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ABSTRAK

Ihsanuddin, Muhammad. 2018. Potensi Bakteri Resisten Vanadium (V) dari
Limbah Cair Tambang Minyak Wonocolo Sebagai
Bioakumulator Vanadium (V). Skripsi Jurusan Biologi Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing Biologi: Romaidi, M.Si, D.Sc;
Pembimbing Agama: M. Mukhlis Fahruddin, M.S.I.

Kata Kunci: Vanadium (V), Limbah cair minyak bumi, Bakteri resisten
vanadium, Desa Wonocolo

Vanadium (V) merupakan salah satu pencemar yang bersifat racun bagi
makhluk hidup maupun lingkungan sekitar. Berdasarkan hasil uji pendahuluan
yang dilakukan, limbah cair tambang minyak Desa Wonocolo mengandung
vanadium (V) hingga 16,58 ppm ini berarti lebih tinggi dari standar vanadium dari
EQS (environmental quality standard) yaitu 0,02-0,06 ppm. Bakteri yang hidup
dalam lokasi tercemar vanadium (V) memiliki kemampuan resisten terhadap
vanadium (V) dari limbah cair tambang minyak Desa Wonocolo serta dapat
berpotensi sebagai agen bioakumulator pencemaran vanadium (V).

Jenis penelitian ini adalah deskriptif kualitatif dan eksperimental. Sampel
yang digunakan berasal dari limbah cair tambang minyak bumi Desa Wonocolo
yang akan dibuang ke lingkungan. Isolasi bakteri resisten logam vanadium (V)
menggunakan media HMC (Halomonas complex) dengan penambahan logam
vanadium 0 mM, 5 mM dan 10 mM. Variasi konsentrasi uji resistensi
menggunakan kertas cakram yaitu 5 mM, 10 mM, 15 mM dan 20 mM.
Identifikasi bakteri dilakukan secara makroskopik, mikroskopik dan uji biokimia
menggunakan kit Microbact, sementara uji bioakumulasi menggunakan
konsentrasi 0 puM, 200 uM dan 500 uM. Analisis bioakumulasi vanadium (V)
menggunakan Spektrofotometri Serapan Atom (SSA). Data identifikasi isolat
bakteri disajikan secara deskriptif, serta ada tidaknya pengaruh konsentrasi
vanadium (V) dilakukan uji statistika One Way Anova dan dilanjutkan uji Duncan.

Penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat 15 isolat bakteri resisten
terhadap vanadium (V) dengan konsentrasi hingga 10 mM. satu isolat S2-4
mempunyai mempunyai rata-rata zona bening terkecil (uji resistensi difusi kertas
cakram) dibandingkan dengan isolat yang lain (0,3 mm). Berdasarkan uji
idenfikasi secara biokimia isolat S2-4 memiliki kemiripan dengan spesies Bacillus
mycoides sebesar 78%. Bakteri S2-4 memiliki kemampuan mengakumulasi
vanadium (V) sebesar 56,06% dalam perlakuan 200 uM dan 54,7% dalam
perlakuan 500 pM.
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ABSTRACT

Ihsanuddin, Muhammad. 2018. The Potential of Vanadium (V) Resistant
Bacteria (V) from Wonocolo Oil Wastewater As Vanadium (V)
Bioaccumulator. Thesis Department of Biology Faculty of Science
and Technology State Islamic University Maulana Malik Ibrahim
Malang. Biology Advisor: Romaidi, M.Si, D.Sc; Religious Advisor:
M. Mukhlis Fahruddin, M.S.1.

Keywords: Vanadium (V), Oil Wastewater, Vanadium (V) resistant bacteria,
Wonocolo Village

Vanadium (V) is one of the pollutants that are toxic to living things and
the environment. Based on preliminary test results, Wonocolo wastewater was
containing vanadium (V) up to 16.58 ppm is higher than the vanadium standard of
EQS (environmental quality standard) of 0.02-0.06 ppm. Bacteria living in
vanadium-contaminated (V) locations can have vanadium (V) resistance
capability from the Wonocolo oil wastewater and potentially as a bioaccumulator
agent of vanadium (V) pollution.

This type of research is descriptive qualitative and experimental. The
sample used came from the liquid waste of petroleum from Wonocolo Village
which will be disposed of into the environment. Isolation of vanadium (V) metal
resistant bacteria using HMC (Halomonas complex) media with the addition of 0
mM, 5 mM and 10 mM vanadium metals. Variations in concentration of
resistance tests using paper discs are 5 mM, 10 mM, 15 mM and 20 mM. Bacterial
identification was carried out macroscopically, microscopically and biochemically
using a Microbact Kit, while bioaccumulation tests used concentrations of 0 UM,
200 pM and 500 pM. Bioaccumulation of vanadium (V) analysis using Atomic
Absorption Spectrophotometry (AAS). ldentification data of bacterial isolates
were presented descriptively, and the presence or absence of the effect of
vanadium concentration (V) was carried out by One Way Anova statistical test
and continued by Duncan test.

This study showed that there were 15 bacterial isolates resistant to
vanadium (V) with concentrations of up to 10 mM. one isolate was S2-4 had the
smallest clear zone average (disc paper diffusion resistance test) compared to
other isolates (0.3 mm). Based on the biochemistry idenfication test S2-4 isolates
have similarities with the Bacillus mycoides species of 78%. S2-4 bacteria have
the ability to accumulate vanadium (V) by 56.06% in the treatment of 200 uM and
54.7% in the treatment of 500 uM.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Minyak bumi merupakan salah satu sektor pertambangan utama di
Indonesia. Keberadaan minyak bumi ini sangat penting sekali karena banyak
digunakan sebagai bahan pembangkit listrik, bahan bakar kendaraan, bahan baku
industri dan lain sebagainya. Minyak bumi ini mendominasi sektor energi di
Indonesia dengan pangsa 31,5% pada tahun 2014 (Sugiyono et al., 2016). Dalam
pemenuhan akan minyak bumi ini, Indonesia sudah mengeksploitasi bahan bakar
minyak bumi ini lebih dari 100 tahun yang lalu sejalan dengan usia sumur-sumur
minyak bumi yang sudah tua. Setidaknya terdapat 13.824 sumur tua yang berada
di beberapa wilayah Indonesia dimana sumur-sumur tersebut sudah beroperasi
sebelum tahun 1970 (Yudhanto, 2011).

Eksploitasi sumber-sumber minyak di beberapa daerah di Indonesia
dilakukan oleh PT. Pertamina, Petro China, Mobil Cepu.Ltd dan beberapa
perusahaan lain, dimana pada tahun 2015 produksi minyak Indonesia mencapai
825 barel per hari (BP Global, 2016). Selain perusahaan-perusahaan tersebut,
terdapat juga beberapa kelompok masyarakat yang mengeksploitasi minyak bumi
yang dilakukan secara berkelompok. Mereka menggunakan alat-alat sederhana
seperti seperti kayu, timba, katrol, diesel dan sebagainya untuk menambang

minyak bumi (Naumi & Trilaksana, 2015). Salah satu kelompok masyarakat yang



menambang minyak bumi secara tradisional yaitu di Desa Wonocolo, Kecamatan
Kedewan, Kabupaten Bojonegoro.

Di Desa Wonocolo terdapat terdapat ratusan sumur tua peninggalan zaman
Belanda yang dikelola oleh masyarakat secara tradisional. Dari ratusan sumur tua
tersebut yang masih aktif melakukan eksplorasi yaitu 44 sumur dengan produksi
mencapai 25.771 liter perhari (Handrianto et al., 2012). Penambangan di Desa
Wonocolo ini menuai banyak masalah karena proses produksi yang tidak sesuai
standar dan tidak mempunyai izin penambangan. Hasil penambangan yaitu
lantung (minyak yang masih bercampur antara air, minyak dan lumpur) hanya
disaring dan diambil minyaknya saja, sementara air dan sisa lumpurnya langsung
dibuang ke sungai (Naumi & Trilaksana, 2015). Hal ini dapat merusak lingkungan
karena air yang dipisah masih menyisakan minyak dan mengandung beberapa
logam berat yang membahayakan kesehatan jika tidak diproses lebih lanjut.

Peraturan Pemerintah No. 18 Tahun 1999 menyatakan bahwa limbah
minyak bumi merupakan bahan yang berbahaya yang termasuk dalam kategori
limbah B3 (bahan berbahaya dan beracun). Selain limbah sisa lantung, limbah
minyak bumi dapat berasal dari tumpahan atau buangan minyak saat kegiatan
industri perminyakan, mulai dari eksplorasi, produksi, pengolahan sampai
pengangkutan. Limbah lantung juga sangat mencemari lingkungan. Kamika &
Momba (2014) menambahkan bahwa limbah jenis ini ditandai dengan pH yang
ekstrim, salinitas dan kadar SO4> yang tinggi dan mengandung beberapa logam
berat seperti Cu, Cd, Co, Fe, Zn, Ni dan V. Limbah ini dapat membahayakan

lingkungan hidup serta kelangsungan hidup suatu mahluk.



Logam berat yang mencemari suatu perairan akan terakumulasi pada
sedimen dan organisme perairan tersebut. Melalui rantai makanan ataupun kontak
langsung dengan perairan yang tercemar logam, manusia akan terkena dampak
dari toksisitas logam berat tersebut (Mustafa et al., 2015). Kasus pencemaran
logam berat salah satunya terdapat di sungai Niger Delta, Nigeria. Logam berat
tersebut menjadi penyebab penyakit ginjal, penyakit neurologis (saraf), penyakit
pernafasan (Owamah, 2013) dan kanker (Yi et al., 2011). Jika tidak diatasi lebih
lanjut pencemaran dari tambang rakyat Desa Wonocolo juga akan berdampak hal
yang sama. Oleh karena itu, penanganan limbah minyak bumi di Desa Wonocolo
perlu untuk ditangani lebih lanjut agar masalah lingkungan yang terjadi tidak
bertambah buruk.

Limbah cair pertambangan minyak bumi Desa Wonocolo mempunyai
kandungan logam vanadium yaitu 16,58 ppm. Kandungan ini puluhan kali lebih
besar dari rata-rata seharusnya terdapat vanadium dalam suatu perairan yaitu
0,0018 ppm. Kandungan vanadium tersebut juga lebih besar dari standar yang
ditetapkan oleh Environmental Quality Standard (EQS) yaitu 0.02-0.05 ppm.
Dengan ini, maka perbaikan atau pengelolaan limbah tersebut perlu dilakukan
untuk mencegah dampak toksisitas dari logam vanadium. Salah satunya dapat
melalui bioakumulasi.

Sebenarnya kerusakan-kerusakan dalam lingkungan yang telah terjadi di
muka bumi ini disebabkan karena perbuatan manusia sendiri. Mereka lebih
mementingkan urusan pribadi dari pada kemaslahatan umat atau kepedulian

terhadap lingkungan. Dalam QS. Ar-Rum: 41 Allah SWT berfirman:
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Artinya: telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena

perbuatan tangan manusia, supaya Allah merasakan kepada mereka sebahagian dari

(akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar) (QS. Ar-Rum:
41).

Quraish Shihab (2002) dalam tafsir Al Misbah mengartikan ayat ini bahwa
kurusakan-kerusakan yang terjadi baik di darat maupun di laut disebabkan karena
perbuatan manusia. Allah SWT menghendaki kerusakan-kerusakan tersebut agar
mereka bertobat dari perbuatan tersebut. Pembuangan limbah sembarangan secara
tidak langsung akan berdampak pada moral masyarakat karena acuh dan tidak
memperdulikan kemaslahatan umat lainnya. Allah SWT dapat memberi bencana
kerusakan atau penyakit dari limbah minyak yang dibuang sembarangan kepada
masyarakat agar meraka taubat dan ingat kembali kepada Allah SWT.

Penelitian dari limbah minyak bumi Desa Wonocolo masih terbatas pada
bioremediasi hidrokarbonnya saja, bioremediasi dan bioakumulasi untuk logam
beratnya belum pernah dilakukan (Handrianto et al., 2012). Walaupun kandungan
logam berat dalam minyak bumi hanya 0-1% serta umumnya tidak menimbulkan
permasalahan, tapi logam seperti Ni, Ar, Hg, Pb dan V walau jumlahnya sedikit,
namun sudah dapat meracuni beberapa katalis dan menghambat beberapa proses
selular tergantung pada toksisitas masing-masing (Ogbo & Okhuoya, 2011).
Untuk mengatasi hal ini maka diperlukan upaya penanganan terkait logam berat

dalam minyak bumi terutama logam Vanadium.



Vandium merupakan salah satu logam transisional dari golongan 5A dari
tabel periodik. Vanadium ada pada keadaan oksidasi mulai dari +1 sampai +5
dimana tingkat oksidasi paling toksik ada pada tingkat +4 dan +5 (Cohen, 1998).
Selama ini logam vanadium diyakini kurang memiliki efek toksikologi karena
logam ini termasuk logam esensial (Nechay, 1984). Tapi efek toksikologi dari
logam ini sudah banyak diteliti dan diyakini berbahaya jika terpapar pada
manusia. Penelitian Assem & Levy (2009) memberi penjelasan bahwa vanadium
berpotensi menyebabkan aneuploidi, mikronukleus dan penyimpangan kromosom.

Salah satu upaya untuk mengatasi masalah pencemaran logam vanadium
yaitu melalui bioremediasi. Bioremediasi adalah penggunaan agen-agen biologik
seperti bakteri untuk menetralkan kembali lingkungan yang tercemar menjadi zat-
zat yang tidak berbahaya lagi (Waluyo, 2010). Bioremediasi ini merupakan teknik
yang utama dalam perbaikan lingkungan dimana hampir tidak ada efek samping
dalam penggunaannya. Selain itu teknik ini merupakan teknik yang hemat biaya
dan efektif dibandingkan dengan metode lainnya (Peter, 2010). Agen
bioakumulasi yang utama dalam perbaikan lingkungan adalah bakteri.

Bakteri merupakan salah satu mahluk yang tidak mempunyai membran
inti sel, berukuran kecil, dan mempunyai peran yang penting dalam kehidupan di
bumi (Pelczar & Chan, 2013). Bakteri dapat hidup di semua tempat termasuk
dalam minyak bumi, walaupun dalam minyak bumi tersebut terdapat unsur-unsur
yang toksik bagi pertumbuhan bakteri (Wolicka & Borkowski, 2012). Beberapa
bakteri dapat hidup di tempat tersebut karena bakteri memiliki kemampuan untuk

bertahan (resisten) atau menghilangkan logam dari larutan (reduksi) yang dicapai



melalui mekanisme enzimatik maupun non-enzimatik (Rajendran, Muthukrishnan,
& Gunasekaran, 2003). Salah satu mekanisme terhadap logam yaitu dengan cara
mengakumulasi logam vanadium sehingga kadar vanadium di lingkungan menjadi
berkurang.

