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ABSTRACT

Propoxur pesticide is a pesticide used widely enough by the Indonesian agricultural community. This
pesticide is used as a systemic pesticide in agricultural areas to deal with pests as well as insecticides, herbicides,
and bactericide. Study of the degradation of propoxur has long performed using the bacterial bioremediation agent.
Bacterial consortium is a combination of several bacteriain a medium which that has a complementary function in
the environment. The purpose of this study was the isolation and characterization of a consortium of farms that use
propoxur pesticide. Isolation was done by spread plate and was observed characteristics of colony morphology. The
obtained isolates were tested against propoxur and its potential role in the consortium. Degradation of propoxur
observations using High Performance Liquid Cromatography (HPLC). Isolation results obtained 8 (eight) bacterial
isolates and one that have an important role in the consortium is K1 isolate. K1 isolate were able to work up a
consortium to degrade Propoxur in 2 isolates with K2 isolate. The interaction of these bacteria are natural and have a
tendency to vary in nature after a process of isolation. K1 isolate are not able to work alone in a mineral medium,
and worked with synergistic and complementary that in the bacterial consortium. KSR consortium optimum growth
occursin an environment with temperature 35 °C and pH 6.
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ABSTRAK

Pestisida propoxur merupakan pestisida yang cukup luas digunakan oleh masyarakat pertanian Indonesia.
Pegtisida ini digunakan sebagai pestisida sistemik pada daerah pertanian untuk menghadapi serangan hama baik
sebagai insektisida, herbisida, maupun bakterisida. Kajian degradasi propoxur sudah lama dilakukan dengan
menggunakan agen bioremedias yaitu bakteri.Konsorsium bakteri merupakan kombinasi beberapa bakteri dalam
sebuah medium yang memiliki fungsi dalam lingkungan yang saling melengkapi.Tujuan penelitian ini adalah isolasi
dan karakterisasi konsorsium dari lahan pertanian yang menggunakan pestisida propoxur. Isolasi dilakukan dengan
cara spread plate dan dilakukan pengamatan karakteristik morfologi koloni. Isolat yang didapat diuji potensinya
terhadap propoxur dan perannya dalam konsorsium.Pengamatan degradasi propoxur menggunakan High
Performance Liquid Cromatography (HPLC).Hasil isolasi diperoleh 8 (delapan) isolat bakteri dan isolat yang
memiliki peran yang penting dalam konsorsium adalah isolat K1.1solat K1 mampu bekerja maksima mendegradasi
Propoxur dalam konsorsium 2 isolat bersama isolat K2. Interaksi bakteri ini bersifat alami dan memiliki
kecenderungan berbeda sifat setelah melalui proses isolasi. Isolat K1 tidak mampu bekerja sendiri dalam medium
mineral, dan bekerja dengan sinergis dan saling melengkapi bila dalam konsorsium bakteri.Pertumbuhan
konsorsium KSR terjadi secara optimum pada lingkungan dengan suhu 35° C dan pH 6.

Kata kunci: Isolasi, Propoxur, Bioremediasi, Konsorsium bakteri, HPLC

PENDAHULUAN yang penggunaannya secara intensif.Hal ini
disebabkan karena pada |ahan tersebut pestisida

berpotensi  terakumulasi.Kebanyakan  jenis
pestisida merupakan senyawa hidrokarbon
sehingga diperkirakan pada lahan tersebut,
terdapat  bakteri-bakteri yang beradaptasi

Penggunaan propoxur dalam kehidupan
manusia tidak dapat dihindarkan karena
membantu melawan hama yang merusak
tanaman pertanian terutama di Indonesia
Meskipun demikian, penggunaan propoxur
memiliki dampak negatif terutama dilahan-lahan
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menggunakan pestisida tersebut sebagai sumber
karbon (Antonius et al., 2006).

