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Hindersah R. 2015. Pertumbuhan dan komposisi eksopolisakarida bakteri pemfiksasi nitrogen Azotobacter spp. pada media yang 
mengandung kadmium. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1: 1644-1648. Penggunaan pupuk fosfat yang intensif di lahan pertanian 
sayuran menyisakan kontaminan kadmium (Cd) karena secara alami batuan fosfat mengandung Cd dalam konsentrasi yang lebih tinggi 
daripada tanah. Produktivitas sayuran di tanah dengan ketersediaan P rendah mengandalkan pupuk fosfat sebagai sumber nutrisi 
tanaman sehingga tanah berpotensi terkontaminasi Cd. Saat ini pupuk hayati yang mulai digunakan pada pertanaman sayuran antara lain 
Azotobacter pemfiksasi dinitrogen (N2). Salah satu mekanisme Azotobacter untuk menghindari keracunan oleh Cd adalah melalui 
produksi eksopolisakarida (EPS). Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh informasi perbedaan pertumbuhan dan komposisi EPS 
beberapa isolat Azotobacter dengan keberadaan kadmium pada media cair. Tiga isolat Azotobacter penghasil EPS diisolasi dari rizosfer 
tanaman yang tumbuh di dataran tinggi Lembang dengan menggunakan media Ashby bebas nitrogen. Setiap isolat 
Azotobacterditumbuhkan di dalam kultur cair dengan dan tanpa Cd pada suhu kamar selama 84 jam. Hasil penelitian memperlihatkan 
bahwa pertumbuhan ketiga isolat Azotobacter dihambat oleh 1 mM dan 10 mM kadmium khloride. Namun pertumbuhanisolat LKM6 
pada 0,1 mM kadmium khloridalebih baik dibandingkan kedua isolat lainnya. Pada 0,01 mM kadmium khloride, pertumbuhan ketiga 
isolat tidak terhambat. Eksopolisakarida yang dihasilkan oleh ketiga isolat mengandung polisakarida dan asam organik dengan 
konsentrasi yang berbeda untuk setiap isolat; keberadaan Cd di dalam kultur cair mengubah komposisi EPS. Hasil ini menjelaskan 
bahwa untuk lahan pertanian terkontaminasi ringan oleh Cd, penggunaan pupuk hayati Azotobacter resisten Cd dapat disarankan.  

Kata kunci: Azotobacter, eksopolisakarida, kadmium, pupuk hayati 
Singkatan: Cd: Cadmium; Dinitrogen (N2); EPS: Exopolysachharide 

Hindersah R. 2015. Growth and Exopolysachharide composition of nitrogen fixing bacteria Azotobacter  spp. in the presence of 
cadmium.  Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1: 1644-1648. Intensive and long-term application of phosphate (P) fertilizer can increase 
Cd concentration in the soil since they contain higher level Cadmium (Cd) as impurity than that present in the soil. Vegetable production 
in soil contains low available P rely on P fertilizer so that Cd accumulate in the soil. Nowadays, nitrogen-fixing Azotobacter is already 
being used in vegetable production. In the presence of Cd, one of resistance mechanism of Azotobacter to avoid Cd toxicity is by 
exopolysaccharides (EPS) synthesis. The objective of this experiment was to study the difference of growth and EPS composition of 
some Azotobacter isolates in the presence of Cd in liquid media. Three EPS-producing Azotobacter has been isolated from the 
rhizosphere of vegetation grown in Lembang Highland by using nitrogen-free media. Each Azotobaterisolate was grown in media 
containing a particular concentration of Cd for 84 hours at room temperature. Results showed that growth of all Azotobacter isolates was 
inhibited by 1 mM and 10 mM Cadmium chloride. However, the growth of isolate LKM6 in the presence of 0.1 mM cadmium chloride 
was better than that of another isolate. In the presence of 0.01 mM cadmium chloride, the growth of all isolates was not inhibited. 
Exopolysaccharides produced by the three isolates contained polysaccharide and organic acid but the concentration differed; the 
presence of Cd in liquid culture change EPS composition. These results suggest that for slightly Cd-contaminated soil, using Cd-
resistance biofertilizer Azotobacter might be recommended.  

