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Abstract 

 

Bacteria Resistant to Chlorpyrifos Organophosphate Pesticides Isolated from Marin Water of North 

Coastal Waters of Central Java 

 
Chlorpyrifos from agricultural activities eventually will flow to marine waters through rivers. This research was conducted to 

determine the resistance of bacteria from seawater of 100ppm Chlorpyrifos.  Three of the five bacterial strains was isolated 

from seawater from Brebes and Pati, Central Java were selected because they were resistant to the pesticide chlorpyrifos. 

Analysis of 16S rRNA gene sequences showed that the isolates belonged to the genus Virgibacillus spp. (2 strains) and Bacillus 

sp (1 strains). This bacterial strain has great potential ability to bioremediation of coastal waters of Brebes and Pati, Central 

Java from chlorpyrifos pesticide residues. 
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Abstrak 

 
Khlorpifos dari hasil kegiatan pertanian lama kelamaan akan menuju ke perairan laut melalui aliran sungai.  Penelitian 

dilakukan untuk mengetahui resistensi baktrei dari air laut yang tahan terhadap 100ppm Khlorpirifos.  Tiga dari lima strain 

bakteri yang diisolasi dari air laut dari Brebes dan Pati Jawa Tengah dipilih karena resisten terhadap pestisida khlorpirifos. 

Analisis sekuens gen 16S rRNA menunjukkan bahwa isolat termasuk dalam genus Virgibacillus sp. (2 strain) dan Bacillus sp (1 

strain). Strain bakteri ini memiliki potensi penggunaan yang besar untuk bioremediasi perairan pesisir Brebes dan Pati Jawa 

Tengah dari residu pestisida klorpirifos. 

 

Kata Kunci: Resisten, Khlorpirifos, Bacillus albus, Virgibacillus salaries  

 

 

PENDAHULUAN 

 

Pesisir Utara Pulau Jawa merupakan daerah pertanian yang sangat luas dan untuk 

mendukung keberhasilan pertanian dibutuhkan pestisida.  Pestisida yang saat ini banyak digunakan 

adalah dari jenis Organofospat seperti Khlorpirifos.  Senyawa pestisida Klorpirifos memiliki struktur 

kimia [O, O-diethyl O-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl) phosphorothioate] banyak digunakan di pertanian, 

perkebunan dan rumah tangga (Wang et al., 2013).  

 

Pestisida klorpirifos paling banyak digunakan sebagai pengendali hama di Indonesia sejak 

revolusi hijau yang dicanangkan pemerintah pada tahun 1965.  Meluasnya penggunaan pestisida 

ini telah menyebabkan pencemaran lingkungan yang luas, seperti di tanah, danau dan air (Isworo 

et al., 2015).  Relyea (2009) melaporkan bahwa beberapa ekosistem darat dan air terkontaminasi 

oleh pestisida Khlorpirifos.  Penggunaan Khlorpirifos dapat berdampak pada komunitas perairan 

seperti plankton, katak dan hewan lainnya (Bendis dan Relyea 2016).  Beberapa jenis karang di 

perairan Laut Jawa mendeteksi adanya senyawa Khlorpirifos pada jaringan karang.  (Sabdono et 

al., 2007).  Beberapa pestisida organofosfat seperti Khlorpirifos, Fenitrotion dan Profenofos telah 

mencemari organisme benthik (Anadara inaequivalvis, Perna viridis dan Atrina pectinata) di 

Surabaya, Semarang, Demak dan Brebes (Suryono et al., 2019a; Suryono et al., 2019a; Suryono et al., 

2021).  Meskipun pestisida organoposfat seperti Khlorpirifos lebih cepat rusak, memiliki dampak yang 

lebih ringan, dan lebih aman serta tidak terlalu beracun dibandingkan organoklorin.  Namun 
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pestisida organoposfat merupakan pestisida paling populer dan penggunaannya terus 

berkembang karena murah, keampuhan, spektrum aplikasi yang luas, kemampuan pengendalian 

multi-hama dan kurangnya bertahan lama di alam (Dujaković et al., 2010; Li et al., 2010; Sapbamrer 

dan Hongsibsong, 2014).  Namun dengan penggunaan yang tanpa henti dan tanpa protokol yang 

benar lama kelamaan akan menimbulkan pemasalahan dilingkungan baik darat maupun perairan.  

