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ABSTRAK

KARAKTER DAN RESISTENSI
Bacillus sp. DAN Pseudomonas aeruginosa.
DARI TANAH DI KAWASAN PT. GREAT GIANT PINEAPPLE
TERHADAP HERBISIDA DIURON

Oleh

Aina Tusa’diah

Penggunaan herbisida secara terus-menerus pada lahan pertanian dapat
menyebabkan akumulasi residu yang akhirnya mencemari lahan pertanian. Salah
satu herbisida yang dapat meninggalkan residu adalah diuron. Bioremediasi
adalah cara untuk perbaikan lingkungan menggunakan organisme, salah satunya
dengan memanfaatkan mikroba. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
karakter morfologi resistensi dan kemampuan bakteri Bacillus sp. (CC20) dan
Pseudomonas aeruginosa. (Y1), yang diisolasi dari tanah di kawasan PT. GGP
terhadap herbisida diuron. Penelitian ini dilakukan menggunakan metode
observasi dan eksperimen. Penelitian eksperimen dilakukan menggunakan
Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL) dua faktor. Faktor pertama adalah
jenis isolat bakteri yaitu CC20 dan Y1 dan faktor kedua adalah herbisida diuron
yang terdiri atas 4 taraf konsentrasi yaitu kontrol; 10 ppm; 50 ppm; dan 100 ppm.
Setiap unit percobaan diulang 3 kali dan kelompok sebagai ulangan. Data yang
diperoleh dianalisis dengan uji two way Anova, dilanjutkan dengan uji Tukey
antar perlakuan pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian menunjukan bahwa kedua
jenis mikroba tanah dari kawasan PT. GGP tersebut memiliki kemampuan
resistensi terhadap diuron dan mampu hidup pada konsentrasi diuron paling
tinggi. Isolat bakteri Y1 menunjukkan daya resistensi lebih tinggi dari CC20.

Kata Kunci: Bakteri tanah, resistensi, herbisida diuron.



ABSTRACT

CHARACTER AND RESISTANCE OF Bacillus sp. AND Pseudomonas
aeruginosa. FROM SOIL IN PT. GREAT GIANT PINEAPPLE AREA TO
DIURON HERBICIDE

By

Aina Tusa’diah

The continuous use of herbicides on agricultural land can lead to residue
accumulation, which ultimately pollutes the environment. Diuron is one such
herbicide known to leave persistent residues. Bioremediation, utilizing organisms
such as microbes, offers a potential solution for mitigating environmental
contamination. This study aimed to determine the morphological characteristics,
resistance, and ability of Bacillus sp. (CC20) and Pseudomonas aeruginosa (Y1)
isolated from soil in the PT GGP area to tolerate diuron herbicide. The research
was conducted using observational and experimental methods. The experimental
research was conducted using a two-factor Completely Randomized Block Design
(CRBD). The first factor was the type of bacterial isolate (CC20 and Y1), and the
second factor was the concentration of diuron herbicide, with four levels: control,
10 ppm, 50 ppm, and 100 ppm. Each experimental unit was replicated three times,
with groups serving as the replication factor. Data were analyzed using a two-way
ANOVA, followed by Tukey's test at a 5% significance level. The results
indicated that both types of soil microbes from the PT GGP area exhibited
resistance to diuron, with the ability to survive even at the highest concentration
tested. The Y1 bacterial isolate demonstrated higher resistance compared to
CcC20.

Keywords: Soil bacteria, resistance, diuron herbicide.



KARAKTER DAN RESISTENSI BAKTERI Bacillus sp. DAN Pseudomonas
aeruginosa. DARI TANAH DI KAWASAN PT. GREAT GIANT
PINEAPPLE TERHADAP HERBISIDA DIURON

Oleh
AINA TUSA’DIAH

Skripsi

Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar
SARJANA SAINS
Pada
Jurusan Biologi

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung

JURUSAN BIOLOGI

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
2024












RIWAYAT HIDUP

Aina Tusa’diah, atau akrab disapa Aina, lahir di kota
Bekasi, pada tanggal 18 Agustus 2002. Penulis
merupakan anak pertama dari pasangan Bapak Ismail

dan Ibu Sumini dengan satu saudara kandung.

Penulis menempuh pendidikan pertamanya di RA
Bahrul Ulum pada tahun 2007, dan melanjutkan
pendidikan dasar di SDN 2 Krawangsari Natar pada
tahun 2008-2014, kemudian penulis melanjutkan
jenjang pendidikanya di MTs Al-Khairiyah Natar pada tahun 2014-2017. Penulis
melanjutkan jenjang yang lebih tinggi di SMAS Gajah Mada Bandar Lampung

pada tahun 2017-2020. Setelah itu penulis diterima sebagai mahasiswa Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung
melalui jalur Seleksi Bersama Masuk Perguruan Tinggi Negeri (SBMPTN)
angkatan 2020.

Selama menjadi mahasiswa di Jurusan Biologi FMIPA Unila, penulis pernah
menjadi asisten pada mata kuliah Teknik Biomolekuler, Keselamatan Kerja
Laboratorium (KKL), Mikrobiologi Umum dan Mikrobiologi Bahan Pangan.
Selain itu penulis juga aktif mengikuti organisasi seperti Himpunan Mahasiswa
Biologi (HIMBIO) sebagai anggota Saintek dan Panitia Olimpiade PKSDA XXV,
dan Anggota Badan Eksekutif Mahasiswa (BEM) FMIPA Unila pada dinas Sosial
dan Pengabdian Masyarakat (SPM).

Pada tahun 2020, penulis pernah mengikuti kegiatan karya wisata ilmiah (KWI) di
desa Karang Anyar, Kec. Jati Agung, Kab. Lampung Selatan, Lampung. pada
tahun 2021, penulis mengikuti program MBKM yaitu program Kurator Hayati



(KH) Fakultas Biologi UGM. Pada tahun 2023, Penulis melaksanakan Praktik
Kerja Lapangan (PKL) di Laboratorium Mikrobiologi, Department sustainable
Agri Material Dev & Protec, PT. Great Giat Pineapple, Terbanggi Besar,
Lampung Tengah, Lampung, pada bulan Januari-Februari 2023 dengan judul “Uji
Patogenitas Penyebab Penyakit Moko Pada Pisang Cavendish di PT. Great
Giant Pineapple”. Pada tahun 2023 juga, penulis mengikuti program MBKM
Riset di PT. Great Giant Pineapple pada bulan Maret-Mei 2023, kemudian
melaksanakan Kuliah Kerja Nyata (KKN) di Desa reno Basuki, Kec. Rumbia,
Kabupaten Lampung Tengah, Lampung, pada Juni-Agustus 2023. Penulis
menyusun skripsi dengan judul “Karakter dan Resistensi Bakteri Bacillus sp.
dan Pseudomonas aeruginosa. Dari Tanah di Kawasan PT. Great Giant

Pineapple Terhadap Herbisida Diuron”.



PERSEMBAHAN

Dengan mengucap syukur kehadirat Allah SWT yang maha kuasa, saya
persembahkan karya kecil ini dengan kesungguhan hati sebagai tanda cinta

kepada:

Dua orang paling berharga di hidup saya, yakni Ibu Sumini dan Nenek Leginem,
Serta Kakek Ngadiman dan Athaya Kiara Ramadhanti yang telah memberikan
kasih sayang, dukungan, motivasi, serta menjaga dan melindungi saya dengan

do’a yang ibu dan nenek panjatkan setiap saat hingga setiap langkah saya selalu

di ringankan dan dimudahkan hingga saat ini;

Dosen-dosen yang telah membimbing, mengarahkan dan mengajarkan saya ilmu
serta bimbingan dengan tulus dan ikhlas hingga saya berhasil mendapatkan gelar

sarjana;

Orang-orang yang telah hadir dan memberikan saya pelajaran kehidupan;

Almamater tercinta, Universitas Lampung.