Keywords: Azotobacter, biofertilizer, cadmium, exopolysaccharides 

PENDAHULUAN 

Secara alami tanah mengandung kadmium (Cd) dengan 
konsentrasi yang tergantung pada batuan induk, cara 
terbentuknya tanah, dan translokasi logam berat di tanah 
(Bradl 2005). Namun kegiatan antropogenik menyebabkan 
konsentrasi Cd meningkat. Kontaminasi Cd di lahan 

pertanian, bersumber antara lain dari pupuk fosfat dan 
pupuk kandang (Bradl 2005; Grant 2011). Batuan fosfat 
mengandung Cd0.15 to 507 mg kg-1 (Mar dan Okazaki 
2012), lebih besar daripada rata-rata Cd di tanah,dan 
menjadikannya sebagai sumber kontaminan Cd di tanah. Di 
tanah Cd adalah logam berat yang paling larut mudah dan 
dipertukarkan dibandingkan dengan Mo, Zn, Cd, Cu, Pb, 
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Ni, and Cr (Bradl 2005) sehingga Cd relatif lebih 
tersediauntuk tanaman. Kadmium dapat terakumulasi di 
jaringan tanaman, menghambat pembentukan akar lateral; 
dan akar utama menjadi coklat, kaku dan terpilin (Yadav 
2010). Pada tanaman jagung (Popova et al. 2008) , kacang-
kacangan (Popova et al. 2008; Wahid et al. 2008) dan 
gandum (Moussa dan El-Gamal 2010). Paparan Cd 
dilaporkan pula menurunkan kandungan klorofil-a and 
klorofil-b, kecepatan fotosintensis (Chen et al. 2011; Xue et 
al. 2013; ) 

Kadmium adalah element toksik untuk mikroba tanah 
pemfiksasi N2simbiotik maupun nonsimbiotik. Paparan Cd 
dapat mempengaruhi pembentukan sistem symbiosis 
legum-Bradyrhizobium, nodulasi dan fiksasi nitrogen, 
dengan derajat hambatan tergantung konsentrasi Cd 
(Bianucci et al. 2013). Populasi rizobakteri pemfiksasi N2 
nonsimbiotik Azotobacter menurun pada tanah terpapar Cd 
daripada di tanah normal (Rathaur et al. 2012; Prasad et al. 
2012). Azotobacter sudah dimanfaatkan sebagai pupuk 
hayati karena mampu memfiksasi nitrogen (Kizilkaya 
2009) dan memproduksi fitohormon (Wani et al. 2013; 
Vikhe 2014). Bakteri ini mengembangkan mekanisme 
proteksi terhadap keracunan logam berat melalui biosorpsi 
oleh eksopolisakarida (Rasulov et al. 2013; Gauri et al. 
2011). EPS berperan dalam imobilisasi logam berat karena 
langsung mengikat logam berat seperti Cd dan Cr di tanah 
terkontaminasi (Joshi dan Juwarkar 2009). Kapasitas ini 
membantu menghilangkan logam berat dari lingkungan dan 
dapat mempercepat pertumbuhan tanaman yang normal.  

Sejalan dengan pertanian yang memperhatikan 
keamanan lingkungan dan pangan, antisipasi terhadap 
kemungkinan peningkatan Cd tanah akibat pemupukan atau 
kegiatan antropogeni sehingga diperlukan informasi 
ketahanan pupuk hayati terhadap logam berat Cd. Kajian 
kontaminasi Cd di lahan pertanian dataran tinggi belum 
banyak dilakukan. Potensi cemaran Cd terlihat di beberapa 
lokasi lahan pertanian di Cikole lembang, sudah mencapai 
10 kali lipat dari lahan alami di sekitarnya (Sudirja dan 
Hindersah 2007).  