Akumulas pestisida daam lahan
pertanian menjadi ancaman cukup serius bagi
ekosistem tanah. Rao (2007) menuliskan bahwa
pengaruh langsung pestisida terhadap aspek-
aspek mikrobiologi  berikut, yang pada
gilirannya mempengaruhi pertumbuhan tanaman
dapat disebutkan: (1) Pengaruh populas
Azotobater, Rhizobium, mikroorganisme
selulolitik dan mikroorganisme pelarut fosfat
yang menentukan kesuburan tanah, (2)
Perubahan dalam jumlah bintil dan akar latera
pada akar-akar legum berbintil (3) Perubahan
pada aspek kuantitatif beberapa mikroorganisme
dalam tanah yang mengganggu keseimbangan
mikrobiologis, (4) Perpindahan keseimbangan
nitrogen dalam tanah karena adanya perubahan
dalam pertumbuhan dan kegiatan bakteri
nitrifikas — Nitrosomonas dan Nitrobater, dan
(5) Interferensi dengan amonifikasi dalam tanah.

Propoxur (2-isopropoksifenil-N-
metilkarbamat) merupakan insektisida karbamat
yang diproduksi oleh perusahaan Bayer AG,
Jerman. Propoxur di Indonesia boleh digunakan
untuk  komoditas pertanian  berdasarkan
Keputusan Menteri Nomor:
222/Kpts/SR.140/4/2004 tentang pendaftaran
dan pemberian izin tetap pestisida, propoxur
dapat digunakan dalam bentuk tepung yang
disuspensikan digunakan pada tanaman kopi
untuk membasmi kutu putih Planococcus citri
(Departemen Pertanian, 2004).

Bioremediasi mensyaratkan adanya agen
biologis dalam proses pengembalian kondisi
tanah tersebut dari akumulas pestisida dalam
tanah. Agen inilah yang akan bekerja dalam
mendegradasi pestisida tersebut. Metode ini
dipilih karena memiliki keunggulan yaitu
rendahnya biaya instalasi awal dan efektifitas
biaya yang tinggi dalam perawatannyaHal
tersebut sangat kontras dengan penanganan
metode fisika-kimia (Cookson, 1995).

Propoxur perlu lebih cepat diuraikan.
Beberapa cara telah dicoba untuk mempercepat
penguraian  propoxur diantaranya dengan
penambahan bahan kimia tertentu seperti

degradasi propoxur dengan Fe-TiO, dibantu
dengan HpB Zeolit (Mahalakshmi et al., 2010)
atau dengan fotodegradas (Schwack & Kopf,
1992). Cara yang lain yakni dengan
memperkaya lahan tersebut dengan bakteri
pendegradasi Beberapa jenis bakteri telah
dilaporkan memiliki kemampuan mendegradas
propoxur. Ou et al. (1992) melaporkan bahwa
Arthrobacter sp. mampu mendegradasi dan
menggunakan senyawa hasil degradasi propoxur
berupa 2-isopropoksifenol sebagai sumber
karbon. Kamanavali & Ninnekar (2000)
melaporkan bahwa Pseudomonas sp. mampu
menghidrolisis propoxur dan menggunakan hasil
degradasinya berupa metilamin sebagai sumber
karbon dan nitrogen. Topp et al. (1993)
melaporkan bahwa strain ER2 yang memiliki
plasmid yang homolog dengan plasmid yang
dimiliki oleh Achromobacter sp. mampu
menghidrolisis  senyawa  N-metilkarbamat
termasuk propoxur.  Anusha et al. (2009)
melaporkan bahwa Neisseria subflava dan
Saphylococcus aureus mampu mendegradasi
propoxur menjadi residu fenol dan senyawa-
senyawa sederhana.

