BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Isolasi bakteri dari tanah pertanian diperoleh isolat Pseudomonas sp.
yang dapat memanfaatkan senyawa glifosat sebagai sumber fosfor. Uiji
pertumbuhan isolat Pseudomonas sp. pada medium diperkaya glifosat,
menunjukkan bahwa senyawa glifosat mempengaruhi pertumbuhan isolat
Pseudomonas sp., yaitu pola pertumbuhan isolat Pseudomonas sp. pada
medium mengandung glifosat lebih tinggi dari pada kontrol (tanpa glifosat).
Isolat Pseudomonas sp. mempunyai batas optimum dalam memanfaatkan
senyawa glifosat sebagai sumber fosofor. Waktu generasi isolat
Pseudomonas sp. pada konsentrasi glifosat 0,8 mM lebih cepat dibandingkan
dengan konsentrasi glifosat 0,4 mM dan 1,2 mM. Isolat Pseudomonas sp.
mampu mendegradasi glifosat 1,2 mM tetapi optimal pada kosentrasi
0,8 mM. Uji degradasi senyawa glifosat (0,8 mM) oleh isolat Pseudomonas
sp. menghasilkan senyawa metabolit berupa glisin (Rx 0,97 cm), fosfor

(0,1482 mg/l) dan CO, (35 ppm).

B. Saran

Untuk penelitian lebih lanjut mengenai biodegradasi senyawa glifosat,
disarankan untuk melakukan pengamatan terhadap faktor lingkungan (suhu
dan pH) selama terjadinya proses degradasi. Selain itu juga perlu
mengembangkan teknik/model untuk meningkatkan laju degradasi senyawa

glifosat yang optimal.
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Lampiran 1. Bahan dan Cara Kerja Pengecatan Gram (Hadioetomo,

1993 dan Lay, 1994).

A. Bahan :

Kultur Pseudomonas sp. (hasil isolasi) umur 18 — 24 jam, aquades,

alkohol 70 %, seperangkat pewarna gram, terdiri dari larutan kristal

violet (zat warna I), larutan Lugol (larutan Mordan), larutan aseton

alkohol (larutan pemucat) dan larutan safranin.

B. Cara Kerja :

1.

Kaca objek dibersihkan dengan alkohol 70 %, kemudian dipanaskan di

atas nyala lampu spiritus.

. Dibuat preparat ulas dari biakan bakteri yang akan di cat (diambil satu

ose suspensi bakteri secara aseptis dan diletakkan diatas kaca objek)

kemudian difiksasi di atas lampu spiritus.

. Dibubuhkan larutan kristal violet 2 — 3 tetes pada permukaan preparat

ulas dan didiamkan selama 1 menit.

4. Dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan.

5.

Dibubuhkan larutan lugol dan dibiarkan selama satu menit kemudian

dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan.

. Dibubuhkan larutan pemucat (aseton alkohol) selama 10 — 20 detik

kemudian langsung dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan.

. Dibubuhkan larutan safranin dan dibiarkan selama 15 detik kemudian

dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan anginkan (dikeringkan

dengan kertas saring).

8. Ditimati dengan mikroskop perbesaran 100 sampai 1000x.
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Lampiran 2. Bahan dan Cara kerja Uji Fermentasi Karbohidrat

(Hadioetomo, 1993 dan Lay, 1994).

A. Bahan:
Indikator phenol red, kaldu karbohidrat terdini dari 1000 ml

Nutrient broth, 5 gr karbohidrat.

B. Cara Kerja :
Kultur bakteri yang diuji (Pseudomonas sp.) diinokulasikan ke
dalam kaldu karbohidrat. Inokulasi dilakukan secara hati-hati, sehingga

tidak menimbulkan gelembung gas dalam tabung durham. Selanjutnya
diinkubasikan selama 24 jam pada temperatur 36°C.

