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UJI POTENSI Bacillus sp. DAN Escherichia coli
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Abstract:

Indole Acetic Acid (IAA) is the important phytohormone for boosting plant-
growth promotion. It is related with amino acid tryptophan as a precursor for
building IAA. However some bacteria such as Bacillus sp. and Escherichia
coli enable to produce IAA without L-tryptophan on culture medium via the
tryptophan independent pathways. This study aims to determine the potential
of indigenous Bacillus sp. and E. coli isolate in producing IAA via Trp-
independent pathways (without L- tryptophan). The stage of this study
consists of growing of isolate on liquid media without tryptophan and
measuring the levels of IAA using Salkowsky method. Bacillus sp and
Escherichia coli could produce IAA with the concentration of 0,0236 mmol/L
and 0,024 mmol/L, respectively. The concentration of IAA produced by these
bacteria is quite low because of their ability to synthesis IAA from the
independent tryptophan pathway. The independent ftryptophan pathway
means these bacteria could synthesize IAA without using tryptophan as a
precursor on their growth medium.
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1. Pendahuluan

Hormon tanaman merupakan senyawa organik yang disintesis pada salah satu bagian tanaman
kemudian ditransfer ke beberapa bagian yang lain. Hormon ini berperan dalam pertumbuhan tanaman, salah
satunya auksin. Auksin atau nama lainnya IAA (Indole Acetic Acid) merupakan hormon tumbuh yang
memegang peranan penting untuk memacu pertumbuhan dan perkembangan tanaman [1]. IAA disintesis
dalam berbagai bagian tubuh tanaman dan pada umumnya akan berasosiasi dengan bagian-bagian tubuh
tanaman yang sedang aktif dan berkembang seperti pada semua jenis meristem ujung tunas. Sumber
hormon IAA yang alami tidak hanya dihasilkan oleh tumbuhan saja tetapi juga dihasilkan oleh bakteri [2].
Salah satu keuntungan menggunakan bakteri sebagai sumber IAA karena pertumbuhan mikrob sangat cepat
dibandingkan dengan pertumbuhan tanaman dalam menghasilkan hormon IAA. Selain itu, produksi
biomassa dari mikrob lebih efisien daripada memproduksi IAA dari biomassa tanaman. Mikroba yang
mampu menghasilkan IAA dapat meningkatkan perpanjangan dan pembelahan sel, perkembangan jaringan,
respon terhadap cahaya dan gravitasi sehingga permukaan akar menjadi lebih luas [3] dan akhirnya
tanaman mampu menyerap nutrisi dari tanah lebih banyak. L-triptofan merupakan asam amino yang
berfungsi sebagai prekursor dalam biosintesis IAA pada tanaman dan mikroba [4].

L-triptofan (L-Trp) sebagai prekursor fisiologis IAA, baik pada tanaman maupun pada mikroba. [5].
Penambahan L-triptofan pada media kultur dapat meningkatkan produksi IAA [1]. L-triptofan mengandung
sumber senyawa aktif yang dapat memicu pertumbuhan mikrobiota dalam memproduksi IAA. Bakteri
penghasil IAA mensintesis hormon tersebut melalui jalur tryptophan dependent pathway dengan senyawa
intermediet indolepyruvic acid [6]. Beberapa jenis bakteri diketahui mampu meproduksi IAA melalui jalur ini
antara lain Pseudomonas [5], Bacillus subtilis [7], Arthrobacter agilis [8], Azotobacter [9]. Karena tingginya
harga triptofan komersial, diperlukan eksplorasi bakteri yang mampu mensintesis IAA tanpa menggunakan
triptofan pada media kultur pertumbuhannya.

Beberapa bakteri mampu memproduksi IAA tanpa menggunakan triptofan sebagai prekursor melalui
jalur triptofan independen, salah satunya kelompok bakteri Bacillus sp. [10]. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengukur produksi IAA dari bakteri indigenous (Bacillus sp. dan Escherichia coli) yang
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ditumbuhkan pada media tanpa triptofan sehingga dapat diketahui potensi dari kedua jenis bakteri tersebut
dalam menghasilkan IAA melalui jalur triptofan independen.

