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ABSTRAK 

 

KARAKTERISASI DAN RESISTENSI  

Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa  DARI TANAH  

DI KAWASAN PT GREAT GIANT PINEAPPLE TERHADAP 

HERBISIDA AMETRIN 

 

 

Oleh 

 

 

SITI NURLELA WATI 

 

 

Herbisida adalah bahan kimia sintetis yang banyak digunakan untuk 

mengendalikan gulma, salah satunya adalah herbisida ametrin. Ametrin digunakan 

untuk secara selektif mengendalikan gulma berdaun lebar. Penggunaan herbisida 

yang berlebihan berdampak negatif bagi lingkungan, mikrooranisme non target, 

dan menyebabkan resistensi pada tanaman target. Bioremediasi adalah salah satu 

upaya perbaikan lahan yang tercemar herbisida, yaitu dengan memanfaatkan agen 

hayati antara lain mikroorganisme. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 

daya resistensi bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa yang diisolasi 

dari tanah di kawasan PT GGP terhadap herbisida ametrin. Penelitian dilakukan 

melalui observasi dan eksperimen. Rancangan acak kelompok (RAK) dua faktor. 

faktor digunakan untuk penelitian eksperimen.  Faktor pertama adalah jenis isolat 

bakteri yaitu Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa dan faktor kedua 

konsentrasi herbisida ametrin terdiri atas 4 taraf yaitu 10 ppm; 50 ppm; 100 ppm, 

dan kontrol.  Masing masing unit perlakuan diulang 3 kali dengan kelompok 

sebagai ulangan. Data  hasil uji resistensi dianalisis Two Way Anova 

menggunakan aplikasi SPSS versi 26, 2022 dilanjutkan dengan uji Tukey dengan 

taraf α 5%.  Hasil karakterisasi isolate bakteri dianalisis secara deskriptif. Hasil 

penelitian menunjukkan bahwa isolat Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa 

resisten terhadap herbisida ametrin dan masih mampu tumbuh tumbuh pada 

konsentrasi herbisida ametrin 100 ppm. Bakteri Pseudomonas aeruginosa 

memiliki jumlah rata-rata sel tertinggi,  5,25 x 10
7
 sel/ml. 

 

Kata kunci : Herbisida ametrin, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, 

Resistensi.
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ABSTRACT 

 

CHARACTER AND RESISTANCE OF  

Bacillus sp. AND Pseudomonas aeruginosa FROM SOIL 

 IN THE PT GREAT GIANT PINEAPPLE AREA TO THE HERBICIDE 

AMETRIN 

 

BY 

 

SITI NURLELA WATI 

 

Herbicides are synthetic chemicals widely used to control weeds, with ametrin 

being one such herbicide that selectively targets broadleaf weeds. However, 

excessive use of herbicides negatively impacts the environment, non-target 

microorganisms, and leads to resistance in target plants. Bioremediation, which 

involves the use of biological agents, including microorganisms, is one approach 

to mitigating herbicide-contaminated land. This study aimed to assess the 

resistance of Bacillus sp. and Pseudomonas aeruginosa, isolated from soil in the 

PT GGP area, to the herbicide ametrin. The study was conducted through 

observation and experimentation. A two-factor randomized block design (CRD) 

factors were used for experimental research. The first factor was the type of 

bacterial isolate Bacillus sp. and Pseudomonas aeruginosa—while the second 

factor was the concentration of ametrin, consisting of four levels: 10 ppm, 50 

ppm, 100 ppm, and a control. Each treatment was repeated three times, with the 

group as a replication. The resistance test data were analyzed using Two-Way 

ANOVA via SPSS version 26, followed by Tukey's test with an α level of 5%. 

The characterization of bacterial isolates was analyzed descriptively. The results 

indicated that both Bacillus sp. and Pseudomonas aeruginosa isolates were 

resistant to the ametrin herbicide and were capable of growth even at higher 

concentrations of ametrin (100 ppm). 

 

Keywords : Ametrin Herbicide, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, 

Resistance. 
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I.  PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang dan Masalah  

 

 

Gulma merupakan tumbuhan pengganggu yang dapat menghambat dan 

merugikan tanaman budidaya sehingga perlu dilakukan pengendalian. 

Pengendalian gulma dilakukan menggunakan herbisida (Imaniasita et al.,2020), 

dengan bahan aktif kimia yang banyak digunakan untuk mengendalikan gulma 

di kawasan industri pertanian, dan perkotaan dalam skala besar (Widowati et 

al,. 2017), salah satunya adalah herbisida ametrin. Ametrin sering digunakan 

untuk mengendalikan gulma berdaun lebar di perkebunan nanas Lampung 

Tengah sejak 20-30 tahun terakhir (Sari, 2019). Pengendalian gulma 

menggunakan herbisida sintesis dinilai lebih menguntungan dan praktis, karena 

pelaksanaan lebih singkat dan hemat tenaga (Panjaitan et al., 2015).  

 

Penggunaan herbisida yang berlebihan dapat berdampak negatif bagi 

lingkungan, keragaman hayati, mikroorganisme non target, dan menyebabkan  

resistensi pada tanaman target (Widowati et al., 2017b). Penumpukan residu 

herbisida di lingkungan selain  bermasalah bagi ekosistem juga dapat 

mengancam produksi tanaman yang dibudidayakan (Yu et al., 2021). Herbisida 

yang terakumulasi dalam tanah tercemar bila terserap oleh tanaman budidaya 

yang kemudian dikonsumsi manusia akan berdampak negatif terhadap 
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kesehatan seperti keracunan, asma, kerusakan hati, gagal ginjal, Alzheimer 

Parkinson, hingga kanker (Negatu et al., 2018). Dampak yang ditimbulkan oleh 

tanah tercemar herbisida tidak hanya pada tanaman dan manusia namun, juga 

mematikan mikroba sehingga tanah menjadi gersang serta kekurangan unsur 

hara (Kesuma et al., 2015).  

 

Bioremediasi adalah salah satu cara perbaikan lahan yang tercemar dengan 

memanfaatkan agen hayati seperti penggunaan mikroorganisme. Bioremediasi 

menggunakan mikroorganisme untuk menurunkan senyawa toksik dinilai lebih 

murah dan ramah lingkungan. Bakteri diketahui mampu menghasilkan enzim, 

yang dapat mendegradasi senyawa beracun. Bakteri juga memiliki mekanisme 

untuk toleran dan resisten terhadap herbisida dengan menghilangkan sifat 

toksiknya (Widowati et al., 2017). Introduksi mikroba pendegradasi di dalam 

tanah yang tercemar dapat meningkatkan laju dekomposisi herbisida 

(Ermakova et al., 2010).  Degradasi herbisida mengunakan mikroorganisme 

menjadi zat yang tidak beracun dan digunakan sebagai sumber energi (Ghazi et 

al.,2023). 

