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“ Dan bahwasanya seorang manusia tiada memperoleh selain apa yang Telah
diusahakannya” (QS. An-Najm ayat 39).
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ABSTRAK

Amalia, Wafiatun. 2017. Bioakumulasi Selenium Oleh Bakteri Resisten Selenium
yang Diisolasi dari Pantai Utara (Desa Campurejo Kecamatan Panceng
Gresik). Skripsi, Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik lbrahim Malang. Pembimbing Biologi: Romaidi
M.Si D.Sc; Pembimbing Agama: M. Mukhlis Fahruddin M.S.I

Kata kunci: Bioakumulasi, Selenium, Bacillus badius.

Selenium (Se) merupakan salah satu unsur penting bagi manusia. Se banyak
digunakan pada industri pestisida, produksi kaca, cat, dan lain-lain. Selenium dalam
bentuk anorganik yaitu: selenate (SeO,*), dan selenite (SeOs*) dapat menyebabkan efek
toksisitas di lingkungan perairan. Kandungan selenium yang ditemukan pada sedimen
Pantai utara Campurejo yaitu 400-700 pg/L. Kandungan Se tersebut 200 kali lebih tinggi
dibandingkan dengan kandungan maksimum Se menurut (EPA) Enviromental Protection
Agency vyaitu 3,1 pg/L. Berdasar hipotesa bahwa bakteri yang memiliki kemampuan
dalam meremediasi logam berat dapat diisolasi dari lingkungan yang tercemar, maka
penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri resisten Se dari PANTURA Campurejo
Panceng Gresik dan menguji kemampuannya dalam mengakumulasi Se.

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kualitatif dan eksperimental,
berupa eksplorasi dengan cara mengisolasi, mengidentifikasi bakteri resisten selenium,
dan menguji akumulasi bakteri resisten selenium dari sedimen Pantai Utara Desa
Campurejo, Kecamatan Panceng, Gresik, Jawa Timur. Penelitian ini difokuskan pada
toleransi atau resistensi bakteri terhadap sodium selenite dan sodium selenate yaitu: O
mM, 5 mM, 10 mM. Data yang diperoleh dianalisis dengan ANOVA satu jalur (One Way
Anova), dan perbedaan diantara dilanjutkan dengan menggunakan DMRT/Uji BNT.

Hasil penelitian terdapat 6 isolat yang resisten terhadap toksisitas selenite dan
satu isolat yang resisten terhadap toksisitas selenate. Identifikasi dengan microbact
diperoleh data bahwa strain CWB-1 (strain dengan kemampuan resistan terhadap 10 mM
selenate dan selenite) memiliki kemiripan dengan Bacillus badius dengan persen
probabilitas 88,00%. Bakteri CWB-1 (Bacillus badius) mampu mengakumulasi selenium
pada konsentrasi 200 UM sebanyak 79,7%. Bacillus badius dalam penelitian sebelumnya
telah dijelaskan memiliki potensi akumulasi terhadap nitrit dan pb(ll). Penelitian ini
menunjukkan bahwa Bacillus badius juga sangat berpotensi dalam akumulasi selenium.
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ABSTRACT

Amalia, Wafiatun. 2017. Bioaccumulation of Selenium by Se Resistant
Bacteria Isolated from PANTURA Campurejo, Panceng, Gresik.
Thesis, Department of Biology Faculty of Science and Technology State
Islamic University Maulana Malik Ibrahim Malang. Biologist: Romaidi
D.Sc; Religious Counselor: M. Mukhlis Fahruddin M.S.I.

Key words: Bioakumulasi, Selenium, Bacillus badius.

Selenium (Se) is one important element for human beings. Se is widely used of
industries including pesticide, production of glass, paint, and others. Selenium in the form
of inorganic: selenate (SeO,”), and selenite (SeOs*) causes toxicity in the aquatic
environment. The content of selenium found in the sediments of the northern coast of
Campurejo i.e. 400-700 pu g/L. the content of Se 200 times higher than the maximum
content of Se according to (EPA) Enviromental Protection Agency i.e. 3.1 p g/L. Based
on the hypothesis that bacteria that have the ability to remediate heavy metal can be
isolated from polluted environment, this study aims to isolates Se-resistant bacteria from
PANTURA Campurejo Panceng Gresik and test their ability to accumulate Se.

This research is qualitative, descriptive research and experimental, in the form of
exploration by means of isolating, identifying bacteria resistant selenium, and test the
selenium accumulation of resistant bacteria from sediments of the PANTURA,
Campurejo, Panceng, Gresik, East Java. This research is focused on bacterial resistance
or tolerance against sodium selenite and selenate: 0 mM, 5 mM, 10 mM. The data
obtained were analyzed with ANOVA (One Way Anova), and the difference between was
continued by using DMRT / BNT Test.

There were 6 isolates resistant to selenite toxicity and one isolate resistant to
selenate. Identification with microbact obtained data that strain CWB-1 (strain with
resistance ability of 10 mM selenate and selenite) have similarity with Bacillus badius
with percentage probability 88,00%. Bacteria CWB-1 (Bacillus badius) was able to
accumulate selenium at a concentration of 200 uM of 79.7%. Bacillus badius in previous
studies has been described to have potential accumulation of nitrite and pb (I1). This study
shows that Bacillus badius is also highly potential in the accumulation of selenium.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 LATAR BELAKANG

Selenium (Se) merupakan salah satu unsur penting bagi manusia. Dalam
jumlah yang sangat sedikit, Se dibutuhkan sebagai elemen fisiologis, sehingga,
berpotensi digunakan sebagai campuran makanan dan obat-obatan. Hal ini
dikarenakan selenium memiliki kapasitas antioksidan yang bekerja sama dengan
vitamin E dalam meningkatkan aktivitas seleno-enzim, glutathione peroxidase
untuk mencegah radikal bebas dalam merusak sel-sel dan jaringan in vivo (Zhang,

etal., 2004).

Menurut Kimura, et al (2014), Se adalah unsur kimia yang dapat ditemukan
dalam bentuk organik dan anorganik. Dalam bentuk organik Se yang dibutuhkan
tubuh berupa selenometionin dan selenosistein. Sedangkan dalam bentuk
anorganik Se berupa selenida (Se?), selenate (SeO,%), dan selenite (SeOs™).
Ketika selenate (Ses>) dan selenite (SeOs*) yang berasal dari residu pupuk dan
pestisida serta limbah cat masuk ke lingkungan perairan, akan menyebabkan efek
toksisitas dan mobilitas yang berbahaya pada ekosistem karena tingkat kelarutan

yang tinggi (Ike, et al., 2000).

Kontaminasi selenium dalam lingkungan dapat disebabkan oleh berbagai
aktivitas manusia. Aktivitas tersebut berupa praktek-praktek dasar pertanian yaitu:

residu pupuk dan pestisida. selain itu, kontaminasi Se di lingkungan dapat



ditimbulkan oleh limbah cat dan aktivitas pertambangan (Wise, 2000; Xia, et al.
2007). Kontaminasi Se dianggap serius karena berpotensi sebagai polusi pada

permukaan tanah dan air (Knox, et al., 2000).

Efek kontaminasi Se dalam bentuk selenate dan selenite yang terkandung
dalam drainase pertanian dapat menyebabkan kematian dan teratogenik pada
unggas air (Ohlendorf, et al., 1986). Efek lain yang ditimbulkan oleh selenate dan
selenite dapat menurunkan tingkat reproduksibilitas ikan yang merupakan
indikator kualitas air di kolam yang terpapar Se dari air limbah pembangkit listrik
(Gillespie dan Baumann, 1986). Selain menyebabkan efek toksisitas di perairan,
Se juga menyebabkan efek toksisitas pada manusia. Penelitian Notodarmojo
(2005) membuktikan bahwa Se mempunyai efek racun terhadap manusia berupa
efek karsinogenik pada sistem pencernaan, pernafasan, dan kulit. Gejala
keracunan Se, dihubungkan dengan asupan Se yang sangat tinggi dalam tubuh,
antara 3200 - 6700 pg/hari, sedangkan batas maksimal pada orang dewasa
menurut Kusmana (2017), mencapai 400 pg/hari. Allah berfirman dalam Qs. Ar-

Rum ayat 41 akan dampak perbuatan manusia:

(D by e o ol sl ) W T B 228 2005 53T 4 3L 34

=

Artinya :
“ Telah nampak kerusakan didarat dan dilaut akibat ulah tangan manusia,
supaya Allah merasakan kepada mereka sebagian dari (akibat) perbuatan
mereka, agar mereka kembali (kejalan yang benar) (Qs. 30:41).

Al-Qurthubi (2009), menjelaskan makna (kerusakan) adalah kekeringan, yaitu

sedikitnya hasil tanaman dan hilangnya berkah. Seperti pendapat yang



dikemukakan oleh lbnu Abbas RA. Beliau berkata, “kurangnya berkah pada
pekerjaan hamba, agar mereka bertobat”. Dalam hal ini manusia diperintahkan
untuk memenuhi kebutuhan hidupnya dengan baik dan tidak merusak lingkungan,
salah satunya dengan menghindari terjadinya pencemaran lingkungan dalam
bentuk apapun. Mukono (2005), mengatakan limbah merupakan bahan pencemar
yang menyebabkan kondisi lingkungan berubah dari bentuk asalnya. Allah
memerintahkan hambanya untuk mengadakan perbaikan pada lingkungan dalam

Qs. Al-Bagoroh ayat 11:

:k\f)j;l.\a.i :J.f- u:| .)jbup)YTé.)jamj: N V.QJ L3 IS/B

Artinya:

“Apabila dikatakan kepada mereka janganlah membuat kerusakan
dimuka bumi. Maka mereka menjawab sesungguhnya kami mengadakan
perbaikan”. (Qs. 02:11).

Al-Qurthubi (2009), menjelaskan makna ¥ adalah larangan. Lafadz al fasaad
adalah lawan ash- shalaah, arti al fasad adalah berpaling dari perbaikan/
istigomah maknanya adalah kerusakan. Maka yang di maksud kerusakan adalah
kekufuran nikmat dan tidak mau menjaga nikmat. Sehingga, perlu adanya
perbaikan agar lingkungan yang rusak dapat kembali berubah seperti bentuk
asalnya. Membuat kerusakan di muka bumi juga menjauhkan manusia dari
beriman kepada Nabi Muhammad SAW.

Akibat bahaya yang ditimbulkan dari pencemaran Se, maka berbagai metode
alternatif baik secara fisik maupun kimiawi sudah banyak digunakan untuk

mengurangi konsentrasi logam berat yang akan dibuang ke perairan. Secara fisik



yaitu dengan pengalian, pengangkutan, dan pembakaran. Pembakaran dapat
menghancurkan hidrokarbon dengan cepat dan meninggalkan sisa pembakaran
yang memerlukan penanganan lebih lanjut (Shukla, et al., 2010; Zam, 2011).
Secara kimiawi dilakukan dengan bahan kimia yang mampu meremediasi logam
berat. Namun, cara ini memiliki kekurangan yaitu metode kimia memerlukan
teknologi dan peralatan canggih untuk menarik kembali bahan kimia dari
lingkungan agar tidak menimbulkan dampak negatif yang lain serta terbukti
sangat mahal (Aliyanta dkk, 2012).

Shukla, et al (2010) mengatakan untuk memperbaiki kontaminasi logam di
India secara kimiawi diperlukan biaya $ 3 milyar. Penggunaan teknologi secara
kimiawi dalam jangka waktu yang lama juga dapat merusak lingkungan. Hal ini
diakibatkan dari akumulasi logam berat yang tidak sebanding dengan masa
perbaikan dari lingkungan (Kessi dan Hanselmann, 2004; Kristianingrum, 2006).
Oleh sebab itu, teknologi akumulasi secara biologi (bioremediasi) perlu
diterapkan sebagai metode alternatif dalam mengakumulasi Se. Bioremediasi
diharapkan menjadi cara yang efektif, efisien, ekonomis serta tidak merusak
lingkungan untuk mengatasi pencemaran selenium.

Bioremediasi adalah proses penguraian secara biologi suatu polutan organik
yang beracun menjadi senyawa lain yang lebih sederhana dan tidak beracun. Agen
bioremediasi yang biasa digunakan untuk membersihkan tanah dan air yang
terkontaminasi berupa tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme. Mikroorganisme
yang biasa digunakan sebagai agen bioremediasi adalah ragi, jamur, dan bakteri

(Strong dan Burgess, 2008).



Karigar (2011) mengatakan bahwa bakteri telah membuktikan kemampuannya
dalam mendegradasi polutan dengan cepat. Penggunaan bakteri untuk
bioremediasi merupakan salah satu cara yang tepat, efektif, dan hampir tidak ada
efek samping terhadap lingkungan, karena tidak menghasilkan racun atau
blooming (Dharmawibawa, 2004). Crawford dan Don (1998) mengemukakan,
beberapa spesies bakteri yang memiliki kemampuan dalam meremediasi logam
berat dapat diisolasi dari lingkungan yang tercemar. Selain itu, Chojnacka (2010)
mengatakan, bakteri yang diisolasi dari lingkungan yang tercemar logam berat
sangat potensial digunakan sebagai agen bioremediasi karena memiki toleransi
dan resistensi logam berat yang ada disekitarnya.

Mikroba memiliki peran penting dalam proses biogeokimia selenium di alam
dalam proses biotransformasi yakni dengan mengubah senyawa toksik menjadi
non toksik secara enzimatik. Pearce, et al (2008) melaporkan bahwa bakteri
anaerobik Veillonella atypical dapat mengurangi oksanion selenium sehingga
terurai menjadi Se elemental. Beberapa jenis bakteri yang terbukti mampu
mengurangi toksisitas Se diantaranya: Bacillus licheniformis mampu mereduksi
selenite sekitar 90% pada konsentrasi 400 pg/ml, Bacillus subtilis mampu
mereduksi selenite 85% dari konsentrasi awal selenit 200 g/ml. Comamonas
testosteroni S44, Pseudomonas fluorescens dan Pseudomonas stutzeri memiliki
kemampuan mereduksi hingga 5 mM selenat menjadi selenit dalam kondisi
anaerob dalam waktu 7 hari, Ralstonia metallidurans CH34 yaitu bakteri yang
berasal dari tanah yang terkontaminasi logam, dapat resisten terhadap selenite

hingga konsentrasi 6 mM, Rhodospirillum rubrum dan Shewanella oneidensis



yang dapat mereduksi 2 mM selenite secara aerobik (Ike, et al., 2000; Roux, et al.,
2001; Kessi, 2004; Klonowska, et al., 2005; Zheng, et al., 2014; Javed, et al.,
2016). Hal ini merupakan dasar dari pendekatan yang menjanjikan untuk
bioremediasi selenium.

Penelitian tentang akumulasi Se di Indonesia masih jarang dilakukan,
sehingga perlu dilakukan eksplorasi tentang kemampuan resistensi bakteri yang
berasal dari Indonesia. Upaya mengurangi jumlah Se di lingkungan perairan salah
satunya dengan cara menggunakan bantuan bakteri pengakumulasi yang diisolasi
dari lingkungan yang tercemar. lIsolasi bakteri yang mampu mengakumulasi
selenite dan selenate dianggap penting untuk mengembangkan strategi yang
efisien untuk bioremediasi di lingkungan perairan yang terkontaminasi Se.

Uji pendahuluan yang dilakukan di BPKI (Balai Penelitian dan Konsultasi
Industri) Surabaya terhadap 5 gram sedimen pada Pantai utara Desa Campurejo
yang telah terbukti terdapat kontaminasi Se dengan kandungan Se 400-700 ug/L.
Kandungan Se tersebut 200 kali lipat lebih tinggi jika dibandingkan dengan
kandungan maksimum Se menurut (EPA) Enviromental Protection Agency (2016)
yaitu perairan lotik sebesar 3,1 pg/L.