Produksi EPS Azotobacter telah banyak diteliti (Emtiazi 
et al. 2004; Hindersah et al. 2006; Rasulov et al. 2013). 
Komposisi EPS Azotobacter masih perlu diteliti, lebih dari 
dua dekade yang lalu, Likhosherstov et al. (1991) 
memperlihatkan bahwa Azotobacterbeijerinckii B-1615 
terutama mengandung D-galaktosa, K-ramnosa dan asam 
piruvat serta asam mannuronat dan guluronat penyusun 
alginat. Eksopolisakarida Azotobacter berupa alginat yang 
terdiri atas asam manuronat dan guluronat dengan 
komposisi dan viskositas yang berbeda dengan alginat 
komersial dari ganggang laut (Vargas-Garcia et al. 2003). 
Namun perubahan komposisi EPS yang disintesis 
Azotobacter di dalam kultur yang dikontaminasi Cd masih 
perlu diteliti. Resistensi sel Azotobacter dalam kondisi 
terpapar Cd akan memberikan informasi kelayakan 
penggunaan Azotobacter sebagai pupuk hayati pada tanah 
pertanian dengan kadar Cd meningkat. Penelitian ini 
bertujuan untuk memperoleh informasi perbedaan 
pertumbuhan dan komposisi EPS tiga isolat Azotobacter 
yang diisolasi dari tanah terkontaminasi ringan Cd dengan 
keberadaan kadmium pada media cair. 

BAHAN DAN METODE 

Bahan biologis 
Tiga isolat Azotobacter, yaitu isolat BS3, LKM6 dan 

LH15, yang diisolasi dari rizosfer tanaman di Desa Cikole 
Kecamatan Lembang ,Kabupaten Bandung Barat, Jawa 
Barat. Bakteri diisolasi dengan metode pengayaan dan 
dilanjutkan dengan metode gores pada media Ashby bebas 
N (10 g manitol; 0,2 g KH2PO4; 0,2 g MgSO4.7H2O; 0,2 g 
NaCl; 0,1 g CaCO3; 10 mg Na2MoO4). Biakan murni 
dipelihara pada media Ashby bebas N. Induksi produksi 
EPS dilakukan pada media Vermani (Hindersah et al. 
2006). Azotobacter isolat BS3, LKM6 dan LH15 
memfiksasi nitrogen dengan kapasitas reduksi asetilen 
0,016, 0,014, dan 0,020 µmol jam-1.  

 
Penetapan pertumbuhan Azotobacter pada media cair 
dengan Cd 

Ke dalam 10 mL media Vermani (10 g Sukrosa; 1,0 g 
KH2PO4; 1,0 g MgSO4.7H2O; 0,5 g NaCl; 0,1 g CaCO3; 0,1 
g NaNO3; 0,1 g FeSO4; 10 mg Na2MoO4) di dalam tabung 
erlen meyer 50 mL) tanpa dan dengan 0,01; 0,1; 1 dan 10 
mM CdCl2; ditambahkan 10 % biakan murni Azotobacter 
dengan kepadatan sel 108 cfu mL-1. Kultur diinkubasi pada 
suhu kamar (25-27oC) dengan pengocokan 115 rpm selama 
84 jam. Pertumbuhan ketiga isolat ditentukan dengan 
mengukur kepadatan sel di dalam kultur cair setiap 12 jam 
dari setiap tabung berbeda dengan metode pengenceran plat 
pada media Vermani (Hindersah et al. 2006).  

PenentuanKomposisi EPS Azotobacter 
Eksopolisakarida Azotobacter isolat BS3, LKM6 dan LH15 
diekstraksi dari kultur cair Vermani umur 60 jam dengan 
metode ekstraksi menurut Vermani et al., (1997) yang 
dimodifikasi oleh Hindersah et al. (2006). Ke dalam 10 mL 
media Vermani (10 g Sukrosa; 1,0 g KH2PO4; 1,0 g 
MgSO4.7H2O; 0,5 g NaCl; 0,1 g CaCO3; 0,1 g NaNO3; 0,1 
g FeSO4; 10 mg Na2MoO4) di dalam tabung erlen meyer 50 
mL) tanpa dan dengan 0,1mM CdCl2; ditambahkan 10 % 
biakan murni Azotobacter dengan kepadatan sel 108 cfu 
mL-1. 