Konsorsium bakteri baik yang terbentuk
alami maupun buatan memiliki kelebihan yaitu
memiliki fungss metabolism yang saling
melengkapi dalam suatu ekosistem (Prescott et
al., 2002).Sehingga beberapa metode pendlitian
dalam mendegradasi residu polutan digunakan
konsorsium bakteri.Dejonghe et al. (2002)
melaporkan adanya degradasi sinergis dalam
mendegradasi pestisida linuron oleh konsorsium
bakteri.De Souza et al. (1998) melaporkan
adanya katabolisme interspecies yang bersifat
simulatan dari herbisida Atrazine.

Salah satu spesies dalam konsorsium
bakteri ini telah diteliti yaitu Rhodococcus
pyridinivorans mampu mendegradasi pestisida
karbamat jenis Propoxur yang dimiliki
laboratorium Ekologi dan Fisiologi Pudlit
Biologi-LIPI (Ananda, 2012).Ada kelemahan
yaitu masih adanya sisa degradasi berupa
methilamin.Oleh  konsorsium bakteri tersebut
perlu diteliti lagi dengan melihat fungs
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degradasinya mendegradasi  propoxur dan
substrat residunya.

METODOLOGI
Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan
April 2012 s.d. Januari 2014 di Laboratorium
Ekologi dan Fisiologi, Bidang Mikrabiologi,
Pusat Penelitian Biologi — Lembaga Ilmu
Pengetahuan Indonesia, Cibinong Science
Centre, Jaan Raya Bogor-Jakarta Km 46
Cibinong, Kab. Bogor.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan yaitu meliputi
adat daam pembuatan medium dan sterilisasi,
penguji pertumbuhan bakteri dan pengamatan
pertumbuhan.Tabung Erlenmeyer, magnetic
stirrer, gelas ukur, timbangan, sudip, penangas,
autoklaf, sumbat penutup, vortex, rotary shaker,
waterbath shaker, biolaminar cabinet, automatic
pipet, minitube ependorf, rak minitube, UV-VIS
Spectrofotometer, HPLC.

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian terbagi dalam beberapa bagian.Bahan
meliputi Konsorsium Bakteri, Medium NFMS,
Medium MSB, dan bahan uji pestisida propoxur.

Konsorsum bakteri yang digunakan
diperoleh dari perkebunan nanas PT Great Giant
Pineapple di Lampung. Konsorsum ini telah
ditumbuhkan dan disimpan dengan nama
Konsorsum KSR oleh Lab. Ekofisologi Bid.
Mikrobiologi Pusat Penelitian Biologi LIPI
Cibinong.Konsorsum KSR ditumbuhkan dalam
medium cair NFMS (Nitrat-free Mineral Salt)
dengan penambahan Propoxur 1000 ppm.

Medium NFMS (Nitrate-free Minera
Salt) merupakan pengembangan dari medium
MS (Mineral Salt) dengan mengganti NaNO3
dengan NaCl 0,34 g per liter (Topp et al., 1993).
Medium NFMS terdiri dari K2HPO4 0,82 g,
KH2PO4 0,199, NaCl 0,34 g, MgSO4.7H20 0,1
g, dan FeSO4 (0,01 M) 2 ml. Medium
disesuaikan dengan pH 7,00 — 8,00.

Medium MSB menurut Chen et al.
(2005) terdiri dari Na2HPO4.(7H20) (Merck),

KH2PO4 (Merck), (NH4)2S0O4 (Merck), KOH
(Univar), Asam Nitriloasetat (AppliChem),
MgSO4.(7H20) (Merck), CaCl2.2H20 (Merck),
(NH4)6Mo07.4H20 (Merck), FeS0O4.7H20
(Merck) dan larutan unsur kelumit (trace
element).

Larutan unsur kelumit tersusun atas,
EDTA.Fe (Merck), Zn.SO4.7H20 (Merck),
FeS0O4.7H20 (Merck), MnS04.7H20 (Merck),
CuS0O4.5H20, Co(NO3)2.6H20  (Merck),
Na2B407.10H20 (Merck).

Propoxur teknis 98%, dan pdarutnya,
methanol (HPLC grade; 99,9%). Bahan-bahan
fase  gerak pengujian HPLC  vyaitu
Aquabidestilata (HPLC grade) dan Acetonitrile
(HPLC grade; 99,93%).

