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Abstrak.

Pada saat menghadapi cekaman, mikrobia akan merespon sccara fisiologi dengan mengubah
sistem metaboilisme sel dan mensintesis metabolic spesifik. Hasil penelitian menujulkka
perbedaan pola pertumbuhan rhizobakreri dan sintesis merabolit antar perlakuan
osmoric dan keasaman-Al Pada perlakuan cekaman osmotik terdapat 6 metabolit polar spesifik
dan 6 metabolit non-polar spesifik. Pada cekaman keasaman-Al terdapat 6 metabolit polar
spesifik dan 10 metabolit non-polar spesifik, sedangkan pada cekaman ganda osmotik dan
keasaman-Al terdapat 2 metabolit polar spesifik dan 8 metabolit non-polar spesifik. Schagian
besar metabolit tersebut adalah kelompok asam lemak yang berperan sebagai penyusun utama
(hackbond) membran dan dinding sl schinggn oleran terhadap cekaman osmotik dan keasaman,
schingga toleran terhadap cekaman osmotik dan keasaman dan berpotensi sebagai pupuk hayati
lahan kering asam.

da

Kata kunci: Rhizobakteri, metabolit, osmotik dan keasaman

Pendahuluan tidak hanya unwk  mengembalikan
tekanan turgor membran sel saja tetapi
juga menjaga enzim dari inaktivasi oleh
kekuamn onik dnggi, serta mencegah
kerusakan  dan  menjaga  integritas

Dalam menghadapi cckaman lingkungan
thizobakteri akan merespon  sccara
fisiologi dan  berpengaruh terhadap
sistem metabolisme (Moat & Foster, )

. komponen se
r‘:j?;{;:f:“‘;ﬁ‘;&f :r:::lr::n “Z’i‘:)n' Pada kondisi cekaman ganda yaitu
melakukan 1:(2;1”&1":1&:14 biokimiawi osmotik dan alumunium, konsentrasi
dengin cas (1 penguturan komponen 2lmusium akan bespengunl pada
makromolekular sel (enzim, isozim dan  Kumulasi osmolit scl.- Pada ~kondist
Mosiny, secars onmdnif maupun  Alumunium konsentrasi_tinggi, alumi-
fat, @ pegtann  funge 1um akan menuwp saluran K (K'-
makromolckular scl, dan (3) pengaruran ) sehinggn K terhalangi masuk

u 2

keluaran (augpud sistem makromolekular kfd“m" scl (Liu & Luan , 2001). Oleh
sel.

Dalam  menghadapi  cekaman
osmotik rhizobakteri akan melakukan
tiga mekanisme adaptasi yaitu: (1)
mensintesis osmoprotekan secara de
1oro, (2) mengambil osmoprotektan yang
ada di thizosfer dan (3) mengubah
komposisi dinding sl agar tidak rusak
akibat tekanan osmotik yang  tinggi
(Hartman ¢ af, 1991). Menurut Canovas
¢ al. (1996), akumulasi osmoprotckian

1988), maka Lonsentast Al yang tinget
akan menurunkan toleransi mikrobia
terhadap cekaman osmotik. Selain  itu,
pada konsentrasi Al tinggi dapat terjadi
agregasi sitoplasma (Yaganza ef al,, 2004)
yang akan  berpengaruh tehadap
metbolisme sel (sintesis osmoprotek-
tan). Dengan demikian pada kondisi
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PROFIL METOBOLIT RHIZOBAKTERI TOLERAN
CEKAMAN OSMOTIK DAN KEASAMAN YANG BERPOTENSI
SEBAGAI PUPUK HAYATI LAHAN KERING ASAM

Ali Ikhwan dan Dyah Titi Muhardini

Dosen dan Peneliti Pusat Pengembangan Bioteknologi, Universitas Muhammadiyah
Malang

Abstrak

Pada saat menghadapi cekaman, mikrobia akan merespon secara fisiologi dengan mengubah
sistem metaboilisme sel dan mensintesis metabolit spesifik. Hasil penelitian menujukkan ada
perbedaan pola pertumbuhan rhizobakteri dan sintesis metabolit antar petrlakuan cekaman
osmotic dan keasaman-Al. Pada perlakuan cekaman osmotik terdapat 6 metabolit polar spesifik
dan 6 metabolit non-polar spesifik. Pada cekaman keasaman-Al terdapat 6 metabolit polar
spesifik dan 10 metabolit non-polar spesifik, sedangkan pada cekaman ganda osmotik dan
keasaman-Al terdapat 2 metabolit polar spesifik dan 8 metabolit non-polar spesifik. Sebagian
besar metabolit tersebut adalah kelompok asam lemak yang berperan sebagai penyusun utama
(backbone) membran dan dinding sel sehingga toleran terhadap cekaman osmotik dan keasaman,
sehingga toleran terhadap cekaman osmotik dan keasaman dan berpotensi sebagai pupuk hayati
lahan kering asam.

