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Abstract

Pesticides in contaminated soil and water environments have become one of the most
sensational problems because of the damaging effects on public health and the environment.
This study was conducted to look for potential isolates of pesticides that degrade pesticides
from several land uses and test their potential for pesticide degradation. The results obtained
were four isolates for herbicide degradation and two isolates for pesticide degradation, four
isolates for herbicide degradation were HIRST1, HRT25, H3RSH2 and HRT100, while the two
pesticide degrading isolates were PRT50 and P1RST1. The characterization carried out was
gram staining, pathogenicity test and viability test. Gram test showed that all isolates were gram
negative with the form of coccus cells, long bacill and short bacill. Pathogenicity test on tobacco
leaves showed that all isolates were not pathogenic in plants with no symptoms of necrosis.
Viability test showed that HRT25 isolate had the highest OD value, 4.0, while P1IRST1 and
H3RST2 isolates showed the lowest OD value, 0 at 48 hours incubation period.
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Abstrak

Pestisida dalam tanah dan lingkungan air yang terkontaminasi telah menjadi salah satu
masalah yang paling sensasional karena efek merusak terhadap kesehatan masyarakat dan
lingkungan. Kajian ini dilakukan untuk mencari isolat potensial mikroba pendegradasi pestisida
dari beberapa penggunaan lahan dan menguji potensinya terhadap degradasi pestisida. Hasil
yang diperoleh terdapat empat isolat pendegradasi herbisida dan dua isolat pendegradasi
pestisida, empat isolat pendegradasi herbisida adalah HiRST1, HRT25, H3sRSH> dan HRT 100,
sedangkan dua isolat pendegradasi pestisida adalah PRTso dan P1RST: Karakterisasi yang
dilakukan adalah pewarnaan gram, uji patogenitas dan uji viabilitas. Uji gram menunjukan
semua isolat merupakan gram negatif dengan bentuk sel kokus, basil panjang dan basil pendek.
Uji patogenitas pada daun tembakau menunjukan semua isolat tidak bersifat pathogen pada
tanaman dengan tidak adanya gejala nekrosis. Uji viabilitas Nekrosis. Uji viabilitas menunjukan
isolat HRT25s memiliki nilai OD tertinggi 4.0, sedangkan isolat P1RST; dan HsRST2 menunjukan
nilai OD terendah yaitu 0 pada masa inkubasi 48 jam.
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Pendahuluan

Penggunaan herbisida di bidang pertanian, kehutanan, perkebunan dan lingkungan
mengalami peningkatan yang cukup signifikan dan menjadi bagian penting dari sistem pertanian
modern. Bersama-sama dengan adopsi varietas unggul, penggunaan pupuk anorganik,
perbaikan sistem pengairan (irigasi) dan penggunaan alat-alat berat (machinery), penggunaan
herbisida dan berbagai jenis pestisida lainnya telah memberikan kontribusi yang sangat penting
terhadap peningkatan produktivitas pertanian.

Kadar penggunaan pestisida yang sangat tinggi telah menimbulkan kebimbangan di
kalangan masyarakat luas karena terdapat bukti-bukti bahwa pestisida dapat menimbulkan
dampak negatif terhadap alam lingkungan sekitarnya maupun terhadap manusia sendiri.

Penggunaan herbisida harus sesuai dengan dosis yang telah disarankan pada label.
Pemakaian herbisida yang berlebihan dapat memengaruhi kehidupan mikroorganisme tanah.
Herbisida yang diaplikasikan tersebut akan tinggal di dalam tanah atau dapat diuraikan sehingga
daya meracunnya menjadi turun atau hilang sama sekali. Pada permukaan maupun di dalam
tanah, pestisida mungkin tetap aktif secara biologis untuk jangka waktu mulai dari hari sampai
berbulan-bulan.