CaraKerja

a. Persiapan Kultur Kerja

Konsorsum bakteri yang diperoleh
dalam bentuk kultur cair menggunakan medium
NFMS dengan Propoxur 2000 ppm merupakan
kultur stok. Konsorsium ini diperoleh dari
sampel lahan pertanian yang ditumbuhkan
dalam medium NB+Propoxur yang telah
dikoleksi dengan nama Konsorsium KSR oleh
Lab. Ekofisologi Bid. Mikrobiologi Pudlit
Biologi LIPI. Persiapan kultur kerja Konsorsium
KSR yang digunakan dalam penelitian yaitu
dengan menumbuhkan pada 2 medium kerja
yaitu NFM S+Propoxur dan M SB+Propoxur.

Pembentukan Konsorsum KSR
dilakukan menurut Ananda (2012) dengan cara
memasukkan tanah sampel 10 g dalam medium
MSB+Propoxur+Glukosa 150 ml.  Kultur
ditumbuhkan dalam rotary shaker selama 5
minggu dan diremajakan dengan medium yang
sama. Kultur peremajaan kemudian
ditumbuhkan selama 4 hari dan diulang hingga 3
kali.Konsorsium bakteri kemudian ditumbuhkan
dalam medium MSB+Propoxur 150 ml tanpa
penambahan Glukosa, selama dilakukan 4 hari.
Kemudian setelah inkubasi dipindah dalam
medium NFM S+Propoxur 150 ml. Pertumbuhan
dalam NFMS ini dilakukan selama 4 hari dan
kultur tersebut yang digunakan sebaga
perlakuan.
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b. Isolasi Bakteri

Isolasi Bakteri  dilakukan  dari
Konsorsum KSR daam medium cair
NFMS+Propoxur. Satu  ml  kultur KSR
diencerkan  secara  berjenjang  dengan
pengenceran 101, 102,103,104,10°,10°%, dan 10
7. Pengenceran yang dilakukan dihomogenkan
dengan vortex.solasi  dilakukan  dengan
mengambil 25 pl dari pengenceran104,10°,10°,
dan 107. Kultur bakteri ditumbuhkan dengan
metode spread plate ke daam medium
NA+Propoxur di cawan petri. Kultur diratakan
mengunakan speader hingga merata dan
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 30°C.

Pertumbuhan pada pengenceran hasil
isolas diamati dan satu-persatu koloni bakteri
dipisshkan secara aseptis menggunakan ose
pada medium yang sama pada cawan petri. Hasil
isolas ini diinkubasi dengan suhu 30°C sdlama
1-3 hari hingga dapat diamati sebagai koloni
tunggal. Metode spread plate juga dilakukan
pada medium M SB+Propoxur dengan perlakuan
yang sama dan diinkubasi selama 7 hari.
Medium MSB pada tahap isolasi ini dilakukan
penambahan dengan propoxur 1000 ppm.

Isolasi yang dilakukan menggunakan
medium Nutrien Agar dan medium Mineral Salt
Basal (MSB) dilakukan dengan 2 kali
pengulangan, sehingga mampu memperoleh
seluruh bakteri yang terdapat dalam konsorsium
bakteri.Medium Nutrien digunakan supaya dapat
mendukung  pertumbuhan  sebanyak-banyak
isolat bakteri, karena medium ini adalah medium
paling ideal bagi hampir semua bakteri.Medium
MSB merupakan medium mineral dengan
sumber nutris terukur, namun dengan tidak
adanya sumber karbon di dalam medium,
sehingga medium ini  berfungs  untuk
menumbuhkan bakteri tertentu dengan sumber
substrat karbon yang spesifik.

