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Abstrak. Imamuddin 1, Kumala Dewi T, Agustyani D, Antonius S. 2015. Aktivitas Ochrobactrum sp. S79 L7T03, sebagai isolat yang
bermanfaat untuk remediasi lingkungan tercemar dan agen pendukung pupuk organik hayati. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1 (2):
265-269. Krisis masalah lingkungan pertanian di Indonesia sangat mengakhawatirkan, sehingga perlu dilakukan upaya-upaya
pendekatan yang lebih terintegrasi dengan memanfaatkan mikroba yang memeliliki kemampuan multi guna. Penelitian ini bertujuan
untuk menggali potensi bakteri dan karakterisasi isolat L7T03 dalam menunjang remediasi lingkungan tercemar dan agen pendukung
pupuk organik hayati. Isolasi resisten L7T03 dilakukan dengan metoda plate count dengan penambahan logam berat dan uji resistensi
secara kualitatif dengan metoda disk blank. Identifikasi isolat L7T03 dilakukan dengan 16S rDNA. Metoda untuk pengukuran TAA
dilakukan dengan dua cara yaitu dengan kolorimetri dan HPLC. Hasilnya menunjukkan bahwa isolat L7T03 dengan 16S rDNA partial
adalah Ochrobactrum sp.S79 L7T03 dengan kecocokan 99%. Ochrobactrum sp.S79 L7T03 adalah bakteri yang cukup potensial agen
remediasi karena mempunyai banyak kemampuan diantaranya resisten terhadap berbagai logam berat diantaranya merkuri (HgCl,)
sampai konsentrasi 70 ppm, Tembaga (Pb) 1000 ppm, Zink (Zn) 2000 ppm, Cobalt (Co), Cr (Chrom) 2000 ppm, Cu (Cuprum) 2000
ppm disamping itu bakteri tersebut juga dapat tumbuh pada pestisida (carbaryl) sampai konsentrasi 50-100 ppm Kemampuan penting
lainnya adalah kemampuannya dapat menghasilkan hormon tumbuh IAA (Indol Acetic Acid) sebesar 19,335 ppm dengan tryptophan
dan tanpa tryptophan hanya 3,22 ppm. Ochrobactrum sp. juga mampu menghasilkan Zeatin Riboside (Sitokinin) yang sangat penting
bagi pembelahan sel untuk inisiasi pertumbuhan tanaman. Dari hasil yang diperoleh membuktikan bahwa bakteri tersebut sangat penting
perannya sebagai pendukung pembuatan pupuk organik hayati Beyonic-LIPI seri StarTmik.

Kata kunci: Merkuri, Ochrobactrum, pupuk, TAA

Abstract. Imamuddin I, Kumala Dewi T, Agustyani D, Antonius S. 2015. Assessing the potential of Ochrobactrum sp. S79 L7T03
isolate for environmental remediation and as supporting agents of organic biofertilizer. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1 (2): 265-
269. Environmental crisis in Indonesia is getting worse, that alternative effort, for example, the use of microbes, are needed to solve the
problems. This study aimed to examine the potential of isolated L7TO03 for remediation of the organic fertilizer-polluted environment.
Isolation of L7T03 resistant was done using plate count method with the addition of heavy metals, while the resistance was qualitatively
examined using the blank disk method. Identification of isolate L7T03 was based on 16S rDNA marker. The JAA measurement was
based on colorimetry and HPLC. The identification test showed that the isolate L7T03 was identified as Ochrobactrum spS79, with 99%
conformity on the 16S rDNA marker. The Ochrobactrum spS79 isolate L7T03 is a potential agent for remediation because it shows
resistance to various heavy metals including mercury (HgCly) until 70 ppm, Copper (Pb) 1000 ppm, Zinc (Zn) 2000 ppm, Cobalt (Co),
Cr (chrom) 2000 ppm, Cu (Cuprum) 2000 ppm. In addition, the isolate can also grow on medium contaminated with 50-100 ppm of
pesticides (carbaryl). The isolate also produces IAA (Indole Acetic Acid) up to 19.335 ppm and 3.22 ppm, with tryptophan and without
tryptophan, respectively. The results suggest that the bacteria is beneficial for environmental remediation and to support the organic
fertilizer Beyonic-LIPI StarTmik series.

Keywords: Mercury, Ochrobactrum, fertilizer, ITAA

PENDAHULUAN

Tanah mengandung berbagai jenis mikroorganisma
yang  dapat ditemukan di = semua  ekosistem.
Mikroorganisma memegang peran penting dalam rantai
makanan dan keseimbangan biologi dalam kehidupan.