Pantai utara Desa Campurejo adalah satu diantara pantai yang berada di
kabupaten Gresik yang memiliki kondisi sangat memprihatinkan. Hal ini terlihat
dari perairan yang sangat tercemar, kotor, serta dipenuhi oleh limbah rumah
tangga dan industri. Wahyudi (2009), mengatakan Pantai utara Desa Campurejo
memiliki nilai kerentanan tertinggi dari tiga Pantai utara di daerah Panceng yaitu

Dalegan dan Mulyorejo dengan nilai IKP 155 > 75 maka, nilai kerentanan



pantainya dikatakan sangat tinggi. Hasil perhitungan indeks kerentanan pantai
(IKP) didasarkan pada 10 variabel yaitu: perubahan garis pantai (PP), pengamatan
visual kerusakan (K), panjang kerusakan (PK), lebar kerusakan (LK), lebar sabuk
hijau (SH), litologi (L), tinggi gelombang (H) jarak pasang surut (PS) penggunaan
lahan (PL) dan kemiringan pantai (B). Tingginya nilai kerentanan Pantai utara
Desa Campurejo dipengaruhi oleh aktivitas penduduknya yang sebagian besar
bekerja sebagai nelayan. Pada proses pembuatan perahu nelayan biasa
menggunakan bahan industri seperti cat yang mengandung Se dan kemudian akan
masuk ke perairan dan mengendap pada sedimen. Hal ini tentu dapat
mengkontaminasi biota yang ada pada lingkungan perairan. Karena kondisi
dengan tingkat kerentanan pantai yang tinggi inilah yang menyebabkan Pantai
Utara Desa Campurejo sangat beresiko terjadi kontaminasi Se.

Penelitian ini merupakan penelitian dasar, sehingga belum terlihat manfaatnya
jika dipandang dari segi ekonomis. Namun, jika dilihat dari penelitian tentang
kontaminasi Se di Indonesia yang masih jarang dilakukan dan bakteri resisten Se
masih sangat sedikit, maka, berdasarkan latar belakang yang telah di paparkan di
atas, penelitian ini dianggap penting untuk dilakukan guna mengeksplor bakteri
resisten selenium yang diisolasi dari sedimen Pantai Utara, Desa Campurejo,
Kecamatan Panceng, Gresik. Dengan harapan dapat menjadi alternatif dalam

menanggulangi masalah kontaminasi Se di lingkungan.



1.2 RUMUSAN MASALAH
Rumusan Masalah pada penelitian ini adalah:

1. Apa saja jenis isolat terpilih bakteri resisten Se yang berhasil diisolasi dan
diidentifikasi dari Pantai Utara Campurejo, Panceng, Gresik?

2.Bagaimana kemampuan isolat bakteri resisten selenium dari Pantai Utara

Campurejo, Panceng, Gresik dalam mengakumulasi selenium?

1.3 Tujuan
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui jenis isolat terpilih bakteri resisten Se yang berhasil
diisolasi dan diidentifikasi dari Pantai Utara Campurejo, Panceng, Gresik.

2. Untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri resisten selenium dari Pantai

Utara Campurejo, Panceng, Gresik dalam mengakumulasi selenium.

1.4 Manfaat
Manfaat yang didapat dari penelitian ini adalah:

1. Memberi informasi tentang bakteri yang resisten terhadap selenium.

2. Mengeksplorasi bakteri yang memiliki kemampuan dalam mengakumulasi
selenium.

3. Memberi informasi tentang kemampuan bakteri resisten selenium dalam
mengakumulasi selenium.

4. Memberi informasi solusi dalam menanggulangi pencemaran selenium dengan

hioakumulasi bakteri resisten selenium.



5. Secara teori penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi untuk

pengembangan penelitian selanjutnya.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Sampel sedimen berasal dari Pantai Utara Desa Campurejo Kecamatan
Panceng Gresik dengan kedalaman 0,5-1 meter dari permukaan air laut.

2. Penelitian ini hanya mengidentifikasi bakteri yang resisten terhadap selenium
dengan konsentrasi selenium tertinggi.

3. Konsentrasi selenium yang digunakan adalah 0 mM, 5 mM, 10 mM.

4. Media yang digunakan adalah media BSM (Basal Salt Medium ).

5. Teknik isolasi yang digunakan adalah pengenceran bertingkat yang
diinokulasikan pada media agar dengan cara dituang secara merata (spread
plate).

6. Identifikasi secara makroskopis dan mikroskopis menggunakan microbact.

7. Uji akumulasi selenium dalam bakteri dengan AAS.

8. Stasiun Pengambilan sampel didasarkan pada perbedaan sumber kontaminasi

Se dan konsentrasi Se.
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2.1 Pencemaran Lingkungan

Pencemaran lingkungan adalah satu diantara penyebab dari kerusakan dan
merubah tatanan lingkungan, dikarenakan bahan pencemar semakin hari semakin
meningkat dalam lingkungan. Bahan pencemar adalah bahan yang ada
dilingkungan, merupakan hasil aktivitas manusia, dan memiliki efek racun
(toksik) bagi organisme hidup (Mukono, 2005). Menurut Undang-Undang No. 32
tahun 2009, pencemaran lingkungan hidup adalah masuknya makhluk hidup, zat,
energi, dan/atau komponen lain ke dalam lingkungan hidup oleh kegiatan manusia
sehingga melampaui baku mutu lingkungan hidup yang telah ditetapkan.
Kerusakan lingkungan telah dijelaskan dalam Al-Qur’an surah asyu’ara ayat 152

yaitu:

=" * (- *G- .,i"’ Rt %
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Artinya:
“Yang membuat kerusakan di muka bumi dan tidak mengadakan perbaikan"
(OS. Asyu’ara ayat 152).

Ayat asyu’ara ayat 152 menjelaskan bahwa penyebab kerusakan lingkungan
adalah ulah tangan manusia sendiri tanpa berbuat perbaikan. Tanpa adanya
partisipasi manusia dalam masalah konservasi lingkungan. Maka, manusia akan
menanggung hasil perbuatannya sendiri dalam bentuk bencana alam yang akan

ditanggung oleh orang yang berbuat kerusakan maupun tidak melakukan
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kerusakan. Dalam bahasa arab dikenal dengan istilah, iza nazalal ‘azab amma as-
shaleh wa at-thaleh (tatkala azab atau bencana melanda, dia tidak pernah
membedakan kelompok yang saleh ataupun toleh/jahat). Hal ini bisa dipahami

secara eksplisit dalam Al-Qur’an, Surah Hud, ayat 61:
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Artinya:

“Dan kepada Tsamud (Kami utus) saudara mereka shaleh. Shaleh berkata:
"Hai kaumku, sembahlah Allah, sekali-kali tidak ada bagimu Tuhan selain Dia.
dia Telah menciptakan kamu dari bumi (tanah) dan menjadikan kamu
pemakmurnya Karena itu mohonlah ampunan-Nya, Kemudian bertobatlah
kepada-Nya, Sesungguhnya Tuhanku amat dekat (rahmat-Nya) lagi
memperkenankan (doa hamba-Nya)." (QS. Al-hud ayat 61).

Maksudnya: manusia dijadikan penghuni dunia untuk menguasai dan
memakmurkan dunia. Dalam ayat diatas dijelaskan bahwa tugas manusia sebagai
kholifah di bumi harus dengan bijak memakmurkan bumi. Oleh sebab itu, upaya
pelestarian lingkungan ini juga termasuk sebagian dari iman.

Satu diantara pencemaran lingkungan adalah pencemaran logam berat.
Logam berat adalah logam dengan masa jenis 5 atau lebih dengan nomor atom 22-
92 (Ridhowati, 2013). Menurut Kurniasari (2005) logam berat bersifat racun,
mudah terakumulasi dalam tubuh organisme, sulit mengalami degradasi, pada
konsentrasi tinggi bersifat toksik karena sukar terurai. Apabila logam berat masuk
ke perairan, akan terakumulasi dalam sedimen dan terikat sebagai senyawa

organik dan anorganik.
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Logam berat memiliki kriteria yang sama dengan logam vyang lain.
Perbedaannya terletak pada pengaruh yang dihasilkan. Bila logam berat masuk
kedalam tubuh organisme akan menimbulkan efek — efek khusus pada makhluk
hidup yang bersifat racun. Contohnya: timbal (Pb), merkuri/air raksa (Hg),
Cromium (Cr), dan kadmium (Cd). Meskipun semua logam berat adalah toksik
namun, dalam jumlah yang sangat sedikit logam berat tersebut tetap dibutuhkan
tubuh dan apabila kebutuhan logam berat tidak terpenuhi ataupun berlebihan
dalam tubuh, maka akan berakibat fatal bagi organisme. Logam jenis ini disebut
logam esensial. Contohnya: selenium (Se), tembaga (Cu), seng (Zn), besi (Fe),

Nikel (Ni), dan Magnesium (Mg) (Palar, 1994).

2.2 Deskripsi Selenium

Selenium (Se) terkenal dengan sifat fotolistrik dan semikonduktornya yang
telah berhasil digunakan dalam sel surya (solar cell), penyearah gelombang
(rectifier), meter pemaparan fotografi (light meters), pewarna kaca, mesin
fotokopi, dan xerografi (Zhang, et al., 2004; Bodnar, et al., 2012; Kimura, et al.,
2014). Selain itu, dalam jumlah yang sangat sedikit Se dibutuhkan sebagai elemen
fisiologis, sehingga, berpotensi digunakan sebagai makanan dan obat-obatan. Hal
ini dikarenakan selenium memiliki kapasitas antioksidan yang bekerja sama
dengan vitamin E dalam meningkatkan aktivitas seleno-enzim, glutathione
peroxidase untuk mencegah radikal bebas dalam merusak sel-sel dan jaringan in

vivo (Zhang, et al., 2004).
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Madigan, et al (2010) mengatakan, selemium (Se) dalam tabel periodik
memiliki sifat kimia dan fisik yang berada di antara logam dan non-logam.
Selenium terletak bersebelahan dengan sulfur dalam daftar elemen penting, seperti
H, O, C, N, P, S. Menurut Boyd (2011), Se merupakan komponen yang dominan
pada seluruh sistem kehidupan dan tersedia dalam unsur kimia yang berbeda
(organik dan inorganik) dan bentuk padat, cair, dan gas.

Selenium yang umumnya ditemukan di alam adalah 6 isotop stabil yaitu: "“Se,
®ge, 'se, "se, 89S, dan 2Se, selenium yang distribusinya bervariasi dalam
lingkungan tergantung kondisi redoks yang berlaku adalah jenis %°Se dan "®Se.
Umumnya, oxanion selenium (SeO,* dan SeOs* ) sangat larut, stabil dan
berpotensi ditemukan dalam lingkungan yang toksik (Boyd, 2011). Selain itu,
Lenz dan Lens, (2009) mengatakan, selenat (Se0,%) dan selenit (SeOs>) dominan
ditemukan pada kondisi lingkungan aerob seperti permukaan air dan sedimen.

Selenium dapat ditemukan di seluruh linkungan alam (gambar 2.1). Seperti
bebatuan, mineral, tanah, aktifitas vulkanis, kandungan sulfur dan sulfida, batu
bara, debu batu bara, dan debu (Bodnar, et al., 2012). Se dilepaskan oleh sumber
yang kaya akan kandungan Se, seperti batu fosfat dan batu bara, melalui siklus
biogeokimia yang kompleks (Fordyce, 2013). Kadar maksimum selenium yang di
bolehkan di dalam air menurut WHO minimum yakni 0,01 mg/l, dan menurut
peraturan pemerintah Republik Indonesia no: 20 tahun 1990, kadar maksimum
selenium dalam air minum yang di bolehkan adalah 0,01 mg/l (Herlambang,

2011).
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Gambar 2.1 Siklus Biogeokimia Selenium di Alam. Sumber: Nancharaiah dan
Lens (2015).

Kontaminasi selenium menurut Myers (2013), dapat dihasilkan dari
pertambangan, pemurnian logam, gas buangan, dan akitivitas industri lainnya.
Selain itu, aktifitas pertambangan fosfat yang berlebihan di kaki sungai Idaho
telah meningkatkan kandungan Se. Akibat kontaminasi Se telah tercatat dalam
Kesterson National Wildlife Reservoir di California dapat menyebabkan tingginya
tingkat cacat embrio, kematian satwa liar, dan kematian hewan air.

Kontaminasi selenium secara alami dapat berasal dari pelapukan tanah
seleniferous dan bebatuan (Bodnar, et al., 2012). Fordyce (2013) mengatakan,
konsentrasi selenium pada tanah sangat rendah, yaitu antara 0.01 sampai 2 mg kg’
! Namun, pada tanah seleniferous konsentrasi selenium mencapai 1,200 mg kg™.

Pada perairan alami, konsentrasi selenium terlarut telah dilaporkan pada kisaran
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<0.1 hingga 100 pg liter, konsentrasi kontaminasi selenium yang tinggi yang
pernah terjadi telah dilaporkan, terjadi di china dengan konsentrasi 275 pg liter™
pada tanah seleniferous, sedangkan konsentrasi selenium yang ditemukan di
Montana adalah 1,000 pg liter, dan konsentrasi 2,000 pg liter™ telah ditemukan
di beberapa perairan pantai.

Siklus selenium di alam diusulkan sejak tahun 1964 oleh Shrift. Siklus
biokimia selenium menerima perhatian yang meningkat karena selenium adalah
unsur jejak yang penting, polusi selenium dapat menyebabkan kerusakan ekologi
yang signifikan, dan selenium respiring bacteria (SeRB) telah tersebar luas di
alam dan memiliki metabolik yang dapat mempengaruhi siklus C, N dan P di
alam. Transformasi selenium di alam (oksidasi dan reduksi) dimediasi oleh
mekanisme kimia dan biologi. Oleh karena itu, peran mikroorganisme sangat
penting untuk melakukan proses oksidasi dan reduksi dalam siklus selenium di

lingkungan (Shrift, 1964).
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Gambar 2.2 Transformasi selenium di alam . Sumber: Nancharaiah dan Lens

(2015).
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Gambar 2.2. Menjelaskan tentang transformasi Se di alam. Menurut
Nancharaiah dan Lens (2015), dalam kondisi geologi dan antropogenik sumber Se
dilepaskan ke lingkungan berupa bentuk SeO,*. Secara alami SeRB yang terdapat
dialam akan berperan sebagai kunci dalam siklus biokimia selenium. SeRB
memiliki kemampuan untuk menggunakan selenate atau selenite sebagai terminal
elektron akseptor dalam respirasi anaerob. Reduksi SeO4> dan SeOs* akan
digabungkan dengan degradasi bahan organik lain dalam sedimen anaerob.

Se0,> dan SeOs* dapat direduksi oleh bakteri menjadi Se® secara anaerob
menjadi senyawa organik yaitu selenoprotein. Perubahan SeO,* menjadi Se°
menjadi fokus utama untuk reduksi sedimen yang terkontaminasi Se. Pada proses
oksidasi unsur Se dapat terjadi pada tanah dan sedimen, meskipun Se° pada
tingkat yang lebih rendah dari SeO4* dan SeOs>. Namun, dapat direduksi lebih
lanjut oleh mikroorganisme (contoh: Bacillus selenitireducens) yang akan
menghasilkan selenida yang kemudian dioksidasi secara aerobik oleh bakteri
pengoksidasi Se (SeOB) contohnya: Thiobacillus, Thiothrix, dll. Selanjutnya
reaksi alkilasi akan menghasilkan volatile (CH3) ,Se dan (CHj3) ,Se,, dan reaksi
dealkilasi berperan sebagai proses mediasi mikroorganisme di dalam tanah dan air

(Nancharaiah dan Lens, 2015).

2.3 Bioremediasi
Bioremediasi didefinisikan sebagai teknologi yang menggunakan mikroba
untuk mengolah (cleaning) dari kontaminan melalui mekanisme biodegradasi

secara alamiah (intrinsic bioremediation) atau untuk meningkatkan mekanisme
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biodegradasi alamiah dengan penambahan mikroba, nutrien, donor elektron dan
akseptor donor elektron (enhanced bioremediation) (Nugroho, 2006).
Bioremediasi adalah proses stimulasi mikroorganisme secara tepat untuk
menurunkan polutan organik yang berbahaya ke tingkat yang aman bagi
lingkungan di tanah, sedimen, zat, bahan, dan air tanah (Fulekar, 2009).
Mikroorganisme yang digunakan sebagai agen bioremediator adalah khamir,
jamur (mycoremediasi), ragi, alga, dan bakteri. Selain dengan memanfaatkan
mikroorganisme bioremediasi juga dapat menggunakan tanaman air. Secara
umum tanaman air mampu menetralisir komponen- komponen tertentu di dalam
perairan dan bermanfaat dalam proses pengolahan limbah cair (Singh, et al.,
2014).