2. Metode
2.1 Alat-alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf OSK 6500, Ogawa Seiki, oven
Memmert UN 55, inkubator goyang Memmert, UV-Vis spektrofotometer merk Evolution Thermoscientific.

2.2 Bahan-bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan di dalam penelitian ini adalah bakteri uji Bacillus sp. isolat lokal dan
Escherichia coli ATCC 25922 yang merupakan koleksi dari IPB Culture Collection (IPBCC). Penelitian ini
menggunakan media Nutrient Broth (NB) tanpa menggunakan L-tryptofan sebagai media pertumbuhan.
Pengujian kadar IAA menggunakan reagen Salkowski yang terdiri dari 150 ml H2SO4 pekat, 7,5 ml
FeClz.6H20 (0,5M). Bahan-bahan tersebut dilarutkan dalam 250 ml akuades. Sedangkan standar
pengukuran auksin yang digunakan pada penelitian ini yaitu indole acetic acid (IAA) sintesis.

2.3 Peremajaan Kultur Bakteri Uji
Isolat Bacillus sp. dan Escherichia coli diremajakan pada media Nutrient Broth (NB) tanpa L-triptofan
didalam Erlenmeyer 250 ml, kemudian diinkubasi pada inkubator goyang pada suhu 37 °C selama 48
jam. Isolate dilakukan dengan 3 kali pengulangan.
2.4 Pembuatan Kurva Standar IAA
Pembuatan kurva standar IAA menggunakan konsentrasi bertingkat dari larutan stok 1AA (0,1 mg/ml

atau 100 ppm). Larutan stok tersebut dibuat variasi konsentrasi standar IAA dari konsentrasi O ppm hingga
50 ppm (Tabel 1).

Konsentrasi IAA (ppm) Akuades (ml) IAA stock (ml)
0 1 0
10 0,9 0,1
20 0,8 0,2
30 0,7 0,3
40 0,6 0,4
50 0,5 0,5

Tabel 1. Variasi Konsentrasi IAA

2.5 Pengukuran Kadar IAA

Pengukuran kadar IAA Kultur masing-masing bakteri diambil 1,5 ml lalu disentrifugasi pada 10000
rpm selama 15 menit. Supernatan tersebut diambil dan dijadikan sebagai sampel untuk pengukuran kadar
IAA. Analisis kadar IAA dapat dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang
520 nm. Masing-masing larutan standar IAA, blanko (hanya berisi akuades) serta sampel supernatan bakteri
diambil sebanyak 1 ml, kemudian ditambah dengan 4 ml reagen Salkowski. Masing-masing larutan
dihomogenkan dengan menggunakan vortex secara perlahan sampai homogen, kemudian diinkubasi
selama 20 menit di ruang gelap. Kemudian masing-masing larutan diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang (A) 520 nm. Hasil pengukuran absorbansi pada larutan standar
IAA dibuat kurva standarnya, lalu diperoleh regresinya. Analisis data menggunakan Ms. Excel dalam
pembuatan grafik.
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3. Hasil dan Pembahasan

Bakteri Bacillus sp. dan E. coli yang ditumbuhkan pada media tanpa L- triptofan dalam waktu 48 jam
menunjukkan produksi IAA yang tidak begitu tinggi. Kadar IAA dari Bacillus sp. sebesar 4.139 ppm / 0.0236
mmol/L sedangkan E. coli memiliki konsentrasi IAA sebesar 4,202 ppm atau setara dengan 0,024 mmol/L
(Gambar 1). Beberapa faktor dapat mempengaruhi produksi IAA oleh bakteri, salah satunya jenis isolat.
Isolat Bacillus sp. sudah dikenal memiliki kemampuan memproduksi IAA. Beberapa penelitian melaporkan
bahwa terdapat 4 strain Bacillus spp yang mampu menghasilkan IAA sebesar 28,10 - 66,20 ppm (28,10 —
66,20 mg/L) [11]. Sedangkan E. coli hanya menghasilkan IAA sebanyak 19 ug/ml [12].