 

Beberapa bakteri yang diketahui mampu mendegradasi senyawa herbisida 

antara lain: Pseudomonas, Arthrobacter, Achromobacter, Micrococcus, 

Corynebacterium, Agrobacterium, dan Alcaligenes (Haryanto, 2006). Hasil 

penelitian Hadi et al. (2023) membuktikan bahwa bakteri tanah dari genus 

Bacillus berpotensi sebagai agen biodegradator pestisida sintetis. Sementara 

Pratiwi et al., (2012) membuktikan bahwa isolat bakteri dari golongan genus 

Pseudomonas , Bacillus, Phenylobacterium memiliki kemampuan dalam 

mendegradasi pestisida dicofol. Golongan bakteri Pseudomonas dinilai paling 

efektif dalam menurunkan akumulasi pestisida sebesar 84,45%. Firdous et al., 

(2020) berhasil mengisolasi strain bakteri baru C. odontotermes dari tanah 

lapangan yang terkontaminasi herbisida glifosat di Australia dengan tingkat 

herbisida 0,54 gL
-
1 mendegradasi sebesar 90% dalam kurun waktu 104 jam 
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Singh et al. (2019) menemukan 3 strain bakteri yang mampu mendegradasi 

herbisida glifosat dari tanah pertanian yaitu bakteri Streptomyces sp., Bacillus 

subtilis., dan Rhizobium leguminosarum  percobaan selama 30 hari dengan 

glifosat 85-90% dengan waktu paruh berkisar 8- 9 hari.  

 

PT Giant Pineapple memiliki banyak isolat bakteri diantaranya dua isolat 

bakteri yaitu Bacillus sp. dan  Pseudomonas aeruginosa diisolasi dari tanah di 

kawasan PT GGP.  Kedua isolat tersebut belum diketahui kemampuannya 

dalam resistensi terhadap herbisida ametrin. Dalam penelitian di lakukan kajian 

tentang uji karakterisasi dan resistensi isolat bakteri Bacillus sp. dan 

Pseudomonas aeruginosa dari tanah di kawasan PT GGP terhadap hebisida 

ametrin.   

 

 

 

1.2 Tujuan  

 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. mengetahui daya resistensi bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas 

aeruginosa terhadap herbisida ametrin dari tanah di kawasan PT Great 

Giant Pineapple dan; 

2. mengetahui isolat bakteri tanah dari kawasan PT Great Giant Pineapple 

yang memiliki kemampuan resisten terhadap konsentrasi herbisida ametrin  

paling tinggi. 

 

 

 

1.3 Kerangka Pikir 

 

 

Gulma yang tumbuh liar di sekitar area tanam menjadi salah satu faktor 

penyebab penurunan dan kualitas produksi tanaman. Herbisida adalah bahan 

kimia sintetis yang digunakan untuk mengendalikan gulma. Salah satu 



4 
 

herbisida yang digunakan yaitu herbisida ametrin yang digunakan untuk 

mengendalikan gulma berdaun lebar. Namun, pemberian herbisida secara terus 

menerus akan menyebabkan pencemaran lingkungan akibat akumulasi residu 

herbisida. Akumulasi residu herbisida yang terserap oleh tanaman budidaya 

akan berdampak buruk bila dikonsumsi oleh manusia. Dampak yang 

ditimbulkan seperti gejala mual, diare, sakit perut, nyeri, bahkan asma, 

kerusakan hati, gagal ginjal, Alzheimer dan Parkinson,  hingga kanker. Tidak 

hanya itu dampak yang ditimbulkan juga dapat mematikan mikroba sehingga 

tanah menjadi gersang.  

 

Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk menguraikan senyawa toksik 

tersebut adalah dengan bioremediasi. Bioremediasi adalah proses perbaikan 

tanah tercemar dengan memanfaatkan agen hayati lain dengan mikrooragnisme 

karena mikroorganisme memiliki kemampuan membuktikan menguraikan 

residu herbisida. Beberapa penelitian sebelumnya menyatakan bahwa bakteri 

Bacillus memiliki potensi sebagai agen biodegradasi pestisida sintesis. Isolat 

bakteri dari genus Pseudomonas, Bacillus, Phenylobacterium memiliki 

kemampuan mendegradasi pestisida dicofol. Pseudomonas dinilai paling efektif 

menurunkan akumulasi pestisida sebesar 84,45%. Sementara bakteri 

C.adontotermitis dari tanah lapangan di Australia yang terkontaminasi herbisida 

glifosat juga mampu mendegradasi herbisida sebesar  90% selama 104 jam dan 

bakteri Streptomyces sp., Bacillus subtilis., dan Rhizobium leguminosarum yang 

mampu mendegradasi herbisida glifosat dari tanah pertanian dengan 

mendegradasi herbisida sebesar 85-90% selama 8-9 hari.  

 

PT Giant Pineapple memiliki banyak isolat bakteri diantaranya dua isolat 

bakteri yaitu Bacillus sp. dan  Pseudomonas aeruginosa diisolasi dari tanah di 

kawasan PT GGP.  Kedua isolat tersebut belum diketahui kemampuannya 

dalam resistensi terhadap herbisida ametrin. Dalam penelitian ini dilakukan uji 
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karakterisasi dan resistensi isolat bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas 

aeruginosa dari PT GGP terhadap herbisida ametrin. 

 

1.4 Hipotesis  

 

 

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. isolat bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa dari kawasan PT 

Great Giant Pineapple memiliki kemampuan resisten terhadap herbisida 

ametrin dan  

2. didapatkan satu isolat bakteri Bacillus sp. atau Pseudomonas aeruginosa dari 

kawasan PT Great Giant Pineapple dalam resistensi terhadap konsentarasi 

herbisida ametrin paling tinggi.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Herbisida dan Penggolongannya 

 

 

Herbisida adalah bahan kimia yang digunakan untuk memberantas gulma yang 

menghambat pertumbuhan tanaman budidaya (Widowati et al., 2017a). 

Herbisida menghambat proses fisiologis dan biokimia gulma dan 

mematikannya. Target molekul herbisida dalam proses metabolism gulma 

melibatkan kerja enzim (Dayan et al., 2015). Menurut Riadi (2015) Senyawa 

aktif herbisida mempengaruhi beberapa proses fisiologi seperti pembelahan sel, 

pembetukan klorofil, fotosintesis, perkembangan jaringan, respirasi, 

metabolisme nitrogen, dan aktivitas enzim yang sangat diperlukan gulma untuk 

kelangsungan dan ketahanan hidupnya.  

 

Penggunaan herbisida secara berlebihan dan terus menerus akan berdampak 

negatif bagi lingkungan akibat akumulasi residu herbisida. Residu herbisida 

yang tertinggal sebagian dapat diurai oleh mikroba tanah, dan sisanya akan 

bergerak di dalam tanah secara horizontal melalui aliran permukaan tanah atau 

secara vertikal terbawa oleh lapisan tanah ke lapisan yang lebih dalam. Semakin 

intensif dan tinggi herbisida yang diaplikasikan maka akan semakin banyak 

residu yang tertinggal di dalam tanah. Banyaknya, residu yang dapat 

mencemari tanah dan berbahaya bagi lingkungan, serta
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keragaman hayati(Sembodo, 2010). Akibatnya timbul permasalahan 

penumpukan residu herbisida di ekosistem yang mengancam produksi tanaman 

(Yu et al., 2021). Bila herbisida dalam tanah tercemar dan terserap oleh 

tanaman budidaya yang kemudian dikonsumsi manusia maka akan berdampak 

terhadap kesehatan seperti keracunan, asma, kerusakan hati, gagal ginjal, 

Alzheimer dan Parkinson, hingga kanker (Negatu et al., 2018). Dampak yang 

ditimbulkan oleh tanah tercemar herbisida tidak hanya pada tanaman, hewan, 

dan manusiayang mengkonsumsinya namun juga dapat mematikan mikroba 

tanah sehingga tanah menjadi gersang serta kekurangan unsur hara (Kesuma et 

al., 2015). Besarnya dampak negatif  yang ditimbulkan bergantung pada jenis 

dan golongan herbisida yang digunakan dalam mengendalikan gulma (Sriyani 

et al., 2008). 