Kata kunci: Rhigobakteri, metabolit, osmotik dan keasaman

Pendahuluan tidak hanya wuntuk mengembalikan
tekanan turgor membran sel saja tetapi
juga menjaga enzim dari inaktivasi oleh
kekuatan ionik tinggi, serta mencegah
kerusakan dan  menjaga  integritas
komponen sel.

Pada kondisi cekaman ganda yaitu
osmotik dan alumunium, konsentrasi
alumunium akan berpengaruh pada
akumulasi osmolit sel. Pada kondisi
alumunium konsentrasi tinggi, alumi-
nium akan menutup saluran K© (K-
chanel) sehingga K terhalangi masuk
kedalam sel (Liu & Luan , 2001). Oleh
karena ion K merupakan osmolit
Dalam  menghadapi  cckaman intraselular utama dalam kondisi ce-

osmotik rhizobakteri akan melakukan kaman osmotik (Ohwada & Sagisaka,

. ) . . 1988), maka konsentrasi Al yang tingei
tiga mekanisme adaptasi yaitu: (1) ), yans Hnss

) . akan menurunkan toleransi mikrobia
mensintesis osmoprotektan secara de

: terthadap cekaman osmotik. Selain itu,
novo, (2) mengambil osmoprotektan yang . . o
RO st o0 O pada konsentrasi Al tinggi dapat terjadi

komposisi dinding sel agar tidak rusak agregasi sitoplasma (Yaganza ¢ al, 2004)
akibat tekanan osmotik yang tinggi yang ~ akan  berpengaruh  tehadap

(Hartman e al., 1991). Menurut Canovas metabolisme  scl (si.nFesis osmoprote.kj
et al. (1996), akumulasi osmoprotektan tan). Dengan  demikian  pada kondisi

Dalam menghadapi cekaman lingkungan
rhizobakteri akan merespon secara
fisiologi dan  berpengaruh terhadap
sistem metabolisme (Moat & Foster,
1988). Hochachka & Somero (1984),
menyatakan  bahwa, mikrobia akan
melakukan adaptasi secara biokimiawi
dengan cara (1) pengaturan komponen
makromolekular sel (enzim, isozim dan
allozim), secara kuantitatif —maupun
kualitatif, ~ (2)  pengaturan  fungsi
makromolekular sel, dan (3) pengaturan
keluaran (outpu?) sistem makromolekular
sel.
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cekaman alumunium, toleransi mikrobia
tethadap  cekaman  osmotik  akan
menurun. Di sisi lain, cekaman osmotik
akan berpengaruh terhadap inaktivasi
enzim dan kerusakan komponen sel
(Csonka, 1989 dan Canovas et al. 1996).
Hal tersebut akan berpengaruh terhadap

sistem  metabolisme  dan  sintesis
metabolit sel, yang dapat menyebabkan
akumulasi  sitrat menurun sehingga

toleransi terhadap Al juga menurun
(Anop et al., 2003). Dengan demikian
ada interaksi pengaruh antara cekaman
osmotik dan  cekaman  alumunium
tethadap metabolisme sel dan sistem
regulasinya. Perubahan metabolisme dan
sistem regulasi adaptasi menyebabkan
perubahan metabolit yang disintesis
(Hochachka & Somero, 1984).

Metode Penelitian

Analisis Pola Pertumbuhan
Rhizobakteri

Pola pertumbuhan rhizobakteri dianalisis
secara spketrofotometri dengan panjang
gelombang A 420 nm yang ditumbuhkan
pada media LB dengan variasi cekaman
osmotik 0,65 M NaCl dan atau
keasaman Al(SO4); 1000 uM pada
kondisi pH 4,6 (Ayanaba, ez al., 1983).

Isolasi metabolit sel

Isolasi metabolit sel dilakukan dengan
dua pendekatan yaitu metanol absolut
untuk senyawa metabolit polar dan
dietileter untuk senyawa metabolit non
polar  sperti  dideskripsikan  oleh
Christoph, ez al, 2007; Jochen, et al,
2006 dan Magda, et al., 2007.