Eksopolisakarida diekstraksi menurut metode Vermani 
et al. (1997) yang dimodifikasi oleh Hindersah et al. 
(2006). Kultur disentrifugasi 7.000 rpm pada suhu 4oC 
selama 20 menit, supernatan dikoleksi sedangkan endapan 
dibuang. Ke dalam 10 mL supernatan ditambahkan 20 mL 
aseton teknis dingin dan dibiarkan semalam pada suhu 4oC. 
Eksopolisakarida dikoleksi pada kertas saring Whatman no 
1 setelah sentrifugasi 7.000 rpm pada suhu 4oC selama 20 
menit. Bobot EPS ditentukan setelah kertas saring berisi 
EPS dikeringkan pada suhu 35oC.  

Untuk menentukan konsentrasi dan jenis polisakarida, 
ke dalam tabung mikro berisi EPS basah ditambahkan 1 
mL campuran etanol dan air (6: 4). Campuran diaduk 
selama 10 detik menggunakan pengaduk. Jenis dan 
konsentrasi polisakarida ditentukan dengan Kromatografi 
Cair Kinerja Tinggi fasa terbalik menggunakan kolom C8. 
Penentuan konsentrasi dan jenis asam organik di dalam 
EPS dilakukan dengan menambahkan 1 mL campuran 
asetonitril dan air (6: 4) ke dalam tabung mikro berisi EPS. 
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Campuran diaduk selama 10 detik. Jenis dan konsentrasi 
asam organik ditentukan dengan KCKT fasa terbalik 
menggunakan kolom C8. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kepadatan sel Azotobacter spp.  
Pertumbuhan ketiga isolat Azotobacter di dalam media 

cair Vermani dengan berbagai konsentrasi CdCl2 terlihat 
pada Gambar 1. Secara umum, pertumbuhan sel bakteri 
dipengaruhi oleh konsentrasi CdCl2 di dalam media. 
Peningkatan konsentrasi CdCl2 menurunkan kemampuan 
sel bakteri untuk memperbanyak diri.  

Dibandingkan dengan di dalam media tanpa CdCl2 
(kontrol), pertumbuhan ketiga isolat pada konsentrasi 1 dan 
10 mM CdCl2 tertekan. Bahkan kepadatan sel di dalam 
media terpapar 10 mM CdCl2 di akhir inkubasi menurun 
sampai 10-5 cfu mL-1. Pada konsentrasi 0,1 mM CdCl2, 
kepadatan sel isolat BS3 dan LH15 lebih rendah daripada 
LKM6. rKetiga isolat memperlihatkan resistensi terhadap 
0,01 mM CdCl2 yang diperlihatkan oleh hampir 
berimpitnya kurva pertumbuhan dengan kontrol.  

Mikroorganisme sanggup mengembangkan mekanisme 
toleransi untuk bertahan hidup pada lingkungan yang 
mengandung logam berat (Martin-Laurent et al. 2004). 
Azotobacter A5 dan Azotobacter A9 yang diisolasi dari 
laha terkontaminasi Ni-Cd memperlihatkan toleransi 
terhadap 25 mg L-1 Cd (Rathaur et al. 2012). Pada 
percobaanini, isolat BS3 dan LKM6 masing-masing 
diisolasi dari lahan berkadar Cd 4,73 mg kg-1 dan 0,48 mg 
kg-1; sedangkan LH15 diisolasi dari lahan alami dengan Cd 
0,117 mg kg-1. Dari penelitian ini terlihat bahwa isolat BS3 
yang diambil dari lahan terpapar Cd relatif tinggi (4,75 mg 
kg-1) tidak kehilangan resitensinya terhadap paparan Cd 
secara in vitro. Di tanah, penurunan diversitas Azotobacter 
spp. baru terlihat pada konsentrai Cd2+ relatif tinggi yaitu 5 
mg kg-1 (Prasad et al. 2012).  