 

Penggolongan herbisida dilakukan dengan tujuan untuk mempermudah 

mengidentifikasi jenis herbisida, dan sifat racunnya. Menurut Sukma, (2002) 

herbisida terbagi menjadi dua tipe berdasarkan waktu pemakaiannya yaitu 

herbisida pratumbuhan (pre emergence herbicide) dan herbisida pascatumbuh 

(post emergence herbicide). Herbisida pratumbuh disebarkan pada lahan setelah 

tanah diolah sebelum benih ditebar. Herbisida jenis ini biasanya bersifat 

nonselektif atau membunuh semua tumbuhan yang ada. Sedangkan herbisida 

pasca tumbuh diberikan setelah benih tumbuh dan muncul daun sejati. 

Herbisida pasca tumbuh bersifat selektif sehingga tidak membunuh tumbuhan 

non target. Herbisida selektif cepat hilang aktivitasnya setelah bersentuhan 

dengan tanah. Herbisida yang disemprotkan secara langsung ke daun dapat 

bersifat kontak ataupun selektif. Herbisida secara kontak hanya mempengaruhi 

bagian yang terkena semprotan saat diaplikasikan dan mempengaruhi daun, 

tunas, atau pucuk. Pengaruh herbisida kontak dapat dilihat secara langsung 

dalam waktu yang singkat, sedangkan herbisida sistemik memerlukan waktu 

lebih lama untuk melihat pengaruhnya (Haryanto, 2006). 
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2.2 Herbisida Ametrin 

 

 

Ametrin memiliki nama kimia (2-ethylamino-4-isopropylamino-6-metyl-thio-s-

triazine). Ametrin termasuk herbisida golongan methiltio –s-triazine anggota 

kelompok herbisida triazine. Senyawa kimia triazin termasuk dalam kelompok 

azin, dicirikan oleh struktur cincin heterosiklik yang mengandung tiga atom 

nitrogen tak jenuh. Herbisida ametrin dengan ikatan 1,3,5-triazin yang biasa 

disebut s-triazin (Elbashir et al., 2015). Ametrin bersifat persisten dan mudah 

terakumulasi di lingkungan, serta memiliki dampak yang signifikan terhadap 

ekosistem (Navaratna et al., 2012).  S-triazin dapat terdegradasi secara perlahan 

melalui fotolisis, hidrolisis, atau reaksi reduksi oksidasi (Szewcyk et al., 2018). 

 

 

Gambar.1 Rumus Struktur Ametrin (Basappa & Manu, 2020). 

 

Molekul ametrin mengandung 32 ikatan. Ametrin memiliki 15 ikatan non-H, 6 

ikatan rangkap, 6 ikatan aromatik, 1 cincin beranggota enam, 2 amina 

sekunder(aromatik), dan 1 sulfida. Pada penelitian Szewcyk et al., (2018) 

menyatakan ametrin terhidroksilasi (1-({4-(methylsulfanyl)-6-[(propan-2- 

yl)amino]-1,3,5-triazin-2-yl}amino)ethan-1-ol), S-demethylated ametryn (4-

(ethylamino)-6-[(propan-2-yl)amino]-1,3,5-triazine-2- thiol) dan 

deethylametryn (6-(methylsulfanyl)-N 2 -(propan-2-yl)- 1,3,5-triazine-2,4-

diamine).  
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Gambar 2. Struktur kimia ametrin 3D (Chemical Compound Deep Data    

Source, 2022). 

 

Badan Perlindungan Lingkungan Amerika Serikat (EPA) telah mengklasifikasi 

bahwa herbisida ametrin sebagai herbisida kelas III (Liu et al.,2022), yang 

bersifat sedikit beracun karena kelarutannya yang relatif lebih tinggi di dalam 

air, kapasitas adsorpsi yang lemah, resisten terhadap tanaman, dan mobilitasnya 

yang tinggi di lingkungan (Roland et al.,2023). Pencemaran lingkungan karena 

penggunaan herbisida ametrin mudah dideteksi melalui permukaan air (Wang et 

al., 2019) dan tanah (Cavalcante et al.,2021). Selain itu pencemaran ametrin 

pada air berakibat serius karena membahayakan kesehatan manusia dan 

ekosistem seperti hewan, biota akuatik, dan sumber air. Dampak yang 

ditimbulkan akibat keracunan ametrin dapat menyebabkan mual, diare, 

kelemahan otot, dermatitis, serta iritasi mata dan gangguan pernapasan (Mahesh 

et al.,2019). Dalam jangka panjang paparan herbisida ametrin dapat 

menyebabkan kanker karena herbisida ametrin berfungsi sebagai senyawa 

endokrin (Ali et al.,2016).  

 

Herbisida ametrin yang digunakan untuk mengendalikan gulma berdaun lebar 

dan rumput liar yang dapat diaplikasikan sebelum dan sesudah muncul gulma di 

area pertanian seperti nanas, jagung, dan tebu (Gao et al., 2009). Herbisida 

ametrin bersifat selektif dan sistemik mengendalikan gulma (Susanto et al., 
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2020). Struktur senyawa kimia ametrin adalah C9H17N5S dengan rumus bangun 

seperti pada Gambar 1. dan berat molekul sebesar 222,33 g/mol. Herbisida 

ametrin menghambat tumbuhan melalui proses fotosintesis, terutama pada jalur 

fotosistem II pada saat pecahnya air dan mematikan tumbuhan dengan 

menimbulkan reaksi lainnya. Gejala yang ditimbulkan akibat aplikasi herbisida 

ametrin adalah klorosis dan nekrosis pada daun dan menurunkannya fiksasi 

CO2. (Tjitrosoedirdjo et al., 1984, Pratiwi, 2017). Herbisida diserap melalui 

akar dan akan ditranslokasikan ke jaringan tubuh gulma secara acropetal 

melalui xilem dan terakumulasi dalam meristem pucuk (Ningrum et al.,2014). 

Di dalam tubuh tumbuhan ametrin mengalami degradasi yang begitu intensif 

sehingga tanaman resisten terhadap herbisida (Tjitrosoedirdjo et al., 1984). 