Penelitian sebelumnya mengenai bakteri resisten logam vanadium telah
berhasil mengisolasi beberapa bakteri diantaranya yaitu genus Marinobacter dan
Anabaena yang diisolasi dari limbah minyak pertambangan Emalahleni (Kamika
& Momba, 2014), genus Vibrio dan Shewanella yang diisolasi dari usus Ascidia
sydneiensis samea (Romaidi & Ueki, 2016). Beberapa penelitian juga sudah
dikembangkan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam mereduksi vanadium
Pseudomonas isachenkovii (Antipov et al., 2000) dan Enterobacter cloacae (Van
Marwijk et al., 2009) keduanya mampu mereduksi logam vanadium +5 menjadi
oksidasi yang lebih kecil vanadium +4.

Agar pengolahan limbah berlangsung secara efektif maka langkah awal
yang perlu dilakukan yaitu mencari agen bioakumulasi yang mempunyai tingkat
resistensi terhadap logam yang tinggi terutama logam vanadium untuk itulah
penelitian ini dilakukan. Hasil penelitian ini dapat dijadikan rujukan dalam
bioremediasi limbah minyak bumi di Desa Wonocolo, juga dapat digunakan
sebagai monitor organik pencemaran logam berat di wilayah pertambangan

minyak bumi khususnya pertambangan minyak bumi Desa Wonocolo.



1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:
1. Jenis bakteri apa yang resisten dan mampu mengakumulasi vanadium (V)
dari limbah cair tambang minyak bumi Desa Wonocolo?
2. Bagaimana kemampuan akumulasi vanadium (V) oleh bakteri resisten
vanadium (V) yang diisolasi dari limbah cair tambang minyak Desa

Wonocolo?

1.3 Tujuan
Tujuan dari Penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui jenis bakteri yang resisten dan mampu mengakumulasi
vanadium (V) dari limbah cair tambang minyak bumi Desa Wonocolo.
2. Untuk mengetahui kemampuan akumulasi vanadium (V) oleh bakteri
resisten vanadium (V) yang diisolasi dari limbah cair tambang minyak

Desa Wonocolo.

1.4 Hipotesis
1. Terdapat bakteri-resisten vanadium yang diisolasi dari limbah cair
tambang minyak Desa Wonocolo, Kecamatan Kedewan, Kabupaten
Bojonegoro.
2. Terdapat bakteri resisten vanadium (V) dari limbah cair tambang minyak

Desa Wonocolo yang mampu mengakumulasi vanadium (V).



1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

10.

11.

Sampel yang diambil adalah sampel air limbah cair minyak bumi dari
sumur yang dikelola oleh Bapak Ras Mintarjo Desa Wonocolo,
Kecamatan Kedewan, Kabupaten Bonjonegoro.

Sampel limbah minyak yang diambil adalah limbah cair minyak bumi
yaitu hasil buangan setelah pemisahan antara minyak dan airnya.

Sampel diambil dari limbah cair yang akan dibuang ke lingkungan.

Sampel diambil pada permukaan limbah tersebut.

Parameter lingkungan yang diukur adalah suhu dan pH.

Identifikasi bakteri dilakukan secara biokimia menggunakan kit microbact.
Uji pertumbuhan (skrining) bakteri dilakukan dengan penambahan logam
vanadium 5 mM dan 10 mM.

Parameter yang diamati yaitu sifat-sifat bakteri secara makroskopis dan
mikroskopis.

Uji resistensi dilakukan dengan menggunakan difusi kertas cakam.
Konsentrasi yang digunakan pada uji resistensi difusi kertas cakram yaitu
0 mM, 10 mM, 15 mM dan 20 mM.

Konsentrasi vanadium yang digunakan dalam uji bioakumulasi yaitu

sebesar 0 uM, 200 uM dan 500 puM.



1.6 Manfaat

Manfaat dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk memberikan informasi mengenai jenis bakteri yang resisten
terhadap logam vanadium dari tambang tradisional Desa Wonocolo,
Kecamatan Kedewan, Kabupaten Bojonegoro yang dapat dijadikan
sebagai data penunjang bagi penelitian-penelitian selanjutnya.

2. Hasil penelitian ini dapat menjadi bahan pertimbangan dalam mengolah
limbah cair minyak bumi terutama di Desa Wonocolo, Kecamatan
Kedewan, Kabupaten Bojonegoro sebagai agen bioremediasi.

3. Bakteri resisten logam vanadium ini dapat dijadikan sebagai monitor
organik pencemaran logam vanadium di suatu perairan atau lingkungan.

4. Bakteri resisten vanadium yang ditemukan, diharapkan dapat membantu
proses pengolahan limbah cair minyak bumi Wonocolo sebagai proses

bioremediasi agar limbah tersebut tidak membahayakan bagi masyarakat.
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2.1 Pencemaran Lingkungan dalam Islam

Pencemaran lingkungan merupakan satu dari beberapa faktor yang dapat
mempengaruhi kualitas lingkungan. Pencemaran lingkungan (environmental
pollution) adalah masuknya bahan-bahan ke dalam lingkungan yang dapat
mengganggu kehidupan makhluk hidup di dalamnya. Pencemaran lingkungan ini
merupakan penyebab menurunnya kualitas lingkungan hidup yang dapat
mengakibatkan beberapa penyakit pada mahluk hidup (Palar, 1994).

Masalah pecemaran lingkungan merupakan masalah yang serius tidak
hanya dalam bahasan ekologi tapi juga terkait dengan sosial-budaya. Budaya dan
tradisi masyarakat bisa jadi mendukung bagi upaya pelestarian lingkungan hidup,
namun budaya dan tradisi masyarakat juga bisa berakibat buruk bagi lingkungan.
Misalnya, masih adanya pandangan masyarakat bahwa sungai adalah tempat
pembuangan (Wulansari, 2011). Dalam mengatasi permasalahan ini, agama dapat
menjadi batas atau norma-norma budaya yang dapat membatasi seseorang dalam
bertindak karena Sesungguhnya Nabi SAW melarang kita untuk melakukan

perbuatan yang mendatangkan mudharat bagi diri sendiri maupun orang lain.
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Artinya: Dari Abu Sa’id, Sa’ad bin Sinan Al Khudri Radiallahuanhu,
sesungguhnya Rasulullah Shallallahu’alaihi wasallam bersabda : “Tidak boleh
melakukan perbuatan (mudharat) yang mencelakakan diri sendiri dan orang lain (HR.
Malik No. 1234).
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Menurut Sukarni (2011) dalam Fikih Lingkungan Hidup mengatakan
bahwa, merusak tatanan kehidupan termasuk mencemari lingkungan daratan dan
perairan dihukumi haram. Hal ini karena dampak-dampak yang ditimbulkan oleh
pencemaran tersebut dapat mencelakakan diri sendiri maupun orang lain.

Sebenarnya dalam ajaran agama islam, melarang untuk membuat
kerusakan di bumi. Hal ini dikarenakan bumi merupakan suatu anugerah yang
diciptakan oleh Allah SWT agar dapat dimanfaatkan sebaik-baiknya tanpa harus
membuat kerusakan atau kekacauan di dalamnya. Suriyani dan Khotijah (2013)
menambahkan bahwa lingkungan hidup ini harus dijaga dan dilestarikan sebagai
wujud kepedulian untuk mengutarakan rasa cinta dan sayang terhadap ciptaan

Allah SWT. Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam surah Al A’rof ayat

56
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Artinya: dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah (Allah)
memperbaikinya dan Berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak akan diterima) dan
harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat Allah Amat dekat kepada orang-orang
yang berbuat baik.

Ibnu Katsir (2005) dalam tafsir lbnu Katsir mengartikan bahwa Allah
SWT melarang perbuatan yang menimbulkan kerusakan di bumi dan hal-hal yang
membahayakan kelestariannya sesudah diperbaiki. karena sesungguhnya apabila
segala sesuatunya berjalan sesuai dengan kelestariannya, kemudian terjadilah
pengerusakan padanya, hal tersebut akan membayakan semua hamba Allah SWT.

Sesungguhnya rahmat Allah SWT selalu mengincar orang-orang yang berbuat
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kebaikan yaitu mereka yang mengikuti perintah-perintah-Nya dan menjauhi
larangan-larangan-Nya.

Di dalam AIl-Qur'an surat Al-Bagarah ayat 29 bahwa Allah SWT
menjadikan segala sesuatu yang ada di bumi untuk dapat dimanfaatkan sebaik-
baiknya. Karena sesungguhnya Manusia adalah mahluk yang paling sempurna dan

menjadi Kholifah (pemimpin) di muka bumi ini.

8 o P VR

€
N £ ca ) CJ‘/‘ >
) o g o™ Jg’/ NG g B

Artinya: Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk kamu
dan Dia berkehendak (menciptakan) langit, lalu dijadikan-Nya tujuh langit. dan Dia
Maha mengetahui segala sesuatu.

Abdillah (2001) mengartikan ayat tersebut di atas, bahwa sumber daya
alam dan lingkungan diciptakan oleh Allah SWT. Oleh karena itu, dapat dimaknai
bahwa manusia diberi hak dan wewenang oleh Allah SWT untuk memanfaatkan
sumber daya alam dan lingkungan dalam batas-batas kewajaran ekologis. Manusia
tidak diberi wewenang untuk mengeksploitasinya secara Ssewenang-wenang.
Sebab, manusia bukan pemilik hakiki lingkungan. Pemilik hakiki lingkungan
adalah Allah SWT.

Sebagai seorang Kholifah (pemimpin) di bumi, manusia mempunyai tugas
dan fungsi untuk memakmurkan bumi (al imaroh), memelihara bumi (arri auah),
dan melindungi bumi. Tugas ini hanya diberikan kepada manusia karena
kelebihan berupa akal yang dimiliki, tidak seperti malaikat ataupun makhluk-
makhluk tuhan yang lainnya (Ali, 2008). Dalam melaksanakan perannya sebagai

pemimpin yang diberikan oleh Allah SWT, manusia harus selalu menggunakan
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akalnya dan tidak boleh semena-mena. Untuk itulah manusia harus selalu belajar

dan ta’at kepada perintah Allah SWT agar mendapatkan anugerah-Nya.

2.2 Minyak Bumi

Minyak bumi adalah cairan berwarna hitam yang merupakan campuran
bermacam-macam jenis molekul hidrogen karbon sehingga bila dibakar akan
menghasilkan gas karbon dioksida (CO,) dan air (H,O) (Hardjono, 2007).
Minyak bumi terdapat di bawah permukaan bumi pada kedalaman 500-2500
meter. Untuk itu minyak bumi ini harus dipompa keluar kemudian dialirkan ke
instalasi penyulingan minyak guna diproses untuk mendapatkan bermacam-
macam jenis bahan bakar minyak misalnya bensin, solar, minyak tanah dan lain-
lain. Selain bahan bakar, minyak bumi juga dipakai untuk bahan bakar dalam
industri plastik dan kimia (Sumotarto, 2016).

Minyak bumi adalah suatu campuran yang sangat kompleks yang terutama
terdiri dari senyawa-senyawa hidrokarbon, yaitu senyawa-senyawa oraganik
dimana setiap molekulnya hanya mempunyai unsusr karbon dan hidrogen saja.
Disamping itu dalam minyak bumi juga terdapat unsur-unsur belerang, nitrogen,
oksigen dan logam-logam (tabel 2.1) khususnya vanadium, nikel, besi dan
tembaga, yang terdapat dalam jumlah yang relatif sedikit yang terikat sebagai
senyawa-senyawa organik. Air dan garam hampir selalu terdapat dalam minyak

bumi dalam keadaan terdispersi (Gruse & Stevens, 1942).
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Tabel 2.1 Komposisi elemter minyak bumi (Gruse & Stevens, 1942).

Komposisi Persen berat
(%)

Karbon 83-87
Hidrogen 11-15
Belerang 0.04-6
Oksigen 0.1-2
Nitrogen 0.1-2
Logam 0-0.1

2.2.1 Pertambangan Minyak Bumi Desa Wonocolo

Indonesia sudah mengeksploitasi bahan bakar minyak ini lebih dari 100
tahun yang lalu sejalan dengan usia sumur-sumur minyak yang sudah tua.
Berdasarkan data SKK Migas (2016) jumlah sumur minyak warisan penjajah
kolonial Belanda sebanyak 13.824 sumur dan diantaranya 745 sumur masih aktif.
Sumur-sumur tersebut merupakan sumur yang sudah beroperasi sebelum tahun
1970. Salah satu dari sekian banyak sumur-sumur tua peninggalan Belanda yaitu
terdapat di Desa Wonocolo.

Desa Wonocolo merupakan suatu desa yang berada di Kecamatan
Kedewan, Kabupaten Bojonegoro. Secara geografis desa ini terletak di perbatasan
antara provinsi Jawa Timur dengan Jawa Tengah (gambar 2.1). Luas wilayah di
desa ini mencapai = 140.002 Ha yang berbatasan dengan Desa Kawengan di
sebelah timur, sebelah selatan berbatasan dengan Desa Sekaran, sebelah barat
berbatasan dengan Desa Kedewan dan sebelah utara berbatasan dengan Desa Kali

gede.
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Gambar 2.1 Peta Kec. Kedewan, Kab. Bojonegoro (Handrianto et al., 2012).

Desa Wonocolo dihuni oleh 516 kepala keluarga atau 1943 jiwa. Banyak
diantara penduduk bekerja dibidang penambangan. Baik yang resmi bekerja pada
PT. Pertamina maupun menambang sendiri sumur-sumur tua peninggalan Belanda
secara bergotong-royong. Pada Tahun 2012 terdapat 44 sumur tua yang masih
beroperasi dan memproduksi minyak sekitar 25.771 liter perhari (Handrianto et
al., 2012).

Sumur-sumur tua dikelola oleh warga secara berkelompok dengan
menggunakan peralatan tambang sederhana. Mereka menambang dengan
menggunakan alat-alat sederhana seperti seperti kayu, timba, katrol, diesel dan
sebagainya. Bentuk dari penambangan tradisional sangatlah khas dengan adanya
kayu membentuk segi tiga yang tengahnya terdapat tali untuk menarik timba
(gambar 2.2). Timba ditarik dengan menggunakan disel atau mobil yang telah
dimodifikasi untuk mempermudah pengambilan minyaknya (Yudhanto, 2011).