c. Karakterisasi Isolat

Masing-masing koloni tunggal dari
proses isolasi diamati bentuk dan warna
koloninya. Isolat bakteri diberi penamaan K1,
K2, K3 dan seterusnya.Setiap isolat diberi
deskrips morfologi bentuk koloni, warna, dan

elevasinya.lsolat yang telah murni dipindahkan
ke tabung agar miring dengan medium
NA-+Propoxur.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi Konsorsium Bakteri pada medium
Nutrien Agar

Hasil isolasi koloni dari spread plate di

medium NA diperoleh 6 koloni. Hasil ini
dipindah dengan metode gores ke dalam 6
cawan petri yang berbeda (Gambar 1). Hasil
pindahan koloni diinkubasi 3 hari menghasilkan
isolat yang belum murni. Terdapat beberapa
bakteri dalam satu petri yaitu petri A dan D.
Pemurnian dilakukan dengan mengambil isolat-
isolat dari petri tersebut.

Isolasi bakteri yang diperoleh setelah
pemurnian  berjumlah 8  isolat.Setelah
pertumbuhan dilakukan selama 3 hari, isolat-
isolat tersebut diamati untuk mengetahui
karakteristik koloni berdasarkan warna, bentuk,
dan elevas sesua dengan metode yang
digunakan Prescott (2002).Karakteristik
morfologi koloni ini ditunjukkan pada Tabel 1.
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Gambar 1. Hasil spread plate pada medium
Nutrien Agar pada pengenceran 104,10°°,10°,
dan 107

Tabel 1.Karakteristik morfologi koloni bakteri hasil isolas

Deskrips koloni isolat

Isolat Warna Bentuk Elevas K eterangan
K1 Orange Filamentous Convex Kecil
K2 Putih-kuning Bulat Convex Sedang
K3 Transparan Irregular Flat
K4 Kuning Punctiform Raised Sedang
K5 Putih Bulat Raised Melebar
K6 Kuning-transparan Punctiform Pulvinate Kecil
K7 Putih-kuning-transparan Bulat Raised
K8 Putih-transparan Irregular Raised Mengubah warna medium

Isolasi Konsorsium Bakteri pada medium
Mineral Salt Basal
Isolasi  Konsorsium Bakteri  juga

dilakukan pada media Mineral Salt Basal.Hasil
isolas diperoleh 1 isola (Gambar 2).
Karakteristik morfologi koloni bakteri ini sama
dengan isolat K1 pada isolasi menggunakan
medium NA, yaitu berwarna orange, bentuk
koloni filamentous dan memiliki elevas convex.
Isolat dari medium MSB ini juga diberi nama
isolat K1, karena kesamaan karakter tersebut.
Semua Isolat hasil isolasi kemudian diuji peran
dan fungsinya dalam uji konsorsium.

Gambar 2.Hasil spread plate pada medium
Mineral Salt Basal pada pengenceran 10°©.

SIMPULAN

Kesimpulan penelitian ini menunjukkan
bahwa isolas Konsorssum KRS diperoleh 8
jenis bakteri.Karakteristik interaksi antar bakteri
dadam konsorsium terjadi dengan adanya
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perbedaan  tingkat pertumbuhan pada
konsorssum KSR dibandingkan konsorsium
KSR-b.Pengujian  interaks utama dalam
konsorsium dalam mendegradas  propoxur
terjadi antaraisolat K1 dan K2.

Bakteri utama dalam mendegradasi
propoxur yaitu Bakteri Isolat K1.Namun dalam
medium miskin nutrisi, bakteri ini harus
bersama dengan bakteri lainnya salah satunya
bakteri K2.Karakteristik degradasi propoxur
oleh konsorsium KSR sangat berbeda dengan
isolat  tunggal K1  Uji Konsorsium
menunjukkan adanya kerja isolat yang saling
melengkapi dalam mendegradasi  propoxur
sebagal substrat pertumbuhan. Pertumbuhan
konsorsium KRS terjadi secara optimum pada
lingkungan dengan suhu 35° C dan pH 6.
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