 

2.3 Tanah 

 

Tanah adalah salah satu komponen utama dalam proses pertumbuhan tanaman 

dan produksi tanaman karena tanah berfungsi sebagai tempat atau media 

tumbuh, menahan tanaman dan menyediakan unsur hara yang diperlukan 

tanaman. Secara fisik, tanah berfungsi sebagai tempat tumbuh dan 

berkembangnya tanaman dan penopang perakaran agar tetap tegak dengan 

menyuplai kebutuhan air dan udara. Secara kimiawi tanah berfungsi sebagai 

tempat penyedia unsur hara makro maupun mikro serta nutrisi secara organik 

dan anorganik. Unsur-unsur esensial seperti N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Fe, 

Mn, B, dan Cl. Sedangkan secara biologi berfungsi tanah sebagai habitat 

mikroorganisme yang berperan dalam penyediaan unsur hara dan penghasil 

hormon ZPT bagi tumbuhan (Mautuka et al.,2022). 

Tanah merupakan ekosistem yang mengandung berbagai macam 

mikroorganisme. Tanah yang melimpah di alam merupakan media yang sangat 

baik bagi pertumbuhan  dan perkembangan mikroorganisme. Tanah 

mengandung C-organik dalam  jumlah besar.Tanah bertanggung jawab untuk 

mendukung semua bentuk kehidupan di dalamnya. Keberadaan
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mikroorganisme dalam tanah dipengaruhi oleh kondisi lingkungan seperti suhu, 

kelembaban, tekanan osmotik, pH, kebutuhan oksigen, dan sumber energi 

(Batubara, 2015). 

2.3.1. Mikroorganisme Tanah 

 

 

Tanah merupakan habitat bagi mikroorganisme. Mikroorganisme tanah 

merupakan salah satu faktor yang penting dalam kesuburan tanah dan  

sangat sensitif terhadap pemberian pupuk, penggunaan pestisida, 

pengelolaan tanah, hingga proses panen. Aktivitas mikroorganisme 

dalam tanah tergantung pada kondisi tanah, sedangkan kondisi tanah 

tergantung pada pengaruh alami dan non alami. Pengaruh alami adalah 

iklim sedangkan pengaruh non alami adalah pengaruh yang disebabkan 

oleh manusia, misalnya penggunaan pestisida (Noor, 2004). 

 

Menurut Saraswati et al. (2008) fungsi mikroorganisme dalam tanah 

digolongkan menjadi empat yaitu, sebagai penyedia unsur hara dalam 

tanah, perombak bahan organik dan mineral organik, sebagai pemacu 

pertumbuhan tanaman, dan sebagai agen hayati pengendalian hama dan 

penyakit tanaman. Saraswati et al. (2006) juga menjelaskan bahwa 

aktivitas dan jumlah populasi di dalam tanah menjadi indikasi 

kesuburan tanah karena menujukan adanya bahan organik yang cukup, 

suhu yang tepat, ketersedian unsur hara yang cukup, dan kondisi ekologi 

yang mendukung kondisi tanah.   

 

Mikroorganisme tanah meliputi bakteri, fungi, protozoa, dan 

actinomycetes yang melimpah jumlahnya dalam tanah. Dalam setiap 

gram terdapat 60.000 spesies yang berbeda dan jumlahnya mencapai 

milyaran sel bakteri (Reid et al,.2005). Bakteri tanah banyak yang 
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berbentuk bulat, batang, spiral. Ada empat fungsi bakteri dalam tanah 

yaitu sebagai dekomposer, bersimbiosis mutualisme dengan tanaman 

untukfiksasi nitrogen, bakteri litotrof, dan kemoautotrof dalam daur 

nitrogen dan degradasi polutan, namun bakteri juga bertindak sebagai 

pathogen pada tanaman (Horman, 2011). 

 

Dalam ekosistem alami, sebagian besar unsur hara seperti N, P, dan S 

terikat pada molekul organik dan hanya sedikit tersedia secara hayati 

bagi tanaman. Untuk mengakses nutrisi ini, tanaman bergantung pada 

pertumbuhan mikroorganisme tanah seperti bakteri dan jamur. 

Mikroorganisme tanah ini memiliki metabolisme untuk 

mendepolimerisasi dan memineralisasi bentuk organik N, P, dan S. 

Kandungan sel mikroba tersebut dilepaskan melalui lisis atau melalui 

predasi protozoa (Richardson et al., 2009) dan mengandung bentuk 

anorganik N, P, termasuk zat ionik, dan S yang dilepaskan ke dalam 

tanah. Bahan kimia seperti amonium, nitrat, fosfat, dan sulfat  

merupakan bentuk nutrisi yang disukai tanaman (Heijden et al., 2008). 

 

 

 

2.4 Resistensi  Mikroba Terhadap Herbisida 

 

 

Resistensi mikroba terhadap herbisida adalah  kemampuan bakteri tumbuh dan  

bertahan dari cekaman herbisida. Mikroba yang resisten terhadap herbisida, 

baik kelompok bakteri maupun fungi, dapat diisolasi dari tanah sekitar rhizosfer 

dan area endofit bagian tanaman yang tumbuh di lingkungan ekstrim terutama 

yang terkena residu pestisida, herbisida ataupun insektisida. Namun, 

penggunaan herbisida yang berlebihan dapat meninggalkan residu. Residu di 

dalam tanah tidak dapat terakumulasi dengan baik. Maka perlu dilakukan upaya 

dengan memanfaatkan agen hayati seperti mikroorganisme. Degradasi herbisida 

dengan mikroba memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan 
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menggunakan metode degradasi lainnya. Beberapa diantaranya penggunaan 

mikroba sebagai agen pendegradasi hayati dianggap lebih ramah lingkungan 

dan lebih aman sehingga baik digunakan untuk bioremediasi karena tidak 

menimbulkan polutan. Strain bakteri dan jamur dilaporkan dapat mendegradasi 

polutan dari lingkungan (Palmer-Brown et al., 2019, Bhatt et al., 2021). 

 

Menurut Prayudyaningsih et al (2015) bakteri berperan penting dalam 

mengubah dan menguraikan residu herbisida yang sebelumnya sangat beracun 

menjadi zat yang tidak beracun bagi lingkungan. Herbisida yang paling 

persisten sekalipun dapat dimetabolisme sampai batas tertentu oleh kultur 

mikroba. Senyawa yang terdapat dalam herbisida digunakan oleh 

mikroorganisme sebagai sumber energi dan nutrisi, atau sebagai co-metabolit 

dengan substrat lain yang mendukung pertumbuhan mikroba. 

 

Proses degradasi herbisida di dalam tanah juga diperngaruhi oleh faktor 

kelarutan dan ikatan kimia pada herbisida. Selain itu,  faktor–faktor pada tanah 

seperti temperatur, kelembaban, dan sisa zat organik yang tertinggal juga 

berpengaruh pada proses penguraian herbisida (Haryanto, 2006). Penguraian 

senyawa kimia dalam tanah oleh bakteri terjadi melalui serangkaian reaksi 

kimia yang cukup kompleks, merupakan proses yang sangat  penting untuk 

menurunkan kadar zat beracun. Selama penguraian, bakteri memanfaatkan 

senyawa kimia tersebut untuk pertumbuhan dan perkembangannya (Apriliya et 

al.,2020). 