Upaya remidiasi residu pestisida tersebut salah satunya dengan menggunakan bakteri yang mampu 

mendegradasi pestisida tersebut baik yang berasal dari lingkungan darat maupu perairan.  

Beberapa penelitian di Indonesia telah menunjuk bahwa bakteri mampu mendegradasi pestisida 

jenis Khlorpirifos dari berbagai sember seperti air dan sedimen danau air tawar (Isworo et al., 2015), 

tanah pertanian (Sulaeman et al., 2016), air tanah (Rochaddi et al., 2019), kerang laut (Suryono et 

al., 2021). Salah satu cara yang paling baik saat ini untuk mencari bakteri yang mampu 

mendegradasi atau resisten terhadap bakteri adalah secara molekuler.  Beberapa penelitian telah 

dilakukan mengenai identifikasi bakteri pada tingkat molekuler yang dapat mendegradasi 

kelompok pestisida organofosfat tertentu. Beberapa gen pendegradasi pestisida Khlorpirifos (gen 

mpd dan opd) ditemukan pada beberapa bakteri (Yang et al., 2006).  Sebagian besar gen 

degradasi ini dikodekan dalam plasmid mereka dalam urutan DNA yang sama.  Berbeda dengan 

hasil penelitian Horne et al. (2002) bahwa gen pendegradasi pestisida Khlorpirifos pada bakteri 

Agrobacterium radiobacter dikodekan dalam kromosomnya, tetapi mempertahankan urutan DNA 

yang mirip dengan gen opd pada spesies bakteri lainnya.  Tujuan penelitian ini dilakukan untuk 

mencari bakteri yang resisten terhadap klorpirifos pada air laut dengan mengidentifikasi secara 

molekuler. 

 

MATERI DAN METODE 

 

Sampel bakteri diperoleh dari isolasi bakteri dari sampel air laut dengan menggunakan 

metode seri pengenceran - spread plate dengan media Nutrien Agar (NA). Purifikasi ke dalam 

tabung reaksi dengan metode streak (media miring Nutrien Agar) sebagai stok (Laili dan Hartati, 

2011).  Inokulasi bakteri resisten Khlorpirifos dilakukan menggunakan media cair zobell 2216E yang 

diperkaya Khlorpirifos 100 ppm.  Kultur uji dishaker dengan kecepatan 120 rpm pada suhu ruangan 

selama 3 x 24 jam (Laili dan Hartati, 2011).  Uji isolate bakteri resitensi terhadap penambahan 100 

ppm Khlorpirifos dapat dilihat dalam (Gambar 1). 

 

 
 

Gambar 1. Hasil Uji Resistensi Bakteri pada Media dengan Penambahan Khlorpirifos 100 ppm. (A) 

Kontrol Media Bakteri dengan Khlorpirifos 100 ppm, (B) Bakteri Resisten diketahui dengan 

adanya Bakteri yang Tumbuh, (C) Bakteri yang tidak dapat Tumbuh pada media 

Khlorpirifos 100 ppm 
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Isolat bakteri hasil inokulasi diidentifikasi secara molecular berdasarkan sekuens gen 16 S rRNA. 

DNA bakteri diekstraksi menggunakan saponin dan chelex resin. DNA genom yang diperoleh 

selanjutnya diamplifikasi menggunakan primer primer depan (Forward) 27F (5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') dan primer belakang (Reverse) HCO2198: 3’- TAA ACT TCA GGG 

TGA CCA AAA AAT CA -5’. Proses amplifikasi dilakukan sebanyak 30 siklus, yang terdiri dari denaturasi 

pada suhu 96 °C selama 10 detik, annealing pada suhu 50 °C selama 60 detik, dan suhu 

pemanjangan 72 °C selama 90 detik. Proses PCR diakhiri dengan pemanjangan akhir pada suhu 72 

°C selama 4 menit. Hasil amplifikasi selanjutnya dilakukan sekuensing urutan basa nitrogennya. Proses 

sekuensing dilakukan oleh PT. Genetika Science, TangerangData sekuen forward dan reverse 

selanjutnya dilakukan editing menggunakan program MEGA 7 (Sabdono et al., 2007).  