Dosis, jenis tanah, kelembaban tanah dan konten bahan organik, suhu dan formula
insektisida merupakan faktor-faktor yang mempengaruhi keberadaan pestisida di dalam tanah.
Hal ini cukup menjadi bukti bahwa di alam, pestisida yang berpotensi sebagai residu dapat
terdeteksi di tanah bahkan setelah 3 bulan, sehingga dapat menyebabkan potensi hazards.
Penggunaan intensif pestisida mengakibatkan penyebaran dan potensi polutan lingkungan di
seluruh dunia. Pestisida dalam tanah dan lingkungan air yang terkontaminasi telah menjadi salah
satu masalah yang paling sensasional karena efek merusak terhadap kesehatan masyarakat dan
lingkungan. Pestisida yang diaplikasikan di area pertanian melalui siklus yang panjang, bahkan
hingga mencapai lingkungan perairan. Oleh karena itu, dalam siklusnya, pestisida dapat
mengkontaminasi area-area lain pada jarak yang jauh dari lingkungan aplikasinya. Akibat
penggunaannya yang masal, pestisida terakumulasi di dalam tanah dan dapat masuk ke dalam
ekosistem, hingga menunjukkan efek lethal pada sistem-sistem kehidupan (Naphade et al.
2012). Karenanya, dekontaminasi area terpolusi pestisida merupakan tugas yang sangat
kompleks.

Mikroba memainkan peran penting dalam merendahkan ataupun mendegradasi kimia
sintetik di tanah. Mikroba memiliki kapasitas untuk memanfaatkan hampir semua senyawa yang
terjadi secara alami. Namun, konsentrasi zat pencemar yang tinggi membuat bakteri
pendegradasi senyawa toksik sulit berkembang biak. Dalam mengatasi pencemaran tersebut,
sekarang ini banyak dipelajari mengenai teknologi pupuk hayati dengan menggunakan mikroba
pendegradasi pestisida. Mekanisme yang dilakukan adalah melalui isolasi mikroba indigenous
pendegradasi polutan (pestisida) dan mengubah komposisi media tumbuh bakteri

Metode
Pengambilan sampel

Pengambilan sampel tanah dilakukan dengan mengambil tanah pada lahan yang diduga
tercemar pestisida dan herbisida. Sampel terdiri dari rhizosfer tanaman padi, talas, sawit, filosfer
padi, filosfer talas dan serasah sawit. Pengambilan sampel rhizosfer dilakukan menggunakan
alat bantu sekop, tanah yang melekat diperakaran tanaman diambil dan dikompositkan,
kemudian dimasukkan ke wadah plastik dan dibawa ke laboratorium. Sampel filosfer padi dan
talas di pilih pada tanaman yang tidak terserang hama dan peyakit.
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Isolasi

Sampel rhizosfer dan filosfer sebanyak 1 g masing-masing diencerkan dalam 9 mL garam
fisiologis 0,85%, kemudian dilakukan pengenceran dari 10 sampai 10°. Pengenceran 10°
sebanyak 0,1 mL disebar (spread plate) pada media MSM dengan konsentrasi pestisida dan
herbisida 25 ppm, 50 ppm serta 100 ppm. Hasil inokulasi diinkubasi pada suhu ruang selama 5-
7 hari. Diamati koloni yang terbentuk, selanjutnya di purifikasi pada media NA. Isolat-isolat
selanjutnya di simpan pada media agar miring sebagai biakan kerja.

Uji Patogenitas

Isolat-isolat terpilih yaitu P1RST1, P1IRSH2, PRTso, H3RST2, HRT100, H3RSH2, HRT 25,
H>SSH: dan H3RST:1 masing-masing ditumbuhkan sebanyak 1 ose pada media NB (Nutrient
Broth) dengan konsetrasi pestisida dan herbisida sesuai dengan komposisi saat isolasi. Suspensi
diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. Suspensi selanjutnya disuntikan ke daun tembakau
sebanyak 3 mL menggunakan syinge steril. Daun tembakau diamati terbentuknya nekrosis atau
tidak yang menunjukan patogenitas isolat.

Pewarnaan Gram

Kaca objek ditetesi 1-2 akuades steril, kemudian diletakan masing-masing 1 ose biakan.
Kaca objek dikering anginkan dan difiksasi di atas Bunsen. Hasil fiksasi dibibuhkan Cristal
Violet, didiamkan selama 1 menit kemudian dibilas dengan air mengalir. Selanjutnya
dibubuhkan lodin, didiamkan selama 2 menit kemudian dibilas dengan air mengalir. Selanjutnya
dilakukan pemucatan dengan alkohol 96% kemudian dibilas dengan air mengalir. Selanjutkan
dilakukan dekolorisasi dengan safranin, didiamkan selama 30 detik kemudian dibilas dengan air
mengalir. Kelebihan cat diserap dengan tissue. Preparat diamati di bawah mikroskop dengan
perbesaran 1000X.