 

 

2.5 Bakteri Tanah 

 

 

Bakteri merupakan organisme yang memiliki ukuran sangat kecil, dan tak kasat 

mata sehingga diperlukan alat bantu mikroskop untuk melihatnya. Bakteri 

merupakan mikroba prokariotik uniseluler dan berkembang secara aseksual 

dengan pembelahan sel. Bakteri merupakan mikroorganisme uniseluler, 
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panjang berkisar mikrometer dan juga memiliki morfologi berupa bentuk basil, 

kokus sampai bentuk spiral. Bakteri merupakan organisme yang paling besar 

jumlahnya di dalam tanah, dalam satu gram tanah dapat ditemukan kurang lebih 

10
9
 bakteri. Bakteri dapat melakukan pertumbuhan yang sangat cepat 

(Yulipriyanto, 2010).  

 

Tanah merupakan habitat yang kompleks untuk hidup bakteri. Bakteri salah 

satu mikroorganisme yang hidup di dalam tanah dan berperan penting dalam 

proses ekologis. Mikroba juga berperan dalam pengambilan nutrisi dan unsur 

hara serta melindungi dari kondisi ekstrim (Putra et al., 2020). Beberapa 

mikroorganisme seperti bakteri tanah berperan pada siklus unsur hara dan 

proses pembentukan tanah, pertumbuhan tanaman, aktivitas mikroorganisme 

lainnya, serta digunakan sebagai agen pengendali hayati (Prayudyaningsih et 

al., 2015).  

 

Beberapa bakteri tanah diantaranya Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa. 

 

2.5.1 Bacillus sp.  

 

Bacillus sp. merupakan bakteri gram positif berbentuk basil (batang) yang 

dapat membentuk endospora. Bacillus sp. memiliki ukuran panjang 

berkisar 0,5- 2,5 μm dan lebar 1,2-10 μm. Pada media agar, bakteri 

Bacillus sp. memiliki bentuk koloni bulat sedang, tepi tidak teratur, dan 

berwarna kecoklatan. Bacillus sp. mampu hidup dalam kondisi ada 

maupun tidak ada oksigen sehingga disebut mikroorganisme anaerobik 

fakultatif (Napitupulu et al., 2019).  

 

Menurut Shu & Yang, (2017) Bacillus sp. adalah genus bakteri dari 

family Bacillaceae,termasuk kedalam division Firmucutes, memiliki lebih 

dari 200 spesies yang teridentifikasi. Genus Bacillus sp. memiliki potensi 
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yang dapat dijadikan sebagai pupuk hayati. Pupuk yang berfungsi sebagai 

pemfiksasi N, pelarut P, selulotik mikroorganisme (dekomposer), 

penghasil hormon ZPT yang dapat digunakan pada benih, sebagai 

pemercepat proses pengkomposan untuk meningkatankan ketersediaan 

hara yang dapat diserap tanaman, serta berpotensi untuk menghasilkan 

enzim fosfatase yang dapat mengubah P organik menjadi P anorganik 

bagi tanaman (Simarmata, 2013). Menurut Sullivan, (2004) genus 

Bacillus sp. juga berpotensi sebagai biodekomposer, membantu 

menguraikan bahan organik dan proses mineralisasi di dalam tanah. 

Bahan organik sebagai sumber energi bagi bakteri serta akan melepaskan 

mineral NO3-, NH4
+
, K

+
, Ca

2+
, Mg

2+
  ke dalam tanah. Hasil uji pewarnaan 

Gram menunjukan Bacillus sp. adalah bakteri Gram positif berwarna 

ungu karena dinding sel bakteri Bacillus  sp. mampu mempertahankan zat 

utama yaitu kristal violet (Aini et al., 2013).  

 

 

 

Gambar 3. Hasil pengecatan Gram bakteri Bacillus sp. perbesaran mikroskop 400x 

(Gram positif) (Dokumentasi pribadi). 
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Menurut Whitman et al. (2019) dan Sumardi et al., (2018) bakteri Bacillus sp. 

dapat diklasifikasikan sebagai berikut. 

Kingdom  :  Bacteria 

Phylum :  Firmicutes 

Class :  Bacilli 

Order :  Bacillales 

Family :  Bacillaceae 

Genus :  Bacillus 

Species  :  Bacillus sp. 

 

 

2.5.2 Pseudomonas aeruginosa  

 

 

Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri gram negatif, berbentuk batang, , 

berukuran 0,5-0,8 µ dan panjang 1,5- 3,0 µ, bergerak aktif dengan satu 

flagel kutub (single polar flagellum), tidak dapat membentuk spora, dan 

dapat tumbuh pada suhu berkisar 37-42°C (Wahyudi et al., 2019). Hasil 

uji pewarnaan Gram menunjukan Pseudomonas aerugenosa adalah 

bakteri gram negatif berwarna merah karena dinding sel Pseudomonas 

aeruginosa tidak mampu mempertahankan zat utama yaitu Kristal violet 

dan luruh ketika terkena alkohol sehingga mengikat pewarna kedua yaitu 

safranin (Aini et al., 2013). Bakteri ini Bersifat invasif dan toksik  

menyebabkan infeksi pada manusia dengan yang menyebabkan 

penurunan imunitas tubuh. P.aeruginosa mampu bertahan pada daerah 

bersuhu ekstrim (Riedel et al.,2019). 

 

Pseudomonas memproduksi beberapa enzim seperti protease, amilase, 

dan lipase. Selain itu bakteri Pseudomonas juga dapat menguraikan 

protein, karbohidrat dan senyawa organik lain menjadi CO2, gas amoniak, 

dan senyawa-senyawa sederhana lainnya (Suyono dan Farid, 2011). 
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Secara fisiologis bakteri ini memiliki kemampuan menghidrolisis protein 

(Kamal et al., 2021).  Pseudomonas juga diketahui sangat aktif dalam 

melakukan metabolisme pestisida. Banyak bahan kimia yang 

mengkontaminasi tanah diketahui telah didegradasi oleh bakteri dan 

digunakan sebagai sumber karbon. Ifediegwu et al. (2015) mengisolasi 

bakteri Pseudomonas aeruginosa kemudian digunakan sebagai agen 

bioremediasi di tanah yang terkontaminasi klorpirifos.  

 

Menurut Riedel et al. (2019) bakteri dari genus Pseudomonas secara 

klinis dan kemampuannya dalam menghasilkan pigmen fluoresens terbagi 

menjadi dua kelompok. Kelompok fluoresens meliputi Pseudomonas 

aeruginosa, p.fluorescens, P.putida, P.monteili, P.veronii, dan P.mosselii. 

Kelompok non-fluoresens meliputi P.stutzeri, P.mendocina, 

P.alcaligenes, P.pseudoalcaligenes, P.luteola, dan P.oryzihabitan.  