MOTTO

Yoo s o a% .. %%
| e ) aa Gl

“Maka, sesungguhnya beserta kesulitan ada kemudahan” (Qs. Al Insyirah: 5)

“No limit, gon’ touch the sky” (IKON)

“Yang tidak merasakan tidak akan paham, yang tidak mengalami tidak akan

mengerti” (Naruto Shippuden)

“Hidup ini adalah sebuah petualangan. Semua orang memiliki
petualangannya masing-masing, maka jadilah seorang petualang yang

melakukan hal terbaik” (Tere Liye)

“Orang beradab sudah pasti berilmu, orang berilmu belum tentu beradab

maka dahulukan lah adab yang baik sebelum kamu belajar

(Para dosen kebanggaan penulis)

"“Rasa sakit akan membuatmu berkembang"” (Penulis)



SANWACANA

Assalamu’alaikum warahmatullahi wabarakatuh

Puji syukur penulis ucapkan kepada Allah SWT. Karena berkat rahmat dan
hidayah NY A kepada penulis sehingga mampu dapat menyelesaikan skripsi yang
berjudul “Karakter dan Resistensi Bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas
aeruginosa. Dari Tanah di Kawasan PT. Great Giant Pineapple Terhadap
Herbisida Diuron”. Dibuat sebagai bentuk pertanggungjawaban penulis selama
menempuh pendidikan S1 dan merupakan salah satu syarat untuk memperoleh

gelar Sarjana Sains (S.Si) di Universitas Lampung.

Skripsi ini menjadi saksi bisu perjuangan penulis dalam proses menuntut ilmu
sekaligus penerapanya secara langsung melalui penelitian dan penulisan karya
ilmiah. Penyusunan dan penulisan skripsi ini tentu tidak lepas dari pengerahan,
kritik, saran, dukungan dan bimbingan dari berbagai pihak sehingga dapat
terselesaikan pada waktu yang tepat. Untuk itu penulis ingin menyampaikan rasa
hormat dan mengucapkan terimakasih kepada:

1. Orang tua penulis, Ibu Sumini dan Nenek Leginem, Kakek Ngadiman, dan
Athaya Kiara Ramadhanti yang senantiasa memberikan dukungan, semangat,
motivasi, Serta do’a yang tulus, ikhlas dan tak pernah putus disetiap sujud
sehingga menemani perjalanan hidup penulis hingga saat ini;

2. Ibu Rochmah Agustrina, Ph.D., selaku Pembimbing | atas arahan waktu dan
tenaganya yang telah sabar memberikan bimbingan, arahan serta masukan
kepada penulis selama proses penelitian dan penyusunan skripsi ini;

3. Bapak Wawan Abdullah Setiawan, S.Si., M.Si. selaku pembimbing Il yang
telah memberikan arahan, masukan, kritik, dan saran kepada penulis selama

melaksanakan penelitian dan penyusunan skripsi ini;



10.

11.

12.

13.

xiii

Bapak Prof. Dr. Bambang Irawan, M.Sc., selaku Pembahas yang telah
memberikan masukan kritik, saran, kepada penulis demi kesempurnaan dalam
penelitian maupun penyusunan skripsi ini;

Ibu Dra. Elly Lestari Rustiati, S.Si., M.Sc. Selaku dosen pembimbing
akademik yang senantiasa memberikan saran, semangat dan bimbingan
selama penulis mengemban pendidikan di bangku perkuliahan;

Seluruh Dosen jurusan Biologi FMIPA Universitas Lampung yang telah
memberikan ilmu yang bermanfaat di bangku perkuliahan dan mengantarkan
penulis mencapai gelar sarjana;

Bapak Dr. Jani Master, S.Si., M.Si. selaku ketua jurusan Biologi Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung;

Ibu Gina Dania Pratami, S.Si., M.Si. selaku kaprodi S1 Biologi Terapan,
Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung;

Ibu Oni Mastuti, S.Si. selaku Laboran Laboratorium Mikrobiologi FMIPA
Universitas Lampung atas dedikasi dan kepedulianya yang luar biasa kepada
seluruh peneliti mikrobiologi selama bertugas, saran dan masukan, doa-doa,
motivasi, hal positif dan semangat yang selalu diberikan untuk penulis;

Siti Nurlela Wati selaku sahabat sekaligus rekan seperjuangan penulis selama
menjalankan perkuliahan dan penelitian yang telah berkerjasama, membantu,
mendukung, susah senang bersama, berbagi keluh kesah, memberikan uluran
tangan tulus, memberikan motivasi dan menghibur penulis;

Seluruh peneliti di Laboratorium Mikrobiologi angkatan 20 yang namanya
tidak bisa disebutkan satu persatu atas bantuan dan arahan yang diberikan,
pembelajaran, kerjasama, dan pengalaman yang didapat selama penulis
menjalani penelitian;

Anggota GTP lela, nofa, lutfiah, khatarina, dyta, alvina dan aliya, selaku
teman penulis yang senantiasa memberikan motivasi, dan semangat dan
dukungan selama penulis menjalankan penelitian;

Anggota squad Alhamdulilah Siti Nurlela Wati dan Khusnul Nur Afifah yang

selalu menemani penulis dari awal perkuliahan hingga sekarang.



14.

15.

16.

17.

Xiv

Arini Rahma dan Erina Mauditia selaku teman masa kecil penulis hingga kini
yang menjadi tempat bercerita segala hal, teman yang selalu menggila
bersama dan teman yang selalu mengukir senyum di wajah penulis;

Sahabat dan teman-teman Biologi Terapan 20 yang telah berjuang bersama
dari awal menjadi mahasiswa baru, mengalami pengkaderan bersama, belajar
online dan offline bersama sampai saat ini dan seterusnya yang selalu
memberi dukungan serta pelajaran dalam setiap perjalanan hidup penulis di
bangku perkuliahan;

Takumi Kitamura dan seluruh anggota band Dish// yang selalu menghibur
penulis dengan lagu-lagu yang berisi motivasi, semangat, dan hiburan disaat
penulis bosan, bingung, kesulitan, stres, sedih dan juga senang.

Terimakasih untuk diri yang telah berjuang mencapai titik ini, menghadapi
banyak hal sulit, keluar dari zona nyaman, melawan ketakutan, berani
mengambil resiko, memiliki pemikiran yang positif, dan selalu memiliki

keyakinan bahwa didepan sana pasti ada masa depan yang cerah.

Penulis menyadari bahwa dalam penulisan skripsi ini tidak lepas dari kesalahan

dan jauh dari kata sempurna. Oleh karena itu, penulis akan dengan senang hati

menerima Kkritik, saran, dan masukan yang membangun agar menjadi evaluasi dan

perbaikan kedepannya sehingga skripsi ini dapat berguna serta bermanfaat bagi

kita semua, Aamiin.

Bandar Lampung, 21 Agustus 2024

Penulis,

Aina Tusa’diah



DAFTAR ISI

Halaman

ABSTRAK .ottt nne s i

HALAMAN PENGESAHAN .......oooi ittt %

MENGESAHKAN ..o Vi
SURAT PERNYATAAN KEASLIAN SKRIPSI ..o, vii
RIWAYAT HIDUP ...t viii

PERSEMBAHAN. ... ..ottt anes X

Y/ I I 1 SRR Xi
SANWACANA e e e et e e et e e s reeeanneas xii
DAFTAR IS e XV
DAFTAR TABEL ... s XViii
DAFTAR GAMBAR ..ot XiX

I, PENDAHULUAN ....ooiiiite et 1

1.1 Latar BelaKang ........cccoiveiiiiiiece e 1

1.2 Tujuan Penelitian .........ccoviiiiiieie e 3

1.3 Kerangka PemiKiran...........cccooveiiiiieiiie s 3

1.4 HIPOTESIS ..ttt 5

I, TINJAUAN PUSTAKA ..ot 6

2.1 TANAN .. e 6

2.2 HEIDISIAA ...t 7

2.2.1Herbisida DIUMON........cccvcueiieiieie et 8
2.3 Resistensi Bakteri terhadap Herbisida ..........cccccooevvieiiiiiiiiic e, 11
2.3.1BACHIUS SP. .t 12

2.3.2Pseudomonas @BrugiNOSa ........cccueerveerveerieeiieesieeseeesieeseeasseessnens 14



XVi

1. METODE PENELITIAN ...cooiiie et 17
3.1 Waktu dan TEeMPAL.........ceceeiiiieiieie e 17
3.2 Alat dan Bahan..........cccoiiiiiiiiiie e s 17
3.3 Rancangan Penelitian ............cccccevveiiiieie e 18
3.4 Bagan Alir Penelitian .........ccocoieiieieiieseese e 20
3.5 Pelaksanaan Penelitian.........ccocoovviiiiiiinicieee e, 21