Analisis metabolit sel dengan GC-MS

Komposisi metabolit sel dianalisa
dengan GC-MS (Gass Chromatography—
Mass — Spectrophometry)  tipe  QP2010S
Shimadzu, dengan kolom semi polar

Page 5 of 10 - Integrity Submission
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Rtx-5MS, suhu kolom 320 °C, gas
pembawa helium dengan kecepatan
aliran 0,5 ml/menit (Maud, ¢ a/., 2000).

Hasil Dan Pembahasan

Pola Pertumbuhan Rhizobakteri

Dari pola pertumbuhan nampak bahwa
secara keseluruhan perlakuan cekaman
cenderung menghambat pertumbuhan

dibanding kontrol (tanpa perlakuan
cekaman). Cekaman osmotik lebih
menghambat daripada cekaman

keasaman alumunium (gambar 1). Hal
tersebut menunjukkan bahwa
rhizobakteri lebith sentisif terhadap
cekaman osmotik dibanding cekaman
keasaman alumunium (Metting, 1993).
Hal ini disebabkan rhizobakteri yang
digunakan berasal dari isolat rhizosfer
tanah masam yang secara alamiah sudah
beradapatasi dengan lingkungan asam.
Cekaman keasaman pada tanah masam
(Podzolik Merah Kuning) mencapai pH
42 dan bersifat permanen dibanding
ceckaman  osmotik  yang  temporal
(Sanchez, 1976). .Dengan demikian
rhizobakteri yang berasal dari tanah
tersebut lebih resisten terhadap cekaman
keasaman dibanding cekaman osmotik.

Metabolit Polar
Analisis Profil Metabolit

Hasil analisis GC/MS, menunjukkan
jumlah metabolit yang berbeda antar
petlakuan.  Metabolit  polar  yang
terdeteksi dari masing-masing perlakuan
adalah: (1) kontrol 18 metabolit, (2)
cckaman osmotik 23 metabolit, (3)
cekaman Al2(SO4)3 15 metabolit dan (4)
cekaman ganda (osmotik & Al2(SO4)3)
7 metabolit (gambar 2). Hal tersebut
disebabkan profil metabolit mikrobia
juga ditentukan oleh media pertumbuhan
(Julia, ez al. (2007).

Submission ID trn:oid:::1:3393378373
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan rhizobaketri (Klebsiella pnenmoniae) pada media LB +
cekaman osmotik & keasaman-Al

Analisis Metabolit Spesifik

Hasil analisis metabolit polar dari
masing-masing perlakuan, terdapat 2
metabolit konstitutif , 12 mtabolit tidak
spesifik dan 17 metabolit spesifik (tabel
1). Metabolit spesifik terdiri dari: kontrol
4  metabolit, cekaman osmotik 5
metabolit, cekaman Al»(SO4)36 metabolit

il 50000
=

3 ]

dan cekaman ganda (osmotik dan
Al(SO4)3) 2 metabolit, dengan pola
sebaran yang berbeda (gambar 4).
Menurut Jana, et al. (2007), mikrobia
akan mensintesis metabolit spesifik
ketika menghadapi cekaman lingkungan.

Waktu Retensi imenit)

Gambar 2. Hasil analisis GC-MS metabolit polar pada variasi cekaman osmotik dan

keasaman-Al;

kN0,

cekaman osmotik, cekaman

keasaman-Al dan === cckaman osmotik & keasaman-Al
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Tabel 1. Analisis metabolit polar spesifik, tidak spesifik dan konstitutif, dari masing-

masing perlakuan cekaman

Macam Metabolit

Macam Perlakuan Cekaman

Stearic acid

14.59%

Palmitic acid

2-Methyl Tetrahydrofuran

12.54%

Kontrol

1345% | 19.58%
| 12.54% |
_10.01% |

Osmotik

| 29.06% |

ALSO.)3
9.25%

14.99%

Osm &
Al(SOy)3

29.43%

Octanamide, N-(2-hydroxyethyl)

9,12-Hexadecadienoic acid, methyl ester - -
2-Methyl-3-Oxo-Tetrahydrofuran 10.01% - - -
9,11-Octadecadienoic acid, methyl ester 8.64% - - 40.85%
Oeclic Acid Amide 6.04% 5.4% - -
Methyl linoleate 4.36% - - 11.74%
L-Glutamine 4.08% - - -
Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl) - - -
Oleic acid 9.27% 4.36% -

5.01%

Lauric amide

4.03%

Myristic acid

Arachidic acid methyl ester

3.18%

Hexanamide, N-(2-hydroxyethyl)

