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Abstrak

Dampak negatif dari penambangan timah yaitu dapat menurunkan produktivitas fungsi
lahan bagi pertumbuhan tanaman. Upaya perbaikan tanah yang dapat ditawarkan yaitu
secara biologi dengan mendapatkan mikroba potensial seperti bakteri Azotobacter dan
Azospirillum.  Penelitian ini  bertujuan menghitung jumlah populasi dan
mengkarakterisasi bakteri Azotobacter dan Azospirillum asal rizosfer tanaman lada di
lahan bekas tambang timah. Lokasi penelitian ini adalah Desa Air Duren, Kabupaten
Bangka dan Desa Mesu, Kabupaten Bangka Tengah. Metode penelitian yang digunakan
yaitu pengambilan sampel tanah, isolasi, karakterisasi morfologi dan fisiologis biokimia.
Hasil penelitian menunjukkan jumlah populasi bakteri Azotobacter dan Azospirillum
tertinggi terdapat pada lokasi Desa Mesu. Dari hasi penelitian juga diperoleh tujuh
isolat yang mengarah pada genus Azotobacter dengan kode isolat TMT6U3, TMT6UZ2,
TST6U1L, TST6U3, TMT7U3 dan genus Azospirillum kode isolat TST5U1, TST6U2 yang
merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang. Ketujuh isolat tersebut menunjukkan
bakteri resisten terhadap logam berat Pb, tidak patogen terhadap tumbuhan, hewan dan
manusia.

Kata kunci: bakteri Azotobacter dan Azospirillum; lada; lahan bekas tambang timah

Abstract

The negative impact of tin mining is that it can decrease the productivity of land functions
for plant growth. Efforts to improve the soil that can be offered biologically by obtaining
potential microbes such as Azotobacter and Azospirillum bacteria. This study aims to
count up the population and to isolate and characterize Azotobacter and Azospirillum
bacteria of pepper crop rhizosphere in ex-tin mined soil. The research site is Air Duren
Village, Bangka Regency and Mesu Village, Central Bangka Regency. The research
methods used are soil sampling, isolation, morphological and physiological
characterization of biochemistry. The results showed the highest number of Azotobacter
and Azospirillum bacterial populations found in the location of Mesu Village. Also
obtained seven isolates that lead to the genus Azotobacter with isolate codes TMT6US3,
TMT6U2, TST6UL, TST6U3, TMT7U3 and genus Azospirillum isolate code TST5U1L,
TST6U2 which are gram rods negative bacteria. The seven isolates show resistant to
heavy metal Pb, not pathogen to plants, animals and humans.

Keywords: Azotobacter and Azospirillum bacteria; pepper; ex tin-mined soil
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PENDAHULUAN

Provinsi  Kepulauan = Bangka
Belitung merupakan daerah penghasil
timah terbesar di Indonesia

(Asmarhansyah dan Hasan 2018).
Penambangan timah menyebabkan
perubahan bentang alam, menurunkan
keanekaragam hayati dan menurunkan
kualitas fisikk dan kimia tanah
(Nurtjahya et al. 2009). Upaya
pemerintah dalam mengurangi dampak
dari kegiatan penambangan timah
tersebut yaitu dengan cara
mereklamasi lahan. Reklamasi
merupakan kegiatan yang dilakukan
sepanjang tahapan usaha
pertambangan untuk menata,
memulihkan dan memperbaiki kualitas
lingkungan dan ekosistem agar dapat
berfungsi kembali sesuai
peruntukannya (Permen ESDM 2018).
Salah satu tanaman yang sekarang ini
digunakan untuk reklamasi lahan
bekas penambangan timah di Bangka
adalah lada. Lada merupakan salah
satu tanaman tanaman yang berpotensi
untuk dibudidayakan di lahan bekas
tambang timah (Nurtjahya et al. 2020).
Penanaman lada tidak memerlukan
masa tanah yang banyak yaitu dengan
kedalaman 30 cm. Tanah dengan
kedalaman tersebut merupakan lapisan
yang lebih  mudah  mengalami
perbaikan (Balitbangtan 2011).
Strategi yang dapat diterapkan
dalam menunjang keberhasilan proses
reklamasi di lahan bekas
penambangan timah yaitu berupa
pemanfaatan ~ mikroba  potensial.
Bakteri potensial bermanfaat sebagai
agen pupuk hayati sekaligus berperan
sebagai agen pemacu pertumbuhan
tanaman dan salah satu upaya
meningkatkan daya dukung tanah
marginal sehingga produktivitas tanah
tersebut dapat meningkat (Nurmas et
al. 2014). Salah satu mikroba yang
berpotensi sebagai agen pupuk hayati