0.024 -

0.0239

0.0237

0.0236

Konsentrasi IAA (mmol/L)

0.0234 -

Bacillus sp. Escherichia coli
Isolat

Gambar 1. Kadar konsentrasi IAA pada masing-masing isolat.

Selain jenis isolat, kadar IAA juga dipengaruhi oleh keberadaan triptofan didalam media. Triptofan
merupakan prekursor dalam pembentukan IAA. Triptofan digunakan oleh mikroba sebagai sumber nitrogen
untuk memproduksi IAA. Secara alami triptofan di alam diperoleh dari eksudat akar [13] dan sel mikroba [2],
sedangkan secara buatan triptofan ditambahkan didalam media produksi IAA. Sebagian besar bakteri
tergantung dengan keberadaan triptofan baik yang diperoleh dari eksudat akar maupun pada media
pertumbuhan atau sering disebut dengan IAA triptofan dependent salah satunya Bacillus amyloliquefaciens
FZB42 [14]. Pada penelitian ini, media yang digunakan untuk pertumbuhan bakteri uji tidak mengandung
triptofan, akan tetapi kedua jenis bakteri ini mampu menghasilkan IAA walaupun dalam jumlah sedikit.
Kedua jenis bakteri ini mampu mensintesis IAA tanpa menggunakan L-tryptofan sebagai prekursornya.
Bakteri yang mampu mengahsilkan |IAA tanpa L-tryptofan pada medium pertumbuhannya melalui jalur
triptofan independen yaitu jalur sintesis IAA tanpa menggunakan triptofan sebagai prekursor.

Secara garis besar terdapat tiga mekanisme pembentukan IAA yaitu (1) triptofan diubah menjadi
asam indolpiruvat melalui reaksi transmisi, (2) asam indolpiruvat kemudian diubah menjadi indolasetaldehida
melalui reaksi dekarboksilasi, dan (3) tahap akhir adalah oksidasi indolasetaldehida menghasilkan asam
indolasetat (IAA). Triptofan mengalami dekarboksilasi menjadi triptamin, kemudian triptamin dioksidasi dan
dideaminisasi untuk menghasilkan indolasetaldehida. Molekul tersebut akan mengalami oksidasi lebih lanjut
untuk menghasilkan asam indolasetat. Sedangkan jalur pembentukan IAA apabila tanpa adanya triptofan
maka akan melalui jalur triptofan—independent. Jalur ini bercabang dari indol-3-gliserolfosfat atau indol,
meskipun demikian belum ada enzim yang telah dikarakterisasi pada jalur ini (Gambar 1) [2].

Penggunaan jalur triptofan independen telah banyak dilakukan oleh bakteri salah satunya Bacillus
sp. Dua isolat Bacillus yaitu Paenibacillus sp. dan Bacillus sp. mampu menghasilkan IAA pada media yang
tidak mengandung triptofan yaitu sebesar 1,4-1,9 ug/ml [10]. Sintesis IAA melalui jalur ini dilakukan oleh
bakteri baik oleh Bacillus sp. maupun E. coli dengan cara menggunakan asam amino aromatik lain sebagai
substrat untuk menghasilkan IAA [15]. Asam amino aromatik yang digunakan yaitu fenilalanin, tirosin bahkan
aspartat. Asam amino ini digunakan sebagai satu-satunya sumber nitrogen oleh bakteri untuk memproduksi
IAA. Keberadaan asam amino ini hanya mampu memproduksi IAA dalam jumlah sedikit seperti yang
ditunjukkan oleh Pantoea agglomerans [16].
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Gambar 2 Jalur biosintesis IAA [2].

4. Kesimpulan

Kedua jenis isolat bakteri mampu menghasilkan Indole Acetic Acid (IAA) tanpa menggunakan L-

trytofan sebagai prekursor pada media pertumbuhannya. Escherichia coli mensintesis I1AA sebesar 0,024
mmol/L lebih tinggi daripada Bacillus sp. yang memiliki konsentrasi IAA sebesar 0,0236 mmol/L. Hal ini
menunjukkan bahwa Kedua jenis bakteri ini memiliki potensi sebagai penghasil IAA tanpa menggunakan
prekursor L-triptofan.
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