Minyak mentah yang dihasilkan oleh para penambang atau disebut dengan
lantung (minyak yang masih bercampur antara minyak, air dan lumpurnya)
kemudian diendapkan dan dipisahkan secara manual dengan menggunakan serok

untuk memisahkan antara minyak dan airnya. Minyak kemudian dimasukkan ke
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tempat pemasakan atau penyulingan dan dimasak selama 6 jam sementara airnya
langsung dibuang (gambar 2.3). Uap dari pemasakan atau penyulingan minyak
itulah yang kemudian menjadi minyak setengah matang kemudian minyak ini
disetorkan ke Pertamina (Naumi & Trilaksana, 2015). Minyak jenis ini belum
merupakan minyak yang matang, diperlukan beberapa penyulingan lagi untuk
mendapatkan suatu minyak matang yaitu minyak tanah, solar bahkan bensin

(Yudhanto, 2011).
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Gambar 2.2 Bentuk Tambang Tradisional (Dokumentasi Pribadi, 2017).

Masyarakat Wonocolo selain menjual minyaknya ke Pertamina, mereka
juga menjual hasil penyulingannya ke berbagai daerah seperti Ngawi, Sragen,
Bojonegoro, Tuban, Lamongan, Rembang dan sekitarnya. Minyak yang dibeli
dari Wonocolo tersebut dipakai untuk konsumsi perahu nelayan, truk-truk besar
dan mesin alat pertanian. Minyak dari desa Wonocolo ini merupakan minyak
berat yang kualitasnya kurang baik. Resiko dari pemakaian minyak ini yaitu dapat
merusak mesin. Beberapa orang lebih memilih minyak ini karena harganya yang
lebih murah dari pada produk minyak dari Pertamina (Naumi & Trilaksana,

2015).
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Gambar 2.3 Skema pertambangan minyak bumi Wonocolo (Dokumentasi Pribadi,
2017). a) Proses pengeboran minyak b) Proses pemisahan minyak dan air secara
manual ¢) proses penyulingan minyak bumi.

2.3 Limbah Pertambangan Minyak Bumi

Suatu aktivitas industri akan selalu menghasilkan limbah atau bahan sisa
disamping produk yang diproduksi. Begitu juga industri minyak bumi. Bahan sisa
ini dapat berupa padat, cair maupun gas. Limbah dari industri minyak bumi
merupakan hasil samping dari suatu pertambangan minyak bumi. Aktivitas
industri minyak bumi yang berupa pengeboran, pengilangan, proses produksi dan
transportasi umumnya menghasilkan limbah baik di tanah maupun perairan yang
dapat mencemari lingkungan (Helmy & Kardena, 2015).

Limbah ini dapat berasal dari tumpahan atau buangan minyak saat
kegiatan industri, mulai dari eksplorasi, produksi, pengolahan sampai
pengangkutan (Helmy & Kardena, 2015). Peraturan Pemerintah No. 18 Tahun
1999 menyatakan bahwa limbah minyak bumi ini termasuk dalam kategori limbah
B3 (bahan berbahaya dan beracun). Limbah minyak bersifat mudah terbakar,

beracun, dan bersifat korosif. Limbah minyak bumi dapat merusak lingkungan,

mengganggu kesehatan serta mengancam kelangsungan hidup makhluk hidup.
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2.3.1 Karakteristik Limbah Cair Minyak Bumi

Limbah cair minyak bumi merupakan bahan sisa atau hasil samping
produksi minyak bumi yang berbentuk cairan. Sumber pencemar dari limbah cair
minyak bumi ini dapat berasal dari kebocoran air pendingin, air sisa pembangkit
uap, air sisa pemisahan lumpur dan air dari minyak mentah, air bekas cucian
peralatan tambang, tumpahan minyak, dan air hujan.

Limbah cair minyak bumi secara umum ditandai dengan adanya
konsentrasi hidrokarbon yang masih tinggi (Handrianto et al., 2012). Selain itu,
limbah ini mempunyai pH yang ekstrim (asam atau basa), salinitas dan sulfur
yang tinggi serta mempunyai kandungan beberapa logam berat seperti Cu, Cd, Co,
Fe, Zn, Ni dan V. Konsentrasi dari kandungan limbah cair minyak bumi berbeda-
beda tergantung pada sumber dan jenis limbah yang terjadi (Afanasjeva et al.,

2015).

2.3.2 Logam Vanadium dalam Limbah Minyak Bumi

Praktis semua logam dapat terdapat dalam minyak bumi, tetapi karena
jumlahnya yang sangat kecil, yaitu antara 5 sampai 400 bagian perjuta, maka
adanya logam dalam minyak bumi pada umumnya tidak menimbulkan
permasalahan (Khuhawar, Mirza, & Jahangir, 2012). Kecuali beberapa macam
logam seperti Fe, Ni, Ar dan V yang walaupun jumlahnya hanya sedikit sekali,
namun sudah dapat meracuni beberapa katalis. Logam vanadium dalam minyak
bakar juga dapat menyebabkan korosi turbin gas dan pipa-pipa pembangkit uap

(Swisher & Shankarnarayan, 1994).
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Vandium merupakan salah satu logam transisional dari golongan 5A dari
tabel periodik. Vanadium ada pada keadaan oksidasi mulai dari +1 sampai +5
(Cohen, 1998). Lambang untuk logam ini adalah V dan logam ini termasuk ke
dalam logam yang paling melimpah di bumi pada urutan ke-19 (0,015-0,016%,
150-160 ppm). Logam vanadium tidak ditemukan di alam, namun senyawanya
bisa diperoleh sebagai mineral seperti vanadinite (Pbs(VO,4)sCl) (Ueki, 2015).

Tingkat oksidasi yang paling stabil logam vanadium adalah garam
quadrivalent (VO?*, vanadyl). Trivalent vanadium (V,03) adalah zat pereduksi
kuat yang larut dalam asam untuk membentuk ion heksana hijau. Bentuk yang
paling toksik adalah ada pada oksidasi +5 dan +4 (NaVO;3; dan VOSO,)
(Barceloux, 1999). Tabel 2.2 adalah komponen sifat fisika dan kimia logam
vanadium.

Tabel 2.2 Sifat fisika dan kimia logam vanadium (Barceloux, 1999).

Water

Molecular Density Melting Point, Solubility,
Weight Color g/em’ °C 20°C
Vanadium 50.942 Light grey or white 6.11 (18.7°C)  1880-1900 Insoluble
luster
Vanadium pentoxide 181.9 Yellow to rust brown  3.357 (18°C) 690 1 g/125 mL
crystals
Vanady] sulfate 163 Blue powder No data No data Soluble
Sodium meta- 121.93 Colorless crystals No data No data 211 g/L (25°C)
vanadate 388 g/L (75°C)
Sodium ortho- 183.91 Colorless No data 850-856 Soluble
vanadate
Ammonium meta- 116.98 White-yellow crys- 2326 (20°C) 200 (decomposes)  Slightly soluble
vanadate tals

2.3.3 Toksisitas Logam Vanadium
Selama ini logam vanadium diyakini kurang memiliki efek toksikologi
karena logam ini termasuk logam esensial. Tapi efek toksikologi dari logam ini

sudah banyak diteliti dan diyakini berbahaya jika terpapar pada manusia (Nechay,
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1984). Toksisitas logam vanadium tergantung pada keadaan fisika-kimia,
terutama pada keadaan valensi dan kelarutan. Toksisitas logam vanadium
meningkat seiring dengan meningkatnya valensi dari vanadium baik sebagai anion
maupun kation (Marwijk, 2005).

Semua senyawa dari logam vanadium bersifat beracun terutama pada
tingkat oksidasi +4 dan +5. Ross et al. (2003) melaporkan bahwa menghirup debu
vanadium dapat menyebabkan gangguan pada sistem pernafasan. Para pekerja
yang terpapar dengan logam vanadium dapat mengakibatkan bronkopneumonia
dan bronkitis serta iritasi mata dan kulit. Debu yang mengandung vanadium
pentoksida (V205) dapat menyebabkan perubahan pada lidah penderita menjadi
berwarna hitam kehijauan (Sembel, 2015).

Penelitian dari Assem & Levy (2009) memberi penjelasan bahwa
vanadium berpotensi menyebabkan aneuploidi, mikronukleus dan penyimpangan
kromosom. Kadiiska et al (1997) menambahkan bahwa toksisitas vanadium
terkait dengan produksi spesies reaktif oksigen (ROS) yang menyebabkan
beberapa kerusakan pada asam nukleat, protein dan lipid. Paparan partikel polusi

udara logam ini juga menyebabkan kerusakan seperti itu.

2.4 Bakteri Resisten Vanadium

Bakteri merupakan salah satu mahluk yang tidak mempunyai membran
inti sel, berukuran kecil dan mempunyai peran yang penting dalam kehidupan di
bumi (Pelczar & Chan, 2013). Bakteri dapat hidup di semua tempat termasuk

dalam minyak bumi, walaupun dalam minyak bumi tersebut terdapat unsur-unsur
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yang toksik bagi pertumbuhan bakteri (Wolicka & Borkowski, 2012). Beberapa
bakteri dapat hidup di tempat tersebut karena bakteri memiliki kemampuan untuk
bertahan (resisten) atau menghilangkan logam dari larutan (reduksi) yang dicapai
melalui mekanisme enzimatik maupun non-enzimatik (Rajendran et al., 2003).

Penelitian sebelumnya dari isolasi bakteri resisten logam vanadium telah
menghasilkan beberapa bakteri diantaranya yaitu genus Marinobacter yang
diisolasi dari limbah minyak pertambangan Emalahleni bakteri yang ditemukan
yaitu Marinobacter goseongensis (Kamika & Momba, 2014), genus Vibrio dan
Shewanella yang diisolasi dari usus Ascidia sydneiensis samea bakteri yang
ditemukan yaitu V. Splendidus, V. Tasmaniensis, S. kaireitica dan S. pasifica
(Romaidi & Ueki, 2016). Spesies Pseudomonas aeruginosa yang diisolasi dari
tanah terkontaminasi minyak bumi (Prakash & Irfan, 2011).

Beberapa penelitian juga sudah dikembangkan untuk mengetahui
kemampuan bakteri dalam mereduksi vanadium. Pseudomonas isachenkovii
(Antipov et al., 2000) dan Enterobacter cloacae (Van Marwijk et al., 2009)
keduanya mampu tumbuh pada media dengan penambahan logam vanadium
sampai 20 mM. Selain itu, juga dapat mereduksi logam vanadium (+5) menjadi

oksidasi yang lebih kecil vanadium (+4).

2.4.1 Mekanisme Resistensi Bakteri terhadap Logam Vanadium
Mikroorganisme memberikan sistem pertahanan atau respon yang
berbeda-beda terhadap tekanan logam berat. Respon tersebut dikeluarkan melalui

mekanisme intrinsik untuk mengatur konsentrasi ion logam. Respon ini dapat
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terjadi seperti pengecualian (exclus ion) dengan pembatas permeabilitas
penyerapan intraselular atau ekstraselular, detoksifikasi, transpor aktif untuk
logam  keluar  dari  sel (Marwijk,  2005),  kompartementalisasi
(compartmentalization), pembentukan senyawa kompleks (formation of complex)
dan sintesis protein pengikat (Rajendran et al., 2003).

Studi dari Neurospora crassa dan eritrosit menunjukkan bahwa akumulasi
logam vanadium terjadi di sel khusus yang disebut vanadocytes. Logam ini dapat
masuk ke dalam sel melalui sistem transportasi fosfat. Setelah masuk ke dalam
sel, vanadate cenderung direduksi menjadi vanadyl oleh glutathione, katekol dan
komponen selular lainnya (Marwijk, 2005). Selain itu, vanadium juga dapat
digunakan sebagai akseptor elektron seperti pada spesies Geobacter
metallireducens yang dikultur pada media dengan penambahan vanadium (V)
sebagai akseptor elektron tunggal pada kondisi anaerob menunjukkan bahwa
vanadium (V) dapat tereduksi menjadi vanadium (IV) (Ortiz-bernad et al., 2004).

Pada spesies Pseudomonas isachenkovii yang dikultur dalam medium
yang mengandung vanadate menghasilkan sejumlah besar pembengkakan dari
akumulasi vanadium pada permukaan selaput sel (gambar 2.3). Dalam
hubungannya dengan pertumbuhan bakteri dan pengurangan vanadate, wadah ini
tampaknya terpisah dari dinding sel. Akibatnya protein pengikat vanadium
menumpuk pada media kultur. Sintesis protein pengikat vanadium oleh bakteri
pereduksi vanadium tampaknya penting secara fisiologis. Ini merupakan cara

detoksofikasi vanadate oleh bakteri (Antipov et al., 2000).
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Gambar 2.4 Bagian tipis sel Pseudomonas isachenkov: (A) memanjang, (B) penampang
melintang (Antipov et al., 2000).

2.4.2 Faktor-faktor Pertumbuhan Bakteri Resisten Vanadium

Pertumbuhan dan kelangsungan hidup suatu bakteri sangat dipengaruhi
oleh pH lingkungan, suhu, ion-ion organik dan anorganik dan lain sebagainya.
Setiap bakteri memiliki kebutuhan pH yang berbeda-beda. Berdasarkan pH
optimumnya, bakteri dapat digolongkan sebagai asidofilik, netralofilik, atau
alkalofilik (Pelczar & Chan, 2012). Setiap spesies memiliki kemampuan untuk
tumbuh dalam suatu rentang pH yang spesifik, yang dapat luas atau sempit,
dengan pertumbuhan yang paling cepat terjadi pada rentang pH optimum yang
sempit. Kebutuhan pH yang spesifik menunjukkan adaptasi organisme terhadap
lingkungan alaminya (Prescott et al., 2005).

pH juga merupakan salah satu faktor lingkungan yang paling penting yang
mempengaruhi tidak hanya disosiasi situs, tetapi juga larutan kimia logam berat:
hidrolisis, kompleksasi oleh ligan organik atau anorganik, reaksi redoks dan
presipitasi (Esposito et al., 2002). Selain itu, ketersediaan biosorpsi logam berat
juga sangat dipengaruhi oleh pH. Penelitian dari Lopez et al., (2000)

menunjukkan bahwa pada spesies Pseudomonas fluorescens akumulasi logam Ni
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terbesar terjadi pada pH 9. Pada pH 9 ini terjadi hidroksilasi logam Ni oleh bakteri
sehingga akumulasi meningkat, sementara pada suhu pada pH 7,5 akumulasi yang
terjadi rendah karena tidak adanya hidroksilasi oleh bakteri yang diteliti.

Pertumbuhan dan kelangsungan hidup bakteri selain dipengaruhi oleh pH
media kultur juga dipengaruhi oleh faktor abiotik lain. Salah satunya adalah
temperatur. Pertumbuhan mikroba secara langsung bergantung pada bagaimana
suhu mempengaruhi enzim-enzim seluler. Dengan suhu yang meningkat, aktivitas
enzim meningkat. Disisi lain, bila suhu menuju titik beku, terjadi inaktivasi enzim
dan metabolisme seluler (Prescott et al., 2005).