3.5.1Pembuatan Media.........cccouviieiiiieiieiee e 21
3.5.1.1 Medium MSM (Mineral Salt Medium) ............ccoeee.ee. 21
3.5.1.2 Medium NA (NUtrient Agar) .......cccoceeviereneeseeneeneennns 21
3.5.1.3 Medium NB (Nutrient Broth) ..........ccccccevveviiiernenenn. 22

3.5.2Peremajaan dan Subkultur Isolat Bakteri...........c.cccoevevviiieieennenn, 22

3.5.3Karakterisasi 1solat BaKteri...........ccocvevierireneieniiesescseseieans 22
3.5.3.1 Karakterisasi Secara Makroskopis...........cc.cceevvvrvenene. 22
3.5.3.2 Uji Gram pada BaKteri..........c.ccccevveveeiieireiece e 23

a. Pewarnaan Gram........ccccooviiieninniie e 23
b. Uji Bakteri dengan KOH 3%...........cccccevvevieivnennenn, 24

3.5.4Uji Biokimia Isolat BaKLeri...........ccocvveieieniiinisesicsceeeeee 25
3.5.4.1 Uji Katalase ......ccccovveeiiieieiie e 25
3.5.4.2 UJi Protease. ........oovriiiniiieieieie e 26
3.5.4.3UjJi AMIIASE.....c.ooivieiiciecece e 27
3.5.4.4 UJi LIPASE....coviiiiiieiiti st 28

3.5.5Uji Resistensi Isolat Bakteri Terhadap Herbisida........................ 28

3.5.5.1 Pengukuran Kurva Pertumbuhan Isolat bakteri
Terhadap Herbisida Diuron 100 ppm Menggunakan

HaEMOCYLOMETEN ... 29

3.5.6 ANALISIS DALA ...vvoveevienieieie e 30

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN ...t 31

4.1 Karakterisasi 1Solat Bakteri...........ccoovvieiivenesieiiere e 31

4.1.1Karakterisasi Secara MakrosKOopiS.........ccovuveeieevieiieieenie e, 31

4.1.2Uji Gram pada BaKteri..........ccoceveiiririnieieiese e 32

a. Pewarnaan Gram ... 32

b. Uji Bakteri dengan KOH 3% ........cccoovieiineninininiseeies 34

4.2 Uji BIOKIMIa BaKLEI ......ccviiiiiiie e 35

4.2.1UJi KatalaSe......c..eoviiiiiiiiieieie e 35

A O | 0] T PSP 37

A4.2.3UJ1 AMIIASE ..ot e 39

A2 4UJ01 LIPASE..ictiiiiicitie ettt 40

4.3 Uji Resistensi Isolat Bakteri Terhadap Herbisida Diuron................... 42
4.3.1Pengukuran Kurva Pertumbuhan Isolat Bakteri Terhadap

Herbisida Diuron 100 ppm Menggunakan Haemocytometer ...... 48

V. SIMPULAN DAN SARAN ..ottt 52

5.1 SIMPUIAN ..ot 52

LT Y- |- o [ 52



XVii

DAFTAR PUSTAKA . o4

LAMPIRAN ... 62



DAFTAR TABEL

Tabel Halaman
Tabel 1. Tata Letak Satuan Percobaan............c.ccoovvvriiiniiiienenennseseee 18
Tabel 2. Hasil Uji Karakterisasi Isolat BaKteri ..........cccccovvviverinceinenesiennnn, 31
Tabel 3. Hasil Uji Pewarnaan Gram Isolat Bakteri pada perbesaran 1000x.... 33
Tabel 4. Hasul Uji Bakteri dengan KOH 3%.........ccccceviiieieeve i, 34
Tabel 5. Hasil Uji Katalase Isolat BaKteri...........cccccooveveiieieeie i, 36
Tabel 6. Hasil Uji Protease Isolat Bakteri..........cccooevvereiienienie e 38
Tabel 7. Hasil Uji Amilase Isolat BaKteri...........ccoocovovevviienieiniie e, 39
Tabel 8. Hasil Uji Lipase Isolat Bakteri..........cccccvvveiveiriieniee e 41
Tabel 9. Hasil Statistik Two Way Anova Pada Uji Daya Degradasi Isolat

Bakteri Terhadap Herbisida DiUron ............cccceeeieeieeve e, 42
Tabel 10. Hasil Uji Tukey pada perlakuan Isolat Bakteri dan Konsentrasi

Herbisida Diuron Terhadap Jumlah Sel Bakteri ............ccccoovvveunnnne. 43
Tabel 11. Hasil Uji Tukey Interaksi Antar Perlakuan Terhadap Jumlah

SEI BAKIEIT ...t 44

Tabel 12. Hasil Kurva Pertumbuhan Bakteri dengan Haemocytometer .......... 48



DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
Gambar 1. Rumus Bangun Herbisida Diuron ..o, 8
Gambar 2. Struktur Kimia 3D DIUMON .........ccccoviiiiiiiiieieieee e 8
Gambar 3. Morfologi BacCillus SP..........cccevveiiiieiieie e 13
Gambar 4. Morfologi Pseudomonas aeruginosa. .........ccccceeevveeeveerieeeeseennnnn, 15
Gambar 5. Diagram Alir Penelitian ..........ccccooeieiieie i 20
Gambar 6. Morfologi Koloni Dakteri ..., 23

Gambar 7. Pewarnaan Gram bakteri, a. Gram positif, b. bakteri Gram

NEGALIT .. 24
Gambar 8. Uji bakteri dengan KOH positif...........cccocooviiiiiiiiiiiiiccecccee, 25
Gambar 9. Uji katalase positif............cccooviiieiiiiciiccecc e, 26
Gambar 10. Uji Protease PoSItif..........ccccoeviieiiiieiiececc e 26
Gambar 11. Uji amilase poSItif.........coeviiiiiiiiiiieeee e, 27
Gambar 12. Uji Lipase POSITIT.........ccoeiiiiiiiiiirieeee e 28

Gambar 13. Kurva Pertumbuhan Bakteri CC20 dan Y1 Menggunakan

HaEMOCYIOMELE .....veiiiee et 49



. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanah memiliki banyak manfaat bagi kehidupan salah satunya untuk
pertanian. Permasalahan yang selalu muncul pada lahan pertanian adalah
adanya tanaman pengganggu atau gulma yang menyebabkan penurunan
hasil panen (Ramadhani, 2018). Upaya membasmi gulma dilakukan
dengan cara pencabutan secara manual, namun cara ini menghabiskan
banyak tenaga dan hasilnya kurang efektif. Cara yang efektif dan cepat
dalam membasmi gulma adalah dengan menggunakan herbisida sintetik.
Namun penggunaan herbisida secara terus-menerus dapat mencemari
lingkungan, yaitu adanya akumulasi residu herbisida pada lahan pertanian
(Arif, 2015).

Salah satu herbisida yang sering digunakan adalah diuron. Diuron
merupakan herbisida sistemik yang mudah diserap sistem perakaran gulma
di dalam tanah sehingga mampu menyebabkan kematian gulma dengan
cepat (Dinasqi, 2023). Pemakaian diuron yang berlebihan dapat
menyebabkan pencemaran lingkungan karena residu herbisida diuron
mengandung senyawa toksik yang tidak mudah terurai baik secara kimiawi
maupun oleh mikroorganisme dalam tanah (Dewi et al., 2017). Akumulasi
herbisida yang beracun di lingkungan dapat merubah struktur tanah, bila
terserap oleh tanaman budidaya yang kemudian dikonsumsi akan
mengakibatkan berbagai dampak buruk bagi kesehatan manusia

(Ardiwinata & Nursyamsi, 2012). Akumulasi residu herbisida dalam tanah



juga dapat menyebabkan mikroorganisme non target mati sehingga tanah
menjadi gersang dan miskin hara (Benu et al., 2020).