Proses bioremediasi diantaranya adalah biotransformasi, biodegradasi, dan
biokatalis. Biotransformasi adalah senyawa toksik menjadi senyawa yang kurang
toksik atau tidak toksik. Pada proses ini enzim-enzim yang diproduksi oleh
mikroorganisme memaodifikasi polutan beracun dengan mengubah struktur kimia
polutan tersebut sehingga menjadi tidak beracun (Singh, et al., 2014). Proses
bioremediasi bergantung pada mikroorganisme yang secara enzimatik untuk
menyerang polutan dan mengubahnya menjadi produk yang tidak berbahaya.
Karena bioremediasi hanya bisa efektif bila kondisi lingkungan memungkinkan
untuk pertumbuhan dan aktivitas mikroba, penerapannya seringkali melibatkan
manipulasi parameter lingkungan untuk memungkinkan pertumbuhan mikroba

dan laju degradasi berlanjut menjadi lebih cepat (Karigar, 2011).
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Biotransformasi pada banyak kasus berujung pada biodegradasi. Degradasi
senyawa kimia oleh mikroba di lingkungan merupakan proses yang sangat penting
untuk mengurangi kadar bahan-bahan berbahaya di lingkungan. Mikroba
mendegradasi melalui suatu seri reaksi kimia yang cukup kompleks dan akhirnya
menjadi metabolit yang tidak berbahaya dan tidak beracun (Singh, et al., 2014).

Teknik bioremediasi dibagi menjadi tiga kategori menurut Shukla, et al
(2010) yaitu: in situ, ex situ padat dan ex situ bubur (slurry). Bioremediasi in situ
yaitu proses pengelolaan limbah di lokasi limbah itu berada dengan mengandalkan
kemampuan mikroorganisme yang telah ada di lingkungan tercemar untuk
mendegradasinya, sedangkan Bioremediasi ex situ yaitu bioremediasi yang
dilakukan dengan mengambil limbah di suatu lokasi lalu ditreatment di tempat
lain, setelah itu baru dikembalikan ke tempat asal. Kemudian diberi perlakuan
khusus dengan memakai mikroba.

Bioremediasi ex situ menurut Shukla, et al (2010) bisa lebih cepat dan mudah
dikontrol dibanding in situ. Bioremediasi ex situ mampu meremediasi jenis
kontaminan pada jenis tanah yang lebih beragam. Pemilihan teknologi yang tepat
untuk strategi pengembangan bioremediasi bergantung pada tiga prinsip dasar,
yaitu amenabilitas polutan terhadap transformasi biologis (biokimia), aksesibilitas
kontaminan terhadap mikroorganisme (bioavailabilitas) dan kesempatan untuk

optimalisasi Aktivitas biologis (bioaktivitas).

2.4 Pemanfaatan Mikroba dalam Bioremediasi Se

Mikroorganisme adalah agen utama yang dapat membersihkan dan

memodifikasi molekul organik lipofilik kompleks menjadi produk sederhana.
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Mikroorganisme dapat berasal dari daerah yang terkontaminasi atau dapat
diisolasi dari tempat lain dan dibawa ke tempat yang terkontaminasi. Senyawa
yang terkontaminasi ditransfer oleh organisme hidup melalui reaksi yang terjadi
sebagai bagian dari proses metabolisme mereka (Gupta dan Mohapatra, 2003).

Adanya kontaminan yang berupa logam berat di lingkungan dapat menekan
fungsi enzimatik dari mikroba. Sebagian mikroorganisme mampu tumbuh dengan
baik dalam kondisi tercekam logam berat. Kemampuan ini sangat bergantung
pada komunitas mikroba selektif dan juga pada kelompok struktural dan
fungsional dari senyawa beracun (Singh, et al., 2014).

Penggunaan mikroba dalam mengurangi bahaya pencemaran logam berat
dapat dilakukan dengan cara detoksifikasi, biohidrometakurgi, bioleaching, dan
bioakumulasi (Atlas dan Bartha, 1981; Baldi, et al., 1990; Rai dan Mallick, 1992):

a. Detoksifikasi (biosorpsi), pada prinsipnya mengubah ion logam berat yang
bersifat toksik menjadi senyawa yang bersifat tidak toksik. Proses ini
umumnya berlangsung dalam kondisi anaerob dan memanfaatkan senyawa
kimia sebagai akseptor elektron.

b. Biohidrometalurgi, pada prinsipnya mengubah ion logam yang terikat pada
suatu senyawa yang tidak dapat larut dalam air menjadi senyawa yang dapat
larut dalam air.

c. Bioleaching merupakan aktivitas mikroba untuk melarutkan logam berat
dari senyawa yang mengikatnya dalam bentuk ion bebas. Biasanya mikroba

menghasilkan asam dan senyawa pelarut untuk membebaskan ion logam
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dari senyawa pengikatnya. Proses ini biasanya langsung diikuti dengan

akumulasi ion logam.

d. Bioakumulasi merupakan interaksi mikroba dan ion-ion logam yang
berhubungan dengan lintasan metabolisme.

Proses akumulasi oleh bakteri juga didasarkan oleh absorbsi logam berat.
Absorbsi logam berat oleh mikroorganisme dibagi menjadi 2 yaitu: passive uptake
dan active uptake. Passive uptake di kenal sebagai proses biosorpsi. Proses ini
terjadi ketika ion logam berat mengikat dinding sel dengan dua cara yang berbeda,
yaitu pertukaran ion-ion monovalent dan divalent seperti Na, Mg, Ca pada dinding
sel digantikan dengan ion logam berat dan formasi kompleks antara ion-ion logam
berat dengan grup fungsional seperti amino, carbonyl, thio, hydroxyl, phosphate
dan hydroxycarbonyl yang berada pada dinding sel. Proses absorbsi ini bersifat
bolak balik dan dapat terjadi di suatu biomassa pada sel mati dan sel hidup
(Suhendrayatna, 2001).

Nana dan Adi (2012) mengatakan, Active uptake dapat terjadi pada berbagai
tipe sel hidup. Mekanisme ini secara simultan terjadi sejalan dengan konsumsi ion
logam untuk pertumbuhan mikroorganisme dan akumulasi intraseluler ion logam
tersebut. Proses ini tergantung pada energi yang terkandung dan sensitifitasnya
terhadap parameter yang berbeda seperti : pH, suhu, kekuatan ikatan ionik, dan
cahaya.

Unsur selenium dapat diakumulasi lebih lanjut secara mikrobiologi untuk
melarutkan selenida, yang dikombinasi dengan ion logam membentuk selenida

logam tidak larut. Selenida dapat juga dipancarkan sebagai volatil dan gas H,Se
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yang sifatnya sangat reaktif, dalam interaksi antara selenium dan oksigen harus
secara spontan karena cepat teroksidasi. Spesies organoselenium dan metil
selenium juga mengandung selenida (Stolz, et al., 2006).

Disimilasi reduksi oksanion selenium (Se0,> dan SeO-* ) dalam
lingkungan secara signifikan melibatkan konservasi energi metabolisme oleh
mikroorganisme (Knight, et al., 2002). Dalam kondisi aerobik atau mikroaerofilik,
oksianion selenium dapat direduksi ke dalam unsur selenium menggunakan varian
strain bakteri, baik melalui detoksifikasi atau homeostatis redox dalam bakteri
fototrofik (Prakash, et al., 2009). Huber, et al (2000) mengatakan, anggota
Archaebacteria domain dapat menggunakan oksianion selenium (SeO,> dan
SeOs> ) sebagai akseptor elektron terminal dan mengurangi selenate dan selenit
dan untuk unsur selenium tidak larut melalui disimilatori dalam kondisi anaerob.

Beberapa bakteri yang resisten terhadap Se telah berhasil diisolasi
diantaranya: (1) Ralstonia metallidurans CH34, yaitu bakteri yang berasal dari
tanah yang terkontaminasi logam, dapat resisten terhadap selenite hingga
konsentrasi 6 mM. Pada dasarnya Se terakumulasi di sitoplasma sel sebagaimana
yang terlihat pada mikroskop elektron dan analisis X-ray. Bakteri ini memiliki
kemampuan resisten paling tinggi dibandingkan Rhodobacter sphaeroides,
Rhodospirillium rubrum dan Bacillus subtillis dengan kisaran sekitar 2-5 mM, (2)
Bacillus subtilis dan Bacillus licheniformis, memiliki kemampuan untuk
mereduksi selenite, kemampuan reduksi selenite akan meningkat apabila kondisi
pH meningkat. Bacillus lincheniformis mereduksi sekitar 90% pada konsentrasi

400 pg/ml, sedangkan Bacillus subtilis mereduksi sekitar 85% dari konsentrasi
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awal selenit 200 g/ml, (3) Bacillus sp. strain SF-11 hasil isolasi dari sedimen yang
terkontaminasi Se dari limbah industri, mampu mereduksi selenate dalam kondisi

anaerob (Roux, et al., 2001; Kashiwa, et al., 2001; Javed, et al., 2016).

2. 5 Mekanisme Resistensi Bakteri Terhadap Logam Berat Se

Studi in vitro menunjukkan bahwa dosis asam selenium yang bersifat
provokatif yaitu selenate dan selenite dapat memprovokasi sel kanker (Schrauzer
dan Ishmael, 1974). Beberapa bakteri terbukti memiliki resistensi terhadap Se.
Resistensi selenium tergantung pada reduksi selenate dan selenite kedalam bentuk
selenida. Se dalam bentuk anion metil selenida atau selenol telah terbukti mampu
menginduksi apotosis pada sel tumor dan dalam bentuk selenometionin serta
selenosistein telah terbukti mampu menginduksi apotosis pada sel kanker melalui
aktivasi kapsul. Hal ini menunjukkan bahwa selenometionin dan selenosistein

tidak toksis jika dibandingkan dengan selenate dan selenite.

Tabel 2.1 Kemampuan komponen selenium untuk menghasilkan superoksida

secara in vitro

Produk superoksida Produk non superoksida
Selenite Selenomethionine
Selenium dioksida Selenate
Diselenodipropionate Elemental selenium
Diphenylselenide Selenobetaine
Selenocystine Potassium-selenocyanate

Sumber: Surai (2006).
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Mekanisme molekuler toksisitas selenium tetap tidak jelas namun, ada
database yang menyatakan bahwa apabila selenium bentuk selenite dalam
konsentrasi berlebih akan terjadi aktivitas prooksidan (Mézes dan Balogh, 2009).
Prooksidan adalah antioksidan dalam konsentrasi tinggi. Secara invitro senyawa
selenium memiliki kemampuan yang berbeda untuk menghasilkan superoksida
seperti ditunjukkan pada tabel 2.1.

Bentuk anorganik dari Se akan bereaksi dengan jaringan tiol di sitoplasma
seperti glutathione untuk membentuk selenotrisulfida dan berikatan dengan tiol
lainnya melalui katalis redoks untuk membentuk oksigen radikal bebas contohnya
anion superoksida. Selenite akan bereaksi dengan glutathione secara endogen di
dalam sel atau ekstraselular sel dan menyebabkan toksisitas oleh pembentukan
superoksida dan elemen selenium (Seko, et al., 1989) sedangkan, dalam bentuk
organik yaitu selenosintin dan selenosistamin diubah menjadi selenol (RSeH)
dengan adanya tiol yang juga menghasilkan oksigen radikal bebas. Selama proses
reduksi superoksida dikatalis di bawah kondisi aerobik di dalam tiol (Mézes dan
Balogh, 2009). Reaksi ini bisa berperan dalam toksisitas diselenida dan
alkilselenol (Chaudiere, et al., 1992).

Nancharaiah (2015) mengatakan bahwa mekanisme reduksi SeOs* ke
elemental Se dimediasi oleh tiol di sitoplasma sebagai bagian dari strategi
detoksifikasi mikroba. Caranya dapat dilihat dari gambar 2.3 (i) Painter-type
reactions, untuk mengamati reaktivitas yang tinggi antara SeOs* dengan thiol
dalam pembentukan selenotrisulfida (RS-Se-SR). (ii) system reduktase

thioredoxin. (iii) mediasi reduksi siderophore. (iv) mediasi reduksi sulfide. (v)
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reduksi  disimilasi. SeOs* Bereaksi dengan GSH dan membentuk
selenodiglutathione (GS-Se-SG) direduksi menjadi selenopersulfide glutathione
(GS-Se") Oleh NADPH glutathione reduktase. Selenopersulfida glutathione adalah
zat antara yang tidak stabil dan mengalami reaksi hidrolisis membentuk Se® dan

mengurangi GSH.

Painter reaction

Thioredoxin system

Dissimilatory reduction Q 0

» Sel O ‘:}K‘/

~ O Elemental
. 4

selenium

58032_

Siderophore-mediated
reduction

Linked to sulfate
reduction

Gambar 2.3 Mekanisme reduksi selenite oleh mikroorganisme
Sumber: Nancharaiah (2015).

2.6 PANTURA (Pantai Utara) Desa Campurejo Gresik

Kabupaten Gresik berada di antara 7° dan 8° Lintang Selatan serta antara 112°
dan 113° Bujur Timur. Sepertiga bagian wilayah Kabupaten Gresik adalah daerah
pesisir pantai sepanjang 140 Km dengan luas wilayah perairan 5.773,80 Km?. Di
Kabupaten Gresik mengalir dua sungai besar, yaitu Bengawan Solo di sebelah
Utara dan Sungai Brantas di sebelah Selatan. Sebagian besar wilayahnya

merupakan dataran rendah dengan ketinggian antara 2-12 meter di atas permukaan
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laut kecuali sebagian kecil di bagian utara (Kecamatan Panceng), yang
mempunyai ketinggian sampai 25 meter di atas permukaan laut (Wikeka, 2008).

Kabupaten Gresik dibatasi oleh beberapa wilayah menurut Wiweka (2008)

yaitu:

Bagian Utara . Laut Jawa.

Bagian Timur . Selat Madura.

Bagian Selatan . Kabupaten Sidoarjo, Kabupaten Mojokerto, Kota
Surabaya.

Bagian Barat : Kabupaten Lamongan.

Desa Campurejo merupakan satu diantara nama desa yang berada di
Kecamatan Panceng, Kabupaten Gresik. Jarak antara Kota Gresik menuju Desa
Campurejo = 45 km, jika ditempuh dengan kendaraan kira-kira dalam jangka
waktu 1 jam. Luas wilayah desa campurejo adalah 4.38 km? atau 7 % dari
keseluruhan luas kecamatan panceng yaitu 62,95 km? Secara administratif, desa
Campurejo dibagi menjadi 3 dusun yaitu dusun Sidorejo, dusun Rejodadi, dan
dusun Karang Tumpuk ( Aziz, 2014). Lokasi pengambilan sampel sedimen dapat

dilihat pada gambar 2.4 adalah sebagai berikut:

a. Jalan : pantai campurejo d. Kecamatan : Panceng
b. Kode Pos : 61156 e. Kabupaten : Gresik
c. Desa : Campurejo f. Provinsi : Jawa Timur

Keadaan geografis dari pantai utara campurejo menurut Dinas Kelautan,

Perikanan, Dan Peternakan Kab. Gresik (2013) adalah:
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Jenis Tanah : Lapisan lempung lenau berpasir batu karang warna abu-abu

lapisan lebih dari 5 meter adalah lapisan batu karang.

Arah Angin : Dominan menuju timur laut dan sebagian menuju tenggara
dengan kecepatan 3-5 knots. Pada bulan Januari- Maret angin

bertiup hingga 25 knots dan gelombang besar.

Gelombang : Gelombang harian pantai campurejo sebesar 0,9-1 m.

Pasang Surut : Tinggi pasang surut sebesar 2,1 m.

Sedimentasi : di dominasi oleh material pasir dan lumpur dengan sedikit lanau

40%, pasir 37% dan lempung 23%.
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilakukan pada tanggal Juli - November 2017, Bertempat
dilaboratorium Mikrobiologi dan laboratorium Biokimia, Jurusan Biologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Uji microbact
dilakukan dilaboratorium Biologi Universitas Airlangga Surabaya. Analisis logam

Se dilakukan di Balai Pelatihan Dan Konsultasi Industri Surabaya.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kualitatif dan eksperimental,
berupa eksplorasi dengan cara mengisolasi, mengidentifikasi bakteri resisten
selenium, dan menguji akumulasi bakteri resisten selenium dari sedimen Pantai
Utara Desa Campurejo, Kecamatan Panceng, Gresik, Jawa Timur dengan

perlakuan penambahan sodium selenite dan selenate yaitu: 0 mM, 5 mM, 10 Mm.