Setiap mikroba memiliki toleransi terhadap logam berat 
pada kisaran konsentrasi tertentu. Umumnya penelitian in 
vitro memperlihatkan efek negatif Cd terhadap 
pertumbuhan bakteri. Namun Stuczynski et al. (2003) 

menjelaskan efek ganda Cd terhadap tanah, yaitu dapat 
membatasi atau menstimulasi aktivitas enzim tanah yaitu 
dehidrogenase, fosfatase asam dan alkalin, arilsulfatase, 
urease dan potensi nitrifikasi. Berdasarkan Gambar 1 dapat 
dijelaskan bahwa Azotobacter sp. isolat BS3, LKM6, dan 
LH15 relatif resisten terhadap konsentrasi 0,01-0,1 mM 
mM CdCl2 di dalam kultur cair.  

Komposisi EPS Azotobacter spp.  
Eksopolisakarida, secara alami bersifat masam, 

terutama terdiri atas polisakarida, asam uronat dan protein 
(Chen et al. 1995). Pada penelitian ini, telah berhasil 
diidentifikasi keberadaan sejumlah gula sederhana dan 
asam organik yang menyusun EPS Azotobacter (Tabel 1 
dan Tabel 2). Eksopolisakarida yang dihasilkan oleh ketiga 
isolat mengandung polisakarida fruktosa, glukosa, manosa, 
ramnosa, galaktosa dan stakiosa (Tabel 7) dan asam 
organik berupa asam asetat, laktat,piruvat, manuronat, 
glukuronat dan galakturonat (Tabel 8) dengan konsentrasi 
yang berbeda. 

Komposisi EPS Azotobacter pertama kali dijelaskan 
oleh Likhosherstov et al. (1991) untuk EPS dari 
Azotobacter beijerinckii dan memperlihatkan bahwa 
polisakarida utama terdapat mengandung D-galaktose, L-
ramnosa, and asam piruvat in the ratios of 2: 1: 1, 
sedangkan fraksi minornya mengandng asam mannuronat 
dan asam and guluronat acids in the ratio 2,3: 1. Komponen 
tersebut terdapat pada EPS Azotobacter ketiga isolat yang 
diteliti (Tabel 1 dan Tabel. 2). Species Pseudomonas and 
Azotobacter adalah satu-satunya sumber prokariotik untuk 
alginat polisakarida ekstrasel (Auhim dan Odaa 2013). 
Keberadaan asam manuronat dan glukuronat di EPS 
Azotobacter isolat BS3, LKM6 maupun LH15 
menunjukkan bahwa mungkin EPS ini mirip dengan alginat 
seperti dijelaskan oleh Vargas-Garcia et al (2003). 
Penelitian ini sesuai dengan penjelasan bahwa EPS yang 
disintesis oleh Azotobacter sp. adalah keluarga 
eksopolisakarida tidak bercabang yang terdiri atas are 
characterized by a sejumlah (1-4)-linked β-D asam 
manuronat dan and C5-epimer α-L-asam guluronat (Gauri 
et al. 2012).  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Kurva pertumbuhan Azotobacter isolat BS3 (a), LKM6 (b) dan LH15 (c)pada media Vermani tanpa dan dengan CdCl2. 
Catatan: Data berasal dari dua ulangan;-○-kontrol (tanpa CdCl2);-◊-0,01 mM CdCl2;-∆-0,1 mM CdCl2;-x-1 mM CdCl2,-■-10 mM 
CdCl2.  
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Tabel 1. Komposisi polisakarida penyusun EPS yang dihasilkan isolat BS3, LKM6, dan LH15 dalam kultur cair tanpa dan dengan 0,1 
mM CdCl2 setelah diinkubasi 60 jam 
  

Polisakarida (mg L-1) Isolat BS3 Isolat LKM6 Isolat LH15 
-CdCl2 + CdCl2 -CdCl2 + CdCl2 -CdCl2 + CdCl2 