Secara umum seluruh bakteri dapat diklasifikasikan ke dalam salah satu
dari tiga kelompok utama, bergantung pada kebutuhan suhunya yaitu: 1. Psikrofil,
2. Mesofil dan 3. Termofil. Psikrofil apabila suatu bakteri dapat tumbuh pada
rentang suhu -5°C sampai 20°C, Mesofil apabila bakteri dapat tumbuh pada
rentang suhu 20°C sampai 45°C dan Termofil apabila bakteri dapat tumbuh pada
suhu 35°C atau lebih (Prescott et al., 2005).

Keberhasilan dalam bioakumulasi logam berat oleh sel bakteri juga
dipengaruhi oleh temperatur (Lopez et al., 2000). Setiap bakteri mempunyai suhu
optimum yang berbeda-beda dalam pengakumulasian logam berat. Pada spesies
Bacillus licheniformis yang diteliti oleh Patel & Chandel (2015) menunjukkan
bahwa spesies Bacillus licheniformis suhu optimum dalam pengakumulasian
logam besi (Fe) adalah 30°C sementara pada logam tembaga (Cu) adalah 45°C.
Sulaiman (2015) menambahkan bahwa suhu memiliki pengaruh substansial pada

biosorpsi. Pengaruh suhu memiliki efek lebih dalam, dimana serapan logam
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meningkat dalam kisaran suhu sekitar 20-30 °C namun menurun dengan kenaikan

suhu di atas nilai kritis.

2.5 Pemanfaatan Bakteri dalam Bioremediasi Vanadium

Bioremediasi adalah penggunaan agen-agen biologik seperti bakteri untuk
menetralkan kembali lingkungan yang tercemar menjadi zat-zat yang tidak
berbahaya lagi (Waluyo, 2010). Bioremediasi ini merupakan teknik yang utama
dalam perbaikan lingkungan dimana hampir tidak ada efek samping dalam
penggunaannya. Selain itu teknik ini merupakan teknik yang hemat biaya dan
efektif dibandingkan dengan metode lainnya (Peter, 2010). Agen bioremediasi
yang utama dalam perbaikan lingkungan adalah bakteri.

Bioremediasi hanya bisa efektif bila kondisi lingkungan memungkinkan
pertumbuhan dan aktivitas mikroba, penerapannya seringkali melibatkan
manipulasi parameter lingkungan untuk memungkinkan pertumbuhan mikroba
dan degradasi berlanjut pada laju yang lebih cepat. Bakteri yang sudah hidup di
lingkungan terkontaminasi, sering kali beradaptasi dengan kelangsungan hidup
dengan adanya kontaminan yang ada. Mikroba indigeneous ini cenderung
memanfaatkan nutrisi dan akseptor elektron yang tersedia di situ, asalkan terdapat
air atau cairan (Marwijk, 2005).

Berdasarkan hal tersebut, bakteri banyak dimanfaatkan dalam proses
bioremediasi baik secara in-situ maupun ex-situ. Salah satu strategi dalam
bioremediasi logam vanadium adalah melalui bioteknologi. Pendekatan dengan

bioteknologi memanfaatkan peptida pengikat logam dalam berbagai organisme
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hidup untuk memperbaiki kemampuan pengikatan logam mikroorganisme melalui
ekspresi heterolog (Ueki, 2015).

Selanjutnya (Ueki et al.,, 2003) melakukan penelitian dengan
mengekspresikan dua gen Vanabin dari Ascidia sydneiensis samea ke dalam
bakteri E. coli untuk merekonstruksi sistem bioremediasi logam vanadium. Tapi
sayangnya belum berhasil secara signifikan. Penelitian setelahnya oleh (Samino,
Michibata, & Ueki, 2012) juga melakukan hal yang sama yaitu gen AgVanabin2
dari spesies A. gemmata di ekspresikan ke spesies E. coli hasilnya menunjukkan

absorpsi dari VO®* meningkat secara signifikan (Ueki, 2015).

2.6 Kerangka Penelitian

Tambang Minyak

Bumi Wonocolo

Pencemaran Limbah

Cair Minyak Bumi
|
Logam Berat Baldteri
W anadinm Indicenons
Bakieri Fesisten

Vanadium

|
Bioalmmualasi
Vanadium

Gambar 2.5 Kerangka berfikir penelitian
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3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini  merupakan jenis penelitian deskriptif kualitatif dan
eksperimental. Jenis deskriptif kualitatif karena data hasil penelitian disajikan
secara deskriptif meliputi keberadaan bakteri yang resisten terhadap logam
vanadium, bentuk dan warna koloni, karakteristik makroskopik bakteri serta hasil
identifikasi spesies bakteri dengan kit Microbact. Sedangkan jenis penelitian
ekperimental dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri terpilih

dalam mengakumulasi logam vanadium pada konsentrasi vanadium yang berbeda.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2017 sampai April 2018.
Bertempat di Laboratorium Biokimia dan Laboratorium Mikrobiologi Jurusan
Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Isalam Negeri Maulana Malik

Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat

Alat-alat yang dipergunakan adalah botol 500 ml, ice cooler, plastik,
alumunium foil, karet, kertas whatman, gunting, corong gelas, erlenmeyer 25 ml,

erlenmeyer 500 ml, mikropipet, yellow tip, blue tip, tissue, tabung ependorf 50

27
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ml, neraca analitik, spatula, hot plate, stirer, cawan petri, tabung reaksi, lemari es,
laminar air flow (LAF), autoklaf, alat destruksi, spiritus-bunsen, bola hisap, pipet
ukur 10 ml, ose, batang kaca L, inkubator, beaker glass 250 ml, tabung ependorf,
papan gabus, pinset, kertas label, papan penyangga, kit Microbact GNB 12 A dan
12B, colony counter, shaker incubator, spektrofotometer dan atomic absorption

spectrocopy (AAS).

3.3.2 Bahan

Bahan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah limbah cair minyak
bumi, es batu, aquades, alkohol 96%, tissue, kertas label, sodium orthovanadate
(NA3VO,), Halomonas elongata medium (HMC) yang terdiri dari cassamino acid,
pepton, yeast extract, NaCl, MgSO,.7H,0O, sodium sitrat, K,HPO,, FeSO,
(NH;)2SO, dan agar. Bahan pewarnaan gram yang terdiri dari larutan kristal
violet, iodine, dan safranin, serta bahan uji kit Microbact yaitu garam fisiologis

0,85%, Indol Kovact, reagen Nitrat A dan B, TDA, VP I, dan VP II.

3.4 Prosedur Kerja
3.4.1 Pengambilan Sampel

Sampel diambil pada tempat pembuangan limbah minyak bumi cair
menuju ke lingkungan (gambar 3.1) sesuai dengan prosedur (Munawar et al.,
2006) diambil sesuai arah aliran limbah yaitu dari inlet ke outlet. Sampel diambil
sebanyak 500 ml menggunakan botol kaca steril. Kemudian botol disimpan pada
ice cooler dengan suhu +4°C sampai pengujian dilakukan. Sampel limbah cair

minyak bumi diukur suhu menggunakan termometer dan pH menggunakan pH
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meter. Selanjutnya sampel langsung dibawa ke laboratorium untuk diisolasi dan

identifikasi bakteri.

om—

Gambar 3.1 Skema pengambilan sampel limbah cair tambang minyak Wonocolo.
a) Sumur pengeboran minyak bumi b) Tempat penampungan hasil pengeboran c)
Tempat pemisahan minyak mentah dan limbah cair d) Aliran pembuangan limbah
cair ) Tempat penampungan limbah cair sebelum dibuang ke lingkungan f) lokasi
pengambilan sampel (Aliran limbah dibuang ke lingkungan).
3.4.2 Persiapan Larutan Stok dan Media Pertumbuhan Bakteri

Pembuatan larutan stok sebanyak 25 ml mula-mula menimbang berat
sodium orthovanadate (V*°) sebanyak 0,4575 gr, kemudian dimasukkan ke dalam
tabung ependorf 50 ml dan ditambah dengan aquades sebanyak 10 mL
dihomogenkan kemudian dipanaskan ke dalam beaker glass yang berisi air.
Secara bertahap diukur pH menggunakan kertas pH. Jika asam ditambah dengan
larutan NaOH sementara jika basa ditambah dengan HCI sampai pH larutan
vanadium menjadi 7 dan berwarna bening. Setelah bening dan pH 7 larutan
dibiarkan selama 1 hari. Jika berubah warna dipanaskan kembali sampai larutan
tetap bening atau tidak berwarna.

Sementara pembuatan media kultur yaitu media yang telah ditimbang
dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambahkan aquades sampai 1 liter,

kemudian dipanaskan di atas hot plate dan dihomogenkan dengan stirrer. Setelah

homogen kemudian ditutup dengan alumunium foil dan dibungkus dengan plastik
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untuk disterilisasi. Setelah steril media kemudian dipindah ke LAF untuk
pemindahan ke dalam cawan petri sebanyak 20 ml. Kemudian diinkubasi ke
dalam inkubator dengan suhu 27°C selama 1x24 jam untuk mengecek ada
tidaknya kontaminan. Media yang steril dipilih untuk dilakukan proses

penginokulasian sampel.

3.4.3 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat penelitian yang terbuat dari kaca dibungkus dengan
menggunakan plastik kemudian diikat dengan rapat agar bakteri tidak dapat
masuk, kecuali cawan petri yang harus dibungkus dahulu dengan kertas baru
kemudian dimasukkan ke dalam plastik. Bahan penelitian yang sudah dibuat pada
langkah sebelumnya juga disterilisasi dahulu sebelum digunakan. Erlenmeyer
yang berisi bahan dibungkus dengan plastik dan diikat dengan rapat agar tidak
terkontaminasi. Setelah itu, semua alat dan bahan dimasukkan ke dalam autoklaf

dengan suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.4.4 Uji Pendahuluan

Uji Pendahuluan dilakukan untuk menentukan pengenceran terbaik untuk
isolasi bakteri dari limbah cair minyak bumi. Limbah cair minyak diambil
sebanyak 100 pl dimasukan ke dalam microtube 1,5 mL yang telah diisi dengan
aquades steril sebanyak 900 pl sehingga didapat pengenceran 10™. Selanjutnya
diambil 100 pl dari pengenceran pertama dipindahkan ke dalam tabung ke dua

sehingga didapat pengenceran 10 dan seterusnya hingga didapatkan pengenceran
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10°. Kemudian diambil masing-masing pengenceran sebanyak 20 pl dan
diinokulasikan pada media HMC, lalu diinkubasi pada suhu 27°C selama 1x24
jam. Pengenceran yang menunjukkan terdapat koloni bakteri yang tumbuh dipilih

untuk digunakan pada uji selanjutnya.

3.4.5 Uji Resistensi Isolat Bakteri terhadap Logam Berat Vanadium

Uji resistensi atau bisa disebut dengan uji skrining ini dilakukan untuk
mengetahui seberapa besar isolat bakteri mampu tumbuh terhadap paparan logam
berat Vanadium. Pada konsentrasi tertinggi isolat kemudian dipilih untuk
diidentifikasi dan dilakukan pada uji selanjutnya. Prosedur uji skrining ini
mengacu pada (Romaidi & Ueki, 2016) yaitu sampel limbah cair diambil
sebanyak 20 pl, lalu diinokulasikan pada masing-masing media HMC agar steril
yang mengandung logam dengan konsentrasi 0 mM, 5 mM dan 10 mM yang telah
dibuat pada tahap sebelumnya. Sampel kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 1x24 jam. Resistensi bakteri ditunjukkan dengan adanya koloni bakteri

yang tumbuh dalam media yang mengandung logam vanadium tersebut.

3.4.6 Pembuatan Kultur Murni Isolat Bakteri Resisten Vanadium

Isolat bakteri yang tumbuh pada media dengan kandungan vanadium
tertinggi kemudian dilakukan isolasi kembali berdasarkan hasil skrining. Isolat
bakteri dilakukan pengenceran bertingkat sampai 10 kemudian diambil 20 pl di
inokulasikan pada media HMC agar yang telah diberi Sodium Orthovanadate

(V*°) dengan konsentrasi 10 mM dan dilakukan 3x ulangan. Sampel kemudian di
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inkubasi suhu 37°C selama 1x24 jam. Koloni yang tumbuh kemudian diamati dan
dihitung menggunakan colony counter. Jumlah Kkoloni dapat dihitung

menggunakan persamaan (Waluyo, 2010):

1
Faktor pengenceran

Koloni per ml = Jumlah koloni per cawan x

Isolat yang tumbuh dalam satu cawan dipilih lima secara acak kemudian
dimurnikan dengan metode quadrant streak. Isolat diinokulasikan pada media
HMC agar tanpa logam secara aseptis dengan menggunakan ose yang dipanaskan
kemudian digores secara zig-zag. Kemudian media diinkubasi pada suhu 37°C
selama 1x24 jam. Bila masih ditemukan koloni yang bercampur dilakukan
pemisahan kembali hingga diperoleh isolat murni. Isolat yang sudah murni inilah
yang dilakukan identifikasi lebih lanjut dan sebagian diawetkan menggunakan
HMC broth menggunakan gliserol dengan perbandingan 1:1 dan disimpan pada

suhu -80°C.

3.4.7 ldentifikasi Makroskopik dan Mikroskopik Isolat Bakteri Resisten
Vanadium

Koloni bakteri yang telah dimurnikan dapat diketahui koloni tunggal
melalui pengamatan bentuk sel secara makroskopis dan mikroskopis melalui
pewarnaan gram dan pengamatan dibawah miroskop serta dengan menggunakan
kit Microbact.
3.4.7.1 Pengamatan Makroskopik Bakteri

Karakteristik bakteri hasil isolasi dalam media HMC diamati sifat-sifat

pertumbuhannya. Sifat-sifat yang diamati adalah (Dwijoseputro, 1994):
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a. Bentuk koloni (dilihat dari atas): berupa bulat (circulair), berbenang
(filamenthus), tak teratur (irregular), serupa akar (rhizoid), serupa
kumparan (spindle).

b. Permukaan koloni/elevasi (dilihat dari samping): rata (flat), timbul-datar
(raised), timbul-melengkung (convex), membukit (umbonate).

c. Tepi koloni (dilihat dari atas): utuh (entire), berombak (lobate), bergerigi
(serrate), berbenang (filamenthus), keriting (undunate).

d. Warna koloni: keputih-putihan, kelabu, kekuning-kuningan atau hampir

bening.
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Gambar 3.2 Morfologi Koloni Bakteri (Prescott et al., 2005).