 

Identifikasi spesies dilakukan dengan membandingkan data fasta sekuen masing-masing 

bakteri dengan database yang ada di gene bank menggunakan fasilitas BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) pada National Center for Biotechnology Information, National Institute for 

Health, USA (www.ncbi.nlm.nih.gov; NCBI).  Analisis kemungkinan maksimum (maximum likehood) 

digunakan untuk membangun pohon filogenetik.  Multiple alignment / berpasangan urutan DNA 

dianalisis oleh Clustal X (Thompson et al., 1997).  Perangkat lunak PAUP * 4.0 digunakan untuk 

membangun pohon filogenetik (Swofford, 1998). Nomor aksesi urutan nukleotida Urutan nukleotida 

gen 16S rDNA parsial dari strain yang dipilih disimpan dalam database Genbank (Sabdono et al., 

2007). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil penelitian menunjukan bahwa petani di pesisir Pantai Utara Jawa Tengah menggunakan 

pestisida berbagai merek untuk membasmi hama tanaman seperti Dursban, Hardtop, Arjuna, 

DuPont Prevathon, Ares, Amistar, Diazinon, Virtako, Dimmer, DuPont Ally Plus, Orthene 75 SP, Bentan, 

Besvidan, Pyrinex–C dan Prima Strike.  Pestisida pestisida tersebut sebagian besar berbahan aktip 

khlorpirifos yang bervariasi konsentrasinya.  Hasil isolasi baktetiri dari air laut yang resisten terhadap 

khlorpirifos 100 ppm ditemukan 3 isolat yaitu BPAL 1.2 (1 isolat) berasal dari perairan Brebes dan PJAL 

1 (1 isolat) dan PJAL 3 (3 isolat) berasal dari perairan Pati untuk lebih jelasnya datap dilihat dalam 

Tabel 1.   

 

Tabel 1. Bakteri yang resisten terhadap 100 ppm Klorpirifos 

 

Kode 

Sampel 

Klorpirifos 

(100 ppm) 

Panjang Sekuens 

 (bp) 
Nama Bakteri 

Homologi  

(%) 
Accesion Number 

BPAL 1.2 + 1440 Virgibacillus salarius 99,33 MT299656 

PJAL 1 + 1102 Bacillus albus 99,55 MT299705 

PJAL 3 + 1445 Virgibacillus salarius 99,86 MT299655 

 

Beberapa penelitian menunjukan bahwa khlorpirifos dapat terdegradasi oleh bakteri seperti bakteri 

yang bersal dari tanah (Rayu et al., 2017) dan air tanah (Rochaddi et al., 2019).  Beberapa bakteri 

dari tanah pertanian yang memiliki kemampuan mendegrasi pestisida khlorpirifos seperti 

Pseudomonas sp (Farhan et al., 2013), Klebsiella sp. (Farhan et al., 2013), dan Stenotrophomonas sp. 

(Deng et al., 2015), Pseudomonas monteilii, Bacillus cereus dan Pseudomonas sp (Sulaeman et al., 

2016).  Lebih lanjut Rochaddi et al. (2019) menginformasikan beberapa bakteri yang berasal dari 

airtanah yang diambil di sekitar Surabaya, Sidoarjo, Gresik dan Lamongan mampu mendegradasi 

khlorpirifos seperti Bacillus cereus, Bacillus paramycoides, Bacillus thuringiensis, dan Bacillus subtilis.  

Sebagian besar peneli mencari bakteri pendegradasi khlorpirifos berasal dari tanah yang terkait 

dengan pertanian maupun air yang ada di daratan dan masih jarang terhadap material yang 

berasal dari lingkungan laut.   Hasil penelitian saat ini menggukan materi yang berasal dari air laut 

untuk mencari bakteri yang resisten atau mampu mendegradasi khorpirifos didapatkan dua jenis 

bakteri yaitu Virgibacillus salaries berasal dari air laut Brebes dan Pati dan Bacillus albus yang berasal 

dari Pati.  Peneltian penelitian sebelumnya yang menggunakan materi dari lingkungan laut juga 
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mendapatkan bakteri yang mampu mendegradasi khorpirifos seperti yang dilakukan Zhang et al 