Uji Viabilitas

Uji viabilitas dilakukan dengan menumbuhkan isolat masing-masing sebanyak 1 ose pada
media NB dengan konsentrasi pestisida 75 ppm di shaker pada suhu ruang. Pengukuran
kepadatan sel dilakukan menggunakan spektroftometer pada panjang gelombang 600 nm.
Pegukuran kepadatan sel dilakukan pada waktu inkubasi 24 dan 48 jam.

Hasil dan Pembahasan
Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Pendegradasi Pestisida dan Herbisida

Pengambilan sampel dilakukan di beberapa lahan pertanian dan perkebunan yang secara
intensif menggunakan pestisida dan herbisida. Sampel yang diambil terdiri dari sampel tanah,
serasah, filosfer dan air. Kontaminasi pestisida seperti organofosfat pada umumnya terjadi pada
air, tanah, sayuran, buah-buahan dll (Erin et al. 2001). Sampel dipreparasi kemudian diencerkan
dan di sebar pada media MSM dengan kandungan bahan aktif pestisida dan herbisida masing-
masing 25 ppm, 50 ppm dan 100 ppm.

Hasil isolasi diperoleh empat isolat pendegradasi herbisida dan dua isolat pendegradasi
pestisida (Gambar 1). Empat isolat pendegradasi herbisida adalah H1RST1, HRT25, H3RSH>
dan HRT 100, sedangkan dua isolat pendegradasi pestisida adalah PRTso dan P1RST;:. Sebagian
besar isolat pendegradasi herbisida menunjukan ciri-ciri koloni bulat kecil dan berwarna putih.
Ciri-ciri berbeda ditunjukan isolat H3RSH. dengan koloni berwarna pink. Dua isolat bakteri
pendegradasi pestisida menunjukan ciri-ciri yang berbeda. Isolat P1RST1 menunjukan ciri-ciri
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koloni bulat besar dan berwarna putih, sedangkan isolat PRTso menunjukan ciri-ciri koloni bulat
kecil dan berwarna putih.
Gambar 1. Purifikasi isolat hasil isolasi. a= HiRST1, b= HRT2s, c= H3RSH>, d= HRT 100, f=
PRTso, g= P1RST:

Tabel 1. Morfologi Koloni Bakteri Pendegradasi Pestisida dan Herbisida
Morfologi Koloni Bakteri

Nama Isolat Bentuk Tepian Elevasi Warna
H1RST: Bulat Konveks Lobate Putih
HRT2s Bulat Konveks Entire Putih
H3RSH> Bulat Konveks Lobate Pink
HRT 100 Bulat Konveks Lobate Putih
PRT5so Bulat Konveks Entire Putih
P1RST: Bulat Konveks Entire Putih

Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram pada bakteri dilakukan dengan cara mengamati sel-sel bakteri yang telah
mati dan diwarnai. Dengan cara tersebut, bentuk sel akan menjadi lebih jelas karena warna sel
dibuat kontras dengan medium disekelilingnya, sehingga lebih mudah dilihat dibawah
mikroskop. Pada pewarnaan Gram diperlukan empat jenis larutan yaitu zat warna basa (kristal
violet), larutan iodium (lugol), alkohol dan safranin. Sel-sel bakteri yang dapat mengikat zat
warna kristal violet, berwarna biru disebut bakteri gram positif. Sel-sel bakteri yang dapat
melepaskan Kristal violet dan mengikat safranin sehingga berwarna merah termasuk bakteri
gram negatif (Lestari 2012).

Semua isolat menunjukan sifat gram negatif. Hal ini ditunjukan dengan sel yang berwarna
merah ketika diamati dibawah mikroskop (Gambar 2). Sebagian besar isolat hasil isolasi
mempunyai bentuk sel kokus, hanya terdapat dua isolat dengan bentuk sel berbeda yaitu H1RST:
berbentuk basil panjang dan HRT2s berbentuk basil pendek (Tabel 1). Bakteri pendegradasi
senyawa organofosfat dengan sifat gram negatif dilaporkan berasal dari genus Klebsiella sp,
Bordetella sp, Pseudomonas sp dan Brevundimoas sp (Yadav et al. 2017; Munir et al. 2016).
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Gambar 2. Pewarnaan Gram Isolat Hasil Isolasi. a= H1RST1, b= HRT25 c= HsRSH, d=
HRT100, €= PRTs0, f= P1RST1.