3.4.7.2 Pengamatan Mikroskopik Bakteri

Pengamatan mikroskopik bakteri dilakukan untuk melihat bentuk sel isolat
bakteri terpilih. Pengamatan ini meliputi bentuk sel bakteri dan perwarnaan gram.
Penentuan jenis bakteri yang diperoleh berpedoman pada buku Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology 9". Pewarnaan gram bakteri mengacu pada
prosedur yang dilakukan oleh (Cappucino, 2013), yaitu isolat bakteri diambil 1
ose secara aseptis lalu di taruh pada objek glass yang telah berisi setetes aquades.

Preparat kemudian difiksasi sampai kering. Kemudian ditetesi dengan larutan
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kristal violet, didiamkan selama 1 menit, dicuci dengan air mengalir kemudian
ditetesi dengan larutan iodin didiamkan selama 1 menit, dicuci dengan air
mengalir kemudian diberi alkohol 96%. Setelah itu preparat diberi larutan safranin
dan didiamkan selama 1 menit, dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan.
Preparat kemudian diamati dengan mikroskop, jika positif maka akan berwarna

ungu jika negatif berwarna merah.

3.4.8 Uji Resistensi Difusi Kertas Cakram Isolat Bakteri Resisten Vanadium

Penelitian selanjutnya dilakukan uji resistensi dengan menggunakan
metode difusi agar seperti dalam penelitian Sabdono (2009) yaitu dilakukan
dengan menyebar kultur bakteri ke dalam cawan petri yang berisi media HMC
agar secara spread plate dan diratakan dengan batang L. Selanjutnya paper disk
bulat diameter 0,7 mm diletakkan dalam stok logam berat vanadium (V) dengan
berbagai konsentrasi yaitu 5 mM, 10 mM, 15 mM dan 20 mM. Paper disk
tersebut kemudian ditaruh dalam cawan yang berisi isolat bakteri. Isolat kemudian
diinkubasi dalam inkubator semala 1x24 jam, dan zona hambat yang muncul
disekitar paper disk diukur dengan menggunakan jangka sorong secara horizontal
dan vertikal. Apabila ukuran zona hambat yang terbentuk lebih dari 1 mm maka
bakteri tersebut tergolong sensitif dan apabila zona yang terbentuk kurang dari 1

mm maka tergolong resisten.
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3.4.9 Identifikasi Isolat Bakteri Resisten Vanadium Secara Biokimia
Menggunakan Kit Microbact

Isolat bakteri resisten vanadium terpilih diidentifikasi secara biokimia
menggunakan kit Microbact 12A/12E atau 24E serta mengacu pada buku
Bergey’s Manual of Determination Bacteriology 9. Dilakukan uji gram dan uji
oksidasi. Jika hasil uji gram positif maka dilakukan beberapa pengujian secara
manual hingga ditemukan hasil identifikasi, sementara jika negatif maka hasil dari
angka-angka oktal dimasukkan ke dalam software yang akan menunjukkan hasil
identifikasi. Selain itu, sebelum ditentukan menggunakan kit Microbact, terlebih
dahulu dilakukan uji oksidase. Jika hasil uji negatif maka menggunakan kit
Microbact 12A/12E sedangkan jika hasil uji positif maka menggunakan Kit
Microbact 24E (Oxoid, 2004).

Isolat bakteri murni yang berumur 24 jam diambil dengan ose, kemudian
dilarutkan dalam 10 ml garam fisiologis 0,85% pada tabung reaksi steril dan
divortex sampai homogen. Selanjutnya diteteskan ke dalam sumur Microbact
sebanyak 250 pl pada sumur Lysin, Omitin, dan H,S ditambah dengan 1-2 tetes
mineral oil. Kemudian Microbact diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
Setelah itu, ditambahkan dengan 2 tetes reagen Nitrat A dan B pada sumur nomor
7, 2 tetes Indol Kovact pada sumur nomor 8, 1 tetes VP | dan VP Il pada sumur
nomor 10, serta 1 tetes TDA pada sumur nomor 12. Uji fermentasi karbohidrat
pada Microbact 12B langsung dapat dibaca hasilnya. Jika fermentasi positif

berwarna kuning, jika negatif tidak ada perubahan warna.
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Dicatat semua perubahan warna setiap sumur Microbact. Evaluasi hasil
positif atau negatif yaitu dengan membandingkan tabel warna kemudian hasilnya
ditulis pada formulir Patient Record. Angka-angka oktal didapat dari penjumlahan
reaksi positif saja, dari tiap kelompok (3 sumur didapatkan 1 angka oktal). Nama
bakteri dilihat menggunakan komputer berdasarkan angka oktal yang didapat

(Oxoid, 2004).

3.4.10 Uji Bioakumulasi Isolat Terpilih Bakteri Resisten Vanaadium

Uji bioakumulasi isolat terpilih dilakukan untuk mengetahui berapa besar isolat
mengakumulasi logam berat yang diberikan. Uji bioakumulasi ini dilakukan
dengan menumbuhkan isolat bakteri terpilin pada media HMC broth dengan
konsentrasi vanadium yang digunakan yaitu 0 uM, 200 uM, dan 500 puM. Total
volume media yang digunakan yaitu 30 ml yang terdiri dari media HMC broth,
stok logam dan isolat bakteri serta dilakukan sebanyak 3 kali ulangan kemudian
diinkubasi dalam inkubator shaker pada suhu 37°C kecepatan 150 rpm selama
1x24 jam.

Kemampuan isolat bakteri mengakumulasi logam vanadium diketahui
dengan pengukuran kadar vanadium menggunakan spektrofotometri serapan atom
(SSA). Prosedur ini mengacu pada Romaidi & Ueki (2016) isolat yang telah
diinkubasi dipindah ke dalam tube yang telah ditimbang berat kosongnya.
Kemudian sampel disentrifuse dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit, lalu
dipisahkan supernatan dan peletnya. Kemudian ditimbang berat pelet dan tube.

Pelet tersebut kemudian dipanaskan dalam oven selama 48 jam pada suhu 65°C.
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Kemudian ditimbang berat kering tube dan pelet, lalu ditambahkan 7 ml HNOj
AN dipanaskan pada suhu 65°C selama 24 jam. Sampel kemudian disentrifuse
dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Supernatan inilah yang kemudian
diukur dengan menggunakan spektrofotometri serapan atom (SSA).

Presentase bioakumulasi vanadium (V) oleh bakteri S2-4 dihitung dengan

rumus sebagai berikut (Romaidi dan Ueki, 2016):
%= x 100%

Keterangan: a = Jumlah vanadium (V) terakumualsi

b = Total vanadium (V) awal perlakuan

3.5 Analisis Data

Data disajikan secara deskriptif meliputi jenis isolat resisten vanadium,
karakter makroskopis bakteri, mikroskopik bakteri, hasil uji resistensi difusi
kertas cakram dan hasil uji Microbact. Untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan
konsentrasi akumulasi oleh isolat terpilih dilakukan menggunakan Anova satu
jalur. Selanjutnya untuk mengetahui konsentrasi yang paling berpengaruh
dilakukan uji BNT.

Data hasil penelitian kemudian dianalisis dengan menggunakan analisis
nalar spiritual Islam atau nilai-nilai Islam, dimana menganalisis dengan prinsip
dan paradigma Islam. Analisis ini menggunakan sumber rujukan dari beberapa
ayat Al-Qur’an dan Hadits beserta tafsir serta pemikiran-pemikiran Islam yang
sesuai dengan penelitian yang dilakukan. Hal ini dilakukan sebagai amanah

khalifah di bumi dan tanggung jawab sebagai ilmuan islam.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Jenis bakteri Resisten Terhadap Vanadium dari Limbah Cair Tambang
Minyak Bumi Desa Wonocolo.

4.1.1 Isolat Bakteri Resisten Vanadium dari Limbah Cair Tambang Minyak
Bumi Desa Wonocolo.

Resistensi bakteri terhadap logam berat vanadium dapat ditunjukkan
dengan tumbuhnya bakteri dalam media HMC (Halomonas complex) yang
ditambah dengan logam vanadium (V). Bakteri yang diisolasi dari limbah cair
tambang minyak Desa Wonocolo dapat resisten terhadap logam vanadium sampai
dengan konsentrasi 10 mM. Bakteri ini diisolasi dari lokasi sampling yang
mengandung vanadium sebesar 16,58 ppm (325,48 uM).

Hasil penelitian menunjukkan jumlah koloni dalam konsentrasi 0 mM dan
5 mM ditumbuhi bakteri dengan jumlah koloni yang tumbuh masih banyak sekali
dan tidak dapat dihitung sementara hanya dalam konsentrasi 10 mM bakteri dapat
dihitung jumlah koloninya. Bakteri hanya dapat dihitung jika jumlah koloni
bakteri antara 30-300 koloni (Waluyo, 2010). Jumlah koloni dalam konsentrasi 10
mM yaitu pada ulangan pertama jumlah bakteri yaitu 106 x10° cfu/ml, pada
ulangan ke dua jumlah bakteri 135 x107 cfu/ml, dan pada ulangan ke tiga jumlah
bakteri 123 x10° cfu/ml (tabel 4.1).

Bakteri resisten vanadium yang tumbuh dalam semua cawan kemudian

diamati dan diidentifikasi secara morfologi. Isolat kemudian dipilih secara acak

38
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dalam setiap cawan diambil 5 isolat. Isolat terpilih kemudian dikarakterisasi

secara makroskopis sesuai prosedur dari Dwidjoseputro (1989) meliputi bentuk

koloni, permukaan koloni, tepi koloni dan warna koloni.

Tabel 4.1 Jumlah koloni bakteri resisten vanadium dalam media HMC agar

Ulangan Jumlah Koloni Bakteri (cfu/ml)
Ke- Konsentrasi 0 mM | Konsentrasi 5 mM | Konsentrasi 10 mM
1 TBUD TBUD 106 x10°
2 TBUD TBUD 135 x10°
3 TBUD TBUD 123 x107

Koloni bakteri hasil isolasi didominasi oleh bakteri berwarna krem, bentuk
irreguler dan beberapa circular, permukaan flat serta tepi berombak (lampiran 3).
Bentuk koloni yang berbeda ini mengindikasikan bahwa terdapat beberapa koloni
bakteri yang berbeda. Seperti yang dinyatakan oleh (Sumarsih, 2003) bahwa
koloni dari suatu bakteri dapat dipengaruhi oleh lingkungan maupun sifat fisiologi

dari koloni bakteri itu sendiri.

4.1.2 Identifikasi Mikroskopis Isolat Bakteri Resisten Vanadium dari
Limbah Cair Tambang Minyak Bumi Desa Wonocolo.

Semua isolat kemudian dimurnikan dalam media baru dengan dilakukan
metode streak secara zig-zag terhadap ke-15 isolat. Kemudian diinkubasi selama
1x24 jam dengan suhu 37°C. Pemurnian ini merupakan salah satu cara untuk
memisahkan mikroba tertentu dari lingkungannya, sehingga kemudian diperoleh
kultur murni yaitu sel-sel mikroba berasal dari pembelahan dari satu sel tunggal
(Suriawiria, 2005). Hasil dari pemurnian ini kemudian diwarnai menggunakan

pewarna Gram untuk melihat ukuran dan golongan gram bakteri tersebut.
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Hasil pengamatan menunjukkan terdapat 15 isolat yang tumbuh. Isolat-
isolat tersebut sudah merupakan isolat tunggal atau murni. Isolat tersebut
kemudian dilakukan pewarnaan gram dan dilihat bentuk sel bakteri. Hasilnya 10
isolat termasuk dalam bakteri gram positif dan berbentuk batang dan 5 isolat
bakteri gram positif berbentuk kokus (lampiran 2). Hasil bakteri yang masuk
dalam gram positif dikarenakan hasil pengamatan bakteri berwarna ungu.
Menurut Pelczar & Chan (2013) bakteri gram positif dapat mempertahankan zat
pewara kristal violet ketika dicuci dengan alkohol karena dinding sel mengalami
dehidrasi, pori-pori menciut, daya rembes dingding sel dan membran menurun,
serta tidak terpengaruhi sewaktu diberi pewarna safranin dan tetap berwarna ungu.

Bakteri gram positif dapat mempertahankan warna ungu dikarenakan sel
penyusun dinding sel terdiri atas banyak lapisan peptidoglikan yang mampu
mengikat zat warna dan tidak rusak saat dicuci dengan alkohol. Lapisan
peptidoglikan ini membentuk struktur yang tebal dan keras (Tortora et al., 2013).
Karena hal inilah, kelompok bakteri gram positif lebih tahan terhadap lingkungan
yang ekstrim daripada bakteri gram negatif. Bakteri dapat bertahan di lingkungan
ekstrem seperti limbah cair minyak bumi yang terdapat logam vanadium. Menurut
Issazadeh et al. (2011) dinding sel bakteri gram positif terdiri dari gugus karboksil

yang menjadi agen uptake logam berat.

4.1.3 Uji Resistensi Isolat Bakteri Resisten-Vanadium Terhadap Vanadium
Uji Resistensi dilakukan untuk menyeleksi bakteri yang mempunyai

kemampuan resistensi terhadap logam vanadium tertinggi. Uji ini menggunakan
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metode difusi agar (difusi kertas cakram) untuk melihat sensitivitas berbagai jenis
mikroba pada konsentrasi tertentu (Sabdono, 2009). Zona hambat yang terbentuk
mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan bakteri oleh vanadium yang
diberikan. Penentuan sensitivitas dalam metode difusi agar dilakukan dengan
mengukur diameter zona hambat (zona bening) yang terbentuk disekitar paper
disk. Semakin besar diameter zona hambat yang terbentuk maka semakin kecil
nilai konsentrasi hambat minimum dari suatu senyawa (Soleha, 2015). Semakin
besar diameter zona hambat yang terbentuk maka semakin terhambat
pertumbuhan suatu bakteri.

Hasil uji resistensi pada konsentrasi tertinggi 20 mM terdapat beberapa
bakteri yang tumbuh dan terdapat zona hambat disekitar paper disk yang
diberikan. Hal ini menunjukkan bahwa isolat yang mempunyai resistensi tertinggi
yaitu isolat S2-4 dengan rata-rata ukuran zona hambat 0,3 mm. Sabdono (2009)
mengatakan bahwa apabila ukuran zona hambat yang terbentuk kurang dari 1 mm
maka tergolong bakteri yang resisten, sementara apabila ukuran zona hambat yang
terbentuuk lebih dari 1 mm maka bakteri tersebut tergolong bakteri yang sensitif.