Bacteria sangat penting dalam siklus geokimia sebagai
contoh: siklus karbon, nitrogen, sulfur dan fosfat, tanpa
kehadiran bakteri tanah tidak akan fertile dan material
organik misalnya jerami, daun tidak dapat terakumulasi
secara cepat (Kummerer 2004).
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Secara normal tanah mempunyai kandungan logam
berat yang kecil. Tetapi di lokasi pertanian, industri dan
limbah rumah tangga dan pupuk konsentrasinya akan
meningkat dan sangat berbahaya bagi organisma yang
hidup di lingkungan tersebut.Walaupun organisma
mempunyai kemampuan untuk detoksifikasi suatu polutan
dengan mineralisasi, transformasi dan immobilisasasi,
tetapi  (khususnya bakteri) berlaku hanya disaat
krusial/tertentu ~ pada  siklus  biogeokimia  dan
perkembanngan yang berkelanjutan di bumi (Diaz 2004).
Beberapa penelitian melaporkan bahwa pengaruh logam
berat dapat mempengaruhi pertumbuhan, morfologi dan
aktivitas biokimianya yang akan berakibat turunnya
biomasa dan keragaman komunitas mikroba (Baath 1989;
Reber 1992; Malik and Ahmed 2000). Di Cikotok
penambangan liar (PETI) masih juga ada dan
menggunakan merkuri sebagai pemisah emas dan batuan
sehingga sangat membahayakan lingkungan.

Interaksi antara tanaman dan mikroba telah banyak
diketahui keuntungannya diantaranya bakteri yang diisolasi
dari tanah pertanian diketahui dapat membantu fiksasi dari
N udara, pelarut fosfat dan dapat mensintesa hormon
tanaman yang dikenal sebagai IAA (Indole acetic acid)
(Dhara et al. 2009).

Penelitian ini bertujuan untuk menggali potensi bakteri
dan karakterisasi isolat L7T03 dalam menunjang remediasi
lingkungan tercemar dan agen pendukung pupuk organik
hayati.

BAHAN DAN METODE

Isolasi awal bakteri resisten

Isolasi dilakukan dari sampel tanah dan air yang berasal
dari Pertambangan Emas Cikotok dan Pongkor. Isolasi
dilakukan dengan pengenceran berseri dengan metode plate
count media yang digunakan untuk isolasi ditambahkan 5
ppm HgCl, (Pongkor) dan 10 ppm HgCl, (Cikotok).

Identifikasi bakteri

Identifikasi bakteri dilakukan dengan 16S rDNA partial
menunjukan isolat Ochrobactrum SP. S79 L7T03
mempunyai nama Ochrobactrum sp. S79 L7T03 (99%)

Pengujian resistensi Ochrobactrum sp. S79 L7T03
terhadap berbagai logam berat

Bakteri yang digunakan adalah Ochrobactrum sp. S79
L7T03 (Cikotok). Uji resistensi secara kualitatif logam
berat menggunakan metoda disk blank (Dukta 1989).
Logam berat yang digunakan adalah: Cu-CuSO4 (500,
1000, 1500, 2000 ppm); Zn-ZnSOy4 (500, 1000, 1500, 2000
ppm); Pb-Pb acetate (250, 500, 750, 1000 ppm); Cr (400,
600, 1000, 1500 ppm); Co-Co(NO;),. (500, 1000, 1500,
2000) dan Hg- HgCl, (30, 40, 50, 100 ppm).

Pengujian pertumbuhan pada HgCl, dan carbaryl
Pengujian pertumbuhan isolat Ochrobactrum sp. S79
L7T03 pada HgCl,

Pembuatan suspensi isolat Ochrobactrum sp. S79
L7T03 dilakukan dengan cara menumbuhkan 1 ose ke
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dalam 25 mL media Luria Bertani setelah tumbuh, dipipet
3 mL dimasukkan ke dalam 147 mL media cair Luria
Bertani. Konsentrasi HgCl, yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 0,10,20,30,40,50,60,60,70,80,90 dan
125 ppm. Untuk mengukur pertumbuhan diambil 2 mL
suspensi bakteri kemudian diukur dengan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 436 nm.