Kultur dalam tabung reaksi yang berisi kaldu karbohidrat tersebut
diamati, jika indikator phenol red pada medium warnanya berubah menjadi
kuning berarti terjadi fermentasi karbohidrat (tefbentuk asam). Bila pada
tabuﬂg durham yang diletakkan dalam tabung medium terdapat gas,
berarti pada fermentasi tersebut terbentuk gas. |
Keterangan :

Uiji fermentasi karbohidrat bersifat negatif, jika setelah inkubasi 24
jam indikator phenol red yang terdapat pada medium tidak mengalami

perubahan warna (tetap berwarna merah).
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Lampiran 3. Bahan dan Cara Kerja Uji Katalase (Bangun, 1989

dan Lay, 1994).

A, Bahan :

Reagen uji katalase : 3 % larutan HyO»

B. Cara Kerja :

Diambil 3 % hidrogen peroksida beberapa tetes (= 2 tetes) dan
diletakkan pada kaca objek yang telah dibersihkan. Kemudian secara
aseptik diambil biakkan yang akan diuji (dengan menggunakan lup
inokulasi) dan dipindahkan pada kaca objek tersebut (dicampurkan).

Hasil uji bersifat positif, jika terbentuk gelembung-gelembung gas

O, setelah reagen dan biakkan bakteri dicampur. Uji bersifat negatif jika

tidak timbul gelembung gas Os.

Lampiran 4. Bahan dan Cara Kerja Uji Oksidase (Cowan, 1974

dan Lay, 1994).

A. Bahan :
Reagen uji oksidase : 1 % tetramethyl-p-phenylenediamine,

dilarutkan pada aquades.
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B. Cara Kerja :

Reagen diteteskan pada kertas saring yang bersth. Kemudian
secara asepiis diambil kultur bakteri yang akan diuji dan diulaskan pada
kertas saring yang telah basah dengan reagen tersebut. Dibiarkan selama +
30 detik kemudian diamati. Hasil uji bersifat positif, jika terbentuk warna
ungu kehitaman atau mergh lembayung dan bersifat negatif jika warna

tidak berubah.

Lampiran 5. Bahan dan Cara Kerja Uji Oksidasi Fermentasi (O-F)

(Cowan, 1974 dan Lay, 1994).

A. Bahan :
Medium uji O-F, terdiri dari 2 gr pepton; S gr NaCl; 0,3 gr
KoHPOq4; 3 gr agar; 1000 ml aquades; 15 ml Bromthymol blue (0,2 %
dilarutkan dengan aquades); 1 %karbohidrat (glukosa). Karbohidrat
disterilkan secara terpisah (mempergunakan filter penyaring bakteri),
pH medium 7,1.
Dipergunakan dua tabung reaksi, satu tabung medium ditutup

dengan parafin cair.

B. Cara Kerja :
Kedua tabung medium diinokulasi dengan kultur bakteri yang
akan diuji. Satu tabung ditambahkan parafin cair steril , kemudian kedua
medium diinkubasi selama 48 jam. Pengamatan pada uji ini dilakukan

mulai dari jam ke 48 inkubasi sampai 14 hati.
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Hasil uji bersifat oksidasi jika pada tabung terbuka medium
berwarna kuning dan pada tabung tertutup parafin medium berwarna
hijau. Hasil uji bersifat fermantasi jika pada tabung terbuka maupun
tabung tertutup parafin, medium berwarna kuning. Hasil uji menunjukkan
karbohidrat tidak diurai, yaitu apabila pada tabung terbuka maupun

tabung tertutup parafin, medium berwarna hijau.

Lampiran 6. Bahan dan Cara Kerja Uji Indol (Cowan, 1974 dan Lay

1994).

A. Bahan :
Medium tryptone water terdiri dari 1 gr tryptone; 0,5 gr natrium
klorid, 100 ml aquades, pH medium 7,5.
Reagen Kovacs, terdiri dari 1lgr p-dimethylaminobenzaldehyde;

75 ml amyl alkohol; 25 ml HCL

B. Cara Kerja:

Medium tryptone water diinokulasi dengan kultur bakteri yang
akan diuji. Kemudian diinkubasikan pada suhu optimum selama 48 jam.
Setelah diinkubasi ditambahkan 5 ml reagen Kovacs kemudian tabung
reaksi yang berisi medium tersebut, dikocok bolak-balik dan diamkan

+ 1 menit.