yaitu bakteri penambat N, non
simbiosis. Menurut Khairul (2001)
bakteri penambat N, non simbiosis
berperan dalam dalam penyediaan
unsur N bagi tanaman. Ward dan
Jensen (2014) bakteri Azotobacter dan
Azospirillum akan membantu
mengubah N, dari udara menjadi NH3
dengan menggunakan enzim
nitrogenase, kemudian NHj3; diubah
menjadi menjadi glutamin dan alanin.
Widawati dan Muharam (2012)
menyebutkan bahwa bakteri
Azospirillum  mampu memproduksi
hormon tumbuh IAA dan sekaligus
sebagai pemantap agregat tanah.

Salah satu upaya untuk
meningkatkan produktivitas fungsi
lahan adalah dengan cara reklamasi.
Upaya perbaikan tanah yang dapat
ditawarkan secara biologi dengan
pengayaan mikroba potensial seperti
bakteri Azotobacter dan Azospirillum.
Tujuan penelitian ini untuk
menghitung jumlah populasi dan
mengkarakterisasi bakteri Azotobacter
dan Azospirillum asal rizosfer tanaman
lada di lahan bekas tambang timah.
Pengayaan mikroba potensial yang
adaptif di lahan bekas tambang timah

diharapkan meningkatkan produksi
lada yang ditanam di lahan

suboptimal.

METODE

Metode pengambilan sampel tanah
Pengambilan sampel tanah

ditentukan  dengan  menggunakan

metode random sampling. Sampel
tanah rizosfer diambil menggunakan
pola titik pengambilan arah mata angin
yang dikompositkan. Sampel tanah
diambil di area rizosfer akar tanaman
lada dengan kedalaman 0-20 cm
(Saraswati et al. 2007).



Isolasi bakteri Azotobacter dan
Azospirillum

Isolasi dilakukan dengan
melakukan pengenceran bertingkat

dan menggunakan metode tuang (Pour
Plate). Isolasi dilakukan dengan cara
memasukkan tanah sebanyak 10 g ke
dalam erlenmeyer berisi 90 mL larutan
NaCl 0,85 % sebagai pengenceran 10
! Kemudian diambil 1 mL larutan dari
tabung reaksi dan dimasukkan ke
dalam 9 mL larutan fisiologis pada
tabung reaksi lain (10?) kemudian
dibuat seri pengenceran hingga 107
(Waluyo 2008). Selanjutnya diambil 1
mL dari masing-masing pengenceran
diinokulasikan kedalam media
Azospirillum  untuk  pertumbuhan
Azospirillum dan medium Ashby untuk
pertumbuhan Azotobacter. inkubasi
suhu 30°C selama 3-4 hari hingga
terbentuk koloni (Saraswati et al.
2007).

Purifikasi dan enumerasi bakteri
Azotobacter dan Azospirillum

Pemurnian isolat dilakukan dengan
menggoreskan koloni tunggal yang
terbentuk diatas lempeng agar medium
Azospirillum dan medium Ashby
(Danapriatna 2016). Koloni yang
tumbuh dihitung menggunakan
perhitungan cawan TPC (Total Plat
Count) (Waluyo 2008).

Karakterisasi ~ morfologi  isolat
Azotobacter dan Azospirillum
Karakter morfologi bakteri
meliputi warna, bentuk koloni, elevasi,
bentuk  tepian dan  permukaan.
Pengamatan morfologi sel meliputi

bentuk sel (Holt et al. 1994).

Skrining logam berat (Pb)

Skrining dilakukan dengan
menggunakan metode streak plate
pada media Na-PbCl,. Kadar Pb yang
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digunakan yaitu 0; 12,5; 25; 50; 100
ppm (Zulaika et al. 2012).

Uji  hipersensitivitas dan  uji
hemolisis

Pengujian hipersensitivitas
dilakukan  dengan  menggunakan
tanaman tembakau (Permentan 2011).
Pengujian hemolisis dilakukan
menggunakan media Blood Agar
(Difco 2009).