Pertumbuhan isolat Ochrobactrum sp. S79 L7T03 pada
carbaryl

Konsentrasi carbaryl yang diujikan adalah 50, 100 dan
200 ppm. Isolat terpilih diremajakan pada media NB +
carbaryl 50 ppm setelah inkubasi diatas shaker selama 24
jam, 3 mL suspensi bakteri tersebut dipipet dan
diinokulasikan kedalam 100 mL media MM + 50, 100 dan
200 ppm carbaryl. Untuk mengukur pertumbuhan diambil 2
mL  suspensi bakteri kemudian diukur dengan
spektrofotometer dengan panjang gelombang 436 nm.

Produksi IAA

Pengukuran Produksi IAA metoda kolorimetri
Metoda kolorimetri yang digunakan menurut Metode
Gravel et al. (2007).

Pengukuran IAA dengan HPLC

Sampel yang digunakan disentrifuse selama 10 menit,
5000 rpm. Supernatan dipisahkan setelah itu dilakukan
ekstraksi dengan cara mepipet 5 mL sampel dimasukkan
kedalam corong pisah ditambahkan 5 mL ethyl asetat
dikocok pekerjaan ini diulang-ulang sampai larutan
terpisah, larutan bagian atas dipisahkan kedalam botol kecil
untuk dilakukan evaporasi. Hasil evaporasi ditambah
ethanol langsung diukur dengan HPLC.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil
Isolasi bakteri

Hasil isolasi didapatkan 19 isolat bakteri resisten dari
daerah penambangan emas Cikotok dan isolat bakteri
resisten merkuri dari daerah Pongkor. Dari hasil tersebut
dapat dikatakan bahwa sampel yang diambil dari daerah
Cikotok mempunyai bakteri resisten lebih tinggi
dibandingkan daerah Pongkor. ini biasa terjadi karena
pengambilan sampel Pongkor dari sungai yang jauh dari.
daerah tercemar merkuri hasil ini sesuai dengan pernyataan
Misra (1992) dan Shazia et al. (2002) bahwa bakteri yang
tahan terhadap logam berat adalah bakteri yang telah lama
beradaptasi terhadap lingkungan yang tercemar logam berat
(Tabel 1).

Dari 19 isolat yang diuji resistensinya secara kualitatif
didapatkan 2 isolat yang mempunyai resistensi tertinggi (50
ppm dan 90 ppm) 2 isolat tersebut adalah: Ochrobactrum
sp. S79 L7T03 dan isolat L6T2-2 resisten pada 50 ppm
sampai 90 ppm HgCl, dan isolat-isolat yang lain hanya
tahan < 40 ppm dan adapula yang tidak resisten yakni isolat
L7T5-5 dan V2.
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Tabel 1. Hasil uji resitensi secara kualitatif terhadap HgCl,

Konsentrasi Hg Cl,

Isolat 10 15 20 30 50 90

0 S5

L6T3-L6T3-2 Cikotok +
L7T2-L7T2-3 Cikotok +
L6T2-L6T2-2 Cikotok +
L6T3-L6T3-1 Cikotok +

L6T5 L6TS Cikotok +
L7T5-L7T5-5 Cikotok +

L7TO0-L7TO0-3 Cikotok +
L7T1-L7T1-2 Cikotok +

II 11-4 Pongkor +
IV-11V-1 Pongkor +

V-2 Ci IV-2 Pongkor +

IV V-3 V-2 Pongkor +

V-2V V-3 Pongkor +
V-3 VII Pongkor

IX-X Pongkor

I P XI-1 Pongkor

XI-1 XI-2 Pongkor

XI-2 XIII Pongkor

XVI XVI Pongkor

+ o+ +

Tabel 2 . Data resistensi isolat teruji terhadap logam berat.

HgCl, Pb Cu Cr Co Zn

Isolat uji 50 1000 2000 2000 2000 1500
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Ochrobactrum + + + + + +
sp. S79
L7T03
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Gambar 1. Pertumbuhan Ochrobactrum sp. S79 L7T03 pada

media cair LB + HgCl,
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Gambar 2. Pertumbuhan isolat Ochrobactrum sp. S79 L7T03
L7TO3 pada media MM + carbaryl
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Gambar 3. A, B. Produksi IAA oleh isolat Ochrobactrum sp. S79 L7T03