Salah satu upaya perbaikan tanah tercemar residu herbisida adalah dengan
proses bioremediasi. Bioremediasi adalah proses perbaikan lingkungan
menggunakan organisme hayati, salah satunya yaitu dengan
memanfaatkan mikroorganisme (Destania & Prihatini, 2022). Bakteri
tanah merupakan mikroorganisme yang dapat dimanfaatkan sebagai
pendegradasi residu herbisida karena kemampuan resitensinya terhadap
senyawa kimia herbisida. Resistensi bakteri adalah kemampuan dari
bakteri untuk menahan efek toksik senyawa kimia herbisida. Resistensi
terjadi ketika bakteri mampu mengeluarkan gen resisten sehingga dapat
mengurangi efektifitas dari suatu ekstrak dan bahan kimia yang memiliki
aktivitas untuk menghambat bakteri (Nuzulia & Santoso, 2017). Degradasi
senyawa kimia oleh bakteri berlangsung melalui suatu seri reaksi kimia
yang cukup kompleks di lingkungan. Degradasi ini merupakan proses
yang sangat penting untuk mengurangi kadar bahan-bahan berbahaya di
lingkungan. Dalam proses degradasinya, bakteri menggunakan senyawa
kimia tersebut untuk pertumbuhan dan reproduksinya (Apriliya et al,.
2020). Degradasi residu herbisida oleh bakteri difasilitasi oleh adanya
enzim fungsional yang dimiliki oleh bakteri. Enzim hidrolase yang
dihasilkan oleh mikroba tanah dapat memutuskan susunan kimia herbisida.
Sel-sel bakteri mengeluarkan enzim oksidasi ke dalam tanah yang
menyebabkan naiknya tingkat kelarutan residu herbisida menjadi unsur
organik yang dapat diserap oleh tumbuhan (Dewi et al., 2017). Beberapa
penelitian sebelumnya menunjukan bahwa mikroba yang termasuk ke
dalam kelompok bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas sp. mampu
mendegradasi senyawa residu herbisida (Hariadi, 2018). Penelitian Kumar
et al., (2019) menunjukan, kelompok bakteri Bacillus sp. resisten terhadap
herbisida sintetik dan dapat menguraikan senyawa tersebut menjadi
senyawa Yyang tidak berbahaya. Sedangkan hasil penelitian Ngawit (2018)
menunjukkan bahwa kelompok bakteri Pseudomonas sp. mampu



mendegradasi residu herbisida 2,4-D amine yang dibuktikan dengan
semakin berkurangnya residu herbisida seiring dengan lamanya waktu

inkubasi.

Di PT. Great Giant Pineapple diketahui ada berbagai jenis isolat bakteri
dari tanah diantaranya yaitu Isolat bakteri CC20 dan Y1, CC20 adalah
bakteri Bacillus sp. dan Y1 adalah bakteri Pseudomonas aeruginosa.
Dalam penelitian ini dilakukan uji karakter dan resistensi isolat bakteri
CC20 dan Y1 yang diperoleh dari tanah di kawasan GGP terhadap
herbisida diuron. Metode uji yang digunakan adalah uji karakterISASI, uji

biokimia dan uji resistensi isolat bakteri terhadap herbisida diuron.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah;

1. mengetahui karakter morfologi dan kemampuan resistensi bakteri
Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa. dari tanah di kawasan GGP
terhadap herbisida diuron dan

2. mengetahui bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa. yang
memiliki kemampuan resistensi terhadap herbisida diuron paling baik.

1.3 Kerangka Pemikiran

Herbisida merupakan bahan kimia yang digunakan untuk membasmi
gulma. Salah satu herbisida yang sering digunakan yaitu diuron. Diuron
termasuk herbisida sistemik yang mudah diserap oleh sistem perakaran
dari dalam tanah sehingga dapat menyebabkan kematian gulma dengan
cepat. Penggunaan herbisida diuron secara terus-menerus dapat

menyebabkan akumulasi residu pada permukaan tanah sehingga



mencemari lingkungan. Herbisida diuron dapat merubah struktur tanah dan
beracun sehingga dapat mengakibatkan kematian pada mikroorganisme
non target, tanah menjadi gersang, dan miskin unsur hara. Akumulasi
senyawa toksik di dalam tanah juga dapat terserap oleh tanaman budidaya
sehingga jika termakan oleh manusia akan mengakibatkan berbagai
dampak buruk bagi kesehatan manusia.

Upaya dalam mengatasi akumulasi residu herbisida diuron yang
mencemari tanah dapat dilakukan dengan bioremediasi yaitu dengan
memanfaatkan bakteri tanah yang resistensi terhadap suatu senyawa kimia
sebagai pendegradasi residu herbisida. Beberapa penelitian menyatakan
bahwa degradasi senyawa kimia oleh bakteri yang berlangsung melalui
suatu seri reaksi kimia yang cukup kompleks di lingkungan ini merupakan
proses yang sangat penting untuk mengurangi kandungan bahan-bahan
berbahaya di lingkungan. Dalam proses degradasinya, bakteri
menggunakan senyawa kKimia tersebut untuk pertumbuhan dan
reproduksinya. Degradasi residu herbisida oleh bakteri difasilitasi oleh
adanya enzim-enzim yang disintesis oleh bakteri. Enzim hidrolase yang
dihasilkan oleh mikroba tanah dapat menguraikan susunan kimia
herbisida. Enzim oksidasi yang disekresikan sel-sel bakteri ke dalam tanah
menyebabkan naiknya tingkat kelarutan residu herbisida menjadi unsur-
unsur yang dapat diserap oleh tumbuhan. Beberapa hasil penelitian
sebelumnya membuktikan bahwa mikroba dari kelompok bakteri Bacillus
sp. dan Pseudomonas sp. mampu mendegradasi residu herbisida.
Kelompok bakteri Bacillus sp. terbukti resisten terhadap herbisida sintetik
dan dapat menguraikan senyawa tersebut menjadi senyawa yang tidak
berbahaya. Sedangkan kelompok bakteri Pseudomonas sp. terbukti
mampu mendegradasi residu herbisida 2,4-D amine yang dibuktikan
dengan semakin berkurangnya residu herbisida seiring dengan lamanya

waktu inkubasi.



PT. Great Giant Pineapple (GGP) diketahui memiliki beberapa isolat
bakteri dari tanah diantaranya isolat bakteri Bacillus sp. (CC20) dan
Pseudomonas aeruginosa (Y1). Kedua isolat mikroba ini belum diketahui
kemampuan resistensinya terhadap herbisida diuron. Dalam penelitian ini
dilakukan uji resistensi kedua isolat bakteri tersebut terhadap herbisida

diuron.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dilakukannya penelitian ini sebagai berikut:

1. bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa. dari tanah di
kawasan GGP memiliki karakter morfologi yang beragam dan
memiliki kemampuan resistensi terhadap herbisida diuron dan

2. diperoleh salah satu dari bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas
aeruginosa. yang memiliki kemampuan resistensi terhadap herbisida

diuron paling baik.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanah

Tanah merupakan lingkungan hidup bagi mikroorganisme seperti bakteri,
jamur, protozoa, dan actinomycetes karena mengandung berbagai bahan
organik, anorganik, dan mineral. Tanah dapat diumpamakan sebagai suatu
gudang hidup yang di dalamnya terdapat miliaran mikroba yang bertindak
sebagai pabrik yang dapat menghasilkan bio-nitrogen dan unsur hara
lainya untuk tanaman. Mikroorganisme pengikat N mampu mengubah
nitrogen di atmosfer yang tidak bisa digunakan oleh tanaman menjadi

bentuk yang dapat digunakan oleh tanaman (Herman et al., 2010).

Kesehatan tanah di dalam sistem pertanian ditunjukkan oleh organisme
dalam tanah yang dinamis yang mampu mendukung perkembangan serta
pertumbuhan tanaman yang sehat. Daya dukung tanah dipengaruhi oleh
tekstur serta struktur tanah, kandungan hara, siklus bahan organik,
kedalaman lapisan permukaan, serta terbebas dari keberadaan bahan-
bahan berbahaya di dalam tanah. Penggunaan tanah pada sektor pertanian
tanpa diimbangi dengan upaya perbaikan akan menyebabkan degradasi
atau kerusakan tanah. Degradasi atau kerusakan tanah ditandai dengan
hilang atau menurunnya fungsi tanah sehingga tanah mengalami
penurunan kemampuannya dalam mendukung pertumbuhan tanaman yang
produktif (Puspitasari & Khairuddin, 2016). Salah satu faktor yang dapat
mendegradasi kualitas tanah yaitu dengan penggunaan bahan kimia
pertanian seperti herbisida secara berlebihan. Akumulasi kelebihan

herbisida akan mencemari tanah dalam bentuk residu herbisida. Menurut



Tarumingkeng (1992), akumulasi residu herbisida disebabkan karena
lapisan atas tanah memiliki kandungan organik paling banyak sehingga
herbisida mudah terabsorbsi dan terikat kuat sehingga akan menghambat

terjadinya penguapan herbisida.