Hasil uji bersifat positif jika segera terbentuk lapisan berwarna
merah dan menyerupai cincin, pada bagian atas medium tersebut. Hasil uji

bersifat negatif jika tidak terbentuk lapisan berwarna merah (cincin indol).

Lampiran 7. Bahan dan Cara Kerja Uji Sitrat (Cowan, 1974).

A. Bahan :
Medium sitrat Koser's, terdiri dari 0,5 gr NaCl; 0,02 gr
MgS04.7THy0; 0,1 gr NH4H,POy; 0,1 gr KoHPO4; 0,2 gr asam sitrat;

100 ml aquades, pH medium 6,8.

B. Cara Kerja :

Medium sitrat Koser's diinokulasi dengan kultur bakteri yang akan
divji kemudian diinkubasi pada suhu 36°C selama 7 hari. Pengamatan
pada uji ini dilakukan mulai dari jam 48 inkubasi sampai 7 hari. ‘

Hasil uji bersifat positif jika pada medium tersebut nampak keruh
(menunjukkan adanya pertumbuhan). Hasil uji bersifat negatif jika pada

medium tersebut nampak jernih (menunjukkan tidak ada pertumbuhan).

FERPUSTAKAAN
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Lampiran 8. Bahan dan Cara Kerja Uji Urease (Cowan, 1974 dan

Bangun, 1989).

A. Bahan :
Medium uji urea adalah urea medium SSR (Stuart, van Stratum &
Rustigan, 1945) terdiri dari 0,91 gr KHyPOy; 0,95 gr Na;HPOy; 0,01 gr
yeast ekstrak; 2 gr urea; Sml phenol red (0,2 % dilarutkan dalam
aquades); 100 ml aquades. Urea disterilkan secara terpisah (sterilisasi

. dengan filtrasi), pH medium 6,8.

C. Cara Kerja :
Medium urea SSR diinokulasi dengan kultur bakteri yang akan
diuji kemudian diinkubasikan selama 7 hari. Hasil uji bersifat positif jika
medium berwana merah, bersifat negatif jika medium tidak merwarna

(tidak terjadi perubahan warna).

Lampiran 9. Bahan dan Cara Kerja Uji Reduksi Nitrat (Cowan, 1974

dan Bangun, 1989).

A. Bahan :

Medium Nitrat Broth, terdiri dari 0,1 gr KNO3; 100 ml nutrien

broth. pH medium 7,2.
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Reagen reduksi nitrat terdiri dari larutan A : 0,8 % asam
sulphanilic dalam 5 N asam acetic dan larutan B : 0,5 % o~naphthylamine

dalam S N asam acetic.

. Cara Kerja :

Media nitart broth diinokulasi dengan kultur bakteri yang akan
diuji kemudian diinkubasikan selama S hari. Setelah diinkubasikan selama
5 hari, ditambahkan 1 ml reagen A dan 1 ml reagen B. Hasil uji bersifat
positif jika terbentuk warna merah setelah penambahan reagen tersebut
dan bersifat negatif jika medium tidak mengalami perubahan warna setelah
penambahan reagen. Hasil uji negatif harus dipertegas dengan
penambahan unsur Zn dalam medium, bila terbentuk warna merah setelah
penambahan unsur tersebut menunjukkan uji bersifat negatif. Sedangkan
bila tidak terjadi perubahan warna setelah penambahan unsur Zn,

menunjukan uji bersifat positif.

Lampiran 10. Kompeosisi Medium Kelman

Komposisi medium kelman (gr/l) terdiri dari 10 gr pepton; 10 gr
glukosa; 0,05 gr 2,3,5-Triphenyltetra zolium clorid; 11 aquades;, pH

medium 7,0.
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i.ampiran 11. Pemurnian Isolat Pseudomonas sp. Dengan Metode

Penggoresan (Restreaking)
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Lampiran 12. Nilai OD VS Plating Kurva Standar
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Keterangan : sampel yang diinokulasikan 0,1 ml jadi nilai CFU/ml = nilai