Perbedaan derajat resistensi yang berbeda-beda pada hasil uji (tabel 4.2)
disebabkan karena bakteri dapat melakukan mekanisme untuk beradaptasi
terhadap keberadaan toksisitas logam berat. Selain itu, seperti yang dikatakan oleh
Burnley (2000) bahwa besarnya diameter zona hambat tidak selalu bertambah
besar seiring dengan meningkatnya konsentrasi perlakuan. Kesalahan faktor
teknis dan kejadian internal yang tidak tampak dari mikroorganisme uji kadang

kala mempengaruhi hasil uji. Sehingga sebaiknya dalam menentukan bakteri
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seleksi dipilih dari strain yang menunjukkan zona hambat terbesar atau terkecil
dari setiap konsentrasi. Oleh karena hal ini maka isolat yang dipilih untuk uji

bioakumulasi dan identifikasi yaitu isolat S2-4.

Tabel 4.2 Hasil uji resistensi menggunakan metode difusi kertas cakram

Lebar rata-rata zona hambat berbagai

Kode i I
balie konsentrasi dalam milimeter (mm)

5mM 10mM | 15mM | 20 mM
S1-1 1,625 18 Sl 2,15
S1-2 1,4 0,9 I=% 1
S1-3 - 1,35 - -
S1-4 - 3,3 - -
S1-5 - - - -
S2-1 - - - -
S2-2 1,85 1 0,6 1,425
S2-3 - - - -
S2-4 2,45 0,925 1.3 0,3
S2-5 1.5 3,8 1,425 18
S3-1 - 1,9 - -
S3-2 - - - -
S3-3 - - - -
S3-4 - - - -
S3-5 1,2 1,65 L5 2,25

4.1.4 1dentifikasi Bakteri S2-4 Menggunakan Kit Microbact

isolat yang terpilih dalam uji sebelumnya vyaitu isolat kode S2-4
selanjutnya diidentifikasi sampai dengan tingkat spesies melalui uji biokimia
dengan menggunakan kit Microbact. Identifikasi bakteri secara biokimia dalam
penelitian ini menggunakan kit Microbact 12A dan 12B. Uji biokimia ini
merupakan salah satu uji untuk mengetahui atau mengidentifikasi jenis bakteri

hasil isolasi berdasarkan sifat-sifat fisiologinya. Hal ini karena aktifitas fisiologi
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yang berbeda-beda setiap bakteri dapati digunakan untuk mengkarakterisasi dan
mengidentifikasi bakteri tertentu (Cowan, 2004).

Proses-proses biokimia erat kaitannya dengan metabolisme suatu bakteri.
Uji-uji biokimia ini dilakukan untuk memastikan bahwa bakteri yang dianalisa
benar-benar bakteri yang diharapkan. Sifat metabolisme suatu bakteri dapat dilihat
dari hasil interaksi metabolit yang dihasilkan dengan reagen-reagen Kkimia
(Sumarsih, 2003). Hasil identifikasi bakteri dengan kit Microbact ini kemudian
disesuaikan dengan Bergey’s Manual of Determination Bacteriology.

Hasil uji biokimia isolat S2-4 dapat dilihat dalam tabel 4.3 yang didapat
menggunakan kit Microbact 12A dan 12B. Sebelumnya sampel bakteri diuji
oxidase terlebih dahulu untuk menentukan jenis kit yang digunakan. Jika hasil uji
negatif maka menggunakan kit Microbact 12A/12E sedangkan jika hasil uji
positif maka menggunakan kit Microbact 24E (Oxoid, 2004). Hasil uji oxidase
isolat S2-4 positif, dibuktikan dengan perubahan kertas oxidase menjadi berwarna
biru. Uji oxidase ini dilakukan untuk mengetahui penggunaan oksigen sebagai
aksseptor elektron oleh bakteri (Harley and Prescott, 2002).

Selanjutnya vyaitu uji motilitas. Uji ini bertujuan untuk mengetahui
pergerakan bakteri. Hasil pengujian motilitas isolat S2-4 menunjukkan hasil
positif yang berarti bakteri tersebut memiliki flagel. Selanjutnya uji nitrat yang
dilakukan untuk mengetahui bakteri tersebut dapat mereduksi nitrat atau tidak.

Hasilnya positif yang berarti isolat tersebut dapat mereduksi nitrat.
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Tabel 4.3 Hasil karakteristik pengamatan isolat S2-4 menggunakan kit Microbact

12A dan 12B

Kit
Microbact

Karakteristik

Hasil
pengamatan

Oxidase

+

Motilitas

+

Nitrate

12 A

Lysine

Ornithine

H2S

Glucose

Mannitol

Xylose

ONPG

Indole

Urease

VP

Citrat

TDA

12B

Gelatin

Malonate

Inositol

Sorbitol

Rhamnose

Sucrose

Lactose

Arabinose

Adonitol

Raffinose

Salicin

Arginine

Pewarnaan gram

Positif

Bentuk bakteri

Batang

Spesies
bakteri

Bacillus mycoides

Keterangan: (+) hasil uji positif; (-) hasil uji negatif
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Hasil uji indol menunjukkan hasil negatif. Hasil negatif ini menunjukkan
bahwa isolat S2-4 tidak memiliki enzim triptofanase yang berfungsi untuk
mengoksidasi asam amino triptofan dalam membentuk indol. Selanjutnya hasil uji
voges-proskauer (VP) juga menunjukkan hasil positif. Uji VP menetukan
kemampuan untuk membentuk produk akhir non asam atau netral seperti
asetilmetilkarbinol dari asam-asam organik yang dihasilkan dari metabolisme
glukosa (Cappucino, 2013).

Uji citrat dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri menggunakan sitrat
sebagai sumber karbon. Saat dalam kondisi tidak ada glukosa atau laktosa yang
dapat difermentasi beberapa bakteri dapat menggunakan nitrat sebagai sumber
energi (Cappucino, 2013). Isolat S2-4 menunjukkan hasil negatif yang berarti
bakteri tersebut tidak bisa menggunakan citrat sebagai sumber karbon.

Hasil uji ONPG menunjukkan hasil positif. Hal ini berarti isolat tersebut
dapat menghidrolisis o-nitrophenil-3-d-galactopyranoside (ONPG) oleh enzim 13
galactosidase sehingga dapat memfermentasikan laktosa. Kemudian uji H,S
menunjukkan hasil negatif. Hal ini berarti isolat S2-4 tidak memproduksi H,S
(Hidrogen sulfida). Gandjar dkk (1992) mengatakan bahwa beberapa bakteri dapat
membentuk hidrogen sulfida untuk memecah asam amino yang mengandung
unsur belerang, seperti gugus samping intionin.

Uji biokimia selanjutnya yaitu uji gula-gula. Adam (2001) mengatakan
bahwa uji gula-gula dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
fermentasi masing-masing gula menjadi asam. Uji gula-gula yang digunakan

dalam kit Microbact meliputi glukosa, xylosa, sukrosa, laktosa, arabinosa,
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rhamnosa, rafinosa, adonitol, inositol, manitol, dan salisin. Hasil fermentasi gula-
gula pada isolat S2-4 semuanya negatif kecuali glukosa yaitu positif. Hasil ini
ditandai dengan tidak adanya perubahan warna pada parameter uji. Isolat S2-4
merupakan bakteri yang hanya dapat melakukan fermentasi glukosa dan tidak
dapat memfermentasikan selain itu seperti sukrosa, laktosa, dan lain sebagainya.

Selain uji gula-gula, terdapat pula uji enzim vyaitu urease. Urease
merupakan enzim hidrolitik yang menyerang ikatan nitrogen dan karbon pada
senyawa amida dan menghasilkan produk akhir bersifat basa yaitu amonia Adam
(2001). Hasil uji ini yaitu positif berarti isolat S2-4 dapat memproduksi enzim ini.
Kemudian uji gelatin untuk mengetahui adanya enzim gelatinase. Hasil uji gelatin
menunjukkan hasil negatif yang berarti tidak dapat menghasilkan enzim
gelatinase. Uji TDA, arninin, lysine dan ornithin juga menunjukkan hasil negatif.

Hasil-hasil dari berbagai uji biokimia dalam kit Microbact selanjutnya
disesuaikan dengan buku Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9™
Hasil identifikasi menunjukkan bahwa isoalat S2-4 merupakan spesies Bacillus
mycoides dengan kemiripan 78,57%. Hasil dari identifikasi menggunakan Kit
Microbact dapat menunjukkan sampai tingkat spesies dengan syarat bakteri yang
teridentifikasi prosentase kemiripannya harus diatas 80%, jika kurang dari 80%
maka bakteri hanya memiliki kersamaan sampai tingkat genus saja.

Penelitian terdahulu yang mengisolasi bakteri resisten vanadium dilakukan
oleh Romaidi & Ueki (2016) yang mengambil sampel dari usus spesies Ascidia
sydneiensis samea. Hasilnya ditemukan beberapa spesies dari genus Vibrio dan

diantaranya yaitu spesies Vibrio splendidus, Vibrio tasmaniensis, Vibrio tapetis.
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Selain itu juga terdapat spesies dari genus Shewanella yaitu Shewanella pasifica
dan Shewanella olleyana. Wang et al. (2016) mengisolasi bakteri dari sampel
tanah dari tambang vanadium di Xian-ning, Provinsi Hubei, China. Hasilnya
ditemukan spesies dari genus Pedobacter diantaranya yaitu Pedobacter
suwonensis, Pedobacter alluvionis, dan Pedobacter soli.

Kamika & Momba (2014) juga melakukan isolasi dari limbah cair
tambang vanadium di Mpumalanga, Afrika Selatan. Hasilnya bakteri dari genus
terbanyak yang ditemukan vyaitu Marinobater, Anabaena, Clostridium, dan
Achromobacter. Salah satu spesies yang berhasil diidentifikasi yaitu spesies
Marinobacter goseongensis yang mempunyai toleransi tinggi terhadap logam
vanadium. Belum terdapat penelitian yang menemukan bakteri-resisten vanadium
dari genus Bacillus. Perbedaan tempat, suhu, pH, nutrisi dan beberapa faktor
lainnya membuat hasil isolasi yang dilakukan akan menghasilkan spesies yang
berbeda. Dalam limbah cair tambang minyak bumi desa Wonocolo spesies yang
ditemukan yaitu Bacillus mycoides.

Bacillus mycoides merupakan salah satu bakteri yang masuk dalam genus
Bacillus. Bakteri ini berbentuk batang, gram positif, dan dapat membentuk
biofilm. Hal ini didukung koloni isolat bakteri S2-4 bersifat lengket pada media
dan susah diambil yang menunjukkan salah satu indikator pembetuk biofilm.
Biofilm ini merupakan kumpulan sel dari bakteri yang melekat pada suatu
permukaan. Selain sebagai perlindungan, biofilm ini juga berfungsi sebagai
perangkat nutrisi (Turnbull, 1996; Madigan, 2006). Isolat S2-4 ini dapat dijadikan

sebagai agen bioremediasi, karena logam vanadium akan terperangkap dalam
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biofilm serta terakumulasi dalam bakteri sehingga vanadium yang tercemar

menjadi berkurang.

4.2 Uji Kemampuan Bioakumulasi Vanadium Oleh Isolat Bakteri S2-4

Bioakumulasi didefinisakan sebagai penyerapan zat-zat toksik oleh sel
hidup (Lu, 1995). Bioakumulasi merupakan mekanisme active uptake yaitu proses
yang melibatkan metabolisme oleh sel hidup. Bioakumulasi ini tergantung pada
sifat biokimia dan struktural intrinsik, adaptasi fisiologis dan genetik, modifikasi
lingkungan spesifikasi logam, ketersediaan dan toksisitas (Hodgson and Levy,
2000). Oleh karena itu dalam penelitian ini digunakan bakteri indigenous atau
bakteri yang berasal dari habitat aslinya yang tercemar.

Uji bioakumulasi vanadium dilakukan dengan menggunakan isolat bakteri
S2-4 vyang terpilih pada uji resistensi difusi kertas cakram sebelumnya.
Kemampuan resistensi ditunjukkan dengan cara presipitasi vanadium yang
ditandai dengan koloni berwarna cream pada media HMC cair. Uji bioakumulasi
vanadium pada isolat bakteri S2-4 dilakukan dengan memberikan 3 perlakuan
atau konsentrasi dan masing-masing dilakukan 3 kali ulangan. Konsentrasi yang
digunakan yaitu 0 uM, 200 uM, dan 500 puM. Bakteri diinkubasi dalam inkubator
shaker pada suhu 37°C kecepatan 150 rpm selama 24 jam.

Hasil penelitian didapatkan hasil kemampuan bioakumulasi logam
vanadium oleh bakteri S2-4 berbeda-beda setiap konsentrasinya (gambar 4.1).
Notasi yang berbeda-beda menunjukkan bahwa terdapat perbedaan akumulasi

vanadium oleh isolat bakteri S2-4 tersebut. Hasil ini kemudian dianalisis dengan
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ANOVA one way yang menunjukkan ada pengaruh yang signifikan pada
perbedaan konsentrasi terhadap kemampuan bioakumulasi (sig <0,05). Pada
perlakuan 0 uM isolat bakteri S2-4 dapat mengakumulasi vanadium sebesar 2,11
UM, Pada perlakuan 20 uM isolat bakteri S2-4 dapat mengakumulasi vanadium
sebesar 112,3 puM dan pada perlakuan 500 pM isolat bakteri S2-4 dapat
mengakumulasi vanadium sebesar 273,53 pM. Kemampuan bioakumulasi ini

meningkat sejalan dengan bertambahnya konsentrasi vanadium yang diberikan.
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Gambar 4.1 kemampuan bioakumulasi vanadium isolat bakteri S2-4 dalam media
HMC cair dengan konsentrasi 0 uM, 200 pM, 500 uM. Notasi dengan huruf yang
berbeda menunjukkan perbedaan nyata antar perlakuan.

Bioakumulasi pada perlakuan kontrol (0 pM) menunjukkan adanya
vanadium yang terakumulasi sebesar 2,11 upM. Adanya vanadium yang
terakumulasi tersebut merupakan vanadium yang terdapat pada beberapa uji

sebelumnya, atau bahkan vanadium tersebut murni terdapat dalam tubuh isolat

bakteri tersebut. Presentase bioakumualsi vanadium oleh isolat bakteri S2-4 pada
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perlakuan kontrol yaitu 0 puM vyaitu sebesar 0%, pada perlakuan 200 uM yaitu

sebesar 56%, dan pada perlakuan 500 pM yaitu sebesar 54,7%.