Perlakuan diatas masing- masing dilakukan sebanyak 3 kali ulangan.
Setelah diperoleh koloni bakteri yang dapat hidup pada media yang mengandung
selenium selanjutnya dilakukan uji resistensi dan uji akumulasi. Data yang
diperoleh disajikan secara deskriptif kualitatif yang meliputi karakteristik
mikroskopis, karakteristik makroskopis, uji microbact, serta data hasil uji

resistensi dan uji akumulasi selenium. secara eksperimental dilalukan untuk

28
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mengetahui pengaruh variasi konsentrasi selenium terhadap jumlah isolat bakteri

yang dapat mengakumulasi selenium.

3.3 Alat dan bahan

3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah: botol sampel, botol
semprot, ice box, gunting, corong gelas, cawan petri, tabung reaksi, pipet tetes, rak
tabung reaksi, penjepit tabung reaksi, beaker glass, erlenmeyer, gelas ukur,
aluminium foil, neraca analitik, spatula, hot plate, ose, keranjang alat, oven, korek
api, bunsen, spidol, stirer, inkubator, shaker incubator, Laminar Air Flow (LAF),
Atomic Absorbansi Spectrofotometer (AAS), panci destruksi, autoklaf, kulkas,

bluetipe, mikropipet, mikroskop, cover glass, objek glass, dan swap.

3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Basal Salt Medium
(BSM) menurut Ayano, et al (2014) dalam 1 L terdiri dari komposisi: K;HPO,4 0.5
g, NH,CL 1 g, NaCl 0.05 g, MgCl,.7H,0 0.2 g, FeCl;.6H,0 0.01 g, CaCl, 0.01 g,
Na,SO,4 0.05 g, H3BO3; 0.06 g, MnCl,.4H,0 0.1 g, CoCl,.6H,0 0.12 mg, ZnCl,
0.07 mg, NiCl,.6H,0 0.025 mg, CuCl,.2H,0 0.015 mg I, NaM00,.2H,0 0.025
mg, Bacto Yeast Extract 0.02 g dan nitrilotriacetic acid 0.216 g, Na,SeO3 (sodium

selenit), Na,SeO, (sodium selenat), media standart menurut Romaidi dan Ueki
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(2016) dalam 1 L terdiri dari komposisi: Bacto Yeast Extract 25 g, pepton 50 g,
dan glukosa 10 g, pewarnaan gram (larutan gentian violet, larutan iodium, larutan
safranin, alkohol 96%), mineral oil, reagen Nitrat A dan B, Aquadest steril,
Alkohol 70%, plastik wrap, tisu, spirtus, kapas, kasa, kertas label, plastik, karet
gelang, sampel sedimen dari Pantai Utara Desa Campurejo, Kecamatan Panceng,

Gresik.

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua alat dan bahan yang akan digunakan dalam penelitian harus
disterilisasi terlebih dahulu agar terhindar dari kontaminasi. Sterilisasi dilakukan
dengan cara mencuci alat-alat sampai bersih kemudian dikeringkan. Alat-alat gelas
kemudian dimasukan ke dalam plastik dan diikat dengan rapat agar uap air dan
kontaminan lain tidak masuk di dalamnya, untuk cawan petri harus dibungkus
dengan kertas terlebih dahulu sebelum dimasukan ke dalam plastik dan diikat
rapat. Langkah selanjutnya semua alat dan bahan dimasukkan ke dalam autoklaf

dengan temperatur 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit (Rohmah, 2017).

3.4.2 Preparasi Sampel

Metode pengambilan sampel sedimen dalam penelitian ini menggunakan
(Sekhar, et al., 2012) yaitu pada kedalaman 0,5-1 meter dari permukaan pantai

yang berasal dari Pantai Utara Desa Campurejo, Kecamatan Panceng, Gresik.
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Pada penelitian ini ditentukan tiga titik sampling yang berbeda. Titik sampling 1
berada di PPI (Pangkalan Pendaratan lkan) Campurejo, titik sampling 2 berada di
jalan pantai indah Campurejo, dan titik sampling ke tiga berada di jalan pantai

Campurejo.

Doc. Pribadi.

Pengambilan dilakukan di tiga titik sampling tersebut dikarenakan
memiliki kandungan Se yang berbeda yaitu titik sampling (1) sebesar 480 pg/L Se,
titik sampling (2) sebesar 670 pg/L Se, dan titik sampling (3) sebesar 570 pg/L Se,
sehingga dimungkinkan bakteri resistensi Se akan beragam pula. Untuk titik

sampling pada masing-masing sampling diambil sampel sedimen menggunakan

RY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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grab sampel. Sampel sedimen tersebut selanjutnya dimasukan ke dalam botol
sampel steril secara aseptik dengan cepat untuk mencegah kontaminasi bakteri dari
udara. Sampel disimpan menggunakan ice box dengan suhu 4°C sampai digunakan

untuk analisis di laboratorium (Narasingarao dan Haggblom, 2007).

3.4.3 Pembuatan Media

Media yang digunakan untuk pertumbuhan bakteri pada penelitian ini
adalah media BSM (Basal Salt Medium). Media yang telah ditimbang dimasukan
ke dalam beaker glass, kemudian ditambahkan aquades sampai 1 liter, dipanaskan
di atas hotplate sampai mendidih dan dihomogenkan menggunakan stirer. Setelah
homogen, media dituang ke dalam erlemeyer dan ditutup dengan alumunium foil
dan plastik, kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada
suhu 121°C dengan tekanan 1 atm. Media yang sudah steril kemudian didiamkan
dalam kulkas selama 1 x 24 jam untuk melihat adanya kontaminasi atau tidak.
Selanjutnya media yang steril di panaskan dengan hotplate sampai mencair dan
dituangkan ke cawan petri sesuai dengan perlakuan. Media di inkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C untuk mengetahui adanya kontaminan. Setelah itu, media
yang tidak terdapat kontaminan dipilih untuk digunakan pada prosedur

selanjutnya.

Media yang digunakan untuk uji kurva pertumbuhan dan uji bioakumulasi
yaitu media cair standart. Media yang telah ditimbang dimasukan ke dalam beaker

glass, kemudian ditambahkan aquades sampai 1 liter, dipanaskan di atas hotplate
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sampai mendidih dan dihomogenkan menggunakan stirer. Setelah homogen,
media dituang ke dalam erlemeyer dan ditutup dengan alumunium foil dan plastik,
kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C
dengan tekanan 1 atm. Media yang sudah steril kemudian didiamkan dalam kulkas
selama 1 x 24 jam untuk melihat adanya kontaminasi atau tidak. Selanjutnya
media yang tidak terdapat kontaminan dipilih untuk digunakan pada prosedur

selanjutnya.

3.4.4 lsolasi Bakteri Resisten Se

Proses isolasi bakteri pada penelitian ini menggunaan pengenceran
bertingkat dengan mengambil 1 g sampel sedimen ditambahkan pada 10 mi
aquades steril. Pengenceran bertingkat dilakukan sampai 10 (Al-Zereini, 2014).
Kemudian pada pengenceran 10 diambil 20 pl untuk diinokulasikan dalam
media BSM yang mengandung Se (sodium selenite) dengan konsentrasi yang
berbeda yaitu: 0 mM, 5 mM, 10 mM dengan cara dituang secara merata (spread
plate) dan dilakukan sebanyak 3 x ulangan. Kemudian di inkubasi selama 7 x 24
jam dalam suhu 25°C. Media dinyatakan positif terdapat bakteri resisten Se jika
terbentuk koloni bewarna merah, koloni yang bewarna putih dinyatakan negatif
(Avendaiio, et al., 2016). Koloni yang tumbuh kemudian diamati dan dihitung
setiap 1 x 24 jam dengan menggunakan colony counter.

Uji selanjutnya yaitu uji resistensi bakteri terhadap sodium selenate.
Tujuannya untuk menyeleksi isolat bakteri yang dapat resisten terhadap Se pada

oksidasi yang lebih tinggi. Uji ini dilakukan dengan dipilih isolat yang resisten
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terhadap sodium selenit pada konsentrasi 10 mM yang menghasilkan warna
koloni merah secara acak untuk diinokulasikan kembali dalam media BSM agar
miring 3 ml yang mengandung Se (sodium selenate) dengan konsentrasi yang
berbeda yaitu: 0 mM, 5 mM, 10 mM dengan cara gores pada tabung reaksi.
Dilakukan sebanyak 3 x ulangan. Kemudian di inkubasi selama 7 x 24 jam dalam
suhu 25°C. Media dinyatakan positif terdapat bakteri resisten Se jika terbentuk
koloni bewarna merah, koloni yang bewarna putih dinyatakan negatif (Avendafio,
et al., 2016). Koloni yang tumbuh kemudian diamati dan dihitung setiap 1 x 24

jam dengan menggunakan colony counter.

3.4.5 ldentifikasi Bakteri

Identifikasi bakteri dilakukan dengan koloni bakteri yang tumbuh pada
media BSM yang mengandung Se dengan konsentrasi paling tinggi yaitu 10 mM
dan dipilih secara acak dan diidentifikasi dengan menggunakan microbact yang
mengacu pada Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9" yang meliputi
karakteristik makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan makroskopis berupa
pengamatan bentuk, warna, tepi, dan permukaan koloni. Pengamatan mikroskopik
yang dilakukan meliputi pewarnaan gram.

3.4.5.1 Identifikasi Bakteri Menggunakan Microbact

Hasil identifikasi dari masing-masing isolat diidentifikasi menggunakan kit
Microbact 12A/ 12E atau 24E dan mengacu pada buku Bergey’s Manual of
Determination Bacteriology 9". Sebelum menentukan menggunakan kit

Microbact 12A/ 12E atau 24E, koloni bakteri terlebih dahulu diuji oksidasinya.
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Jika hasil uji oksidasi negatif, maka menggunakan kit Microbact 12A/12E,
sedangkan jika hasil oksidatifnya positif maka menggunakan 24E (Oxoid, 2001-

2007)

Isolat bakteri yang telah di inkubasi selam 18-24 jam diambil dengan ose
kemudian dilarutkan ke dalam 5 ml garam fisiologis 0,9% pada tabung reaksi
steril dan di vortex hingga homogen. Suspensi bakteri yang homogen diteteskan ke
dalam sumur Microbact sebanyak 100 pl, untuk sumur Lysin, Omitin, dan H,S,
ditambah dengan 1-2 tetes mineral oil. Setelah itu Microbact diinkubasi pada suhu
37°C selama 18-24 jam. Microbact yang telah diinkubasi diambil kemudian
diteteskan 2 tetes reagen Nitrat A dan B pada sumur 7, pada sumur 8 dengan Indol
Kovact sebanyak 2 tetes, sumur 10 dengan VP | dan VP Il asing-masing satu tetes,

dan sumur 12 ditambahkan satu tetes TDA (Oxoid, 2001-2007).

Uji fermentasi karbohidrat pada Microbact 12B, tanpa ada penambahan
reagen (hasil dari sumuran) langsung bisa dibaca hasilnya. Evaluasi hasil dilihat
melalui sumur-sumur Microbact apakah positif atau negatif dengan cara
membandingkan tabel warna dan hasilnya ditulis pada formulir Patient Record.
Jika fermentasi positif menunjukkan warna kuning, sedangkan hasil negatif tidak

ada perubahan warna, tetap biru. (Bridson, 1998).

3.4.6 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri
Bakteri resisten Se diperkaya dengan media standart tanpa penambahan Se

diinkubasi pada suhu 25°C selama 24 jam. Dilakukan subkultur pada media
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standart dengan perlakuan Se (sodium selenit) 0 mM, 5 mM, dan 10 mM.
Pengukuran pertumbuhan bertujuan untuk mengetahui karakter pertumbuhan
bakteri dan waktu optimal dalam mengakumulasi Se. Pengamatan dilakukan
dengan selang waktu 8 jam hingga menemukan fase kematian selanjutnya, diukur

Optical dencity (OD) goo (Romaidi dan Ueki, 2016).

3.4.7 Uji Akumulasi Selenium Pada Bakteri Resisten Se yang Terpilih

Uji akumulasi menggunakan metode dari (Romaidi dan Ueki, 2016). Sel
bakteri resisten yang terpilih diremajakan pada media BSM cair. Setelah mencapai
fase lag suspensi sel bakteri diukur Optical dencity (OD)ego. Sel bakteri resisten
digunakan sebagai inokulum untuk di sub kultur dalam media dengan volume 10
mL standart cair yang mengandung sodium selenit 0 uM, 100 uM, dan 200 uM.
Setiap konsentrasi diulang dengan 3 kali ulangan. Konsentrasi ini mengacu pada
penelitian Tanaka, et al (2016) yaitu: bakteri resisten Se mampu mengakumulasi
Se sebanyak 100 uM. Sehingga peneliti ingin mengetahui kemampuan akumulasi
Se pada konsentrasi yang lebih tinggi. Isolat bakteri kemudian diinkubasi
menggunakan shaker inkubator dengan kecepatan 130 rpm pada suhu 25°C selama
24 jam. Diambil 10 ml sampel bakteri dan disaring menggunakan kertas saring
bebas abu. Residu yang diperoleh dikeringkan dan diabukan pada suhu 400-600°C.
Ditambah 50 ml 6HCL dan 1 ml HNO3 60% kemudian disaring kembali. filtrat

jernih yang diperoleh dimasukkan AAS menggunakan pipa kapiler dan dibakar
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sampai warna bakar biru. Diukur kadar selenium dengan menggunakan atomic

absorption spectrometry (AAS).

3.5 Analisa Data

Data tentang isolasi bakteri resisten Se disajikan secara deskriptif kualitatif
yang meliputi jenis isolat bakteri dari sedimen Pantai Utara Campurejo yang
berpotensi sebagai agen bioremidiasi Se, karakteristik makroskopis, karakteristik
mikroskopis dan hasill uji biokimia menggunakan microbact, sedangkan data
akumulasi yang diperoleh dari penelitian ini disajikan dengan analisis penurunan
konsentrasi logam berat dengan One Way Anova dan dilanjut dengan DMRT atau

BNT jika ada perbedaan.

Data hasil pengamatan dianalisis secara nalar islam dan diintegrasikan
dengan Al-Qur’an dan Hadist. Dalam hal ini nilai-nilai islam yang berdialeg
dengan hasil penelitian menjadi bukti akan kebenaran firman Allah yang termuat

dalam Al-Qur’an, sebagai landasan berfikir dan berperilaku.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Isolasi Bakteri Resisten Selenium

Sampel yang digunakan berasal dari sedimen pantai utara Campurejo yang
telah terbukti terdapat kontaminasi Se dengan kandungan Se 400-700 pg/L.
Kandungan Se tersebut 200 kali lebih tinggi jika dibandingkan dengan standart
konsentrasi selenium pada perairan lotik yaitu 3,1 pg/L (EPA) Enviromental
Protection Agency (2016). Oleh karena itu, kondisi lingkungan pantai utara
Campurejo yang sedimennya banyak mengandung Se merupakan kodisi yang
mendukung untuk pertumbuhan bakteri resisten Se. Sampel sedimen selanjutnya
diencerkan secara bertingkat sampai 10, selanjutnya sampel diambil untuk
diinokulasikan dalam media BSM padat yang mengandung sodium selenite
(Na;SeOs) dengan perlakuan konsentrasi 0 mM, 5 mM, dan 10 mM. Warna
orange-merah yang dibentuk oleh koloni menunjukkan bahwa bakteri tersebut

resisten dan mampu mengakumulasi selenium (Avendafio, et al., 2016).

Skrining awal sampel setelah masa inkubasi 7 hari menunjukkan bahwa
semua sampel sedimen yang berasal dari tiga stasiun positif memiliki kemampuan
resistensi terhadap Se. Hasil yang didapatkan setelah masa inkubasi 7 hari yaitu
pada konsentrasi 0 mM Se atau kontrol menunjukkan koloni bakteri warna putih.
Hal ini menunjukkan bahwa bakteri tersebut tidak memiliki kemampuan dalam

akumulasi

38
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Se. Sedangkan, isolat bakteri yang resisten terhadap selenium mampu tumbuh
dengan baik pada konsentrasi yang diberikan yaitu pada konsentrasi 5 mM, dan 10
mM. Untuk mengubah sodium selenit menjadi Se elemental dibutuhkan waktu 6-7
hari ditandai dengan terbentuknya warna merah. Perubahan warna bakteri dapat

dilihat pada lampiran 9.