Tabel 2. Sifat Gram dan Bentuk Isolat Hasil Isolasi

Nama Isolat Sifat Gram Bentuk
H1RST: - Basil panjang
HRT2s - Basil pendek
H3RSH: - Kokus
HRT100 - Kokus
PRT5so - Kokus
P1RST: - Kokus

Uji Patogenitas

Hasil uji patogenitas pada daun tanaman tembakau menunjukan bahwa semua bakteri
hasil isolasi tidak berpotensi pathogen pada tanaman. Daun tanaman tembakau yang tidak
mengalami nekrosis menandakan bakteri yang diinokulasikan pada daun tembakau memiliki
pengaruh negatif terhadap tanaman artinya tidak berpotensi pathogen bagi tanaman. Hasil
menunjukan bahwa terdapat enam bakteri yang berpengaruh negatif atau tidak berpotensi
pathogen bagi tanaman (Tabel 3).

Gambar 3. Daun Tembakau yang Telah Diinokulasikan Bakteri Hasil Isolasi Menunjukan
Tidak Memiliki Gejala Nekrosis.

21



HR Ratnaningsih, Di Ajeng Prameswari, & Rizki Adiputra Taopan, Isolasi Bakteri Pendegradasi ...

Tabel 3. Uji Patogenitas pada Daun Tembakau

Nama Isolat Patogenitas Keterangan

Hi1RST: -
HRT25 -
HaRSH; ) Daun tidak menunjukan adanya gejala

HRT100 - nekrosis atau perubahan warna yang
ditimbulkan setelah penyutikan.

PRTso -
P1RST: -

Setiap mikrob memiliki kemampuan untuk memproduksi enzim dan metabolit sekunder
dengan jumlah dan karateristik berbeda. Senyawa-senyawa aktif inilah yang menyebabkan
mikrob berpotensi pathogen bagi tanaman, sehingga diperlukan seleksi mikrob yang
menyeluruh guna meghindari penyebaran penyakit di lingkungan. Mekanisme patogenitas ini
terkait diduga adanya alelopati yaitu senyawa kimia yang berpotensi pathogen bagi tanaman.

Uji Viabilitas

Uji viabilitas dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat tumbuh pada media yang
diberikan organofosfat dan memberikan gambaran kemampaun isolat dalam mengurangi
konsentrasi organofosfat. Isolat ditumbuhkan pada media NB yang diberikan pestisida dengan
konsentrasi 75 ppm. Konsentrasi ini dipilih karena rata-rata isolat yang diperoleh dapat tumbuh
pada media agar dengan konsentrasi pestisida dan herbisida antara 50 ppm sampai 100 ppm.
Metode yang digunakan adalah spektroftometri (Beatriz et al. 2016), yaitu kepadatan sel pada
media cair diukur menggunakan panjang gelombang. Pada pengukuran ini digunakan panjang

gelombang 600 nm.
Tabel 4. Optical Density (OD) Isolat pada Inkubasi 48 Jam

oD
Nama lIsolat )
48 jam
P1RST; 0
H3RST> 0
HRT100 3,010
H3RSH: 0,108
HRT25 4,0
PRT5so 2,60
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Hasil pengamatan pada waktu inkubasi 24 jam menunjukan pertumbuhan isolat yang
masih rendah. Hal ini ditunjukan dengan media tumbuh yang belum menunjukan kekeruhan.
Pengamatan pada waktu inkubasi 48 jam menunjukan nilai optical density (OD) tertinggi
terdapat pada isolat HRT>s dan terendah pada isolat P1RST; dan H3RST, (Tabel 4). Degradasi
pestisida oleh mikrob dapat dilakukan melalui proses-proses seperti biodegradasi, degradasi
kimiawi, hidrolisis, oksidasi-reduksi (redox), ionisasi dan fotodegradasi (Zhang & Qiao 2002).

Kesimpulan

Didapatkan 6 isolat bakteri pendegradasi pestisida dan herbisida. Isolat bakteri
pendegradasi herbisida adalah H1RST1, HRT2s5, H3RSH> dan HRT 100, dua isolat pendegradasi
pestisida adalah PRTso dan P1RST:. Karakterisasi yang dilakukan adalah pewarnaan gram, uji
patogenitas dan uji viabilitas.

Uji gram menunjukan semua isolat merupakan gram negatif dengan bentuk sel kokus,
basil panjang dan basil pendek. Uji patogenitas pada daun tembakau menunjukan semua isolat
tidak bersifat pathogen pada tanaman dengan tidak adanya gejala nekrosis. Uji viabilitas
menunjukan isolat HRT2s memiliki nilai OD tertinggi, sedangkan isolat P1RST1 dan HzRST>
menunjukan nilai OD terendah pada masa inkubasi 48 jam.
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