Pertumbuhan Ochrobactrum sp. S79 L7T03 pada HgCl,
Pengujian toksisitas dengan konsentrasi 60 ppm HgCl,
isolat tersebut masih tumbuh baik hingga mencapai OD=
17,900, dengan konsentrasi 70 ppm HgCl, juga masih
menunjukkan pertumbuhan relatif baik dengan OD > 5,
sedangkan pada konsentrasi 20 ppm pertumbuhannya
kurang bagus kemungkinan terkontaminasi oleh bakteri

lain karena warna media berubah menjadi kehijauan.
Dengan penambahan konsentrasi HgCl, menjadi 80 ppm,
90 ppm dan 125 ppm pertumbuhan isolat Ochrobactrum
sp. S79 L7T03 mulai terhambat ini ditunjukkan dengan
tidak adanya perubahan nilai OD dari awal inkubasi sampai
inkubasi ke 103 jam OD yang dicapai hanya mencapai 0,3
gambar tidak ditampilkan). Jadi dapat disimpulkan bahwa
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toksisitas isolat Ochrobactrum sp. S79 L7T03 hanya
sampai konsentrasi HgCl, 70 ppm. (Gambar 1).

Resistensi Ochrobactrum sp. S79 L7T03 terhadap beberapa
logam berat

Dari Tabel 2 dapat dinyatakan bahwa isolat
Ochrobatrum sp. S79 L7T03 tahan merkuri sampai 50 ppm
dan terhambat pada konsentrasi 100 ppm dan logam berat
yang lain mencapai 1000-2000 ppm. Hasil ini
mengindikasikan bahwa. isolat Ochrobactrum sp. S79
L7T03 mempunyai ketahanan terhadap beberapa logam
berat dengan konsentrasi yang cukup tinggi, kecuali
terhadap logam berat merkuri. Resistensi Ochrobatrum sp.
S79  L7T03  terhadap  berbagai logam  berat
mengindikasikan bahwa bakteri ini potensial untuk
meningkatkan efisiensi tanah terhadap kontaminasi logam
berat (Ozdemir 2003; Pandey 2010; Waranusantigul et al.
2011).

Pertumbuhan Ochrobactrum sp. S79 L7T03 pada pestisida
carbaryl

Ochrobactrum sp. S79 L7T03 juga mempunyai
kemampuan tumbuh pada media yang mengandung
pestisida carbaryl sampai konsentrasi 200 ppm. Pada
gambar | dapat dinyatakan bahwa pertumbuhan
Ochraobactrum sp. S79 L7T03 pada kontrol dimulai setelah
24 jam inkubasi. Penambahan 50 ppm carbaryl,100 ppm
carbaryl dan 200 ppm carbaryl pertumbuhan Ochrobactrum
sp. S79 L7T03 lebih rendah dari kontrol kecuali pada
penambahan + 200 ppm carbaryl pertumbuhannya hampir
menyamai pertumbuhan kontrol , tetapi kontrol terus
tumbuh sedangkan pertumbuhan Ochrobactrum sp. + 200
ppm carbaryl mulai menurun sampai 72 jam inkubasi.
Pertumbuhan pada penambahan carbaryl 50 ppm
menunjukkan pertumbuhan yang paling lambat diikuti
dengan pertumbuhan dengan penambahan carbaryl 100
ppm. Pada 72 jam inkubasi 3 perlakuan menunjukkan
pertumbuhan yang sama pada OD < 0,8, sedangkan kontrol
pertumbuhan masih berlanjut sampai mencapai OD >1 dan
sedikit menurun setelah 72 jam inkubasi.

Produksi IAA dengan metoda kolorimetri dari isolat
Ochrobactrum sp. S79 L7T03

Dari gambar 3 dapat dinyatakan bahwa produksi IAA
dari 14 isolat uji menunjukkan bahwa isolat Ochrobactrum
sp. S79 L7T03 mencapai produksi tertinggi sebesar (9 .65
ppm) pada 72 jam inkubasi (gambar 3a). Ternyata setelah
disimpan kemudian diuji ulang ada peningkatan kandungan
IAA nya isolat sebesar 27.37 ppm pada inkubasi 48 jam,
pada inkubasi 72 jam konsentrasi menurun sampai 26.159
(gambar 3b). Dari data diatas dapat disimpulkan bahwa
konsentrasi IAA bisa berubah dari waktu ke waktu.