Avendafio, et al (2016) mengatakan, warna merah tersebut
mengindikasikan selenium telah dirubah menjadi Se elemental dalam tubuh
bakteri. Kemampuan mengakumulasi Se diindikasikan dengan kepekatan warna
merah yang dibentuk oleh isolat bakteri sesuai dengan tingkat perubahan selenat
(Se0,*) dan selenit (SeO5>) menjadi Se elemental (Se°). Oleh karena itu, semakin
banyak selenat (SeO,> dan selenit (SeOs*) yang diakumulasi oleh bakteri
menjadi bentuk Se elemental (Se®) maka, warna yang terbentuk pada koloni
bakteri akan semakin merah. Bakteri yang resisten selenite memiliki sifat aerob

dan bakteri yang resisten selenate bersifat anaerob.

Pertumbuhan bakteri dapat terhambat karena adanya logam dalam
lingkungan. Selenate dan selenite yang bersifat racun akan menghalangi kerja
enzim. Keadaan ini akan memengaruhi proses metabolisme sel yang berakibat
pada jumlah sel yang dihasilkan. Berdasarkan waktu pertumbuhannya, isolat
bakteri yang resisten pada ke tiga titik sampling dengan konsentrasi 0 mM, 5 mM,
10 mM pengenceran 10~ dapat dilihat pada lampiran 4 dan gambar 4.1 memiliki
waktu pertumbuhan yang berbeda serta memiliki kemampuan akumulasi Se yang
berbeda. Pada konsentrasi selenite 10 mM dari ketiga stasiun jumlah bakteri

resisten Se paling banyak ditemukan pada stasiun 2. Hal ini menunjukkan bahwa
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bakteri pada stasiun 2 memiliki resistensi tertinggi daripada stasiun 1 dan 3.
Bakteri resisten pada media BSM yang mengandung sodium selenite dengan
konsentrasi 10 mM pada stasiun 2 mulai tumbuh pada hari ke-1. Pertumbuhan
bakteri pada stasiun 2 terus meningkat jumlahnya pada masa inkubasi 4 hari.
sedangkan, pada stasiun 3 bakteri mulai tumbuh pada hari ke-1, dan pada stasiunl

tidak ditemukan koloni yang tumbuh.
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Gambar 4.1. Pengaruh lama inkubasi dan konsentrasi selenite terhadap jumlah bakteri
resisten Se pada masing-masing stasiun. a) stasiun 1, b) stasiun 2, ¢) stasiun 3.

Pada gambar 4.1 statiun 1 dan 3 menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri
resisten Se akan menurun seiring dengan bertambahnya konsentrasi Se yang

ditambahkan dalam media. Pada konsentrasi 0 mM dan 5 mM jumlah bakterinya
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cenderung lebih padat jika dibandingkan pada konsentrasi 10 mM. Hal ini
mengindikasikan bahwa toksisitas Se yang cukup tinggi dapat menghambat
pertumbuhan bakteri. Pada stasiun 2 bakteri memiliki resistensi Se tertinggi
dikarenakan arus pantai yang tenang membuat kontaminasi Se pada sedimen lebih
tinggi daripada stasiun 1 dan 3, sehingga bakteri yang ada pada stasiun 2
cenderung lebih resisten terhadap Se untuk mempertahankan kehidupannya.
Perbandingan jumlah bakteri resisten selenite berdasarkan lama inkubasi pada
konsentrasi 10 mM dapat dilihat pada gambar 4.2. Crawford dan Don (1998)
mengatakan bahwa mikroorganisme memiliki mekanisme perlindungan terhadap
logam beracun untuk mempertahankan hidupnya. Mekanisme ini melibatkan
pembentukan kompleks logam dengan protein dalam membran sel, sehingga

logam dapat terakumulasi dalam sel tanpa mengganggu pertumbuhannya.
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Gambar 4.2. Perbandingan lama inkubasi bakteri resisten Se pada konsentrasi 10 mM dari
ketiga stasiun dari PANTURA Campurejo. Resistensi tertinggi ditujukkan pada stasiun 2.

Jumlah bakteri yang diperoleh dari stasiun 2 lebih tinggi dari stasiun 1 dan
3 yaitu mencapai 39,6 cfu/g. namun, karena koloni yang terbentuk terlalu kecil
dan menyatu dibagian tepi cawan maka, hanya dipilih 6 isolat bakteri yang

tumbuh pada cawan hasil isolasi dari statiun 2 secara acak yang dapat dilihat dari
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gambar 4.3 selanjutnya diisolasi kembali dalam sodium selenate (Na,SeO,4) untuk

melihat kemampuan resistensi bakteri tersebut terhadap sodium selenate.

Gambar 4.3 Koloni tunggal ba tr| terp ih yang akan diisolasi pada media BSM yang
mengandung sodium selenate pada konsentrasi yang berbeda. (1) CWB-1, (2) CWB-2,
(3) CWB-3, (4) CWB-4, (5) CWB-5, dan (6) CWB-6. Sumber: Doc. Pribadi.

Fujita, et al (1997) mengatakan selenite lebih mudah dikurangi daripada
selenate dikarenakan nilai oksidasi selenate yang lebih tinggi dari pada selenite,
sehingga bakteri yang resisten terhadap sodium selenate dapat dipastikan mampu
mengakumulasi Se dalam bentuk sodium selenite. Hasil isolasi 6 isolat bakteri
tersebut dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Hasil Resistensi 6 isolat bakteri terhadap sodium selenate pada
konsentrasi yang berbeda dengan lama waktu inkubasi 7 hari.

Strain 0 mM sodium 5 mM sodium 10 mM sodium
selenate selenate selenate
CWB-1 -+ ++ ++
CwB-2 +
CWB-3 - + +
CwB-4 + - -
CWB-5 + - -
CWB-6 + + -
Keterangan: + + (Tumbuh dan berubah warna menjadi merah)
+ (Tumbuh)
- (Tidak tumbubh).

Berdasarkan hasil isolasi pada media yang menggandung sodium selenate
dengan konsentrasi 0 mM, 5 mM, dan 10 mM setelah masa inkubasi 7 hari pada

konsentrasi 0 mM Se atau kontrol menunjukkan semua koloni bakteri berwarna
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putih. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri tersebut tidak memiliki kemampuan
dalam akumulasi Se. Hasil isolasi pada media yang menggandung sodium
selenate menunjukkan bahwa hanya strain CWB-1 dan CWB-3 yang mampu
tumbuh pada media yang menggandung sodium selenate pada konsentrasi 10 mM.
Namun, straint CWB-3 menunjukkan warna koloni putih dengan jumlah CFU 2 x
10 dan hanya straint CWB-1 yang menunjukkan warna koloni merah dengan
CFU 39 x 10®. Hal ini menunjukkan bahwa hanya isolat CWB-1 yang positif
memiliki kemampuan resistensi terhadap selenate dan mampu mengakumulasi

selenate menjadi Se elemental.

Isolat CWB-1 membutuhkan waktu 4 hari untuk mengubah sodium
selenate menjadi Se elemental. Perubahan tersebut ditandai dengan terbentuknya
warna merah. Menurut Silverberg, et al (1976) dan Tomei, et al (1992), bakteri
dapat mengurangi selenate menjadi selenium elemental dan menyimpannya
sebagai granul diskrit dalam sitoplasma. Berdasarkan penelitian sebelumnya pada
bakteri Aerornonas sp, Eschericia coli, Flavobacteriurn sp, dan Pseudomonas sp

deposit minimum selenium terbukti berada di dalam sitoplasma bakteri.

4.2 ldentifikasi Bakteri Resisten Selenite Secara Makroskopik dan
Mikroskopik

Bakteri yang resisten terhadap Se pada konsentrasi tertinggi yaitu 10 mM
pada cawan yang sudah diisolasi dengan sodium selenite selanjutnya dipurifikasi
untuk memperoleh isolat murni. Pemurnian dilakukan dengan mengambil satu
single colony secara aseptis dan diinokulasikan ke permukaan media BSM dengan

konsentrasi 10 mM sodium selenite. Pemurnian dilakukan dengan teknik cawan
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gores pada agar miring. Menurut Amelia (2016) Pemindahan dilakukan sampai
koloni yang tumbuh memiliki penampakan seragam yang menandakan koloni
bakteri yang tumbuh merupakan bakteri dari jenis yang sama. Setelah itu
dilakukan pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis.

Pemeriksaan dengan sifat kasar atau makroskopis adalah pemeriksaan
yang dapat diketahui secara jelas melalui panca indera, baik dengan penglihatan,
penciuman dan sebagainya secara langsung tanpa menggunakan alat bantu.
Pemeriksaan makroskopis koloni dinilai dari bentuk (round, round with raised
margin, complex, irregular, filamentous, atau rhizoid), permukaan (flat, raised,
atau convex). Karakteristik makroskopik bakteri resisten selenium hasil isolasi
dari stasiun 2 pantai utara Campurejo, Panceng, Gresik dapat dilihat pada tabel
4.2.

Tabel 4.2 Karakteristik isolat Bakteri Hasil Isolasi dari Sedimen PANTURA
Campurejo Panceng Gresik

Kode Karakteristik
Isolat | Warna koloni Permukaan Tepi Bentuk | Ukuran | Jenis
koloni koloni Sel Sel Gram
(pm)
CWB- | Merah pekat | Timbul datar | Utuh Basil 3 +
1
CWB- Merah Rata Utuh Basil 4,87 -
2 berantai
CWB- | Tepi merah Rata Utuh | Coccus 1 +
3 muda, tengah
merah
CWB- Merah Rata Utuh Basil 3.9 -
4
CWB- | Tepi merah Cembung Utuh Basil 3,6 +
5 muda, tengah panjang
merah berantai
CWB- | Tepi merah Rata Utuh Basil 1,7 +
6 muda, tengah pendek
merah

Keterangan: (+) positif, (-) negative
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Tabel 4.2 menunjukkan bahwa berdasarkan pengamatan morfologi koloni
tersebut memiliki kesamaan yaitu tepi utuh (entire). Bentuk koloni CWB-1,
CWB-2, CWB-4 bulat, bentuk koloni CWB-3, CWB-5 dan CWB-6 bulat dengan
bulatan ditengah. Warna koloni CWB-1 merah pekat, warna koloni CWB-2 dan
CWB-4 merah, warna koloni CWB-3, CWB-5 dan CWB-6 tepi merah muda,
tengah merah. Permukaan CWB-1 timbul datar (raised), CWB-2, CWB-3, CWB-4
dan CWB-6 permukaannya rata (flat) dan CWB-5 memiliki permukaan cembung.
Ukuran koloni CWB-1 yaitu: 6,31 mm, ukuran koloni CWB-2 yaitu: 1,10 mm,
CWB-3: 1,30 mm, CWB-4: 0,46 mm, CWB-5: 1,41 mm, dan ukuran koloni
CWB-6: 1,06 mm selanjutnya, dilakukan pengamatan secara mikroskopik.

Pengamatan secara mikroskopik dilakukan dengan pewarnaan gram.
Pewarnaan diferensial ini memerlukan 4 jenis reagen. Isolat bakteri diambil satu
ose dan disuspensikan dengan aquades yang ada diatas objek glas secara aseptis.
Preparat difiksasi diatas api bunsen sampai kering. Preparat ditetesi reagen
pewarna dasar yaitu gentian violet, didiamkan selama 1 menit, dan dicuci dengan
aquades secara mengalir dan dikeringkan. Preparat ditetesi larutan pengikat warna
dasar yaitu larutan iodium (lugol), didiamkan selama 1 menit, dicuci dengan
aquades secara mengalir dan dikeringkan. Preparat ditetesi larutan pencuci warna
dasar yaitu alkohol 96% atau decolorizing sampai warna ungu menghilang.
Preparat ditetesi larutan pembanding yaitu safranin, didiamkan selama 1 menit,
dicuci dengan aquades secara mengalir dan dikeringkan. Selanjutnya diamati
dibawah mikroskop. Hasil pengamatan mikroskopik dapat dilihat pada lampiran

10. Dalam QS. Yunus ayat 61 Allah berfirman:



46

“
= 3 s g3
.

5 1t 30 e ) Ji5 G 0538 5 058 e e Tl G5 0L 3 055
o el N3 LT 3 5 o381 5355 JUED (o GE5 (8 LR U5 a8 Dpanis
Artinya:

“Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu ayat
dari Al Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan kami
menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. tidak luput dari pengetahuan
Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di langit. tidak ada
yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu, melainkan (semua
tercatat) dalam Kitab yang nyata (Lauh mahfuzh).

Berdasarkan ayat diatas dapat diketahui bahwa semua yang ada dibumi
tidak luput dari pengetahuan Allah meskipun sekecil apapun. Lafadz zarrah dalam
bahasa arab artinya benda kecil yang tidak dapat dibagi-bagi. Namun, dalam
biologi lafadz zarrah diartikan sebagai makhluk hidup yang berbentuk kecil dan
tidak dapat diamati dengan mata telanjang (Mubarakfuri, 2007). Dalam hal ini
dapat diartikan sebagai bakteri, termasuk juga bakteri resisten selenium yang
berasal dari sedimen pantai utara Campurejo. Sel bakteri dapat diamati dengan
menggunakan mikroskop dengan cara pewarnaan gram. Dalam hal ini dapat
diartikan bahwa Allah menciptakan segala sesuatu tiada yang sia-sia, begitu pula
terhadap bakteri yang sangat kecil juga terdapat manfaat didalamnya jika manusia
mau mempelajarinya.

Berdasarkan pewarnaan gram didapatkan bahwa bakteri strain CWB-1
adalah gram positif, membentuk spora, berbentuk batang, ukuran 3 pum. strain
CWB-2 adalah gram negatif, berbentuk batang berantai, ukuran 4,87 pum. straint
CWB-3 adalah gram positif, berbentuk coccus, ukuran 1 pm. Strain CWB-4

adalah gram negatif, berbentuk batang, ukuran 3,9 pm. Strain CWB-5 gram
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positif, berbentuk batang panjang berantai, ukuran 3,6 pum dan straint CWB-6
gram positif, basil pendek, panjangnya 1,7 um. Bakteri gram positif ditandai
dengan penampakan warna sel bakteri yang bewarna ungu dan bakteri gram
negatif ditandai dengan penampakan sel bakteri yang bewarna merah. Perbedaan
warna sel tersebut disebabkan oleh perbedaan komposisi dinding sel masing-
masing bakteri.

Menurut Pratiwi (2012) bentuk-bentuk bakteri, yaitu bulat (tunggal:
coccus, jamak: cocci), batang atau silinder (tunggal: bacillus, jamak: bacilli), dan
spiral yaitu berbentuk batang melengkung atau melingkar-lingkar. Bentuk dan
warna sel bakteri dapat diketahui setelah dilakukan pewarnaan gram, pengecekan
dilakukan di bawah mikroskop dengan perbesaran 40x10. Bakteri berbentuk basil
merupakan bakteri yang mempunyai bentuk tongkat pendek atau batang kecil dan
silindris. Basil dapat bergandengan dua, atau terlepas satu sama lain
(Dwidjoseputro, 1994). Bacilli membelah hanya melalui sumbu pendeknya.
Sebagian besar bacilli tampak sebagai batang tunggal. Beberapa bacilli tampak
menyerupai cocci, dan disebut coccobacilli.

Berdasarkan penelitian terdahulu diketahui bahwa bakteri gram positif
menghasilkan spora dalam kondisi yang kurang menguntungkan untuk
pertumbuhan bakteri tersebut. Contoh bakteri gram positif yang resisten terhadap
selenium yaitu Bacillus licheniformis, Bacillus insolitus, Bacillus polymyxa,
Bacillus alvei dan Bacillus polymyxa. Hal tersebut menunjukkan bahwa genus

Bacillus memiliki distribusi yang luas (Javed, et al., 2016).
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Hasil pengamatan secara mikroskopik menunjukkan bahwa bakteri yang
merupakan gram negatif adalah strain CWB-2 yang berbentuk batang berantai
berukuran 4,87 um dan strain CWB-4 yang berbentuk batang berukuran 3,9 pum.
berdasarkan penelitian sebelumnya bakteri gram negatif yang resisten terhadap
selenium yaitu Ralstonia metallidurans, Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas stutzeri, dan Shewanella oneidensis (Ike, et al., 2000;
Javed, et al., 2016). Perbedaan ukuran koloni tersebut telah dijelaskan dalam QS.

An-Nahl ayat 13:
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Artinya:

“Dan dia (menundukkan pula) apa yang dia ciptakan untuk kamu di bumi ini
dengan berlain-lainan macamnya. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-
benar terdapat tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang mengambil pelajaran”.