(2006) mendapatkan bakteri Virgibacillus flavescens dari sedimen laut; Essghaier et al. (2012) 

menemukan Virgibacillus marismortui yang ditemukan dari danau garam; Montriwong et al. (2012) 

menemukan Virgibacillus halodenitrificans.  Lebih lanjut   Suryono et al. (2021) menemukan beberapa 

jenis bakteri yang bersimbion dengan kerang kerangan laut yang diambil disekitar perairan 

Surabaya dan Sidoarjo ditemukan bakteri yang mampu mendegradasi khlorpirifos seperti Vibrio 

parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi, Virgibacillus marismortui, 

Virgibacillus salaries, Bacillus tropicus.  Bila dilihat bakteri dari penelitian sebelumnya dan bakteri yang 

didapat pada saat penelitian saat ini yang menggukan sumber dari laut mengindikasikan bahwa 

bakreri Virgibacillus sp dan Bacillus sp yang selalu ada dalam lingkungan laut dan beberapa jenis 

menunjukan kemampuan mendegradasi atau resisten terhadap pestisida jenis khlorpirifos. 

 

 
Gambar 2.  Pohon filogenetik bakteri dari air laut yang resisten terhadap khlorpirifos menggunakan 

metode Neighbor-Joining dengan model Kimura 2-parameter dan 1.000 bootstrap 
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Dalam penelitian ini diperoleh 3 strain bakteri yang resisten terhadap 100 ppm klorpirifos dari 

sampel air laut Pesisir Utara Pulau Jawa (Berebes dan Pati). Gen 16S rDNA diurutkan untuk 

mengetahui korelasi filogenetik dan evolusi di antara strain bakteri.  Urutan DNA dari 3 strain bakteri 

berhasil diamplifikasi menggunakan PCR, dan diidentifikasi dengan menggunakan nukleotida BLAST 

berdasarkan database GenBank.  Analisis urutan DNA menunjukkan bahwa identitas nukleotida 

yang bervariasi dari 99,33% hingga 99,86% didasarkan pada urutan konsensus 3 bakteri yaitu V. 

salaries dan B. albus (Tabel 1).  Isolat terbaik, PJAL 3, diidentifikasi sebagai V. salarius dan disimpan di 

GenBank dengan Acc. Nomor MT299655. Analisis filogenetik mengelompokkan isolat menjadi dua 

klad, yaitu yaitu V. salaries dan B. albus. (Gambar 2).  Selanjutnya dalam Gambar 2 menunjukkan 

bahwa isolat PJAL 3 mengelompok ke dalam kelompok Virgibacillus sp.  Beberapa penelitian 

sebelumnya menginformasikan bahwa Virgibacillus sp memiliki potensi untuk degradasi substrat, 

seperti V. flavescens diisolasi dari sedimen laut, dapat mendegradasi kasein, pati, pektin, asam 

poligalakturonat, karboksimetil-selulosa, asam alginat, dan agar (Zhang et al., 2016).  Essghaier et al. 

(2012) melaporkan bahwa V. marismortui yang diisolasi dari danau garam dangkal di Tunisia dapat 

mendegradasi kitin.  Montriwong et al. (2012) menginformasikan bahwa V. halodenitrificans 

menghasilkan proteinase tinggi.  Beberapa genus Bacillus juga dilaporkan dapat mendegradasi 

pestisida klorpirifos.  Namun, sebagian besar diisolasi dari tanah, seperti B. cereus (Liu et al., 2012; 

Jiang et al., 2019), B. megaterium (Zhu et al., 2019), dan B. subtilis (El-Helow et al., 2013).  Dari hasil 

penelitian saat ini dan beberapa penelitian sebelumnya menunjukan bahwa bakteri Virgibacillus 

salaries dan Bacillus albus merupakan kelompok bakteri dari lingkungan laut yang resisten atau 

memiliki kemampuan mendegradasi pestisida. 
 

KESIMPULAN 
 

Hasil penelitian ditemukan 2 spesies bakteri yang resisten terhadap Khlorpirifos 100ppm dari 

perairan Brebes Virgibacillus salaries MT299656 dan perairan Pati Virgibacillus salaries MT299705, 

Bacillus albus MT299655. 
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