Tabel 4.4 jumlah vanadium yang terakumulasi dalam berat basah bakteri S2-4

(LM/g)
Konsentrasi Jumlah vanadium (V) Presentase bioakumulasi
vanadium (V) | terakumulasi (mM/g £SE) vanadium (V)
0uM 2,11+ 0,137 (a) 0 %
200 uM 112,13 + 4,208 (b) 56 %
500 pM 273,53 + 3,914 (c) 54 %

Notasi yang berbeda pada presentase bioakumualsi setiap perlakuan menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan antara pengaruh konsentrasi vanadium terhadap
presentase bioakumulasi vanadium oleh isolat bakteri S2-4.

Presentasi bioakumulasi vanadium oleh bakteri S2-4 termasuk dalam
kategori kecil jika dibandingkan dengan penelitian Romaidi & Ueki (2016).
Bakteri dapat mengakumulasi logam vanadium dengan presentase 56,06% (200
puM) dan 54,7% (500 uM ). Sementara Romaidi & Ueki (2016) pada isolat V-RA-
4 dan S-RA-6 keduanya dapat mereduksi vanadium +5 sampai 80%. Kemampuan
bioakumulasi vanadium pada bakteri berbeda-beda tergantung pada konsentrasi
logam yang diberikan, waktu inkubasi, jenis bakteri serta kemampuan resistensi
bakteri terhadap logam vanadium. Utamanya proses bioakumulasi ini terjadi di
dalam sel yaitu komponen-komponen intraselular.

Romaidi & Ueki (2016) menjelaskan bahwa proses bioakumulasi yang
terjadi dalam isolat V-RA-4 dan S-RA-6 total vanadium yang ditahan dalam
cytoplasma (kompartmen intraselular) kira-kira 80% dari total akumulasi

vanadium. Sementara 20% sisanya dikeluarkan melalui ekstraksi EDTA. Selain

itu, proses bioakumulasi dapat juga terjadi melalui proses pengecualian (exclus
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ion), detoksifikasi, transport aktif (Rajendran et.al.,, 2003) melalui sistem
transportasi fosfat (Marwijk, 2005), dan sintesis protein pengikat vanadium

(Antipov et al., 2000).

4.3 Dialog Hasil Penelitian Perspektif Islam

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat bakteri S2-4 (Bacillus
mycoides) mampu mengakumulasi vanadium hingga 64%. Hal ini menunjukkan
bahwa bakteri tersebut mampu untuk mengurangi jumlah vanadium yang
diberikan dalam media. Struktur sel bakteri yang kecil bukan berarti tidak dapat
mengurangi jumlah polutan (logam vanadium) dalam media penelitian. Terbukti
bahwa isolat S2-4 dapat mengakumulasi vanadium. Bakteri ini dapat berpotensi
mengurangi jumlah pencemaran vanadium di tambang minyak Wonocolo.

Melalui hal ini kita harus selalu ingat bahwa Allah SWT tidak
menciptakan sesuatu dengan sia-sia. Bakteri oleh Allah SWT salah satunya diberi
kemampuan untuk dapat merubah lingkungan yang tercemar melalui proses

bioakumulasi. Allah SWT berfirman dalam surah surah Al-Imron 191;

~
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Artinya: (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk

atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan

bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.

Lingkungan merupakan bagian yang tidak bisa dipisahkan dari kehidupan

manusia. Lingkungan perlu dijaga dari berbagai kerusakan serta pencemaran yang
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akan berakibat bagi semua makhluk hidup bahkan manusia. Pencemaran ini salah
satunya yaitu tercemar dengan limbah cair minyak bumi yang mengandung logam
vanadium yang berbahaya jika terpapar dalam tubuh makhluk hidup. Ajaran
agama islam menegaskan bahwa manusia diberi tanggung jawab untuk
menjaganya lingkungan sebagai kholifah di bumi serta tidak merusaknya atau

mengeksploitasi secara berlebihan. Allah SWT berfirman dalam surah Al A’rof

ayat 56:
“t - 2 7 Cﬂ///{’/},ﬁa“/ - “ = o £ 2o 2 - 8
f\blg“aﬁj Q/l Lol 4> 04529 L@.hl.p/‘ /l.\..suupJY\ gb...\.m.a.; Y}

Artinya: dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah (Allah)
memperbaikinya dan Berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak akan diterima) dan
harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat Allah Amat dekat kepada orang-orang
yang berbuat baik.

Praktek pencemaran lingkungan yang terdapat pada Desa Wonocolo
sebagai akibat pembuangan limbah minyak langsung ke sungai tanpa
didetoksifikasi dapat merugikan makhluk hidup baik di darat maupun di air.
Lingkungan di sekitar penambangan minyak Wonocolo juga merupakan suatu
anugerah yang diciptakan oleh Allah SWT agar dapat dimanfaatkan dengan
sebaik-baiknya. Lingkungan ini harus dijaga dan dilestarikan sebagai wujud
kepedulian dan mengutarakan rasa cinta dan sayang terhadap ciptaan-Nya.

Menjaga kelestarian lingkungan juga merupakan bagian dari akhlak mulia
yang harus dimiliki dan diterapkan oleh manusia. Salah satu cara dalam menjaga
lingkungan di sekitar tambang minyak yaitu melalui bioremediasi limbah minyak

yang berbahaya menjadi tidak berbahaya bagi makhluk hidup. Penelitian ini
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merupakan suatu tanggung jawab sebagai seorang muslim dan peneliti dalam
menjaga lingkungan.

Dari hasil penelitian mengajarkan bahwa untuk selalu bertauhid dan
berakhlak melalui sains. Menjaga lingkungan merupakan tugas dan tanggung
jawab manusia sebagai seorang muslim dan seorang peneliti. Salah satu langkah
dalam menjaga lingkungan yaitu dengan melakukan penelitian ini mencari agen
bioakumulasi bakteri-resisten vanadium dari limbah cair tambang minyak bumi
desa Wonocolo sebagai bioakumulator logam vanadium. Bakteri resisten-logam
vanadium selanjutnya dapat digunakan sebagai agen bioremediasi lingkungan
yang tercemar logam vanadium agar tercipta keseimbangan dan keberlangsungan

lingkungan hidup.



BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian yang dilakukan ini adalah:

1. Terdapat 15 isolat bakteri resisten terhadap vanadium yang diisolasi dari
penelitian. 1 isolat mempunyai hasil uji resistensi difusi kertas cakram
terkecil dibandingkan dengan isolat yang lain. Berdasarkan idenfikasi
secara biokimia isolat S2-4 memiliki kemiripan dengan spesies Bacillus
mycoides sebesar 78%.

2. Kemampuan bakteri resisten terhadap vanadium yang diisolasi dari limbah
cair tambang minyak bumi Desa Wonocolo dalam mengakumulasi
vanadium dari isolat S2-4 dapat mengakumulasi vanadium sebesar 56%

dalam perlakuan 200 uM, dan 54% dalam perlakuan 500 uM.

5.2 Saran
Saran dari penelitian ini adalah:

1. Perlu dilakukan pengaruh variasi pH dan suhu bakteri resisten vanadium
agar dapat diterapkan secara aplikatif untuk proses remediasi lahan
tercemar vanadium.

2. Melakukan identifikasi bakteri resisten vanadium secara molekuler.
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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Pengambilan sampel

N\

Diambil sampel limbah cair minyak bumi dengan botol kaca steril
secara langsung quickly

Disimpan sampel di dalam Ice Box pada suhu 4°C

Diukur pH dan suhu pada lokasi pengambilan sampel limbah
Dibawa ke laboratorium untuk analisis lebih lanjut

Analisis kandungan vanadium pada sampel limbah cair minyak bumi

\

y

Ditimbang berat tube kosong dengan neraca analitik

Disaring sebanyak 15 ml limbah cair minyak bumi dengan kertas
saring

Diambil sebanyak 10 ml sampel hasil penyaringan

Ditimbang berat basah sampel dengan neraca analitik

Dipanaskan dengan inkubator pada suhu 65°C selama 7x24 jam
Ditambahkan dengan HNO3 1N sebanyak 7 ml pada sampel yang
telah dipanaskan

Disentrifugasi dengan kecepatan 5.000 rpm selama 15 menit
Dipisahkan pelet dengan supernatan hasil sentrifugasi

Diambil supernatan untuk analisis kandungan vanadium dengan
Spektrofotometer Serapan Atom (SSA)

Pembuatan larutan stok vanadium 25 ml konsentrasi 100 mM

\

y

Ditimbang Sodium Orthovanadate sebanyak 0,4575 g lalu
dimasukkan ke dalam tabung ependorf

Ditambah dengan 10 ml aquades dan diukur pH larutan

Dipanaskan dengan air mendidih dan ditambah dengan NaOH jika
asam dan HCI jika basa

Diberi aquades sampai volume 25 ml

Pembuatan Media HMC (Halomona complex)

Ditimbang bahan-bahan media HMC dan dimasukkan ke dalam
beaker glass

Ditambah aquades sebanyak 1 L

Dipanaskan di atas hotplate dan dihomogenkan dengan stirer sampai
mendidih

Dituang ke dalam erlenmeyer dan ditutup dengan alumunium foil
kemudian dibungkus dengan plastik dan disterilisasi
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Sterilisasi alat dan bahan

Y

Dibungkus alat gelas dengan plastik dan diikat dengan rapat dengan
karet

Dibungkus cawan petri dengan kertas kemudian dengan plastik dan
diikat dengan rapat

Dibungkus media yang sudah jadi dengan plastik

Dimasukkan alat dan bahan ke dalam autoklaf dengan suhu 121°C
tekanan 1 atm selama 15 menit

Uji Pendahuluan

\ 4

Ditumbuhkan bakteri pada media HMC agar dengan konsentrasi
vanadium (V) 5 mM dan 10 mM

Dilakukan pengenceran pada sampel limbah cair minyak bumi 10
sampai pengenceran 10 dan diinokulasikan pada media HMC agar
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 7x24 jam

Diamaati pertumbuhan bakteri terbaik

Isolasi bakteri resisten vanadium (V) dengan konsentrasi 10 mM

Y

Dilakukan pengenceran pada sampel limbah cair pada 107

Dituang ke dalam cawan sebanyak 20 ml media HMC dengan
konsentrasi vanadium 10 mM

Diinokulasikan sampel limbah pada media HMC dan diratakan
dengan batang L

Diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 1x24 jam

Pemurnian dan Karakterisasi bakteri

A4

Dituang media HMC agar ke dalam cawan petri yang telah digaris
menjadi 2

Ditunggu sampai memadat lalu dipanaskan ose pada bunsen
Diambil isolat bakteri terpilih dengan ose kemudian ditaruh pada
media baru secara zig-zag

Diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 1x24 jam
Dilakukan pengamatan mikroskopik dengan pewarnaan gram pada
hasil pemurnian

Kultur Bakteri

Diambil media HMC cair sebanyak 3 ml dengan pipet volume lalu
dimasukkan pada tabung reaksi

Dipanaskan ose lalu diambil bakteri sebanyak 1 ose kemudian
dimasukkan pada media HMC cair



64

Diinkubasi dalam inkubator shaker dengan suhu 37°C selama 1x24

jam kecepatan 150 rpm

Uji Resistensi Difusi Kertas Cakram

\ 4

Dimasukkan cakram yang berbentuk bulat pada vanadium dengan
konsentrasi 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM.

Dituang media HMC padat ke dalam cawan petri lalu dibiarkan
samapi memadat

Dituang kultur bakteri pada media dan diratakan dengan batang L
Dimasukkan cakram yang telah tersuspensi vanadium ke dalam
media HMC

Diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C

Diukur zona bening yang muncul dengan menggunakan jangka
sorong

Uji Akumulasi bakteri resisten vanadium (V)

Diinokulasikan isolat bakteri terpilih ke dalam media HMC broth
yang mengandung vanadium (Na3VVO,) pada konsentrasi 0 uM, 200
1M, 500 uM

Diinkubasikan pada shaker inkubator pada suhu 37°C kecepatan
150 rpm selama 24 jam

Diukur konsentrasi vanadium (V) yang terakumulasi dalam bakteri
dengan menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom (SSA)
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Lampiran 2. Persiapan Sediaan Larutan Stok Vanadium
1. Pembuatan larutan stok Sodium Orthovanadate (NazsVO,) 100 mM
Massa Molar dari Sodium Orthovanadate adalah 183 gr/mol

1M =1000 mM =183 gr/L
100 mM =183 g/L
10
= 18,3 g/L (dalam 1000 mL)
100 mL =18,3¢g
10
=1,83¢g
25mL =183
4
=0,4575 g (dalam 25 mL)
Cara pembuatan larutan stok Vanadium (NazVO,4) 100 mM dalam 25 mL

yaitu dengan memasukkan sebanyak 0,4575 gr Sodium Orthovanadate (NazVO,)
ke dalam tabung ependorf dan ditambah dengan aquades sebanyak 10 mL
dihomogenkan kemudian dipanaskan ke dalam beaker glass yang berisi air.
Secara bertahap diukur pH menggunakan kertas pH. Jika asam ditambah dengan
larutan NaOH sementara jika basa ditambah dengan Hcl sampai pH larutan
vanadium menjadi 7 dan berwarna bening. Setelah bening dan pH 7 larutan
dibiarkan selama 1 hari. Jika berubah warna dipanaskan kembali sampai larutan

tetap bening atau tidak berwarna.

]

0

—3
3

o ——23

l‘;‘
: —

Keterangan: Pembuatan larutan stok vanadium (Na3zVVO,) a) larutan stok pada saat
belum jadi masih dalam keadaan asam pH 4 b) hasil larutan stok yang sudah jadi

warna bening pH 7.