Produksi IAA dengan metoda HPLC dari isolat
Ochrobactrum sp. S79 L7T03

Produksi IAA dengan metoda HPLC ternyata lebih
besar dari metoda kolorimetri walaupun perbedaan itu tidak
signifikan, HPLC sebesar 19,335 ppm dengan tryptophan
dan tanpa tryptophan hanya 3,22 ppm dan kolorimetri 9.65
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Pembahasan

Isolat-isolat yang didapatkan dari daerah Cikotok
mempunyai resistensi lebih tinggi dibandingkan dengan
isolat dari sampel Pongkor. Ini biasa terjadi karena
pengambilan sampel Pongkor dari sungai yang jauh dari.
daerah tercemar merkuri hasil ini sesuai dengan pernyataan
Misra (1992) dan Shazie et al. (2002) bahwa bakteri yang
tahan terhadap logam berat adalah bakteri yang telah lama
beradaptasi terhadap lingkungan yang tercemar logam berat
(Tabel 1).

Pertumbuhan Ochrobactrum sp. S79 L7T03 pada HgCl,

Isolat Ochrobactrum sp. S79 L7T03 dapat tumbuh pada
konsentrasi HgCl, sampai 70 ppm, hasil ini sama dengan
penelitian yang dilakukan oleh Horn et al. 1994 . Dalam
laporannya Pseudomonas putida yang diuji mempunyai
resistensi 10 sampai 70 ppm. Lebih lanjut dilaporkan
bahwa konsentrasi dari merkuri tidak mempengaruhi
pertumbuhan bakteri resisten. Bakteri resisten merkuri
dapat melepaskan merkuri dan tumbuh pada media yang
mengandung merkuri dengan aktivitas ezimatik merkuri
reduktase, sedangkan bakteri yang sensitive merkuri tidak
punya mekanisme untuk detoksifikasi. Kurva pertumbuhan
Ochrobactrum sp. S79 L7T03 mempunyai pola
pertumbuhan dengan lagphase yang panjang terutama pada
konsentrasi HgCl, yang tinggi (Gambar 1) (Hansen et al.
1984).

Pada Tabel 2 dapat dinyatakan bahwa Ochrobactrum
sp. S79 L7T03 ini resisten terhadap beberapa logam berat
(Hg, Pb, Cu,Cr,Co dan Zn). Bila dibanding dengan
penelitian Gunaseelan dan Ruban (2011) hasilnya agak
berbeda, pada penelitinnya didapatkan isolat resisten
merkuri sampai 350 ppm , Cd 250 ppm, Cr 700 ppm dan
Zn 250 ppm.Resistensi Ochrobatrum sp. S79 L7T03
terhadap berbagai logam berat mengindikasikan bahwa
bakteri ini potensial untuk meningkatkan efisiensi tanah
terhadap kontaminasi logam berat (Ozdemir 2003; Pandey
2010; Waranusantigul et al. 2011).

Pertumbuhan Ochrobactrum sp. S79 L7T03 pada pestisida

carbaryl
Dari  Gambar 2 dapat diasumsikan  bahwa
Ochrobactrum sp. S79 L7T03 dapat memanfaatkan

carbaryl sebagai sumber n dan c terbukti bakteri tersebut
dapat hidup pada media yang mengandung carbaryl tanpa
sumber n dan ¢ (Doddamani et al. 2001). Hasil ini sesuai
dengan pernyataan Zhao et al. (2011) yang menyatakan
bahwa beberapa bakteri rhizobacteria pegang peran dalam
mendegradasi pestisida. secara rinci dilaporkan pestisida
yang didegradasi adalah 80% chlorofiros, 85% J
cypermenthrin dan 58% imidacaeporod dalam media cair
selama 60 jam, karena potensi tersebut bakteri tersebut
potensial untuk biofertilizer dan biopesisida.

Produksi IAA

Tryptophan meningkat kan produksi I[AA pada
Ochrobatrum sp. S79 L7T03 ini mengindikasikan bahwa
untuk biosintesa nya memerlukan prekusor tryptophan
(Dhara et al. 2009). Hasil ini agak berbeda dengan Ashraf
et al. (2011), yang melaporkan bahwa dari 12 isolat yang
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diamati tanpa tryptophan sebagai prekusor maka produksi
IAA tidak terdeteksi.

Dapat disimpulkan bahwa Ochrobatrum sp. S79 L7T03
dapat menghasilkan IAA, diharapkan dapat memacu
pertumbuhan tanaman, pendapat ini dikuatkan oleh hasil
penelitian Principe (2007) yang menyatakan bahwa bakteri
Ochrobatrum sp. S79 L7T03 dapat meningkatkan
pertumbuhan jagung pada salinitas tinggi dan normal.
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