 

 

 

Gambar 4. Bentuk mikroskopik Pseudomonas aeruginosa (Soedarto, 2015). 
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Menurut Soedarto, (2015)  bakteri Pseudomonas aeruginosa. dapat 

diklasifikasi sebagai berikut : 

Kingdom  : Bacteria 

Phylum : Proteobacteria 

Class : Gamma proteobacteria 

Order : Pseudomonadales 

Family : Pseudomonadaceae 

Genus : Pseudomonas 

Species  : Pseudomonas aeruginosa. 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1.  Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian dilaksanakan dari bulan Januari 2024 – Mei 2024. Peremajaan dan 

subkultur isolat bakteri, uji karakter isolat bakteri, uji biokimia, uji resisten 

bakteri terhadap herbisida, kurva pertumbuhan dilakukan di Laboratorium 

Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam, Universitas Lampung.  

 

 

3.2.  Alat dan Bahan 

 

 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, Erlenmeyer 

(Pyrex) 50,100, 250ml, gelas ukur (Pyrex), tabung reaksi dan  rak, beaker 

glass, hot plate, Magnetic stirrer, Autoclave (ALT KT -30LDP), BSC 

(Biological Safety Cabinet) , shaker incubator, micropipet,microtips,  

drigalski, alumunium foil, plastik wrap, syringe membrane filter 0,2 μm, 

kertas saring Whatman, cotton swab, inkubator, oven,  jarum ose, Bunsen, 

hemocytometer, kapas, kain kasa, spatula, timbangan analitik, mikroskop, , 

object glass, cover glass, tissue, plastik wrap, alumunium foil, plastik tahan 

panas ukuran 5kg, kamera HP. 
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sediaan isolat bakteri 

Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa diperoleh dari Laboratorium 

mikrobiologi Research and Development PT. Great Giant Pineapple (PT. 

GGP) Terbanggi Besar, Lampung Tengah , MSM (Mineral Salt Medium) pH 

7, medium NA (Nutrient Agar), Medium NB (Nutrient Broth), Strach 

digunakan untuk uji amilase, standar 0,5 McFarland  sebagai uji kekeruhan 

bakteri, pepton 10 g, NaCl 5 g, CaCl.2H2O 0,1 g, Tween-80 2,5 %, metil red 

0.01% minyak zaitun steril 5 % untuk uji lipase, medium selektif SMA (Skim 

Milk Agar) digunakan untuk uji protease, akuades, herbisida Ametrin 1,5 gr/L, 

NaCl fisiologis 0,85%, larutan gram A(kristal violet), larutan cat gram B 

(lugol iodine), larutan cat gram C(alkohol 96%), larutan cat gram D (safranin) 

untuk uji pewarnaan gram, alkohol 70%, larutan hidrogen peroksida (H2O2) 

3% untuk uji katalase dan KOH 3%. 

 

 

3.3. Rancangan Penelitian 

 

 

Penelitian ini terdiri dari dua bagian yaitu penelitian observasi dan 

eksperimen. Penelitian observasi dilakukan untuk mengetahui karakter isolat 

bakteri tanah secara makroskopis dan mikroskopis serta uji biokimia. 

Penelitian eksperimen dilakukan untuk uji resistensi terhadap herbisida 

ametrin menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dua faktor. Faktor 

pertama adalah jenis isolat bakteri yaitu Bacillus sp. dan Pseudomonas 

aeruginosa dan kedua adalah konsentrasi herbisida ametrin terdiri atas 4 taraf 

konsentrasi yaitu 0 sebagai kontrol, 10 ppm; 50 ppm: 100 ppm.  Masing-

masing unit perlakuan diulang 3 kali dan kelompok sebagai ulangan. Total 

unit percobaan adalah 24 unit percobaan. Adapun tata letak satuan percobaan 

disajikan pada Tabel 1. 
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Tabel 1.  Tata Letak Satuan Percobaan 

 

 

Keterangan : 

CA1 = Kontrol positif (Medium MSM+isolat bakteri Bacillus sp.) 

CA2 = Isolat Bacillus sp. + herbisida ametrin 10 ppm 

CA3 = Isolat Bacillus sp. + herbisida ametrin 50 ppm 

CA4 = Isolat Bacillus sp. + herbisida ametrin 100 ppm 

YA1 = Kontrol positif (Medium MSM+isolat bakteri P.aeruginosa) 

YA2 = Isolat P.aeruginosa +herbisida ametrin 10 ppm 

YA3 = Isolat P.aeruginosa +herbisida ametrin 50 ppm 

YA4 = Isolat P.aeruginosa +herbisida ametrin 100 ppm 

 

3.4. Diagram Alir Penelitian 

 

Tahapan penelitian Uji karakterisasi dan resistensi bakteri Bacillus sp. dan 

Pseudomonas aeruginosa terhadap herbisida ametrin dari tanah kawasan PT 

GGP dapat dilihat pada gambar .  Prosedur yang akan dilakukan sebagai 

berikut: 

I II III

YA1 CA3 YA2

CA1 YA1 YA4

CA3 YA2 CA1

CA2 YA3 CA2

CA4 YA4 CA3

YA3 CA2 CA4

YA4 CA4 YA1

YA2 CA1 YA3

KELOMPOK
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Gambar 5. Peta Alur Penelitian 
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4. Uji Protease 
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3.5.  Prosedur Kerja 

3.5.1. Sterilisasi Alat 

 

Alat-alat yang akan digunakan disterilisasi terlebih dahulu. Alat yang 

terbuat dari gelas atau kaca disterilkan dengan menggunakan sterilisasi uap 

panas bertekanan dengan autoklaf pada suhu 121
0 

C dengan tekanan 2 atm 

selama 15 menit kemudian dimasukkan di oven dengan suhu 180
0
 C 

selama 2 jam. Sedangkan alat-alat yang terbuat dari logam seperti jarum 

ose disemprotkan alkohol 70% kemudian dipijarkan di atas api bunsen 

sampai membara. Sterilisasi medium menggunakan pemanas basah 

bertekanan dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121
0
C dengan 

tekanan 2 atm selama 15-20 menit. 

 

3.5.2. Subkultur Isolat Bakteri 

 

Peremajaan mikroba dilakukan untuk memperoleh biakan mikroba yang 

akan digunakan untuk uji karakterisasi secara makroskopis dan 

mikroskopis, uji biokimia, uji resistensi bakteri terhadap herbisida, kurva 

pertumbuhan bakteri, dan uji daya hambat herbisida terhadap bakteri. 

 

Peremajaan isolat Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa. 

Medium Nutrient Agar (NA) digunakan sebagai medium untuk peremajaan 

isolat bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa. Medium NA 

dibuat dengan melarutkan 20 gram NA dalam beaker glass 1000 ml 

aquadest. Larutan NA dipanaskan di atas hot plate  hingga homogen. 

Selanjutnya media NA disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit pada 

suhu 121
0
C dan tekanan 2 atm. Media NA yang sudah steril dituang ke 

dalam cawan Petri masing-masing sebanyak 20 mL dan dibiarkan hingga 

memadat (Lestari et al., 2017). 
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Peremajaan dan perbanyakan isolat stok bakteri dilakukan dengan cara 

menginokulasikan 1 ose masing-masing isolat bakteri Bacillus sp. dan 

Pseudomonas aeruginosa pada media NA dalam cawan Petri secara steril 

dalam BSC. Perbanyakan stok bakteri pada media NA dalam cawan Petri 

dilakukan dengan teknik cawan gores (streak plate), kemudian diinkubasi 

selama 24 jam di dalam inkubator. Setelah 24 jam bakteri dimasukan ke 

dalam kulkas untuk menghambat pertumbuhan bakteri sementara sampai 

bakteri digunakan untuk pengujian.  