Lampiran 13

25

CFU/0,1 ml x 10

. Grafik Kurva Standar Log CFU/ml VS OD
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Lampiran 14. Nilai OD Isolat Pseudomonas sp. dengan A 580 Nm.
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1,2242

1,8631

1,5061

1,9980

1,4662




Lampiran 15. Log Jumlah Isolat Pseudomonas sp. (Y =27,422X + 9,7601)

1 52,7222

51,9406 | 63,

3 47,3694




Lampiran 16. Jumlah Isolat Pseudamonas sp. (x 108)
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1 3,6341

3,8227

3,5380

3,4266




Lampiran 17. Ramus Perhitungan Waktu Generasi

n = LogN-LogNo
Log 2

= Log N-LogNo
0,3010

Keterangan :

G = waktu generasi (jam)

t = waktu akhir eksponensial

n = jumlah generasi

N = jumlah bakteri pada akhir eksponensial

No = jumlah bakteri pada jam ke nol
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Lanlpiran 18. Uji Statistik Waktu Generasi Isolat Pseudomonas sp. pada
Medium Mengandung Glifosat (0,4 mM; 0,8 mM; 1,2 mM)

dan Kontrol

1 7,44 6,55 7,26 8,22

3 7,62 6,68 6,70 8,12

Rata-rata 662 | 696 8.21
FK = (88277 = 77915920 = 6492994083
@) 3) 12

IKT= (7,447 + (7837 + (1,62)* + (6,55 + (6,64) + (6,68)* + (7,26)* +
(6,93)* +(6,70)* + (8,22)" + (8,28)" + (8,12)* — (649,2994083)

i

654,0251 — 649,2994083

4,7256917

JKP = (22,89)” + (19,87)° + (20,89)” + (24,62 — 649,2994083
3

= 653,7685 — 649,2994083 = 4,4690917

JKG= 4,7256917 — 4,4690917 = 0,2566
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DBperlakuan =4-1=3

DB galat = 11-3 = 8

KTP = 44690917 = 1,489697233
3
KTG = 02566 = 0,032075

8

F hitung = 1,489697233 = 46,4
0,032075

Tabel ANAVA Waktu Generasi Isolat Pseudomonas sp.

144690917 | 148969723

4,7256917

F hitung > F tabel = Sangat signifikan

Uji DMRT (Duncan Multiple Range Test)

§? = KTG

Rp=rp V§/n

V§*/n = v 0,032075 = 0,103400515
3
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p rp (0,05) Rp
2 3,261 (3,261) (0,103400515) : 0,337189079
3 , 3,399 (3,399) (0,103400515) : 0,35145835
4 3,475 (3,475) (0,103400515) : 0,359316789
Kontrol 0,4 mM 1,2 mM 0,8 mM
8,21 7,63 6,96 6,62
0,8 mM
6,62 1,59" 1,01* 0,34" 0
1,2 mM
6,96 1,25" 067" 0
0,4 mM
7,63 0,58" 0
Kontrol
8,21 0

Keterangan: * = adabeda nyata
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Lampiran 19. Perhitungan Nilai Rx (Rf Relatif)
Rumus perhitungan nilai Rx dan Rf (Mulyadi, 1990)

Rx = Rf zat yang diuji
Rf zat baku

Rf = Lintassan zat yang dipisahkan (noda)

Lintasan pelarut (eluen)

Rx = 0,622 = 0,970 cm

B

0,640

Lampiran 20. Perhitungan Analisa CO? Bebas

Kadar CO® bebas = ml NaOH (volume titran) x 0,5 (nﬁkrobﬁ;ret 100 skala)

i

Kadar CO? sampel = 70ml x 05

I

35 ppm



Lampiran 21. Grafik Kurva Standar Kadar P (fosfor)

1.1

08+ Y = 0.0109 + 0.2051x

r =0,9976

0.7 4

06 4

oD KOMPLEK P

KONSENTRASI KH;PO,

Perhitungan kadar P (fosfor) pada sampel :

Nilai absorbansi sampel 0,0413

Persamaan kurva standar, Y = 0,2051X + 0,0109

r = 0,998

Kadar P (fosfor) = 0,1482 mg/l
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