Bentuk sel dan uji gram

Satu ose isolat diletakkan diatas
kaca objek, kemudian difiksasi dengan
melewatkan kaca objek diatas api
bunsen. Kaca objek yang berisi isolat
kemudian ditetesi  kristal  violet
kemudian dibilas aquades, ditetesi
iodin, lalu dibilas dengan aquades.
Kemudian ditetesi alkohol 70%, bilas
dengan aquades. Tetesi dengan
safranin diamkan selama 45 detik, lalu
bilas dengan aquades dan dikeringkan
(Pelczar dan Chan 1986). Sel bakteri
gram positif akan terwarnai ungu dan
sel bakteri gram negatif akan terwarnai
merah (Hadioetomo 1993).

Karakter fisiologis biokimia bakteri
Azotobacter dan Azospirillum

Karakter fisiologis biokimia yaitu
terdiri dari uji TSIA, uji katalase
(Bullock dan Aslanzadeh 2013), uiji
SIM (Hadioetomo 1993), uji MR-MV
dan uji SCA (Bullock dan Aslanzadeh
2013).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengamatan koloni yang
tumbuh pada media Ashby mencirikan
bakteri Azotobacter yang ditandai
dengan karakter morfologi putih keruh
dan transparan, berlendir, berbentuk
bulat, elevasi konveks, tepian entire
dengan ukuran small dan moderate.
Siti et al. (2019) dalam penelitiannya
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telah mengisolasi bakteri dari rizosfer
tanaman lada yang ditanam di tanah
tailing dengan adanya pemberian
pupuk hayati, isolat memiliki koloni
berbentuk bulat beraturan, bulat tidak
beraturan, irregular, berfilamen dan
hampir semua isolat memiliki bentuk
tepian yang rata.

Koloni yang tumbuh pada media
Azospirillum  mencirikan  bakteri
Azospirillum dengan karakter koloni
berwarna putih transparan, permukaan
konveks dan ukuran koloni Kkecil
seperti tetesan air. Penelitian ini
sejalan dengan Santoso et al. (2019)
menyebutkan bahwa genus
Azospirillum memiliki karakter
morfologi koloni berbentuk bulat,
tepian rata, elevasi konveks dan
berwarna kuning. Rusmana dan
Hadijaya (1994) pertumbuhan bakteri
Azospirillum sangat baik pada medium
yang mengandung asam malat, asam
suksinat atau piruvat dan
pertumbuhannya kurang baik pada
glukosa dan asam sitrat.

Jumlah populasi bakteri
Azotobacter dan Azospirillum dihitung

berdasarkan metode TPC (Total Plate
Count). Hasil penelitian menunjukkan
jumlah  total  populasi  bakteri
Azotobacter di lahan Desa Mesu lebih
tinggi (Tabel 1) yaitu 102 x 10° dan
bakteri Azospirillum 40 x 10°
sedangkan jumlah total populasi
bakteri Azotobacter di lahan Desa Air
Duren yaitu 6 x 10° dan jumlah
populasi bakteri Azospirillum 7 x 10°.
Jumlah populasi sel bakteri
menunjukkan bahwa kedua lahan
tersebut tergolong kurang subur. Sari
(2015) melaporkan bahwa pada lahan
bekas tambang timah yang sudah
direklamasi ditemukan total jumlah
bakteri yaitu 1,01 x 10* CFU g™ dan
1,09 x 10* CFU g* pada lahan bekas
tambang timah yang sudah
ditinggalkan selama 3-12 bulan dan
belum direklamasi. Hutan memiliki
jumlah sel bakteri yang tinggi yaitu
5.770.000 x 10* CFU g¢*. Tinggi
rendahnya jumlah sel bakteri tersebut
disebabkan oleh sifat kimia fisik tanah
di lahan tersebut, dimana hutan
memiliki kadar clay dan bahan organik
tanah yang tinggi.

Tabel 1. Rerata jumlah sel per gram tanah pada rizosfer tanaman lada

Rata-rata jumlah populasi

Lokasi Pengeceran Total populasi bakteri bakteri
(CFU/g Tanah) x 10°
Azospirillum  Azotobacter  Azospirillum Azotobacter
Mesu 10° 20 x 10° 40 x 10°
10°® 16 x 10° 31x10° 40+35 102 + 6,7
10”7 13 x 10’ 27 x 10’
Air 10” 3x10° 12 x 10°
Duren 10°° 2 x 10° 7 x 10° 7+0,6 6+55
107”7 2 x 10 1x 10’

Tinggi rendahnya jumlah populasi
bakteri pada tanah tambang timah
dapat disebabkan oleh kandungan
unsur hara yang rendah. Lahan bekas
penambangan timah memiliki sifat
fisik kimia tanah dan unsur hara yang

rendah. Ketersediaan bahan organik
seperti  unsur makro dan mikro
didalam tanah merupakan faktor
pembatas bagi pertumbuhan bakteri.
Jumlah  populasi  bakteri  juga
dipengaruhi oleh jenis dan jumlah



tanaman yang tumbuh di daerah
tersebut, hal ini dikarenakan akar
tanaman mengeluarkan nutrisi yang
bermanfaat untuk mendorong
pertumbuhan bakteri (Widawati dan
Sulasih 2019).