2.2 Herbisida

Herbisida merupakan bahan kimia yang biasanya digunakan untuk
membasmi gulma dan menghambat tanaman liar yang mengganggu
tanaman budidaya (Widowati et al., 2017). Menurut Santoso et al (2015)
herbisida adalah senyawa yang jika digunakan dalam dosis yang tepat
dapat menghentikan pertumbuhan gulma sementara atau permanen karena
bersifat racun yang cepat menyerap ke dalam permukaan tanah. Herbisida
yang diaplikasikan dengan dosis yang tinggi akan menyebabkan seluruh
bagian tanaman gulma mati. Pada dosis yang lebih rendah, herbisida hanya
akan membunuh tumbuhan gulma tertentu dan tidak merusak tumbuhan
gulma lainya. Menurut Tjitrosoedirdjo et al (1984), kontak antara partikel
tanah dan molekul herbisida dapat terjadi dengan beberapa cara, yaitu

adsorpsi, pencucian, volatilitas, dan degradasi herbisida di dalam tanah.

Herbisida yang secara-terus menerus digunakan akan menyebabkan
resistensi, sehingga gulma yang awalnya peka terhadap herbisida lama
kelamaan menjadi toleran. Resistensi merupakan lamanya aktivitas biologi
herbisida dalam tanah akibat penyerapan, volatilitas, pencucian dan
degradasi. Herbisida dengan persistensi rendah menandakan bahwa
lamanya aktivitas biologi herbisida di dalam tanah rendah. Sedangkan
herbisida dengan persistensi tinggi menandakan bahwa lamanya aktivitas
biologi herbisida dalam tanah tinggi. Dengan demikian, semakin rendah
tingkat persistensi suatu herbisida semakin baik kualitas tanah
(Firmansyah, 2016).



2.2.1 Herbisida Diuron

Diuron adalah herbisida yang termasuk ke dalam golongan urea.
Herbisida ini berbahan aktif 3,4-D, dengan unsur kimia CgH1oCI2N,O
dan rumus kimia 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1- dimethylurea (Gambar 1)
(Maria et al., 2006). Diuron memiliki 35 ikatan yang terdiri dari 26
ikatan non-H, 8 ikatan rangkap tiga, 3 ikatan putar, 2 ikatan rangkap
dua, 6 ikatan aromatik, 1 cincin beranggota 6, 1 turunan urea, dan 1
imida (Chemical Compound Deep Data Source, 2022). Struktur 3D
diuron dapat dilihat pada (Gambar 2).
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3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea
Gambar 1. Rumus Bangun Herbisida Diuron (Maria et al., 2006)

Gambar 2. Struktur kimia 3D Diuron. (Chemical Compound Deep
Data Source, 2022)



Herbisida diuron banyak digunakan untuk mengendalikan gulma pada
perkebunan tebu, kapas, karet, teh, nanas, pisang, jagung dan
sebagainya. Herbisida diuron dalam keadaan murni berbentuk kristal
putih, tidak menguap, tidak mudah terbakar, dan tidak berbau, meleleh
pada suhu 158-159°C, larut dalam air pada suhu 25°C dan tahan
terhadap dekomposisi. Toksisitas diuron terhadap manusia dan ternak
rendah (Maria et al., 2006).

Diuron merupakan herbisida sistemik yang mudah terserap oleh
sistem perakaran gulma dari dalam tanah dan akan dengan cepat
ditranslokasikan ke seluruh bagian tumbuhan khususnya batang dan
daun melalui sistem transpirasi yang bergerak dalam xilem (Sembodo,
2023; Maria et al., 2006), sehingga menyebabkan tumbuhan
mengalami kematian total (Dinasqi, 2023). Di dalam jaringan
tumbuhan herbisida diuron menyebabkan dehidrasi, yang paling utama
melalui pelepasan gugus metil. Mekanisme kerja primer herbisida
diuron dalam gulma adalah dapat menghambat reaksi pemecahan air
pada proses fotosintesis pada fotosistem Il, yang mengakibatkan
adanya produksi sejumlah oksidan yang dapat merusak membran dan
pigmen sehingga merusak sel lebih cepat (Fauziah, 2018), akibatnya
pembentukan ATP dan NADPH terganggu (Maria et al., 2006). Gejala
yang akan terlihat pada gulma yang terkena diuron yaitu klorosis,

nekrosis, dan kekeringan (Fauziah, 2018).

Diuron di dalam tanah dapat didegradasi salah satunya oleh mikroba
tanah. Beberapa mikroba yang dapat mendegradasi diuron berasal dari
kelompok Bacillus sp. dan Pseudomonas sp. (Dellamatrice and
Monteiro, 2004; Khastini et.al., 2022). Degradasi diuron di dalam
tanah dimulai dengan hilangnya gugus N-methyl yang menyebabkan
penurunan aktivitas diuron dalam tanah, kemudian diikuti dengan

hilangnya gugus urea, dan terbentuk 3,4-dichloroaniline, amonia dan
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CO, yang merupakan produk degradasi diuron (Dellamatrice and
Monteiro, 2004).

Dampak negatif penggunaan diuron, yaitu meninggalkan residu pada
permukaan tanah yang dalam waktu lama akan membuat tanah
tercemar. Diuron menyebabkan pencemaran karena umumnya
mempunyai persistensi dan mobilitas yang tinggi dalam tanah, karakter
diuron seperti ini memang diperlukan agar kinerja herbisida optimum,
sebagai herbisida residual. Diuron dapat membentuk lapisan tipis pada
permukaan tanah (Fauziah, 2018) dalam waktu relatif lama (Maria et

al., 2006), karena 2 alasan berikut:

1. diuron tidak mudah larut dalam air sehingga tahan dari pencucian
dan
2. diuron memiliki tingkat absorbsi yang tinggi oleh koloid tanah.

Akumulasi residu herbisida dalam tanah merupakan akibat penggunaan
herbisida yang kurang terkontrol dan berlebihan yang dalam waktu
lama dapat menyebabkan tanah mengalami perubahan komposisi yang
cukup signifikan karena beberapa herbisida tertentu memiliki ikatan
kimia yang sulit didegradasi, akibatnya lingkungan tercemar dan
menyebabkan keracunan pada tanaman budidaya (Rahmansyah &
Sulistinah, 2009; Santoso et al., 2015). Akumulasi herbisida maupun
pestisida dapat menyebabkan populasi fauna tanah menurun karena
residu senyawa kimia herbisida seringkali mengandung senyawa aktif
yang kompleks sehingga sulit diuraikan oleh mikroba untuk menjadi
senyawa yang lebih sederhana (Dewi et al., 2017). Residu herbisida
juga berdampak buruk bagi manusia karena residu herbisida yang
terbawa pada hasil pertanian, apabila dikonsumsi oleh manusia akan
menimbulkan berbagai dampak buruk bagi kesehatan manusia
(Ardiwinata & Nursyamsi, 2012).
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2.3 Resistensi Bakteri terhadap Herbisida

Secara alami mikroba tertentu mampu beradaptasi pada tanah yang
tercemar residu herbisida. Sejumlah mikroba tanah dapat merespon
cemaran herbisida dan menjadikanya sebagai sumber karbon dalam proses
metabolismenya. Keberadaan bahan organik tanah dimanfaatkan mikroba
secara penuh ketika melakukan dekomposisi bahan beracun (Rahmansyah
& Sulistinah, 2009). Contoh mikroba tanah yang dapat dimanfaatkan
sebagai pendegradasi residu herbisida adalah bakteri yang reistensi

terhadap herbisida.

Resistensi merupakan kemampuan mikroorganisme untuk bertahan
terhadap efek toksik yang disebabkan senyawa kimia, yaitu dengan cara
memperoleh gen resisten melalui mutasi atau perubahan/ pertukaran
plasmid (Sukertiasih et al., 2021). Degradasi atau penguraian residu
herbisida pada tanah dapat terjadi karena beberapa hal berikut seperti;
keberadaan mikroba, reaksi kimia, dan sinar matahari. Proses degradasi
residu herbisida dapat terjadi setiap saat dari hitungan jam, hari, sampai
tahun tergantung pada kondisi lingkungan dan sifat-sifat kimia herbisida.
Bakteri yang tetap bertahan hidup di lingkungan yang mengandung residu
herbisida adalah bakteri yang mampu bertahan hidup dalam lingkungan

tersebut dan dapat mendegradasi herbisida (Rafsanjani et al., 2020).