Lafadz wa maknanya sakh-khara lakum artinya menundukkan, lafadz maa
dzara-a maknanya khalaqg yaitu menciptakan, sedangkan lafadz lakum fil al-ardl
maknanya semua yang ada dibumi baik berupa hewan, tumbuhan, benda mati, dan
lain-lain (Jalaluddin, 1990). Dalam hal ini diketahui bahwa Allah SWT telah
mengingatkan atas tanda-tanda yang ada di langit dalam surah an-nahl ayat 12,
Allah mengingatkan atas apa yang Dia ciptakan di bumi, berupa benda-benda
yang menakjubkan dan berbagai macam sesuatu, di antaranya binatang-binatang,
benda-benda tambang, tumbuh-tumbuhan dan lain-lain, dengan berbagai macam
warna dan bentuknya termasuk kegunaan dan keistimewaannya. Makna

lingkungan telah disebutkan dalam lafadz al-ardl (bumi), termasuk di dalamnya
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adalah kawasan pantai utara, Desa Campurejo, Panceng, Gresik yang didalam
sedimen pantainya diketahui mengandung Se. Dalam lingkungan yang
mengandung Se terdapat potensi bakteri resisten Se untuk mengurangi
kontaminasi Se dalam lingkungan. Bakteri resisten selenium merupakan hewan
bersel satu yang memiliki perbedaan ukuran, bentuk, dan warna antara spesies
satu dan lainnya. Perbedaan ukuran, warna dan bentuk telah disesuaikan dengan
kebutuhan bakteri tersebut dalam proses metabolismenya. Perbedaan warna
bakteri mengindikasikan bahwa bakteri tersebut dalam dua kelompok yaitu: gram
posistif ataupun negatif, perbedaan warna ini diakibatkan oleh tebal tipisnya
susunan dinding sel bakteri tersebut. Inna fii dzaalika la-aayaatal ligaaumiy
yadzdzakkaruun (“Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat
tanda kekuasaan Allah bagi kaum yang mengambil pelajaran’). Sehingga mengali
potensi akumulasi bakteri terhadap selenium sebagian dari tauhid dan membuat
orang akan lebih mensyukuri nikmat dan anugerah yang telah diberikan oleh

Allah.

4.2.1 ldentifikasi Bakteri Resisten Se Isolat CWB-1 dengan Menggunakan
Microbact

Berdasarkan hasil pewarnaan gram yang telah dilakukan pada 6 isolat
bakteri, selanjutnya dipilih satu strain isolat bakteri yaitu CWB-1 yang memiliki
bentuk bulat dengan diameter yang lebih besar dari yang lainnya serta memiliki

warna merah pekat untuk diuji biokimianya menggunakan mikrobact.
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Microbact™ gram-negatif produk terdiri dari dua substrat terpisah strip, 12A dan
12B. Setiap strip terdiri dari 12 substrat biokimia yang berbeda. 12A strip dapat
digunakan sendirian untuk identifikasi glukosa oksidase-negatif, positif nitrat
sedangkan 12B strip dapat digunakan dalam hubungannya dengan jalur 12A untuk
identifikasi oksidase-positif, negatif nitrat (Oxoid, 2001-2007).

Hasil uji menggunakan microbact pada isolat CWB-1 menunjukkan bahwa
pada uji lysine, ornithine, H,S, Glucose, Mannitol, Xylose, Indole, Urease, VP,
Citrate, TDA, Gelatin, Malonate, Inositol, Sorbitol, Rhamnose, Sucrose, Lactose,
Arabinose, Adonitol, Raffinose, Salicin, dan Arginine menunjukkan hasil negatif,
sedangkan pada uji ONPG menunjukkan hasil positif.

Tujuan uji oksidase adalah untuk mengetahui ada tidaknya enzim oksidase
pada bakteri dengan menggunakan paper oksidase yang dapat dilihat perubahan
warna yang terjadi pada paper oksidase (Rohmah, 2017). Hasil uji oksidase pada
isolat CWB-1 adalah positif artinya, terdapat perubahan warna pada paper

oksidase.

Uji motilitas bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri tersebut motil
atau tidak dan untuk mengetahui produksi indol dari Tryptophane. Uji ini
menggunakan media MIO (Motility Indole Ornitin). Jika bakteri yang tumbuh
pada media menyebar maka, positif motil (Rohmah, 2017). Bakteri CWB-1
tumbuh sesuai dengan tusukan yang dibuat sehingga hasil motilitas dikatakan
negatif karena tidak adanya pergerakan oleh isolat bakteri. Hasil uji microbact

bakteri CWB-1 selengkapnya dapat dilihat pada tabel 4.3.



Tabel 4.3. Hasil uji isolat CWB-1 menggunakan kit microbact GNB 12A/E dan

12B

No Karakteristik Hasil Pengamatan

1 Oxidase +

2 Motilitas -

3 Nitrate -

4 Lysine -

5 Ornithine -

6 H2S -

7 Glucose -

8 Mannitol -

9 Xylose -
10 ONPG +
11 Indole -

12 Urease -
13 VP -
14 Citrate -

15 TDA -
16 Gelatin -
17 Malonate -
18 Inositol -

19 Sorbitol -
20 Rhamnose -
21 Sucrose -
22 Lactose -
23 Arabinose -
24 Adonitol -
25 Raffinose -
26 Salicin -
27 Arginine -
28 Pewarnaan gram Positif
29 Bentuk Batang

Keterangan: (+) hasil uji positif,

(-) hasil uji negatif

51

Hasil identifikasi menggunakan mikrobact menunjukkan bahwa bakteri

teridentifikasi memiliki kemiripan dengan spesies Bacillus badius dengan persen

probabilitas 88,00%. Hasil pewarnaan Gram menunjukkan bahwa Bacillus badius
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merupakan bakteri Gram positif, berbentuk batang, sel tersusun membentuk rantai
panjang dan membentuk endospora. Hal ini sesuai dengan pernyataan Whitman
(1989) bahwa, Bacillus badius adalah bakteri berbentuk batang, bersifat aerobik,
gram positif, membentuk endospora pada akhir fase stasioner, optimum tumbuh
pada suhu antara 25 °C sampai 30 °C. Menurut Jumiarni (2010) Bakteri aerobik
yang dominan dalam sedimen diantaranya: Bacillus pumilus, Pseudomonas sp,

Bacillus brevis dan Bacillus badius.

Bacillus badius memiliki kemiripan dengan Bacillus brevis. Karakteristik
yang membedakan Bacillus badius dengan Bacillus brevis adalah diameter sel
Bacillus badius lebih besar dan membentuk rantai panjang dengan ujung rata
(Jumiarni, 2010). Dinding sel bakteri Bacillus badius menurut Vishan, et al
(2017) terdiri dari peptidoglikan, lipopolisakarida, dan asam teichoat, yang
merupakan ciri khas tempat penting kelompok fungsional (Fosfat, alanin, N-
asetilglukosamin, dan hidroksil kelompok) untuk pertukaran ion, khelasi, dan
mekanisme pengikatan logam.

Menurut Rajendran, et al (2010) Bacillus badius adalah spesies bakteri
pembuat penisilin asilase. hal ini juga dapat diketahui dari bau yang dihasilkan
oleh strain isolat CWB-1 saat memasuki fase stastioner menghasilkan bau
penisilin. Dalam Rajendran, et al (2010) juga dikatakan bahwa Bacillus badius

memproduksi penisilin asilase optimum pada fase stasioner.
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4.3 Karakteristik Pertumbuhan Bakteri Resisten Selenite Strain CWB-1

(Bacillus badius) dalam Konsentrasi Selenite yang Berbeda

Hubungan antara jumlah sel dengan waktu pertumbuhan dapat dinyatakan
dalam kurva pertumbuhan. Kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan
menggunakan spektrofotometer untuk melihat jumlah bakteri (OD) yang terbaca
melalui nilai absorbansi. Bakteri yang dilakukan pengukuran Kkurva

pertumbuhannya adalah bakteri strain CWB-1 (Bacillus badius).

Pada penelitian ini digunakan panjang gelombang 600 nm karena paling
optimal dalam membaca densitas dari suspense bakteri. Purwoko (2007)
mengatakan pertumbuhan bakteri memiliki empat fase diantaranya fase adaptasi
(lag phase), fase perbanyakan (log phase atau exponential phase), fase statis
(stationer phase), dan fase kematian (death phase). Pada pengamatan kurva
pertumbuhan bakteri resisten selenium dilakukan sampai 72 jam dengan interval
waktu pengamatan 8 jam untuk mengetahui keempat fase pertumbuhan bakteri.
Bakteri yang diamati fase pertumbuhannya menggunakan standart medium cair
pada konsentrasi 5 mM dan 10 mM dan dibandingkan dengan kontrol. Standart
medium adalah media sederhana. Penggunaan standart medium pada pengujian
dikarenakan bakteri tidak memerlukan nutrient yang terlalu banyak untuk
pertumbuhannya. Hasil kurva pertumbuhan bakteri resisten selenium dapat dilihat

pada gambar 4.4.
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Gambar 4.4. Kurva pertumbuhan bakteri CWB-1 dengan konsentrasi Se yang berbeda
pada OD 600 nm..

Berdasarkan gambar 4.4 pada interval waktu ke 8 jam bakteri strain CWB-
1 (Bacillus badius) mengalami fase lag atau fase adaptasi. Bakteri pada fase lag
tidak mengalami pertumbuhan populasi. Namun, sel mengalami perubahan
komposisi kimia, pertambahan substansi intraseluler dan bertambah ukuran
(Pelczar, 2008). Proses adaptasi meliputi sintesis enzim baru yang sesuai dengan
media yang diberikan, pemulihan terhadap metabolit yang bersifat toksik pada
media lama. Metabolit yang toksik misalnya alkohol, asam dan basa. Setelah
memperoleh kondisi ideal dalam pertumbuhannya. Sel akan melalukan

pembelahan sel yang disebut fase log atau eksponensial (Purwoko, 2007).
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Fase log bakteri pada gambar 4.4 pada konsentrasi Se 0 mM memiliki
pertumbuhan yang pesat sedangakan pada konsentrasi 5 mM dan 10 mM berjalan
dengan lambat, hal ini dikarenakan konsentrasi Se yang tinggi. Fase log adalah
fase dimana bakteri mengalami pertumbuhan populasi atau perkembangbiakan
paling cepat. Pada fase ini sel bakteri akan membelah dalam laju yang konstan,
aktivitas metabolit konstan, massa akan menjadi dua kali lipat dengan laju yang
sama dan pertumbuhan seimbang (Pelczar, 2008). Pada fase log sel
mengkonsumsi nutrient dan melakukan proses fisiologis, sehingga jumlah sel
akan meningkat pada tanda batas tertentu dan akan memasuki fase statis.

Fase stasioner adalah kondisi dimana terjadinya penumpukan produk
beracun (hasil akumulasi metabolit yang toksik), kehabisan nutrient untuk
mempertahankan kelangsungan hidupnya, penurunan kadar oksigen, penurunan
jumlah air pada media (Dwidjoseputro, 1994). Pada fase ini sel akan melakukan
adaptasi terhadap kondisi yang kurang menguntungkan. Akibat dari proses
adaptasi inilah sebagian sel akan mati dan sebagian akan tumbuh dan membelah.
Pada fase ini menunjukkan jumlah bakteri yang hidup sama dengan bakteri yang
mati, sehingga, jika dilihat kurva menunjukkan garis yang hampir horizontal.
Pada fase ini pertumbuhan bakteri isolat CWB-1 konsentrasi 0 mM terjadi pada
interval waktu 24 jam sampai 40 jam, sedangkan pada konsentrasi 5 mM dan 10
mM terjadi pada interval waktu 48 jam namun, pada konsentrasi 10 mM hanya
berlangsug sebentar dan segera memasuki fase kematian sel. Hal ini menunjukkan

bahwa pertumbuhan bakteri dapat terhambat karena adanya Se dalam lingkungan.
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Se akan menghalangi kerja enzim pada bakteri yang akan mempengaruhi kerja
metabolisme sel yang berakibat pada jumlah sel yang dihasilkan.

Fase yang terakhir adalah fase death atau fase kematian. Pada fase ini sel
akan mengalami kematian lebih cepat dari pada terbentuknya sel baru (Pelczar,
2008). Penyebab kematian sel adalah autolisis sel dan penurunan energi seluler.
Beberapa bakteri hanya mampu bertahan selama beberapa jam pada fase stasioner
sebelum memasuki fase death, beberapa lagi mampu bertahan selama beberapa
hari atau minggu pada fase stasioner sebelum memasuki fase death, dan beberapa
bakteri mampu bertahan bertahun-tahun pada fase stasioner sebelum mengalami
fase death dengan mengubah sel menjadi spora. Untuk menghindari masuknya
fase stasioner ke fase death, bakteri dapat diisolasi kembali ke dalam media baru
dengan konsentrasi yang sama dengan media sebelumnya dan akan mengalami
fase adaptasi kembali (Purwoko, 2007).

Berdasarkan gambar 4.4. diketahui bahwa pertumbuhan bakteri strain
CWB-1 (Bacillus badius) menurun seiring dengan bertambahnya konsentrasi Se
yang diberikan dalam media. Hal ini mengindikasikan bahwa toksisitas Se yang
tinggi dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Hasil ini sesuai dengan
pernyataan Crawford dan Don (1998) bahwa, umumnya mikroorganisme memiliki
mekanisme perlindungan terhadap logam untuk mempertahankan hidupnya.
Mekanisme resistensi ini melibatkan pembentukan kompleks logam dengan
protein dalam membran sel, sehingga logam dapat terakumulasi dalam sel tanpa

mengganggu pertumbuhan bakteri tersebut. Jika konsentrasi logam tingagi,
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pertumbuhan sel dapat terhambat karena sistem perlindungan pada sel bakteri

tidal mampu lagi mengimbangi efek toksisitas logam tersebut.

4.4 Akumulasi Selenium dengan Bakteri Isolat CWB-1

Resistensi bakteri terhadap logam dapat melalui mekanisme biosorbsi dan
bioakumulasi. Menurut Chojnacka (2010), mekanisme biosorpsi merupakan
proses pasif sehingga logam tidak meracuni bakteri. Sedangkan mekanisme
bioakumulasi merupakan proses aktif dimana logam berat dapat meracuni sel
bakteri. Mekanisme toleransi mikroba terhadap logam berat menurut Saraswati
dan Yuniarti (2007), dengan cara kompleksasi meliputi produksi polisakarida
ekstraselular yang memiliki anion dan berfungsi sebagai bioakumulator yang
efisien, produksi metabolit organik yang memiliki sifat pengkelat dan membentuk
kompleks dengan logam, presipitasi, serta kristalisasi ekstraselular.

Salah satu strategi untuk meningkatkan efektifitas bioremediasi
lingkungan adalah mencari mikroorganisme baru yang memiliki kapasitas serapan
terhadap logam berat. Dalam penelitian ini telah dilakukan pemeriksaan
kemampuan Bacillus badius untuk mengakumulasi selenium. Sel bakteri Bacillus
badius yang mampu tumbuh pada konsentrasi 10 mM Se, kemudian ditumbuhkan
pada media standart yang mengandung 100 puM dan 200 pM Na,SeO3 dan diukur
kadar selenium dengan menggunakan AAS. Media standart adalah media yang
umum digunakan untuk menghitung total bakteri karena komposisinya yang
menggandung yeast pepton dan glukosa yang dibutuhkan bakteri untuk

metabolisme bakteri sehingga pertumbuhan bakteri pada media standart akan
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lebih cepat jika dibandingkan dengan bakteri pada media BSM cair. Hasil dari uji

akumulasi dapat dilihat pada gambar 4.5.

180 1~

0 100 200
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Gambar 4.5 Pe-ngaruh pemberian konsentrasi Se pada isolat CWB-1 térhadap jumlah
akumulasi Se. Keterangan: notasi huruf yang berbeda menunjukkan beda nyata (p<0,05).
a) tidak terjadi akumulasi. b). mengakumulasi 71,6 uM. c) mengakumulasi 159,45 uM.

Kemampuan akumulasi bakteri Bacillus badius dalam mengakumulasi
selenium dengan konsentrasi 100 pM dan 200 pM menunjukkan hasil yang
signifikan p<0,05. Selenium yang terakumulasi pada perlakuan 100 uM mencapai
71,6 UM dengan persentase mencapai 71,6% sedangkan selenium yang
terakumulasi pada perlakuan 200 pM vyaitu 159,45 puM dengan persentase
mencapai 79,7%. Berdasarkan penelitian sebelumnya (Oremland, et al., 1994;
Oremland, et al., 1999) bakteri Sulfurospirillum barnesii 60% dan Thauera
selenatis mampu mengakumulasi selenite 50%. Hal ini menunjukkan kemampuan
akumulasi bakteri Bacillus badius sangat tinggi. Hasil akumulasi selengkapnya

dapat dilihat pada tabel 4.4.
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Tabel 4.4. Persentase Akumulasi Se Oleh Bakteri Resisten Selenat/Selenit Strain
CWB-1 (Bacillus badius).