Tanaman lada yang ditanam pada
lahan bekas tambang timah tersebut

memiliki pertumbuhan yang tidak
baik, dicirikan dengan tanaman
menjadi  Kkerdil, pertumbuhan yang
lambat, produksi buah berkurang.
Sumber nutrisi dapat berasal dari
bahan  organik. Bahan organik

menambah energi yang diperlukan
kehidupan mikrob tanah. Selain N
tersedia, miskinnya unsur hara pada
tailing tidak menunjang pertumbuhan
akar dan mengakibatkan serapan N
terhambat. Menurut Parnata (2011)
diacu dalam Indriani et al. (2017)
kekurangan  unsur  hara  fosfor
menyebabkan pertumbuhan akar tidak
baik, tanaman menjadi kerdil, warna
daun lebih hijau dari pada keadaan
normal.

Hasil skrining logam berat Pb
menunjukkan sebagian besar isolat
resistensi terhadap logam Pb pada
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semua kadar Pb yang tertinggi yaitu
100 ppm. Penelitian Astutik (2015),
berhasil mengisolasi lima isolat
bakteri Azotobacter yang mampu
tumbuh dengan baik pada medium
PbCI, sampai dengan konsentrasi 300
ml/L. Resistensi Azotobacter terhadap
PbCl, karena isolat tersebut mampu

menghasilkan kista yang resisten
terhadap cekaman lingkungan
termasuk logam.

Berdasarkan hasil uji
hipersensitivitas diketahui dua isolat
Azospirillum  dan  lima isolat

Azotobacter tidak menunjukkan gejala
nekrosis pada daun tembakau (Tabel
2). Bakteri patogen akan menimbulkan
reaksi hipersensitif positif dengan
ditandai munculnya nekrosis berwarna
cokelat dan daun tembakau menjadi
seperti  kertas. Dalam penelitian
Fitriyanti et al. (2017) sembilan isolat
bakteri yang diperoleh dari
penambangan batu kapur pada uji
hipersensitivitas menunjukkan hasil
negatif dengan tidak menunjukkan
adanya adanya bercak  kuning
kecoklatan pada daun tembakau.

Tabel 2. Uji hipersensitivitas dan uji hemolisis isolat bakteri Azospirillum dan

Azotobacter

Kode isolat ~ Hipersensitivitas Hemolisis
TST5U1 TN Y
TST6U2 TN Y

Azospirillum TMT7U3 N Y
TMT7U2 N Y
TST6UL TN Y
TST6U3 TN Y

Azotobacter TST6U2 N Y
TMT6U3 TN Y
TMT7U3 TN Y
TMT6U2 TN Y

N = nekrosis, TN = tidak nekrosis, y = Gamma (tidak lisis)

Hasil dari tujuh isolat yang lulus
dalam tahap hipersensitivitas
menunjukkan gamma hemolisis pada

uji hemolisis. Hal ini menunjukkan
bahwa isolat tersebut tidak patogen
terhadap manusia, mamalia dan baik
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jika digunakan sebagai pupuk hayati
atau biofertilizer. Dalam penelitian
Sari  (2015) menunjukkan bahwa
bakteri  rizosfer yang berhasil
diisolasi dari lahan bekas tambang
timah yaitu Bacillus subtilis,
Enterobacter aerogenes dan
Paenibacillus  sp.  menunjukkan
hemolisis gamma, vyaitu bakteri
bersifat non patogen terhadap
manusia dan mamalia.

Berdasarkan hasil karakter uji
biokimia menunjukkan bahwa lima
isolat Azotobacter yaitu TMT6U3,
TMT6U2,  TST6Ul, TST6US,
TMT7U3 termasuk bakteri Gram
negatif dan bentuk selnya batang.
Lima isolat Azotobacter bersifat
motil, uji sitrat memiliki reaksi
positif, sedangkan reaksi negatif
ditunjukkan dengan tidak
memproduksi H,S, indole. Isolat
TMT6U3 dan TMT7US3 reaksi pada
media TSIA menunjukkan bakteri
mampu memfermentasikan sukrosa,
glukosa dan laktosa. Isolat TMT6U2,
TST6UL dan TST6U3 pada uji TSIA
menunjukan bahwa isolat bakteri
hanya mampu memfermentasikan
glukosa (Tabel 3).