Degradasi senyawa kimia herbisida dalam tanah oleh bakteri berlangsung
melalui serangkaian reaksi kimia yang cukup kompleks dan merupakan
proses yang sangat penting untuk mengurangi kandungan senyawa-
senyawa berbahaya di lingkungan. Dalam proses degradasi nya, bakteri
menggunakan senyawa kimia tersebut untuk pertumbuhan dan
reproduksinya (Apriliya et al,. 2020). Degradasi residu herbisida oleh
bakteri difasilitasi oleh adanya sintesis enzim-enzim oleh bakteri. Enzim
hidrolase yang dihasilkan oleh bakteri dapat memutuskan susunan kimia

herbisida. Sel-sel bakteri mengeluarkan enzim oksidasi ke dalam tanah
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yang menyebabkan naiknya tingkat kelarutan residu herbisida menjadi
unsur organik yang dapat diserap oleh tumbuhan (Dewi et al., 2017).
Beberapa jenis bakteri tanah yang resistensi terhadap suatu senyawa kKimia

diantaranya adalah Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa.

2.3.1 Bacillus sp.

Bacillus sp. adalah bakteri gram positif yang mempunyai sel berbentuk
batang, dan dapat tumbuh baik pada kondisi aerob. Spesies tertentu
Bacillus sp. dapat tumbuh pada kondisi anaerob. Bacillus sp. dapat
hidup pada suhu lingkungan tinggi dan menghasilkan enzim katalase
dan oksidase. Suhu maksimum pertumbuhan bacillus sp. adalah 50-
55°C dan suhu minimum 15°C, Bacillus masih dapat bekerja dengan
baik pada kisaran pH antara 7,3-10,5 dan beberapa spesies bahkan
mampu hidup pada pH sangat tinggi hingga >11. Bacillus sp. dapat
hidup pada konsentrasi garam tinggi di atas 10 ppt (Lestari, 2022).

Bakteri Bacillus sp. memiliki sifat fisiologis yang berbeda-beda
tergantung jenisnya. Kemampuan fisiologis bakteri diantaranya dapat
mendegradasi senyawa organik seperti protein, pati, selulosa,
hidrokarbon dan agar, mampu menghasilkan antibiotik, berperan
dalam proses denitrifikasi dan nitrifikasi, pengikat nitrogen, bersifat
kemolitotrof, aerob atau fakultatif anaerob, termofilik, psikrofilik, atau
asidofilik (Claus & Barkeley, 1986). Beberapa jenis bakteri Bacillus
sp. merupakan bakteri yang berasal dari tanah (Astriani and
Murtiyaningsih, 2018).

Menurut Vos et al,. (2011) klasifikasi Bacillus sp. adalah sebagai
berikut.
Kerajaan : Bakteria

Filum : Firmicutes
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Kelas : Bacilli
Bangsa  : Bacillales

Suku : Bacillaceae
Marga : Bacillus
Jenis : Bacillus spp.
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Gambar 3. Morfologi Bacillus sp. (Janah, 2022)

Bakteri Bacillus sp. telah banyak dilaporkan mampu mendegradasi
senyawa aktif herbisida. Menurut Effendy & Widajatno (2010),
bakteri Bacillus sp. mampu mendegradasi senyawa herbisida 2-4-
diklorofenol yang ditunjukan dengan adanya penurunan konsentrasi
residu senyawa aktif herbisida dalam tanah. Penelitian Kumar et al.,
(2019) menunjukan Bacillus sp. resisten terhadap herbisida sintetik
dan dapat menguraikan senyawa tersebut menjadi senyawa yang tidak
berbahaya. Menurut Khastini et al (2022), Bacillus sp. dapat
digunakan dalam proses bioremediasi karena kemampuanya dalam
memanfaatkan senyawa hidrokarbon menjadi sumber energi. Bacillus
sp. juga menunjukan kemampuan untuk beradaptasi terhadap
lingkungan ekstrim. Hasil penelitian Effendy & Widajatno (2010),
membuktikan bakteri Bacillus sp. mampu mendegradasi senyawa
herbisida 2-4-diklorofenol yang ditunjukan oleh hasil pengukuran

konsentrasi residu yang semakin lama semakin rendah.
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2.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa. merupakan bakteri gram negatif, yaitu
memiliki dinding sel yang terdiri atas tiga lapisan polimer yang berada
di luar lapisan peptidoglikan yaitu lipoprotein, membran luar
lipopolisakarida, dan fosfolipid. Bakteri gram negatif mampu bertahan
dalam kondisi stress akibat tingginya konsentrasi senyawa kimia
seperti herbisida. Adanya DNA plasmid pada bakteri gram negatif
mengakibatkan bakteri mampu mentoleransi efek racun pada tanah

akibat penggunaan bahan kimia herbisida (Naphade et al., 2012).

Pseudomonas aeruginosa termasuk ke dalam bakteri dari kelompok
Pseudomonas sp. Bakteri ini berkapsul, mempunyai flagella polar
berukuran 0,5-1,0 um dan bersifat motil (Anggraeni and Triajie, 2021).
Pseudomonas aeruginosa. bersifat patogen bagi manusia dan hewan
karena merupakan penyebab penyakit pneumonia (Savitri et al., 2019).
Bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat ditemukan hidup bebas di
tanah, air, dan flora kulit. Pseudomonas aeruginosa tahan terhadap
faktor lingkungan dengan konsentrasi yang tinggi seperti kadar garam,
zat warna, antiseptik lemah dan berbagai jenis antibiotik.
Pseudomonas aeruginosa dapat tumbuh pada suhu optimum 37°C
namun dapat juga pada suhu tinggi 42°C. Pseudomonas aeruginosa
dapat hidup pada minyak diesel sehingga bakteri ini kerap disebut
sebagai mikroorganisme pengguna hidrokarbon yang menyebabkan

terjadinya pengkaratan (microbial corrosion) (Israningsih, 2020).

Menurut Israningsih (2020) klasifikasi bakteri Pseudomonas
aeruginosa adalah sebagai berikut.

Kerajaan : Bakteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria

Bangsa : Pseudomonadales
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Suku : Pseudomonadaceae
Marga : Pseudomonas
Jenis : Pseudomonas aeruginosa

Gambar 4. Morfologi Pseudomonas aeruginosa. (Israningsih, 2020).

Bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah salah satu spesies bakteri
yang dikenal memiliki kemampuan adaptasi yang sangat baik pada
lingkungan ekstrim, termasuk pada lingkungan yang memiliki
kandungan residu herbisida dengan konsentrasi tinggi (Syafwan et al.,
2023). Menurut Hariadi (2018), kelompok bakteri Pseudomonas sp.
secara umum memiliki enzim hidrolitik yang penting dalam
mendegradasi senyawa polimer menjadi monomer namun
Pseudomonas memiliki sistem inducible operon yang mampu
menghasilkan enzim tertentu dalam proses metabolisme sumber
karbon yang tidak biasa digunakan. Oleh sebab itu Pseudomonas sp.
memiliki peran yang sangat penting dalam proses degradasi berbagai

macam polimer seperti senyawa xenobiotik dan pestisida.