Konsentrasi Se (UM) Konsentrasi Se % akumulasi Se
terakumulasi (UM) = SE
100 71,6 £2,402 71,6%
200 159,45 + 2,980 79,7%.

Berdasarkan penelitian sebelumnya (Javed, et al., 2016) bakteri genus
Bacillus yang dapat mengakumulasi Se yaitu Bacillus licheniformis dan Bacillus
subtilis yang mampu mengakumulasi 40% dan 43% tersebut masih rendah jika
dibandingkan dengan hasil akumulasi oleh Bacillus badius. Penelitian sebelumnya
tentang Bacillus badius telah dijelaskan bahwa dapat mengakumulasi nitrit dan
Pb(Il) (Sakai, et al., 1996; Vishan, et al., 2017) namun, dalam akumulasi Se
belum pernah ditemukan. Sehingga Bacillus badius dapat dikatakan sangat

potensial untuk digunakan dalam bioremediasi Se dilingkunagan.

Akumulasi selenium pada media kultur juga dapat dilihat dengan adanya
perubahan warna media menjadi orange kemerahan. Hal ini dikarenakan adanya
perubahan SeOs> yang bersifat toksik menjadi Se° yang tidak toksik (Rathgeber,
2002; Avendano, 2016). Warna merah tersebut mengindikasikan selenium telah

direduksi menjadi Se elemental dalam tubuh bakteri.

Bakteri yang resisten terhadap selenium mampu digunakan untuk
mendetoksifikasi selenium dalam lingkungan. Menurut Farisna (2015) beberapa
bakteri telah mengembangkan beberapa sistem yang efisien untuk detoksifikasi
logam. Mekanismenya dapat digolongkan ke dalam 5 kategori, yaitu: (1)
penyerapan intraseluler, (2) mengekspor, (3) mereduksi, (4) absorpsi ekstraseluler,

dan (5) detoksifikasi ekstraseluler. Hampir semua mekanisme resitensi bakteri
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dikode gen yang terdapat pada plasmid dan transposon dan hal itu memungkinkan
transfer gen atau mutasi spontan yang menyebabkan bakteri resisten terhadap

logam.

Dalam konteks agama Islam, berbagai kerusakan yang terjadi di darat
maupun di laut sesungguhnya tidak bisa dilepaskan dari cara pandang dan

perilaku manusia terhadap alam (Q.S. Ar-Ruum: 41):

(20 Oshe il TP (ol sl g 1) T o2l S8 L 20T 0T SLaT 4k
Artinya :

“ Telah nampak kerusakan didarat dan dilaut akibat ulah tangan manusia, supaya
Allah merasakan kepada mereka sebagian dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka
kembali (kejalan yang benar) (Qs. 30:41).

Perilaku merusak alam ini bertentangan dengan tugas dan fungsi manusia
sebagai hamba Allah (abdullah) dan khalifatullah fil ardl, yang berkewajiban
untuk melakukan proses pengelolaan dan pemeliharan alam dan lingkungan
sebagai media untuk beribadah kepada Allah dan menjalankan fungsi
kekhalifahan. Dalam Shahih Muslim, n0.553 Abu Dzar radhiyallahu ‘anhu

meriwayatkan bahwa Rasulullah bersabda:

Gl e bl S el pulaa L8 iia 8 g i el el e i 2
Artinya:

"Semua amalan umatku ditampakkan kepadaku baik dan buruknya. Aku dapatkan di
antara amal kebajikan adalah menghilangkan bahaya dari jalanan." (Shahih Muslim, no.
553).
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Maksud kata 3 dalam hadits tersebut adalah segala hal yang membahayakan
atau mengganggu orang yang lewat, baik itu berupa duri, batu, kotoran dan hal-hal
lainnya, sebagaimana dijelaskan oleh Imam Nawawi secara lebih luas hadits
diatas bisa dipahami bahwa kita dianjurkan untuk menjaga lingkungan agar selalu
bersih. Salah satu bentuk melestarikan lingkungan adalah dengan mengakumulasi
Se yang mencemari lingkungan perairan menggunakan bakteri resisten selenium.
tindakan pelestarian lingkungan hidup ini adalah sebagian dari tauhid. Nilai tauhid
bagi umat muslim harus menjadi spirit bagi setiap tindakan atau perilakunya, baik
yang berhubungan dengan orang lain, makhluk hidup serta lingkungan hidupnya.
Hal ini mengandung makna bahwa manusia sebagai hamba Allah (abdullah) dan
khalifatullah fil ardl bertanggungjawab kepada-Nya atas semua tindakan yang

dilakukannya.



BAB V

PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa:

1. Bakteri yang berhasil diisolasi dari PANTURA Campurejo Pancen
Gresik berjumlah 6 strain yaitu: CWB-1, CWB-2, CWB-3, CWB-4,
CWB-5, dan CWB-6.

2. Bakteri strain CWB-1, CWB-2, CWB-3, CWB-4, CWB-5, dan CWB-6
resisten terhadap sodium selenite dengan konsentrasi 10 mM. Pada
resistensi terhadap sodium selenate diperoleh strain CWB-1 yang mampu
tumbuh pada sodium selenate dengan konsentrasi 10 mM. Bakteri yang
memiliki  kemampuan resistensi terhadap selenite dan selenite
menghasilkan koloni berwarna merah yang menunjukkan bahwa selenate
dan selenite telah diubah menjadi Se elemental. Uji microbact terhadap
strain CWB-1 menunjukkan bahwa bakteri teridentifikasi spesies Bacillus
badius dengan persen probabilitas 88,00%. Bakteri CWB-1 (Bacillus
badius) mampu mengakumulasi selenium pada konsentrasi 200 UM
sebanyak 79,7%. Hal ini menunjukkan bahwa Bacillus badius sangat
berpotensi dalam bioremediasi selenium selenium dalam lingkungan yang

tercemar selenium.
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5.2 Saran
Berdasarkan hasil dari penelitian yang telah dilakukan dapat dikemukakan
beberapa saran sebagai berikut:
1. Perlu dilakukan identifikasi secara molekuler dengan 16S rRNA untuk
mengkonfirmasi hasil uji biokimia menggunakan microbact.
2. Uji resistensi bakteri terhadap selenate dan selenite dengan konsentrasi Se
yang lebih tinggi, sehingga dapat dipastikan bahwa bakteri tersebut benar-

benar berpotensi sebagai agen bioremediasi selenium.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Prosedur Penelitian
a) Isolasi Bakteri

Sampel
Sedimen

-‘V'I | 4 | 1 . ‘:\‘ )
Pengenceran S ‘
berseri ‘
@3x ulangan

v .
BSM yang l l l

menggandung
sodium selenite

. K 0 mM 5 mM 10 mM ),
-

Inkubasi selama 7 hari pada suhu 25°C. dan diukur jumlah koloni setiap 1 hari

sekali. v
Bakteri yang tumbuh pada media dengan konsentrasi paling
tinggi (10 mM) dipilih secara dan di isolasi pada media sodium

selenate

M

@3x ulangan

0 mM 5mM 10 mM
——
Identifikasi isolat bakteri terpilih secara makroskopik dan mikroskopik

N—

Identifikasi isolat bakteri yang resisten terhadap sodium selenate 10 mM
menggunakan microbact

v

Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri
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b). Uji Akumulasi Selenium
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Setelah mencapai fase
lag suspensi sel bakteri
— diukur Optical dencity
Sub kultur isolat (OD)e0o
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Isolz:pbizliil;teri % l % \L% \%
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——

Inkubasi 24 jam, 25°C, 180 rpm

¥
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Ditambahkan 6HCL 50 ml dan HNO3; 1 ml 60% pada pellet yang sudah kering

\|l
Disaring, filtrat jernih yang diperoleh dimasukkan AAS menggunakan pipa

kapiler, dibakar hingga menimbulkan warna bakar atom logam (Se=kebiruan)

\

Diukur nilai absorbansinya
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Lampiran 2. Persiapan Sediaan Larutan Sodium Selenite dan Sodium Selenate
A. Pembuatan stok sodium selenite 100 mM

Molar masa: 173 g/l 1 M =1000 mM - 173 g/l
100mM =173g/l  =17,3 ¢/l
10
Atau 1L.=1000 ml =17300 mg =17,3 ¢/I
1000 ml
100 ml=17,3 g/l =1,73 g/l
10

Jadi, untuk membuat larutan stok 100 mM dalam 100 ml. dengan
menimbang sodium selenite sebanyak 1,73 g, kemudian dilarutkan pada aquades
steril 100 ml. selanjutnya larutan di sterilkan lagi menggunakan milipore dan spuit

dan dipindah ke tabung sentrifus steril, agar terhindar dari kontaminan.

B. Pembuatan stok sodium selenate

Molar masa: 188,9 g/l 1M =1000 mM —188,9 g/l
100 mM = 1889 g/l =189/l
10
Atau 1L.=1000 ml =18900 mg =18,9 ¢/I
1000 mi
100 ml =18,39g/l  =1,89 g/l
10

Jadi, untuk membuat larutan stok 100 mM dalam 100 ml. dengan
menimbang sodium selenate sebanyak 1,89 g, kemudian dilarutkan pada aquades
steril 100 ml. selanjutnya larutan di sterilkan lagi menggunakan milipore dan spuit

dan dipindah ke tabung sentrifus steril, agar terhindar dari kontaminan.
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C. Pembuatan larutan perlakuan natrium selenite

Untuk mendapatkan volume larutan natrium yang akan digunakan sebagai
perlakuan pada uji resistensi menggunakan media padat di cawan petri dapat
dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

V1.M1=V2.M2

Keterangan:

V1= volume larutan yang diambil dari stok natrium selenit
V2= Volume total media pada cawan petri

M1= Konsentrasi larutan stok natrium selenit

M2= Konsentrasi larutan natrium selenit yang digunakan

+» Pembuatan Larutan Perlakuan 5 mM Natrium Selenite

V1. M1=V2.M2
V1.100mM =20 ml.5mM

V1=100
100
=1ml

<+ Pembuatan Larutan Perlakuan 10 mM Natrium Selenite

V1. M1=V2.M2
V1.100mM =20 ml. 10 mM
V1=200

100
=2ml



Lampiran 3. Perhitungan Kombinasi Volume media+ Se+Bakteri

A. Pembuatan BSM cair 3 ml

76

Perlakuan Volume media Volume Se Volume
bakteri

0mM 2970ul 0l 30 pl

5 mM 2820 pl 150 pl 30 pl

10 mM 2670 pl 300 pl 30 ul

¢+ Mencari volume Se pada konsentrasi 5 mM
V1.M1=V2.M2
V1.100mM=3 ml. 5 mM
V1=15
100
= 0,15 ml atau 150 pl
¢ Mencari volume Se pada konsentrasi 10 mM
V1.M1=V2.M2
V1.100mM=30 ml. 10 mM
V1=30
100
= 0,3 ml atau 300 pl
B. Pembuatan BSM miring 3 mi

Perlakuan VVolume media Volume Se bakteri

0 mM 3000 pl O ul 1 ose

5mM 2850 pl 150 pl 1 ose

10 mM 2700 pl 300 pl 1 ose

¢+ Mencari volume Se pada konsentrasi 5 mM
V1.M1=V2.M2
V1.100mM=3 ml. 5 mM
V1=15
100
=0,15 ml atau 150 pl

%+ Mencari volume Se pada konsentrasi 10 mM
V1.M1=V2.M2
V1.100mM=30 ml. 10 mM
V1= 30
100
= 0,3 ml atau 300 pl



X/
L X4
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Pembuatan Media Akumulasi Se
Perlakuan Volume media Volume Se Volume bakteri
0mM 29,7 ml 0ml 0,3ml
5mM 28,2 ml 1,5ml 0,3ml
10 mM 26,7 ml 3ml 0,3ml

Mencari volume Se pada konsentrasi 5 mM
V1.M1=V2.M2
V1.100mM=30 ml. 5 mM
V1=150
100
=15mil

Mencari volume Se pada konsentrasi 10 mM

V1.M1=V2.M2
V1.100mM=30 ml. 10 mM
V1= 300
100
=3ml
Konversi ppm ke Molar (M)
ppm= mg/I
M=mol/L =gr/mr Mol=g/mr
L
Contoh: 5,38 ppm
= 5,38 mg/l
=5,38x 107 g/l
=0,005,38

M= 0,00538 G/L
=0,0000681 G/L x 10’3
= 0,068 mM

Cara Menghitung Persentase Hasil Akumulasi Se
Contoh: 0,068 miM pada konsentrasi 0,1 mivi
= Jumlah Se terakumulasi x 100%
Jumlah total Se
= 0,068 Mm x 100% = 68%
0,1 mM




Lampiran 4. Data pengaruh lama inkubasi dan

jumlah bakteri resisten Se dari ketiga stasiun.
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Lampiran 5. Data Resistensi 6 isolat bakteri terhadap selenate pada inkubasi 7
hari.

Kode Hari

Isolat | konsentrasi 1 ) 3 4 5 6 7
0mM 300 350 390 391 395 396 | 400

cwb-1 | 5mM 0 0 0 40.6 42.6 48.3 | 60.6
10 mM 0 0 0 15.3 18.6 33 39.3
0 mM 150 160 165 171 180 250 | 300

cwb-2 | 5 mM 0 0 0 0 0 0 0
10 mM 0 0 0 0 0 0 0
0mM 0 17 18 20 21 21 22

cwb-3 | 5 mM 0 0 0 7 8.3 93 |123
10 mM 0 0 0 2 2 2 2
0mM 100 150 160 175 250 300 | 350

cwb-4 | 5 mM 0 0 0 0 0 0 0
10 mM 0 0 0 0 0 0 0
0mM 22 27 33 37 44 46 50

cwb-5 | 5 mM 0 0 0 0 0 0 0
10 mM 0 0 0 0 0 0 0
0mM 150 155 260 265 270 287 | 300

cwh-6 | 5 mM 0 0 0 0 1 1.3 1.3
10 mM 0 0 0 0 0 0 0

Lampiran 6. Data akumulasi Se
Konsentrasi Ulangan rata STDEV 5B Presentasi
Se
1 2 3
0 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 | 0.0002 0 0 0%

100 pm 0.0681 | 0.0762 | 0.0705 | 0.0716 | 0.00416 | 0.0024 | 71,6 %

200 pm 0.1551 | 0.1652 | 0.1579 | 0.1594 | 0.00516 | 0.0029 | 79,7%
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Lampiran 7. Data kurva pertumbuhan CWB-1 pada konsentrasi yang berbeda

Konsentrasi | Waktu Ulangan Rata- SD SE
1 2 3 Rata

0 mM 0 jam 0.017 | 0.018 | 0.019| 0.018 0.001 0.0005
8 jam 1906 | 1914 | 1913| 19.11| 0.004359 | 0.002517

16 jam 1911 | 1917 | 1914 | 1914 0.003 | 0.001732

24 jam 2.165 | 2.165| 2.163| 2.164 | 0.001155 | 0.000667

32 jam 219 | 2192 | 2.166| 2.182| 0.014468 | 0.008353

40 jam 2.076 | 2.082 | 2.081| 2.182 | 0.003215 | 0.001856

48 jam 2.07 | 2.061| 2.069| 2.066| 0.004933 | 0.002848

56 jam 1985 | 1.997 | 1.998 | 1.993 | 0.007234 | 0.004177

64 jam 1958 | 1.958 | 1.956| 1.957 | 0.001155 | 0.000667

72 jam 1912 | 1914 | 1917 | 1.914| 0.002517 | 0.001453

5mM 0 jam 0.077 | 0.079 | 0.078 | 0.078 0.001 | 0.000577
8 jam 1.889 | 1.883 | 1.885| 1.885| 0.003055 | 0.001764

16 jam 1.905| 1.918| 1.907 1.91 0.007 0.004041

24 jam 1938 | 1.937| 1.938| 1.937 | 0.000577 | 0.000333

32 jam 1963 | 1968 | 1.967| 1.966 | 0.002646 | 0.001528

40 jam 1.985 1.98 | 1.985| 1.983 | 0.002887 | 0.001667

48 jam 2.049 | 2.056| 2.058| 2.054 | 0.004726 | 0.002728

56 jam 2.001| 2.007| 2.005| 2.004 | 0.003055 | 0.001764

64 jam 1.993 | 1.997 | 1.993| 1.994 | 0.002309 | 0.001333

72 jam 1952 | 1.952| 1.948 1.95 | 0.002309 | 0.001333

10 mM 0 jam 0.212 0.21| 0.218 | 0.213 | 0.004163 | 0.002404
8 jam 1.852 | 1.852| 1.857| 1.853| 0.002887 | 0.001667

16 jam 1.869 1.87 | 1.882| 1.873 | 0.007234 | 0.004177

24 jam 1933 | 1.935| 1.935| 1.934| 0.001155 | 0.000667

32 jam 1954 | 1.955| 1.953| 1.954 0.001 0.000577

40 jam 1979 | 1.971| 1.976 | 1.975| 0.004041 | 0.002333

48 jam 1984 | 1.982| 1.983| 1.983 0.001 0.000577

56 jam 1979 | 1.981| 1.933| 1.964 | 0.027154 | 0.015677

64 jam 193] 1932 | 1.933| 1.931 | 0.001528 | 0.000882

72 jam 1.929 | 1.929 1.93 | 1.929 | 0.000577 | 0.000333




Lampiran 8. Hasil Analisis Duncan

A. Hasil analisis Duncan Akumulasi Selenium

kadar akumulasi

Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi
selenium 1 3
Duncan® 0.1 3| .000250
3 3 029267
0.2 3 .071500}
Sig. 1.000 1.000 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

B. Hasil analisis Duncan kurva pertumbuhan bakteri.

Kurva Pertumbuhan Bakteri

Duncan
PERLAKUAN N Subset
1 2 3
10 mM 27 1.93326
5mM 27 1.96515
0 mM 27 2.02037
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 4.704E-005.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 27.000.

b. Alpha = .05.