Anggota genus  Azotobacter
memiliki bentuk sel ovoid, batang
maupun kokus, berdiameter 1,5-2,0
pum. Bakteri Gram negatif, bersifat
motil dengan adanya flagella, namun
ada juga yang non-motil.
Azotobacter mampu tumbuh dengan
pH optimum untuk pertumbuhan dan
fiksasi nitrogen yaitu berkisar 7,0-
7,5. Beberapa spesies memanfaatkan
garam nitrat amonium dan asam
amino tertentu sebagai sumber
nitrogen. Bakteri ini terdapat di tanah
maupun perairan, beberapa spesies
bersimbiosis dengan akar tanaman
(Holt et al. 1994).

Berdasarkan hasil pengamatan uji
Gram dan bentuk sel menunjukkan

bahwa isolat Azospirillum dengan
kode isolat TST6U2 dan TST5U1
termasuk kedalam bakteri Gram
negatif dengan bentuk sel batang.
Karakter fisiologis berdasarkan uji
biokimia isolat TST6U2 bersifat
motil, isolat TST5U1 bersifat non
motil. Uji sitrat menunjukan reaksi
positif, sedangkan reaksi negatif
ditunjukkan dengan tidak
memproduksi H,S dan indole pada
uji SIM. Uji TSIA menunjukkan
isolat TST6U2 mampu
memfermentasikan glukosa, sukrosa
dan laktosa. Isolat TST5U1 hanya
mampu memfermentasikan glukosa
(Tabel 3). Hal ini sesuai dengan Holt
et al. (1994) anggota genus
Azospirillum memiliki bentuk sel
vibroid atau batang dengan panjang
0,9-1 pm. Sel Gram negatif ke
variabel gram. Sel bersifat motil
dengan  menggunakan  flagela.
Bakteri ini mempunyai kemampuan
memfiksasi nitrogen.

KESIMPULAN

Dari  hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa jumlah total
populasi  bakteri  dari  rizosfer
tanaman lada di lahan bekas tambang
Desa Mesu, Kabupaten Bangka
Tengah lebih tinggi dari Desa Air
Duren Kabupaten Bangka. Sekitar 33
isolat yang terseleksi diperoleh tujuh
isolat yang resisten terhadap logam
berat hingga kadar tertinggi yaitu
100 ppm Pb, tidak patogen terhadap
tumbuhan, hewan dan manusia.
Berdasarkan hasil pengujian karakter
morfologi, fisiologi dan biokimia

diduga bakteri dengan  kode
TMT6U3, TMT6U2, TST6U1,
TST6U3, TMT7U3  merupakan

bakteri Azotobacter dan kode isolat
TST6U2, TST5U1l diduga bakteri
Azospirillum.
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Tabel 3. Karakter morfologi, fisiologis dan biokimia isolat bakteri Azotobacter
dan Azospirillum

L Azotobacter Azospirillum
Karakterisasi
TMT6U3 TMT6U2 TST6EU1 TST6U3 TMT7U3 TST6U2 TST5U1
1. PCP
a. Pigmentasi putih keruh  putih putih keruh putih keruh putih keruh  putih keruh  transparan
b. Karakterisasi optik translucent  translucent translucent translucent translucent  translucent  translucent
c. Bentuk circular circular circular circular circular circular circular
d. Elevasi convex convex convex umbonate convex convex flat
e. Permukaan hm hm hm hm hm hm hm
f. Margin entire entire entire entire entire undulate entire
g. Ukuran moderate small small moderate small small small
2. Kelompok Gram negatif negatif negatif negatif negatif negatif negatif
3. Bentuk Sel batang batang batang batang batang batang batang
4. TSIA
a. Glukosa + + + + + + +
b. Laktosa + - - - + + -
c. Sukrosa + - - - + + -
d. Gas - - - - - - -
e. H,S - - - - - - -
5. Katalase + + + + + + +
6.SIM
a. Indole - - - - - -
b. Motility + + + + + + -
7. MR - - - - - -
8. VP - - - - - -
9.SS + + + + + + +
Keterangan : (+) : positif, (-) : negatif, hm = halus mengkilap
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