Menurut Ngawit (2018), kelompok bakteri Pseudomonas sp. mampu
mendegradasi residu herbisida 2,4-D amine yang dibuktikan dengan
semakin berkurangnya konsentrasi residu herbisida sampel seiring
dengan lamanya waktu inkubasi. Beberapa jenis enzim yang dihasilkan
oleh pseudomonas sp. yang berperan dalam mendegradasi adalah
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serine hydrolase, esterase dan lipase (Shimao, 2001). Beberapa
penelitian juga melaporkan beberapa spesies Pseudomonas terbukti
dapat menguraikan senyawa-senyawa beracun dalam logam berat yang

teresidu cukup lama dalam tanah (Ngawit, 2018).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari 2024 hingga Mei 2024 di
Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan

IImu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung, Bandar Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain timbangan
analitik, autoclave, vortex, shaker, lampu spirtus, biological safety
cabinet, haemocytometer, hot plate stirrer, mikroskop, oven, inkubator,
erlenmeyer 100 ml, tabung reaksi, petridisk, jarum ose, rak tabung
reaksi, mikroskop, kaca preparat, pipet tetes, mikropipet, beaker glass,
gelas ukur, syringe membrane filter 0,2 pl, aluminium foil, tissue,
sarung tangan, spidol permanen, plastik wrap, kertas cakram, kertas,

karet, kapas, dan kain kasa.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain medium
Mineral salts medium (MSM) pH 7.0-7.2, medium Nutrient Agar
(NA), medium Nutrient Broth (NB), medium skim milk agar, tween
80, metil merah, minyak zaitun, tryptone, starch, CaCl.2H,0, NaCl
agar, herbisida diuron, alkohol, akuades, KOH 3%, H,0, 3% , Crystal
violet, safranin, iodin dan isolat bakteri CC20 dan Y1 yang diperoleh
dari tanah di kawasan PT. Great Giant Pineapple, Lampung Tengah.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan menggunakan metode observasi dan eksperimen.
Metode observasi digunakan untuk mengetahui karakter mikroba secara
makroskopis, mikroskopis, dan biokimia. Sedangkan metode eksperimen
digunakan untuk menguji kemampuan resistensi isolat bakteri terhadap
residu herbisida diuron. Adapun tata letak satuan percobaan disajikan pada
Tabel 1.

Tabel 1. Tata Letak Satuan Percobaan

Kelompok Kelompok Kelompok
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3
YD1 CD4 YD1
CD2 CD1 CD2
YD2 YD4 YD4
CD3 CD3 CD3
CD4 YD2 YD2
YD3 YD3 YD3
YD4 YD1 CD4
CD1 CD2 CD1

Keterangan :

C = Isolat bakteri CC20

Y = Isolat bakteri Y1

D = Herbisida Diuron

1 = Kontrol (Media MSM tanpa pemberian herbisida diuron)
2 = Konsentrasi herbisida diuron 10 ppm

3 = Konsentrasi herbisida diuron 50 ppm

4 = Konsentrasi herbisida diuron 100 ppm

Eksperimen disusun menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap
(RAKL) dengan 2 faktor. Faktor pertama adalah 2 isolat bakteri yang
berbeda (CC20 dan Y1) dan faktor kedua adalah konsentrasi herbisida
diuron yang terdiri atas 4 taraf, yaitu kontrol; 10 ppm; 50 ppm; 100 ppm.

Setiap unit percobaan diulang sebanyak 3 kali dan kelompok sebagai
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ulangan sehingga total unit percobaan adalah 30 unit percobaan. Parameter
yang diamati adalah kemampuan resistensi isolat bakteri terhadap

herbisida diuron.



3.4 Bagan Alir Penelitian

Berikut merupakan bagan alir tahapan penelitian

Pembuatan Media untuk Peremajaan Isolat Bakteri

Peremajaan dan Subkultur Isolat Bakteri

Karakterisasi Isolat Bakteri Uji Resistensi Isolat
Bakteri Terhadap
e Karakterisasi secara Herbisida Diuron

Makroskopis

e Uji Gram pada Bakteri
a. Pewarnaan Gram

b. Uji bakteri dengan KOH 3%

Pengukuran Kurva
Pertumbuhan Isolat
Bakteri terhadap
Herbisida Diuron pada
Konsentrasi 100 ppm
Menggunakan
Haemocytometer

Uji Biokimia Isolat Bakteri

e Uji Katalase
e Uji Protease
e Uji Amilase
e Uji Lipase

Analisis Data

Gambar 5. Diagram Alir Penelitian
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3.5 Pelaksanaan Penelitian

3.5.1 Pembuatan Media

3.5.1.1 Medium MSM (mineral salt medium)

3.5.1.2

MSM (mineral salt medium) adalah media yang tidak
mengandung sumber karbon. Media MSM digunakan untuk
menguji bakteri yang resistensi terhadap herbisida karena media
ini diharapkan akan mendorong bakteri untuk memanfaatkan
sumber karbon lain seperti herbisida yang sengaja ditambahkan
(Fitria & Zulaika, 2019). Medium MSM disiapkan sebagai
berikut; 0,2 MgS0,.7H,0, 1.0 KH,PO,, 1.0 K;HPO,, 0,5
(NH4)2S0,, 0,9 CaCl,, 0,001 FeSO,4.7H,0, 0,5 NaNO;3 (Ginting
& Yuniarti, 2022), dimasukan dalam erlenmeyer, dan
ditambahkan 1000 ml aquades dan dihomogenkan. Kemudian

disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

Medium NA (Nutrien Agar)

Medium NA (Nutrien Agar) disiapkan dengan menimbang 20
gram media NA dilarutkan dengan 1000 ml aquades, kemudian
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm
selama 15 menit. Medium NA steril sebanyak 5 ml dimasukan
ke dalam tabung reaksi kemudian dibuat medium agar miring
untuk peremajaan isolat bakteri CC20 maupun Y1 (Magvirah et
al., 2019).
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3.5.1.3 Medium NB (Nutrien Broth)

Medium NB (Nutrien Broth) disiapkan dengan menimbang 2
gram medium NB dilarutkan dalam 250 ml aquades, kemudian
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm
selama 15 menit. Medium NB steril sebanyak 50 ml dimasukan
ke dalam tabung erlenmeyer 100 ml untuk inokulasi isolat
bakteri (CC20 dan Y1) pada uji protease.

3.5.2 Peremajaan dan Subkultur Isolat Bakteri

Sebanyak 1 ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam medium
agar NA miring dalam tabung reaksi secara zig zag. Isolat
diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam (Yanti
& Rosmania, 2020).

3.5.3 Karakterisasi Isolat Bakteri

3.5.3.1 Karakterisasi Secara Makroskopis

Karakter makroskopis morfologi bakteri diamati langsung pada
media agar untuk mengamati warna, tepi, bentuk, permukaan,
dan sudut elevasi yang terbentuk pada isolat (Ekowati et al.,
2021). Bentuk morfologi koloni bakteri dapat dilihat pada
Gambar 6.
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Gambar 6. Morfologi koloni bakteri (Istikhory, 2022)

3.5.3.2 Uji Gram pada Bakteri

a. Pewarnaan Gram

Kaca objek ditetesi 1-2 tetes aquades steril, kemudian
ditambahkan 1 ose biakan isolat bakteri. Kaca objek dikering
anginkan dan difiksasi di atas bunsen. Isolat yang sudah
difiksasi kemudian ditetesi dengan cairan Crystal Violet,
didiamkan selama 1 menit kemudian dibilas dengan air
mengalir. Selanjutnya isolat ditetesi iodin, didiamkan selama

1 menit kemudian dibilas dengan air mengalir. Selanjutnya
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dilakukan dekolorisasi isolat bakteri menggunakan alkohol
96% selama 30 detik. Pemberian cat penutup pada isolat
bakteri dilakukan menggunakan safranin dan didiamkan
selama 1 menit kemudian dibilas dengan air mengalir. Tutup
isolat yang telah diperoleh dengan kaca penutup dan diamati
di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x
(Ratnaningsih et al., 2020). Jika hasil pewarnaan yang
didapatkan berwarna ungu maka bakteri tersebut merupakan
bakteri Gram positif, sedangkan jika hasil pewarnaan
berwarna merah maka bakteri tersebut merupakan bakteri

gram negatif, hal ini dapat dilihat pada Gambar 7.

Koloni
bakteri

(@) (b)
Gambar 7. Pewarnaan Gram bakteri, a. Gram negatif, b.
Bakteri Gram positif (Fitri & Yasmin, 2011)

. Uji Bakteri dengan KOH 3%

Selanjutnya untuk memastikan apakah dalam pewarnaan
bakteri jenis gram yang dihasilkan sudah benar maka
dilakukan uji bakteri dengan KOH 3% untuk melihat sifat
Gram suatu bakteri. Uji bakteri dilakukan menggunakan
KOH 3%. Pada objek gelas diteteskan satu tetes KOH 3%,
kemudian ditambahkan satu ose isolat bakteri dan
dihomogenkan. Jika hasil penghomogenan isolat bakteri dan
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KOH 3% menghasilkan lendir maka bakteri tersebut positif
sebagai bakteri Gram negatif (Gambar 8), sebaliknya jika
tidak terbentuk lendir maka bakteri tersebut adalah bakteri

Gram positif (Anggraini et al., 2016).