81



82

Lampiran 9. Gambar Pengamatan Bakteri Resisten Selenite dan Selenate yang
menunjukkan perubahan warna menjadi merah.

A. Gambar Bakteri Resisten Selenite
Hari
ke-

3

Penampilan bakteri resisten selenium yang tumbuh pada cawan petri dengan
konsentrasi media BSM dan sodium selenite yang bervariasi. Warna merah-orange pada
koloni adalah akibat akumulasi selenium menjadi Se elemental.

B. Gambar Bakteri Resisten Selenate (CWB-1)

0mM 5mM 10 mM

Penampilan bakteri resisten selenium yang tumbuh pada tabung reaksi dengan
konsentrasi media BSM dan sodium selenate yang bervariasi pada waktu inkubasi 7 hari.
Warna merah-orange pada koloni adalah akibat akumulasi selenium menjadi Se
elemental.
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Lampiran 10. Hasil Pengamatan Mikroskopik pada 6 Isolat bakteri Resisten Selenite

Keterangan: pengamatan dibawah mikroskop 40 x 10. a). CWB-1, gram positif, basil, b).
CWB-2 gram negatif , basil berantai, c). CWB-3 gram positif, coccus, d). CWB-
4 gram negatif, basil, €).CWB-5 gram positif, basil panjang berantai, f).CWB-6
gram positif, basil pendek.
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Lampiran 11. Foto Dokumentasi Pengamatan

84

Proses pengenceran sampel

sedimen

| n‘\; "1 S
Proses penyimpanan isolat bakteri

pada gliserol

Sampel akumulasi Se

Pembuatan kurva pertumbuhan
bakteri
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Hasil pewarnaan gram

Uji Kit Microbact GNB 12A/E dan
12B

Keterangan: (@) sebelum ditetesi
reagen. (b) setelah ditetesi reagen

Proses pengamatan secara

mikroskopis

sub kultur dalam media BSM cair
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Lampiran 12. Substrat dan Reaksi Uji Microbact

A. (TABLE OF SUBSTRATES AND REACTIONS (12A))

86

No Nama uji Prinsip reaksi Warna reaksi Ket
negatif Positif

1 Lysine Lysine decarboxylase kuning Biru-hijau Warna hijau atau biru adalah reaksi

positif. Bromothymol biru
menunjukkan pembentukan kadet
amina spesifik.

2 ornithine Ornithine decarboxylase Biru Hijau harus dianggap sebagai reaksi
Kuning- negatif. Pergeseran pH yang
hijau ditunjukkan oleh biru bromotimol

yang disebabkan oleh pembentukan
amine putresin spesifik lebih besar
daripada yang disebabkan oleh
dekarboksilasi lisin.
3 H,S Produksi H,S Warna Hitam H2S dihasilkan dari thiosulphate. H2S
jerami bereaksi dengan garam besi dalam
medium untuk membentuk endapan
hitam

4 Glucose Fermentasi glukosa Biru- Kuning Indikator biru Bromothymol berubah

hijau dari biru ke kuning saat karbohidrat

5 Mannitol Fermentasi mannitol Biru- Kuning digunakan untuk membentuk asam.

hijau

6 Xylose Fermentasi xylose Biru- Kuning

hijau
7 ONPG Hidrolisis o-nitrophenyl- Tanpa Kuning Hidrolisis B-galaktosidase dari ONPG
-R-d-galactopyranoside warna yang tidak berwarna melepaskan orth-
(ONPG) dengan onitropenol kuning.
tindakan
dari 3-galaktosidase

8 Indole Produksi indol dari Tanpa Merah Indole terbentuk dari metabolisme

tryptophan warna muda- triptofan. Pereaksi Indole Kovacs

merah membentuk kompleks merah muda

merah dengan indole.

9 Urease Hidrolisis urea Warna Merah Ammonium yang dilepaskan dari

jerami muda- pemisahan urea menyebabkan pH
merah naik - ditandai dengan perubahan
fenol merah dari kuning ke merah

merah jambu

10 VP Produksi acetoin( reaksi Warna Merah Acetoin dihasilkan dari glukosa yang

(\Voges-Proskatier) jerami muda- ditunjukkan oleh pembentukan
merah kompleks merah muda merah setelah
penambahan alfa-naftol dan creatine.

11 Citrate hijau Biru Sitrat adalah satu-satunya sumber

karbon, yang jika digunakan
menghasilkan kenaikan pH,
ditunjukkan dengan warna biru
bromotymol, dengan perubahan warna
dari hijau ke biru.
12 TDA Produksi Warna Merah ceri Tryptophan deaminase membentuk
indolepyruvate oleh jerami asam indolepyruvic dari triptofan
deaminasi dari yang menghasilkan warna coklat
triptofan dengan adanya ion ferrik. Organisme
positif Indole bisa menghasilkan
warna coklat. Ini adalah reaksi
negatif.




B. (TABLE OF SUBSTRATES AND REACTIONS (12B))

87

no | Nama uji Prinsip reaksi Warna reaksi Ket
negatif positif
1 Gelatin Pencairan gelatin Tidak hitam Pencairan gelatin oleh enzim
bewarna proteolitik mendifusikan pigmen
hitam. Partikel gelatin padat
yang mungkin melayang di atas
sumur setelah rehidrasi harus
dianggap sebagai reaksi negatif.
2 Malonat Hambatan malonat Hijau biru Sodium malonate adalah satu-
e satunya sumber karbon dan ini
menghambat konversi asam
suksinat menjadi asam fumarat.
Organisme yang tidak dapat
memanfaatkan substrat ini
menghasilkan akumulasi asam
suksinat dan organisme tidak
dapat tumbuh. Bromothymol
biru adalah indikatornya.
Kuning-hijau merupakan
indikasi hasil negatif.
Pemanfaatan Na malonate pada
saat bersamaan dengan
amonium sulfat digunakan
sebagai sumber nitrogen
menghasilkan natrium
hidroksida sehingga
meningkatkan alkalinitas dan
pewarnaan biru.
& Inositol | Fermentasi inositol Biru-hijau | kuning Indikator biru Bromothymol
4 Sorbitol Fermentas@ sorbitol B?ru-hu:au kun?ng bELl#:ﬁg S:; E;rrlé&?gjrzgl
5 Rhamno | Fermentasi rhamnose Biru-hijau | kuning difermentasi.
se
6 Sucrose | Fermentasi Sucrose Biru-hijau | kuning
7 Lactose | Fermentasi Lactose Biru-hijau | kuning
8 | Arabinos | Fermentasi Arabinose Biru-hijau | kuning
e
9 Adonitol | Fermentasi Adonitol Biru-hijau | kuning
10 | Raffinos | Fermentasi Raffinose Biru-hijau | kuning
e
11 Salicin | Fermentasi Salicin Biru-hijau | kuning
12 | Arginine | Arginine Argine dihydrolase mengubah
dihydrolase arginin menjadi ornithine,
24 jam kuning Hijau- amonia dan karbon dioksida.
biru Hal ini menyebabkan kenaikan
48 jam Kunig- biru pH seperti yang ditunjukkan
hujau oleh biru bromotymol. Reaksi
hijau yang terjadi pada 48 jam
harus diartikan sebagai negatif




Lampiran 13 . Hasil uji pendahuluan analisis Se pada sedimen PANTURA,
Campurejo, Panceng, Gresik

BALAI PENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI
LABORATORIUM
PENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI
SURABAYA - JAWA TIMUR

REPORT
Certificate of Analisis
N 08657/X1/V-2017
Cade ' pemelitian
Sample Sender : Mha,Bio UIN Malang
Sample Name ; Sedizen
Test Se
Sample Brand :
Sample Identity % Padatan sedimen kocoklatan
Sample Accepted ; 16 Moi 2017
Chemical laboratory test result s
Kode  __ ___Eo,ppm g
Xl 1,05
F 1,18
3 039
w1l Nyub
2 0,67
3 0,57

Laboratory Office JI. Ketintang Baru XVIl no 14
Tedp 08155151337, Bank BCA - Bank Jatim
Surabaya

88

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



89

Lampiran 14 . Hasil analisis akumulasi Se dalam tubuh bakteri

BALAI PENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI

LABORATORIUM
PENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI
SURABAYA - JAWA TIMUR

REPORT
Certificate of Analisis
No 1 07032/KI/IX-2017
Code . Penelitian
Sample Sender : : Mhs,Bio UIN Malang
Sample Name : Bakteri air Selenium - |
Test : Se dalam bakteri
Sample Brand =
Sample Identity *  Cairan keruh
Sample Accepted : 20 Sept.2017

Chemical laboratory test result is :

Laboratory Office JI. Ketintang Baru XVIl no 14
Telp 08155151337, Bank BCA — Bank Jatim
' Surabaya
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Lampiran 15 . Hasil analisis Microbact isolat CWB-1

UNIT LAYANAN BIOLOGI
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS AIRLANGGA

Kampugs C Mulyorejo Surabaya ( 60115) Telephon 62 - 31 5936501,Faks 62 - 31 5926804, 5936502
E-mail : unitlayanan.biologiua@gmail.com

Tabel hasil karakieristik pengamatan kode Isolat W

No. |  Karakteristik Hasil Pengamatan
1 Oxidase +
2 Motilitas
3 Nitrate
4 Lysine -
5 Ornithine -
6 H2S
7 Glucose
8 Mannitol -
9 Xylose -
10 ONPG +
11 Indole
12 Urease -
13 VP -
14 Citrate
i) TDA
16 Gelatin
17 Malonate
18 Inositol -
19 Sorbitel -
20 Rhamnose -
21 Sucrose -
22 Lactose -
28 Arabinose -
24 Adonitol -
25 Raffinose -
26 Salicin -
27 Arginine -
28 | Pewarnaan Gram Positif
[ 29 Bentuk Batang

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa bakteri teridentifikasi spesies Bacillus badius
dengan persen probatilitas 88,00 %.

Laperan Unit Layanan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga
Halaman 2 dari 5
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UNIT LAYANAN BIOLOGI
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS AIRLANGGA

Kampus C Mulyorejo Surabaya ( 60115) Telephon 62 — 31 5936501, Faks 62 — 31 5926804, 5936502

E-mail : unitlayanan.biologiua@gmail.com

Hasil pengujian bakteri Gram positif dilakukan dengan penghitungan koefisien sebanding.
Hasil uji morfologi dan fisiologi bakteri Bacillus digunakan untuk menentukan presentase
koefisiea sebanding (Ss) yang mencakup kesamaan positif dan negatif dari karakter
masing-masing spesies vakteri dari genus Bacillus (Stanier ef al., 1986).

Mengetahui,
Sekretaris Departemen Biologi,
———
UNIT LAYANAN
KULTAS

S N IYERSITAS AIRLAY

B
2

06

Tt
A

Dr. Junairiah, S.5i..M.Kes.
NIP. 197107142002122002

Surabaya, 20 Oktober 2017

Bagian Analisis,

Dr. Ni’matuzahroh
NIP. 196801051992032003

Laporar. Unit Layanan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga

Halaman 3 dari §
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Lampiran 16. Bukti konsultasi skripsi

2

KEMENTERIAN AGAMA
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA
MALANG

FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOG!
JURUSAN BIOLOGI

MALIK IBRAHIM

33
JL. Gajayana No. 50 Malang 65144 Telp./ Faks. (0341) 5589 c.id
Website: http://biologi.uin-malang.ac.id Email: blologi@uin-mulang X
KARTU KONSULTASI SKRIPSI
Nama : Wafiatun Amalia
NIM : 13620026
Program Studi : S1 Biologi
Semester : Ganjil/ Genap TA
Pembimbing : Romaidi M.Si., D.S¢
JudulSkripsi : Bioakumulasi Se oleh bakteri resisten Se yang diisolasi dari

PANTURA, Campurejo, Panceng, Gresik

TTD
LNO TANGGAL URAIAN KONSULTASI PEMPIMBING
[ 1. [21-02:2017 | ACC Judul skripsi &
[ 2. [05-04-2017 |Konsultasi BAB1 (p
| 3. [10-052017 |Konsultasi BABI, IL, IIl -
[ 4 [31-052017 [Revisi BABLILIL | &,
| 5. |08-062017 | ACCBABLII, 1l [ £,
| 6. [04-092017 | Konsultasi hasil resistensi selenit Nl
| 7. ] 11-092017 [ Konsultasi hasil resistensi selenat ¥
L8 , 29-09-2017 | Konsultasi hasil kurva pertumbuhan bakteri 3
| 9. [11-10-2017 [ Konsultasi hasil microbact L [,
L 10 ’ 18-10-2017 | Konsultasi hasil akumulasi se | %
[ 11. [2-11-2017 | Konsultasi BABIV,V 1
[ . | 17-112017 | Revisi BABIV, V 1
[Ti. ’ 28-11-2017 | Konsultasi daftar pustaka { #’
| 14. [8-12-2017 | Revisi BAB IV, dafiar pustaka EY
[ 15. [ 26-12-2017 | Konsultasi BAB LILIILIV,V,dapus 1%
[ 16. [3-01-2018 | ACC Skripsi ?p.

NIP. 9810201 200901 1019
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Lampiran 17. Bukti konsultasi Agama

KEMENTERIAN AGAMA MALIK IBRAHIM
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI MAULANA
MALANG

FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI

JURUSAN BIOLOGI 3

JL. Gajayana No. 50 Malang 65144 Telp./ Faks. (0'341).558?:_ malang.ac.id
Website: http://biologi.uin-malang.ac.id Email: biologi@u

KARTU KONSULTASI AGAMA ISLAM

Nama : Wafiatun Amalia
NIM 113620026
Program Studi  : S1 Biologi
Semester : Ganjil/ Genap TA

Pembimbing : Romaidi M.Si., D.Sc

JudulSkripsi : Bioakumulasi Se oleh bakteri resisten Se yang diisolasi dari
PANTURA, Campurejo, Panceng, Gresik

NO | TANGGAL URAIAN KONSULTASI TT)PEMBIMBING
1. |5/62017 Konsultasi BAB I G "

2. 40122017 | Konsultasi BAB, II, Il ¥ L

3. [ 8122017 | Konsultasi BABIV ¥ !

4. |13/122017 | Konsultasi BAB IV 7}4@
5. [20/122017 | Konsultasi BAB L, II, IV g 7 7

6. |21/122017 | ACC agama T

i

P

# . Malang, 3 Januari 2018
MoacKefi

Pembimbing Agama,

is Fabfuddin it
201402011409 L. D-Se

NIP. 19810201 200901 1 019
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