 

3.5.3. Uji Karakter Isolat Bakteri 

Pengamatan morfologi dilakukan secara karakterisasi secara makroskopis 

dan mikroskopis. Karakterisasi secara makroskopis meliputi morfologi 

koloni dan morfologi sel bakteri, dan uji KOH 3% .  

 

3.5.3.1.Karakteristik Makroskopis  

Uji karakter secara makroskopis diamati karakteristik visual yang meliputi 

bentuk (form), elevasi (elevation), tepian (margin) dan warna (colour) 

ukuran (size) (Riadi et al., 2017).  

 

Gambar 7. Karakteristik Morfologi Koloni Bakteri ( Microbiology note, 

2022). 
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3.5.3.2.Karakterisasi secara Mikroskopis 

a. Pewarnaan Gram   

Isolat yang telah tumbuh pada medium NA selanjutnya dilakukan 

pengecatan gram bakteri. Diteteskan akuadest pada object glass kemudian 

ditambahakan 1 ose isolat, dan dilakukan fiksasi diatas api Bunsen. Tetesi 

pewarna cat gram A (crystal violet) ditunggu selama 1 menit, bilas dengan 

akuades mengalir, kemudian ditetesi dengan cat gram B (Lugol Iodine) 

ditunggu selama 1 menit dan dibilas dengan akuades mengalir. Selanjutnya 

ditetesi dengan cat gram C (alkohol 96%) dan ditunggu selama 30 detik 

dilanjutkan dibilas dengan akuades, dan tahap terakhir ditetesi dengan 

pewarna cat gram D (Safranin) ditunggu hingga 1 menit dan dibilas dengan 

akuades mengalir. Tahap selanjutnya keringkan perlahan dengan 

menggunakan tissue  dan diamati dibawah mikroskop dari perbesaran 

paling kecil 40 x10 hingga perbesar paling besar ditambahkan dengan 

minyak emersi. Jika hasil pewarnaan bakteri diperoleh berwarna merah 

maka bakteri tersebut adalah gram negatif, sedangkan jika hasil bakteri 

berwarna ungu maka hasil positif (Nopianti et al., 2022). 

 

 

Gambar 6. Prosedur pewarnaan Gram (James et al, 2008). 
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b. Uji KOH 3% 

Uji KOH 3% bertujuan untuk mempermudah dalam membedakan antara 

bakteri Gram positif dan Gram negatif yang ditandai dengan terbentuknya 

lendir (Gustiana et al., 2021). Uji KOH 3% dilakukan dengan 

menambahkan 1 tetes KOH 3% pada 1 ose isolat bakteri di atas object 

glass kemudian diratakan sebelum diamati. Bila campuran tersebut 

menghasilkan lendir maka bakteri yang diuji termasuk ke dalam bakteri 

Gram negatif, namun sebaliknya bila tidak menghasilkan lendir maka uji 

tersebut termasuk ke dalam bakteri Gram positif (Kurnia et al., 2016). 

 

3.5.4. Uji Biokimia 

3.5.4.1. Uji Amilase 

 

Uji amilase dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

menghidrolisis amilum. Isolat bakteri yang telah diinokulasi pada 

medium Agar Starch dengan menimbang NA 2 gram dan Starch 1 

gram kemudian diinkubasi selama 24 jam. Setelah diinkubasi media 

ditetesi lugol. Media akan berwarna hitam karena mengandung 

amilum. Jika koloni terlihat zona bening, menandakan bahwa bakteri 

uji memiliki enzim amilase yang mampu menghidrolisis amilum 

(Ulfa et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8.  Hasil positif uji amilase (Triza et al., 2021). 

Koloni 

bakteri 

Zona Jernih 
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3.5.4.2. Uji Katalase 

 

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui adanya enzim katalase pada 

isolat bakteri uji. Katalase adalah enzim yang mampu memecah H2O2 

menjadi H2O dan O2. H2O2 merupakan Hidrogen Peroksida yang 

bersifat toksik terhadap sel karena dapat menginaktifkan enzim di 

dalam sel. H2O2 dapat terbentuk ketika metabolism aerob, sehingga 

mikroorganisme yang bersifat aerob mampu menguraikan H2O2 

(Dewi et al,. 2013). Uji katalase ditandai positif jika terbentuknya 

gelembung gas. Uji katalase dilakukan karena sangat penting untuk 

mengetahui sifat dari suatu bakteri terhadap kebutuhan oksigen 

(Yulvizar, 2013).  

 

Metode uji katalase berdasarkan Rahmi et al.,(2015) dilakukan 

dengan mengambil 1 ose isolat bakteri dan menggoreskan pada 

object glass yang telah dibersihkan dengan alkohol 70%, kemudian 

diteteskan 1-3 tetes  larutan H2O2 3% dan ditunggu selama 5 menit. 

Jika terbentuk gelembung-gelembung kecil udara uji katalase bersifat 

positif, sedangkan tidak terdapat gelembung maka uji bersifat negatif. 

 

 

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

 

 

 

Gelembung 

gas reaksi 

antara isolat 

bakteri dan 

larutan H2O2  
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3.5.4.3. Uji Lipase 

 

Untuk mengetahui aktivitas lipolitik pada isolat bakteri Bacillus sp. 

dan Pseudomonas aeruginosa dilakukan dengan menggunakan 

medium selektif lipase dengan komposisi (perliter) pepton 10 g, NaCl 

5 g, CaCl 2H2O 0,1 g, NA 20 g, Tween-80 2,5 %, dan minyak zaitun 

steril 5% dan media ditambahkan dengan metil merah 0,01% dan 

diautoklaf dengan suhu 121
0
C tekanan 2 atm selama 15 menit. Isolat 

bakteri hasil peremajaan diambil 1 ose dimasukkan 25 ml media NB 

dan diinkubasi goyang menggunakan shaker selama 24 jam. Kertas 

cakram berdiameter 5 mm direndam ke media cair selama 10-15 menit 

kemudian diletakkan pada media selektif lipase (Bestari & Suharjono, 

2015). Diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24-48 jam. Diamati zona 

bening yang terdapat pada sekitar isolat bakteri yang tumbuh (Royanti 

et al., 2023). Diamati hasil inkubasi dengan zona jernih sekitar koloni 

bakteri.  

 

 

 

 

Gambar 10. Hasil Positif uji lipase (Royanti et al., 2023). 

 

3.5.4.4. Uji Protease 

 

Uji protease menurut Tennalli et al., (2012) dilakukan dengan 

menggunakan medium selektif pertumbuhan Skim Milk Agar (SMA). 