Fruktosa 21,2 110,1 36,0 96,3 39,2 123,4 
Glukosa 46,5 75,4 70,1 47,7 81,2 119,4 
Manosa 18,4 5,.5 21,8 30,5 29,6 56,3 
Ramnosa 27,7 25,3 29,3 21,8 24,7 45,0 
Galaktosa 11,2 12,3 10,6 10,5 2,1 14,6 
Stakiosa 10,0 12,2 14,3 9,0 17,2 12,8 
 
 
Tabel 2. Komposisi asam organik penyusun EPS yang dihasilkan isolat BS3, LKM6, dan LH15 dalam kultur cair tanpa dan dengan 0,1 
mM CdCl2 setelah diinkubasi 60 jam 
 

Asam organik (mg L-1) Isolat BS3 Isolat LKM6 Isolat LH15 
-CdCl2 + CdCl2 -CdCl2 + CdCl2 -CdCl2 + CdCl2 

Asam asetat 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 
Asam laktat 26,1 1,5 27,2 0,0 29,1 0,0 
Asam piruvat 39,1 10,4 40,5 3,5 49,4 14,0 
Asam manuronat 40,0 22,5 19,5 16,0 39,4 25,5 
Asam guluronat 15,8 25,4 11,4 15,0 20,9 31,0 
Asam galakturonat 17,3 12,1 18,9 6,5 21,7 16,5 
Keterangan: Data berasal dari dua ulangan 
 
 
 

Penelitian ini menjelaskan terdapat perbedaan antara 
kuantitas polisakarida dan asam organik di dalam EPS 
Azotobacter sp. isolat BS3, LKM6 dan LH15 yang 
diproduksi di media tanpa dan dengan CdCl2 (Tabel 1 dan 
Tabel 2). Konsentrasi masing-masing polisakarida berubah 
dengan penambahan CdCl2 dengan pola perubahan yang 
tidak spesifik untuk setiap isolat. Konsentrasi fruktosa dan 
manosa meningkat setelah penambahan Cd, terutama pada 
isolat BS3. Pada isolat ini, penambahan 0,1 mM CdCl2 
meningkatkan fruktosa dan manosa sampai lima dan 2,4 
kali. Dengan penambahan Cd, konsentrasi glukosa pada 
EPS yang dihasilkan oleh isolat BS3 dan LH15 meningkat, 
tetapi menurun pada isolat LKM6. Kadmium juga 
meningkatkan konsentrasi ramnosa dan galaktosa di EPS 
isolat LH15.  

Konsentrasi asam asetat relatif kecil dan tidak terdeteksi 
pada kultur terpapar Cd. Untuk ketiga isolat, konsentrasi 
asam glukuronat meningkat sedangkan konsentrasi asam 
organik lannya menurun pada media yang mengandung 
CdCl2. Secara umum penurunan konsentrasi asam laktat 
dan piruvat relatif lebih besar dibandingkan dengan 
penurunan konsentrasi asam manuronat, glukuronat dan 
galakturonat. Bahkan pada isolat LKM6 dan LH15, tidak 
terdapat asam piruvat pada EPS yang diproduksi di dalam 
media terpapar 0,1 mM CdCl2.  

Pertumbuhan ketiga isolat Azotobacter dihambat oleh 1 
dan 10 mM cadmium chloride. Namun populasi isolat 
LKM6 pada 0,1 dan 0,01 mM CdCl2 lebih baik 
dibandingkan kedua isolat lainnya. Eksopolisakarida yang 
dihasilkan oleh ketiga isolat mengandung polisakarida dan 
asam organik dengan konsentrasi yang berbeda untuk 
setiap isolat; keberadaan Cd di dalam kultur cair mengubah 
komposisi EPS. Hasil ini menjelaskan bahwa untuk lahan 
pertanian terkontaminasi ringan oleh Cd, penggunaan 
pupuk hayati Azotobacter resisten Cd dapat disarankan.  
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