Terbentuk
lendir pada
isolat

Gambar 8. Uji bakteri dengan KOH positif (Baroroh et al.,
2014)

3.5.4 Uji Biokimia Isolat Bakteri

Uji biokimia dilakukan untuk mengidentifikasi dan mendeterminasi
suatu biakan murni bakteri hasil isolasi berdasarkan sifat-sifat
fisiologisnya. Proses biokimia erat hubunganya dengan metabolisme
sel, yaitu berbagai reaksi kimiawi yang dilakukan oleh sel untuk
menghasilkan energi yang diperoleh untuk proses pertumbuhan dan

perkembangbiakannya (Rahayu & Gumilar 2017).

3.5.4.1 Uji Katalase

Larutan H,O, 3% satu tetes diletakan pada kaca objek kemudian
ditambahkan satu ose isolat bakteri dan dihomogenkan. Jika

terbentuk gelembung-gelembung menandakan hasil uji katalase
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pada bakteri tersebut positif dan jika tidak terbentuk gelembung-
gelembung maka hasil uji katalase pada bakteri tersebut negatif
(Anggraini et al., 2016). Hasil positf uji katalase dapat dilihat
pada Gambar 9.

Gambar 9. Hasil uji katalase positif (Pulungan & Tumangger,
2018)

Uji Protease

Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam medium NB kemudian
digoyang dengan shaker selama 24 jam. Rendam kertas cakram
pada masing-masing suspensi bakteri selama 15 menit..
Kemudian kertas cakram tersebut diletakan diatas medium skim
milk agar dan diinkubasi selama 24 jam. Hasil positif akan
ditandai dengan adanya zona jernih di sekitar isolat (Mahdiyah,

2015). Hasil positif uji protease dapat dilihat pada Gambar 10.
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Gambar 10. Uji Protease positif (Soeka et al., 2011)

3.5.4.3 Uji Amilase

Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam medium agar starch,
kemudian diinkubasi selama 24 jam. Setelah diinkubasi, media
yang sebelumnya sudah diinokulasi isolat bakteri ditetesi lugol.
Kemudian amati perubahan yang terjadi, medium akan berubah
warna menjadi hitam karena adanya kandungan amilum dalam
medium tersebut. Jika pada sekitar koloni bakteri terlihat adanya
zona jernih, menandakan bahwa isolat bakteri tersebut memiliki
enzim amilase yang menghidrolisis amilum (Ulfa et al., 2016).

Hasil positif uji amilase dapat dilihat pada Gambar 11.

Zona jernih

Gambar 11. Uji amilase positif (Silaban & Simamora, 2018)
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3.5.4.4 Uji Lipase

Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam medium selektif dengan
komposisi pepton 1 gram, medium Nutrient Agar 2 gram, NaCl
0,5 gram, CaCl.2H,0 0,01 gram, Tween 80 2,5 ml, Metil merah
0,04 gram, Minyak Zaitun 5 ml dan Aquades 100 ml. Kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah itu amati
perubahan yang terjadi, jika terdapat zona jernih pada media
padat menandakan bahwa hasil uji isolat bakteri positif (Bestari

& Suharjono 2015). Hasil positif uji lipase dapat dilihat pada

Gambar 12.
/// h
7/ B Diameter
o N cakram
a
2 v* Diameter
Vd A
| =~ 1 <— zonajernih
S : Diameter
3 oo pertumbuhan bakteri

Gambar 12. Uji Lipase positif (Bestari & Suharjono 2015)

3.5.5 Uji Resistensi Isolat Bakteri Terhadap Herbisida Diuron

Uji resistensi adalah uji yang dilakukan dengan menambahkan
beberapa konsentrasi herbisida ke media pertumbuhan bakteri.
Tujuan penambahan herbisida adalah untuk mengetahui ketahanan
hidup isolat bakteri pada media pertumbuhan yang telah
ditambahkan beberapa konsentrasi herbisida didalamnya. Uji
resistensi isolat bakteri CC20 dan Y1 terhadap herbisida diuron
dilakukan menggunakan Mineral Salt Medium (MSM) (Pantjara et

al., 2017). Isolat bakteri hasil peremajaan pada medium NA
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berumur 24 jam diambil sebanyak 1 ose lalu disuspensikan ke
dalam 9 ml larutan NaCl fisiologis 0,9% dalam tabung reaksi steril
dan dihomogenkan menggunakan vortex selama 15 detik
(Iswandari, 2022), kemudian suspensi bakteri diukur kekeruhannya
dengan McFarland pada kekeruhan 0.5. Masing-masing suspensi
bakteri (CC20 dan Y1) sebanyak 2,5 ml diinokulasikan pada
erlenmeyer ukuran 100 ml berisi 25 ml MSM dan konsentrasi
herbisida diuron yang telah disterilkan menggunakan syringe
membrane filter 0,2 um (Carranza et al,. 2017). Erlenmeyer
kemudian digoyang menggunakan shaker dengan kecepatan 120
rpm pada suhu 37°C selama 24 jam (Pratiwi et al., 2012). Bakteri
kemudian diamati dan dihitung menggunakan haemocytometer di
bawah mikroskop pada perbesaran 100x10 (Tyas et al., 2012).
Rumus perhitungan jumlah sel bakteri menggunakan

hemocytometer sebagai berikut (Herlinda et al., 2006).

C=—— Xx 10°
nx 0,25
Keterangan:
C : Kepadatan sel
T : Jumlah total sel dalam kotak sampel yang diamati
N : Jumlah kotak sampel yang digunakan

0,25 : Faktor koreksi penggunaan kotak sampel

3.5.5.1 Pengukuran Kurva Pertumbuhan Isolat Bakteri
Terhadap Herbisida Diuron Pada Konsentrasi 100 ppm
Menggunakan Haemocytometer

Kurva pertumbuhan bakteri adalah representasi grafis
pertumbuhan populasi bakteri dari waktu ke waktu. Kurva
pertumbuhan diperlukan untuk mengetahui fase pertumbuhan
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bakteri. Metode pengukuran kurva pertumbuhan isolat bakteri
CC20 dan Y1 sama dengan metode 3.5.5, namun konsentrasi
herbisida diuron yang digunakan hanya pada konsentrasi
tertinggi (100 ppm). Kemudian kurva pertumbuhan dibuat
dengan mengambil suspensi sebanyak 0,2 ml dari isolat dan
dilakukan pengamatan setiap jam ke 3 jam sekali selama 24
jam. Perhitungan jumlah sel bakteri menggunakan

haemocytometer (Tyas et al., 2012).

3.5.6 Analisis Data

Data pengamatan yang diperoleh selanjutnya akan dianalisis
dengan analisis Two Way Anova menggunakan software Statistical
Product and Service Solutions (SPSS) versi 26.0, untuk mengetahui
pengaruh perlakuan. Apabila hasilnya berbeda nyata maka akan

dilanjutkan dengan uji Tukey pada taraf nyata 5% .



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini disimpulkan bahwa:

1. kedua jenis bakteri memiliki karakter morfologi yang beragam, yaitu
pada bakteri Bacillus sp. memiliki karakter morfologi koloni berwarna
putih keruh, bentuk circular, elevasi raised, margin undulate, bentuk
sel basil dan Gram positif. Sedangkan karakter morfologi bakteri
Pseudomonas aeruginosa yaitu koloni berwarna putih kekuningan,
bentuk circular, margins entire, elevasi raised, bentuk sel Basil dan
Gram negatif.

2. bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa. dari tanah di
kawasan PT. GGP memiliki kemampuan resistensi terhadap herbisida
diuron pada konsentrasi herbisida tertinggi.

3. bakteri Pseudomonas aeruginosa. merupakan jenis bakteri tanah dari
kawasan PT. GGP yang memiliki kemampuan resistensi terhadap
herbisida diuron paling baik pada konsentrasi herbisida tertinggi yaitu

dengan rata-rata jumlah sel bakteri 4,9 x 10 sel/ml.

5.2 Saran

Disarankan pada penelitian selanjutnya untuk melakukan uji daya
degradasi isolat bakteri terhadap residu herbisida diuron secara molekular
menggunakan metode kromatografi cair spektrometri massa (LC-MS/MS)
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untuk mengukur banyaknya residu herbisida sebelum dan sesudah
perlakuan agar hasil degradasi herbisida yang didapatkan lebih signifikan.
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