2.57%

Nonanedioic acid, dimethyl ester

2.18%

Patchouli alcohol

delta.-Guaiene

Oleic acid methyl ester

Alloaromadendtene

1,2-Benzenedicarboxylic acid, dioctyl ester

Silicone Polymer

Linoleic acid

28.27%
11.93%

7.89%

6.31%

2.37%

Olealdehyde, dimethyl acetal

Keterangan: : [ll metabolit spesifik,

ks k

P

o

=
]

-]
poee e borrnehoe ol v bl palbor b0

Waktu Retensi (menit)

5.98% |

1.3%

B metabolit konstitutif, [] metabolit tidak spesifik

Gambar 3. Hasil analisis GC-MS metabolit non-polar pada variasi cekaman osmotik
dan keasaman-Al; = kontrol, === cekaman osmotik, === cekaman
kemsaman-Al dan == cckaman Osm & keasaman-Al
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Metabolit Non-Polar
Analisis Profil Metabolit

Hasil analisis GC/MS, menunjukkan
bahwa  metabolit non-polar  yang
terdeteksi dari masingmasing perlakuan
adalah: kontrol 30 metabolit, cekaman
osmotik 48  metabolit, cekaman
AlI2(SO4)3 11 metabolit dan cekaman
osmotik & Al(SO4)s; 48 metabolit
(gambar 5). Menurut Catherine e/ al.,
(2008),  perbedaan  media  kultur
berpengaruh terhadap profil metabolit
intraselular sel.

Analisis Metabolit Spesifik

Hasil analisis metabolit non-polar dari
masing-masing perlakuan terdapat 28
metabolit spesifik, 12 mtabolit tidak
spesifik dan tanpa metabolit konstitutif,
(tabel 2). Metabolit spesifik tersebut
terdiri dari 7 metabolit untuk kontrol, 5
metabolit untuk cekaman osmotik, 9
metabolit untuk cekaman Al>(SO4)3 dan
7 metabolit untuk cekaman ganda
(osmotik dan Al(SO4)3) dengan pola
sebaran yang berbeda (Gambar 7).

Tabel 2. Analisis metabolit non-polar spesifik, tidak spesifik dan konstitutif dari masing-

masing perlakuan cekaman

Macam Perlakuan Cekaman

Hexanedioic acid, his(2-ethylhexyl) ester

Nonanamide

Phenol, 3,5-his(1,1-dimethylethyl)

Tridecanol

1-Octanol, 2,2-dimethyl

1-Tricosene

1-Octadecanol

Macam Metabolit . Osm &
Kontrol Osmotik A(SO4)3 ALSOL3
Palmitic acid 28.32 % 7.58% = 7.43%
Stearic acid 16.21% 9.73% - -
Tetrapentacontan 1,54-Dibromo 8.04% - -
Oelic Acid Amide - 10.45%

26.64%

9,11-Octadecadienoic acid, methyl ester

4.57%

1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester

3.17%

Nonadecane

- 2.59%

Methyl linoleate

Tetratetracontane

Palmitic amide

Hexadecanoic acid, octadecyl ester

Octadecanoic acid, eicosyl ester

9,12-Hexadecadienoic acid, methyl ester

2-Methyl-4-Hexyne-3-One

Octadeca-9,12-Dienoic Acid Methyl Ester

Nonadecane, 1-Chloro

13-Methyl-Pentadec-14-1,13-Diol

1-Octanol, 2-butyl

14-.Beta-H-Pregna

Octadeca-9,12-Dienoic Acid Methyl Ester

Oleic acid

Eicosane, 10-methyl

n-Tetratetracontane

n-Nonacosane

13-Methyl-Pentadec-14-ene-1,13-diol

n-Docosane

Keterangan : [Jl] metabolit spesifik, [] metabolit tidak spesifik
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metabolit antar perlakuan cekaman 7§t2a11ne 78;2 way. ] Bacteriol '
osmotic dan keasaman-Al. Perbedaan B

pola metabolit tersebut terjadi baik pada
metabolit polar dan non-polar. Pada
perlakuan cekaman osmotik terdapat 6
metabolit polar spesifik dan 6 metabolit
non-polar  spesifik. Pada cekaman
keasaman-Al terdapat 6 metabolit polar
spesifik dan 10 metabolit non-polar
spesifik, sedangkan pada cekaman ganda
osmotik dan keasaman-Al terdapat 2
metabolit polar spesifik dan 8 metabolit
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dinding sel sehingga toleran terhadap
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