66

2. Perhitungan Konsentrasi Vanadium dalam HMC Agar

Perhitungan konsentrasi Vanadium dalam media HMC agar dapat dilakukan
melalui rumus pengenceran sebagai berikut:

M1.V1=M2.V2

Keterangan:
M1 = Konsentrasi larutan stok V sodium orthovanadate (NasVO,)
M2 = Konsentrasi Vanadium yang digunakan untuk perlakuan
V1 = Volume larutan yang diambil dari larutan stok V sodium orthovanadate
(NagVOy)
V2 =Volume total pada cawan petri (100 ml)

0 mM 5mM 10 mM

100 ml media HMC | M1.V1=M2.V2 M1.V1=M2.V2
agar tanpa penambahan | 100.V1=5.100 100.V1=10.100
logam vanadium (V) 100.V1 =500 100 . V1 =1000

V1 =500/100 V1 =1000/100

=5ml =10 ml
Media HMC =100 -5 Media HMC = 100 — 10
=95 ml =90 ml

3. Perhitungan Konsentrasi Logam pada Uji Resistensi Difusi Kertas
Cakram
Cakram dimasukkan ke dalam tabung ependorf yang berisi logam vanadium
sebanyak 5 ml dengan konsentrasi 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM dengan
perhitungan sebagai berikut:

5mM 10 mM
M1.V1=M2.V2 M1.V1=M2.V2
100.V1=5.5 100.V1=10.5
100.V1=25 100.V1=50
V1 =25/100 V1 =50/100

=0,25 ml =0,5ml
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15 mM 20 mM
M1.V1=M2.V2 M1.V1=M2.V2
100.V1=15.5 100.V1=20.5
100.V1=75 100.V1=100
V1 =75/100 V1 =100/100

=0,75ml =1ml

4. Pembuatan Media Bioakumulasi Vanadium (V) (30ml)

Konsentrasi vanadium (V) yang digunakan yaitu 0 uM, 200 uM, dan 500 uM
sebanyak 3x ulangan (10 ml/perlakuan)

Larutan stok vanadium 100 mM
200 pM =200 x 10° mM

=0,2mM

200 pM =500 x 10° mM
=0,5mM

200 UM

500 UM

M1.V1=M2.V2
100.Vv1=0,2.30

V1=0,06 mL =60 pl

M1.V1=M2.V2
100.V1=0,5.30
V1=0,15 mL = 150 pl

Konsentrasi

Media Vanadium Bakteri Total

0uM 29,7 ml 0 0,3ml 30 ml
200 pM 29,64 ml 0,06 ml 0,3 ml 30 ml
500 uM 29,55 ml 0,15 ml 0,3ml 30 ml

Volume bakteri : Media = 1:99

5. Konversi ppm ke milimolar (mM)

Ppm = Mg/L
M =mol/L

Contoh: 16,58 ppm
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Lampiran 3. Hasil Pengamatan Bakteri Resisten Vanadium dari Limbah

Cair Tambang Minyak Wonocolo

1. Pengamatan Mikroskopik Koloni Bakteri

Keterangan: hasil isolasi ke 15 isolat bakteri resisten vanadium

tumbuh dalam media HMC dengan konsentrasi vanadium (V) 10 mM.

(V) vyang

Tabel Karakter makroskopik koloni bakteri resisten vanadium (V) dari limbah cair
tambang minyak Wonocolo

Kode Makroskopik Koloni Bakteri
bakteri Warna Bentuk Permukaan Tepi
S1-1 Cream Circular Flat Rata
S1-2 Cream Irregular Flat Berombak
S1-3 Cream Irregular Flat Berombak
S1-4 Cream Irregular Flat Berombak
S1-5 Cream Circular Flat Rata
S2-1 Cream Circular Flat Rata
S2-2 Cream Irregular Flat Berombak
S2-3 Cream Irregular Flat Berombak
S2-4 Cream Irregular Flat Berombak
S2-5 Cream Irregular Flat Rata
S3-1 Cream Irregular Flat Berombak
S3-2 Cream Irregular Flat Berombak
S3-3 Cream Irregular Flat Berombak
S3-4 Cream Circular Flat Rata
S3-5 Cream Irregular Flat Berombak
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2. Pemurnian Bakteri dan Pengamatan Mikroskopik Bentuk Sel Bakteri

Keterangan: Sebagian hasil pengamatan bentuk sel basilus dan cocus bakteri
resisten vanadium (V) dari limbah cair minyak bumi.

Penamaan S2-4 hal ini menunjukkan S (Sampel isolasi), angka awal 2
(menunjukkan ulangan ke-2), dan angka -4 (pengambilan isolat ke-4 dari cawan
isolasi).

Tabel Karakter Mikroskopik bentuk sel isolat bakteri resisten vanadium (V) dari
limbah cair minyak bumi Wonocolo

Kode | Pewarnaan Bentuk sel | Kode Pewarnaan Bentuk sel
isolat gram bakteri isolat gram bakteri
S1-1 Positif Cocus S2-4 Positif Batang
S1-2 Positif Cocus S2-5 Positif Batang
S1-3 Positif Batang S3-1 Positif Batang
S1-4 Positif Cocus S3-2 Positif Batang
S2-1 Positif Cocus S3-4 Positif Batang
S2-2 Positif Batang S3-5 Positif Cocus
S2-3 Positif Batang
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Lampiran 4. Hasil Pengamatan Zona Hambat Bakteri terhadap Berbagai

Konsentrasi Logam Vanadium

Kode bakteri Zona hambat dalam mm
5mM 10 mM 15 mM 20 mM
1 3,9
S1-4 2 2,7
Rata2 3,3
1
S3-4 2
Rata2
1 i 134 1,3 %%
S3-5 2 B3 1,9 17 2,8
Rata2 1,2 1,65 15 2,25
1
S3-2 2
Rata?
1 2,4 1,3 14 s
S2-4 2 Zk 055 1,2
Rata2 2,45 0,925 1,3 0,3
1 212 1 0,6 1,1
S2-2 2 1,5 - - 1,75
Rata2 116515 1 0,6 1,425
1 1,4 P 1,55 1,7
S2-5 2 1,6 3,9 1,3 1,9
Rata2 15 3,8 1,425 1,8
1
S2-3 2
Rata2
1 1,4 0,9 11 i}
S1-2 2
Rata2 1,4 0,9 1.8 1
1 1,9
S3-1 2
Rata2 1,9
1
S2-1 2
Rata2
1 1,75 1,2 3,1 2,2
S1-1 2 15 2,4 2,1
Rata2 1,625 1,8 3,1 2,15
1 1,3
S1-3 2 1,4
Rata2 1,35
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Lampiran 5. Hasil Identifikasi Isolat Bakteri Resisten Vanadium (V)
Menggunakan Kit Microbact

UNIT LAYANAN BIOLOGI
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS AIRLANGGA

lyorej t (60115) Telephon 62 —31 5936501 ,Faks 62 — 31 5926804, 5936502
E-mail : unitlayanan.biologiua@gmail.com

Tabel hasil karakteristik pengamatan kode Isolat 1

No Karakteristik Hasil Pengamatan

1 Oxidase 3

2 Motilitas ok

3 Nitrate -

4 Lysine -

5 Ornithine -

6 H2S -

7 Glucose i

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 -
21 Arginine -
28 | Pewarnaan Gram Positif
29 Bentuk Batang

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa bakteri teridentifikasi spesies Bacillus mycoides
dengan persen probabilitas 78,57 %.

Laporan Unit Layanan Biologi Fakuitas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga
Halarnan 2 dari 3
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UNIT LAYANAN BIOLOGI
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS AIRLANGGA

Kampus C Mulyorejo baya ( 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
koefisien sebanding (Ss) yang mencakup kesamaan positif dan negatif dari karakter
masing-masing spesies bakteri dari genus Bacillus (Stanier et al., 1986).

Mengetahui,
Sekretaris Departemen Biologi,

T LAYANAN BIOLOC ‘
ULTAS SAINTEK

\IVERSITAS AIRLANGGA

Surabaya, 28 Maret 2018

Bagian Analisis,

Dr. Ni’matuzahroh
NIP. 196801051992032003

Laporan Unit Layanan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga

Halaman 3 dari 3

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Lampiran 6. Hasil Pengukuran Kadar Vanadium pada Limbah cair

Tambang Minyak Wonocolo

BALAI PENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI
o LABORATORIUM
—~ PENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI
SURABAYA - JAWA TIMUR

REPORT
Certificate of Analisis

No 07039 /KI/IX-2017
Code * Penelitian
Sample Sender ‘ Mhs. UIN Malang

e
Sample Name timbah cair M Bumi
Test * Vanadium
Sample Brand :
Sample Identity : Cairan keruh
Sample Accepted 3 20 Sept .2017

Chemical laboratory test result is :

Kadar Vanadium : 16,58 ppm

Laboratory Office JI. Ketintang Baru XVIl no 14
Telp 08155151337, Bank BCA — Bank Jatim
Surabaya
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Lampiran 7. Hasil Pengukuran Bioakumulasi Vanadium oleh Isolat Bakteri
Resisten Vanadium Terpilih

BALAI PENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI

g LABORATORIUM

(B pENELITIAN DAN KONSULTASI INDUSTRI
SURABAYA — JAWA TIMUR

REPORT
Certificate of Analisis
No © 072R9/KI/I1I-2018
Code 3 Penelitian
Sample Sender : Mhs .Bio UIN Malamg
Sample Name ° Lar.Vanadium
Test : Kadar VYamadium
Sample Brand :
Sample Identity : Cairan jernih
Sample Accepted : B Maret 2018

Chemical laboratory test result is :

Vanedium

Kodesw . micromol/jmhl.bakt. micromol/gr bakteri

500 1. 281,3 micromol/0,38g 737,86 micromol /g
2. 270,5 micrmol/D,35 g 759,8 micromol /g

3. 268,8 micromol /0,379 734,4 micromol /g

200 1. 105,8 micromol/o0,374g 282,8 micromol /g
2% 110,5 micromol/0,366g 310,4 micromol/g

< P 120,1 micromol /0,360g: 33451 micromol /g
o1. 1,85 micomol/0,35 g 5,2 micromol /g
2% 2,31 micromol/0,36 g 6,4 micromol /g

33 2,18 mi cromol /0,349 5,3 micromol /g

Laboratory Office JI. Ketintang Baru XVl no 14
Telp 08155151337, Bank BCA - Bank Jatim
Surabaya

Jumlah vanadium (V) yang terakumulasi dalam sel bakteri dapat dinyatakan
dalam berat basah dan berat kering bakteri. Kemampuan bioakumulasi vanadium
(V) pada isolat bakteri S2-4 yaitu:
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Tabel jumlah vanadium (V) yang terakumulasi oleh isolat bakteri S2-4 (mM/g)

Konsentrasi Jumlah vanadium (V) Presentase bioakumulasi
vanadium (V) | terakumulasi (mM/g £SE) vanadium (V)
0uM 5,63+ 0,384 0 %
200 uM 309,1 + 14,823 152,55 %
500 pM 744 + 7,96 1488,8 %




Lampiran 8. Hasil

Analisis  Statistik  Uji

Berdasarkan Berat Basah Bakteri

1. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

akumulasi

Il g
Mormal Parameters® P Mean 129 2600
Std. Deviation | 118,33293

Most Extreme Differences  Absolute 214
Positive 1498

Megative -214

Test Statistic 214
Asymp. Sig. (2-tailed) ,200°9

a. Test distribution is Mormal.

h. Calculated from data.

2. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Bioakumulasi

akumulasi
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
4 654 2 i JED
3. Uji Anova
ANOVA
akumulasi
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 111823177 2 55911,588 | 1691, 848 000
Within Groups 188,286 i} 33,048
Total 112021 463 g

4. Uji Duncan

akumulasi

Duncan?®
Subsetfor alpha = 0.05

konsentrasi M 1 2 3
0 21133
200 112,1333
500 2736333
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous suhsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Lampiran 9.

Hasil

Berdasarkan Berat Kering Bakteri

1. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

akumulasi

Il g
Mormal Parameters®® Mean 352 8111
Std. Deviation | 321,73647

Most Extreme Differences  Absolute 215
FPositive 193

Megative -215

Test Statistic 215
Asymp. Sig. (2-tailed) .EDEI"'d

a. Test distribution is Marmal.

b. Calculated from data.

2. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Analisis  Statistik  Uji

Bioakumulasi

akumulasi
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
24870 p f 127
3. Uji Anova
ANOVA
akumulasi
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 26415 362 . 413207 681 | 1458803 ;ooo
Within Groups 1699 507 5 283,251
Total 828114,869 ]
4. Uji Duncan
akumulasi
Duncan?
Subsetforalpha=0.05
konsentrasi ! 1 2 3
0 56333
200 3091000
500 7440000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Lampiran 10. Dokumentasi Penelitian

5

r 2. Inkubator

oy

Gam

Gambar 1. Autoklaf

Gambar 5. Laminar Air
. - Flow (LAF)

Gambar 4. Nera
analitik
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|

Gambar 3. Shaker
inkubator

Gambar 6. Oven

——

Gambar 9. Mikroskob

Gambar 10. Lokasi
pengambilan sampel

Gambar 11. Pengambilan
sampel limbah cair
minyak bumi

T

Gambér 1: Pembuatan

larutan stok sodium
orthovanadate




Gambar 13. Isolasi
Bakteri

Gambar 16. Hasil
pewarnaan gram isolat

Gambar 14. Koloni
bakteri yang tumbuh
pada perlakuan 10 mM
ulangan 1

Gambar 17. Uji minimum
inhibitory concentration
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Gambar 15. Pemurnian
bakteri secara contiuous
streak

Gambar 18. Zona hambat
yang terdapat dalam uji
Resistensi

S2-4

-

Gambar 19. Hasil
identifikasi bakteri
dengan kit Microbact

Gambar 20. Pemisahan
supernatan dan pelet
dalam uji bioakumulasi

Gambar 21. Pengukuran
bioakumulasi dengan
SSA
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Lampiran 11. Prosedur Penelitian

1. Isolasi bakteri resisten vanadium (V)

Sampel limbah cair tambang minyak Wonocolo

Pengenceran

101 1072 103

Diambil sebanyak 20 pl sampel pada pengenceran ke 107 dan diinokulasikan

pada media HMC agar yang telah diinduksi vanadium (spread plate)

5mM 10 mM

3x ulangan
Inkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24-48 jam
Dipilih isolat bakteri resisten vanadium (V) secara acak
Identifikasi bakteri secara makroskopik dan mikroskopis

Pemurnian isolat bakteri terpilih
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Uji Resistensi difusi kertas cakram
Identifikasi secara biokimia menggunakan kit microbact
Sub kultur dalam media HMC broth
Pengawetan sampel dengan gliserol (1:1)
2. Uji bioakumulasi isolat bakteri resisten vanadium (V) terpilih
Sub kultur isolat bakteri resisten vanadium (V) terpilih dalam media HMC cair
Inkubasi pada shaker inkubator kecepatan 150 rpm suhu 37°C selama 1x24 jam
Dibuat formulasi bakteri, media HMC dengan stok logam sebanyak 30 ml pada
konsentrasi 0 uM, 200 uM, dan 500 uM
Dituang sebanyak 10 ml larutan pada erlenmeyer
Diinkubasi dalam shaker inkubator 150 rpm suhu 37°C selama 1x24 jam
Ditimbang berat kosong tube menggunakan neraca analitik
Dipindahkan sampel hasil inkubasi ke dalam tube
Disentrifuse sampel dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit
Dipisahkan antara pelet dengan supernatan
Dipindahkan supernatan sebanyak 7 ml ke dalam botol flakon
Diambil 1 ml masing-masing sampel lalu diencerkan dengan menggunakan
larutan NHO3; 1N sampai volume 50 ml
Dianalisis kandungan logam vanadium (V) pada masing-masing sampel dengan
menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom (SSA)
Analisi$ data

Hasil
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