Pembuatan medium dengan melarutkan 5 gram media SMA dilarutkan 

dengan 50ml akuades. Disterilkan di autoclave pada suhu 121ºC 

Zona Jernih 

Koloni 

bakteri 
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selama15 menit dengan tekanan 2 atm. Selanjutnya dituang ke dalam 

cawan petri sebanyak 20ml. Kertas cakram berdiameter 5 mm 

direndam ke dalam suspense isolat bakteri selama 24 jam kemudian 

diletakkan pada medium Skim Milk Agar padat. Diinkubasi pada suhu 

37ºC selama 24-48 jam. Indikasi hasil positif yang dihasilkan enzim 

protease ditandai dengan pembentukan zona bening (halo zone) 

disekitar daerah pertumbuhan bakteri (Ibrahim et al.,2015).  

 

 

 

 

  

 

 

 

Gambar 11.  hasil positif uji protease (Amanina et al., 2022). 

 

3.5.5. Uji Daya Resistensi Bakteri Terhadap Herbisida 

 

Pembuatan Mineral Salt Medium (MSM) 

Pembuatan MSM dilakukan dengan menimbang bahan sebagai berikut: 0,2 

MgSO4; 7H2O, 1,0 KH2 PO4, 1,0 K2HPO4, 0,5 (NH4) 2SO4, 0,01 CaCl2, 

0,0001 FeSO4.7H2O, 0,5 NaNO3, (Fan et al., 2012). Ditambahkan dengan 

akuades 1000 ml dan dihomogenkan menggunakan batang pengaduk 

kemudian dimasukkan kedalam Erlenmeyer sebanyak 22,5 mL dan 

diautoklaf dengan suhu 121ºC tekanan 2 atm selama 15 menit.  

 

 

 

 

zona Bening 

 Koloni bakteri 
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Membuat suspensi Isolat bakteri  

Isolat bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa yang telah 

diremajakan selama 24 jam dimasukan ke dalam tabung reaksi yang berisi 

9 mL NaCl fisiologis menggunakan jarum ose, kemudian di vortex  hingga 

homogen. Standar McFarland 0,5 digunakan sebagai pembanding 

kekeruhan suspensi bakteri. Standar kekeruhan McFarland 0,5 dijadikan 

sebagai standar  yang umum digunakan dalam skala laboratorium dengan 

perkiraan setara dengan suspensi 1,5 x 10
8
 CFU/mL pengganti perhitungan 

mikroba satu persatu (Nurhayati et al., 2020). 

 

Sekitar 1,5 x 10
8
 CFU/mL standar 0,5 McFarland sebagai uji standarisasi 

kekeruhan suspensi bakteri. Jika kekeruhan belum sama, maka suspensi 

bakteri ditambahkan NaCl fisiologi hingga diperoleh tingkat kekeruhan 

bakteri sama dengan standar McFarland  1,5 x 10
8 

CFU/ml (Nurhayati et 

al., 2020).  

 

Uji Resistensi Bakteri Terhadap Herbisida 

Isolat bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa yang telah 

diremajakan pada medium NA di uji daya resistensinya terhadap herbisida 

ametrin. Di siapkan erlenmeyer berisi 22,5 mL medium MSM yang telah 

ditambahkan dengan beberapa taraf konsentrasi herbisida (10 ppm, 50 

ppm, 100 ppm, dan kontrol) yang disusun sesuai perlakuan (Tabel 1.) yang 

sebelumnya telah disterilisasi menggunakan syringe membrane filter 0,2 

μm (Carranza et al., 2017) kemudian ditambahkan 2,5 ml suspensi bakteri 

yang telah disiapkan sesuai standar McFarland  0,5 pada masing-masing 

erlenmeyer. Erlenmeyer digoyang dengan kecepatan 120 rpm dengan suhu 

37
o
C selama 24 jam (Pratiwi et al., 2012). Hasil inkubasi diamati 

menggunakan hemocytometer dengan bantuan mikroskop pada perbesaran 

1000x dan dibuat kurva resistensi bakteri. Uji ini dimaksudkan untuk 

memilih mikroba potensial yang mempunyai toleran tertinggi terhadap 
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berbagai herbisida sebagai kandidat agen bioremediasi residu herbisida 

(Widowati et al., 2017a).  

Kepadatan sel dihitung dengan menggunakan rumus Gabriel & Riyatno 

(1989) sebagai berikut: 

 

C =   t  x 10
6
 

(n x 0,25) 

Keterangan : 

C  : Kepadatan Sel 

t  : Jumlah total sel bakteri dalam kotak sampel yang diamati 

n  : Jumlah kotak sampel yang digunakan 

0,25 : Faktor koreksi kotak sampel skala kecil pada haemocytometer 

 

3.5.5.1. Kurva Pertumbuhan Bakteri Terhadap Herbisida 

 

Isolat terpilih hasil uji resistensi bakteri terhadap herbisida dilanjutkan 

dengan kurva pertumbuhan untuk mengetahui kurva pertumbuhan isolat 

bakteri yang paling tinggi daya resistensinya terhadap herbisida. Medium 

MSM yang telah disiapkan ditambahkan dengan 2,5 mL suspensi isolat 

bakteri dan diinokulasikan pada 22,5 mL medium MSM yang telah 

ditambahkan herbisida ametrin hasil uji resistensi yang paling baik. 

Erlenmeyer diinkubasi goyang dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 37
o
C 

selama 24 jam.  Hasil inkubasi diamati setiap tiga jam sekali (0, 3, 6, 9, 12, 

15, 18, 24 jam) dilakukan perhitungan kepadatan sel bakteri dengan 

menggunakan alat haemocytometer di bawah mikroskop (Pratiwi et al., 

2012). 
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3.6. Analisis Data 

 

Data  hasil uji resistensi dianalisis dengan menggunakan aplikasi SPSS versi 

26, 2022 melalui Uji Two Way Annova untuk mengetahui pengaruh perlakuan 

kemudian bila hasil berbeda nyata maka dilakukan uji Tukey dengan taraf α 5% 

sedangkan karakterisasi isolat bakteri dan uji biokimia dianalisis secara 

deskriptif. Data disajikan dalam bentuk gambar dan tabel.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

Adapun kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. isolat bakteri Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa memiliki 

kemampuan resisten terhadap herbisida ametrin. Kedua isolat bakteri 

masih mampu tumbuh pada konsentrasi herbisida ametrin tertinggi 100 

ppm, 

2. bakteri Pseudomonas aeruginosa memiliki kemampuan resistensi 

terhadap herbisida ametrin pada konsentrasi tertinggi 100ppm dengan 

jumlah sel bakteri  5,25 x 10
7
 sel/ml dan bakteri Bacillus sp yaitu 0,56 x 

10
7 

sel/ml. 

 

5.2.Saran  

Adapun saran dari penelitian ini sebagai berikut: 

1. perlu dilakukan identifikasi lebih lanjut pada isolat Bacillus sp. dan 

Pseudomonas aeruginosa secara molekuler untuk melihat tingkat 

kekerabatannya dengan membentuk pohon filogenetik, 

2. penelitian selanjutnya disarankan dapat meningkatkan kembali konsentrasi 

herbisida ametrin yang digunakan, 

3. perlu dilakukan analisis menggunakan HPLC untuk membandingkan tingkat 

degradasi residu herbisida ametrin sebelum dan sesudah dilakukan proses 

degradasi.  
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