gen penghasil senyawa
antijamur yang teridentifikasi adalah
bacillomycin D, surfactin dan fengcyn.
Ketiga senyawa yang tergolong cyclic
lipopeptide tersebut bekerja dengan
mengganggu  fungsi  membran  dan
menimbulkan kebocoran pada sel jamur
sehingga ion kalium keluar dari dalam sel,
yang akhirnya menimbulkan kematian sel

jamur. Cara kerja ini merupakan cara kerja

obat antijamur golongan polien (Nett &
Andes, 2016).

Secara lebih mendalam,
bacillomycin D merupakan kandidat kuat
dari senyawa antijamur yang dihasilkan B.
amyloliquefaciens strain N1, berdasarkan
tingginya nilai query cover dan identity
percentage di Tabel 3. Informasi penting
lainnya adalah ditemukannya regulator
transkripsi gen bacillomycin D (gen degU,
degS dan comA) dan gen pengkode protein
Kdgk vyang berfungsi sebagai protein
transmembrane untuk mengekspresikan
bacillomycin D (Koumoutsi et al., 2007)
di genom B. amyloliquefaciens strain N1.

Selain bacillomycin D, genom B.
amyloliquefaciens strain N1 juga memiliki
gen penghasil surfactin dan fengcyn.
Surfactin  berguna untuk meningkatkan
daya tahan bakteri tersebut dengan
menghambat pertumbuhan bakteri dan
jamur (Vitullo et al.,, 2012; Meena &
Kanwar, 2015; Sarwar et al., 2018).

Fengcyn sendiri merupakan agen
fungisida yang disintesis oleh Bacillus spp.
dan umum dipergunakan dalam pertanian
(Tao et al., 2011). Nilai query cover dan
identity percentage untuk kedua kelompok
gen tersebut juga tinggi (Tabel 3). Perlu
diutarakan bahwa penelitian ini tidak
menemukan adanya senyawa antijamur
lainnya yang dapat dihasilkan oleh B.

amyloliquefaciens strain N1.
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Tabel 3. Hasil nucleotide BLAST B. amyloliquefaciens N1 pada gen pengkode komponen antijamur

Sekuen Pembanding Fungsi Query Identity
Cover Percentage

Bacillus amyloliquefaciens strain GYL4 100 98,41
bacillomycin D synthetase A (bmyA) gene, partial
cds
UNVERIFIED: Bacillus amyloliquefaciens strain Gene cluster 99 93,51
MH71 BmyB-like gene, partial sequence Bacillomycin D
Bacillus amyloliquefaciens strain GYL4 100 98,1
bacillomycin D synthetase C (bmyC) gene, partial
cds
Bacillus subtilis strain BS6 BmyD (bmyD) gene, 100 95,13
partial cds
degU — two-component system response 100 100

regulator DegU
Regulator transkripsi

degS — two-component system response untuk ekspresi gen 100 99,66
regulator DegS Bacillomycin D
Bacillus amyloliquefaciens (comA gene) 100 99,07
Bacillus amyloliquefaciens kdg gene for KdgK Protein transmembran 98 97,24
protein untuk ekspresi

Bacillomycin D

Surfactin non-ribosomal peptide synthetase SrfAA 100 98,52
[Bacillus amyloliquefaciens]

Surfactin non-ribosomal peptide synthetase SrfAB 100 98,57
[Bacillus amyloliquefaciens]
Gene cluster

. . . Surfactin
Surfactin non-ribosomal peptide synthetase SrfAC 100 99,22
[Bacillus amyloliquefaciens]
Surfactin non-ribosomal peptide synthetase SrfAD 100 98,50
[Bacillus amyloliquefaciens]
Bacillus amyloliquefaciens strain SYBC H47 100 99,01
FenA gene, complete cds
Bacillus amyloliquefaciens strain SYBC H47 100 99,43
FenB gene, complete cds
Bacillus amyloliquefaciens strain SYBC H47 Gene cluster 100 98,63
FenC gene, complete cds Fengycin
Bacillus amyloliquefaciens strain SYBC H47 100 97,95
FenD gene, complete cds
Bacillus amyloliquefaciens strain SYBC H47 100 98,76

FenE gene, complete cds
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Sebagai contoh, bacillibactin merupakan
senyawa antijamur, dalam kombinasi
dengan surfactin dan fengcyn, yang
dihasilkan oleh gen dhb dari Bacillus
valezensis (Rabbee dan Baik, 2020). Akan
tetapi, analisis RAST dan nucleotide
BLAST database menunjukkan bahwa
genom B. amyloliquefaciens strain N1
tidak memiliki gen dhb (data tidak
ditampilkan).

KESIMPULAN
Hasil penelitian kami mendukung
kemungkinan bahwa isolat Bacillus
amyloliquefaciens strain N1 yang dimiliki
Laboratorium Program Studi Biologi
Universitas Pelita Harapan memiliki
aktivitas antijamur, berdasarkan percobaan
whole-cell co-culture terhadap jamur
Aspergillus welwitschiae dan Penicillium
sp. Analisis bioinformatika yang dilakukan
pada data whole genome dari B.
amyloliquefaciens strain N1
mengidentifikasikan 3 kelompok gen
antijamur, yaitu bacillomycin D, surfactin
dan fengcyn. Oleh karena itu, Bacillus
amyloliquefaciens strain N1 memiliki
potensi untuk dipergunakan lebih lanjut

berkat aktivitas antijamurnya.

SARAN
Penelitian lanjutan yang dapat
dilakukan adalah dengan menggunakan
metode cell-free  supernatant untuk

memastikan adanya aktivitas antijamur.

Penelitian berikut yang dapat dilakukan

adalah mengidentifikasi senyawa

antijamur dari supernatant kultur bakteri
dengan menggunakan Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry
(LC-MS).
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