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IDENTIFIKASI BAKTERI RESISTEN SELENIUM (Se) BERDASARKAN
GEN 16S rRNA DARI KOLEKSI LABORATORIUM MIKROBIOLOGI
UNIVERSITAS ISLAM NEGERI (UIN) MAULANA MALIK IBRAHIM

MALANG

Nina Ernawati, Romaidi, M. Mukhlis Fahruddin

ABSTRAK

Selenium merupakan unsur dengan nomor atom 34 dengan massa atom relatif
78,96, bersifat semi logam dan dibutunkan oleh makhluk hidup. Pada kadar tinggi
selenium bersifat toksik, selain itu selenium memiliki kemampuan akumulasi
sehingga berpeluang mengancam kesehatan manusia. Selenium akan memberikan
efek kerusakan pada ginjal, hati, kerontokan rambut, dan kerusakan sistem syaraf
pusat. Kontaminasi selenium perlu ditangani agar berkurang tosisitasnya. Oleh
karena itu, digunakan bakteri sebagai agen bioremidiasi terhadap kontaminasi
selenium. Penelitian ini  berfungsi untuk mengetahui kemampuan resistensi dari
isolat Dbakteri yang berasal dari koleksi laboratorium mikrobiologi terhadap
selenat. Isolat bakteri yang digunakan sebanyak sepuluh isolat yang berasal dari
koleksi Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah NA yang
diberi penambahan natrium selenat (Na2SeOs) dengan konsentrasi O; 2,5; 5, dan
10 mM. Metode dalam penelitian ini meliputi: pembuatan media NA, preparasi
isolat bakteri, uji resistensi selenat, direct PCR, uji kualitas DNA, dan sekuensing.
Isolat bakteri yang memiliki kemampuan dalam resistensi selenat, kemudian
dianalisis secara molekuler berdasarkan gen 16S rRNA. Berdasarkan uji resistensi
selenat diperoleh 4 isolat bakteri yang memiliki kemampuan resisten terhadap
selenat, yaitu isolat: LM-1, LM-3, LM-5, dan LM-10. Berdasarkan analisis
molekuler gen 16S rRNA diketahui bahwa isolat LM-1 memiliki kemiripan
dengan Bacillus megaterium ATCC 14581 (99,33%), isolate LM-3 Bacillus
megaterium Y108-01 (99,66%), isolat LM-5 Bacillus megaterium NBRC 15715
(99,33%), dan isolat LM-10 Bacillus megaterium 74 (99,83%).

Kata kKkunci: Selenium, Bakteri, Uji resisten terhadap selenat, identifikasi
molekuler, gen 16S rRNA, Bacillus megaterium.

viii



AN IDENTIFICATION OF SELENIUM (Se) RESISTENT BACTERIA
BASED ON 16S rRNA GENE FROM THE COLLECTION OF
MICROBIOLOGY LABORATORY OF THE STATE ISLAMIC
UNIVERSITY OF MAULANA MALIK IBRAHIM OF MALANG

Nina Ernawati, Romaidi, M. Mukhlis Fahruddin

ABSTRACT

Selenium is an element with an atomic number of 34 with a relative
atomic mass of 78.96, which has semi-metal and also it is needed by living things.
At high levels of selenium, it has toxicity, besides that selenium has the ability to
accumulate it, so that it is likely to threaten human health. Selenium will have an
effect on kidney, liver, hair loss and central nervous system damage. Selenium
contamination needs to be handled to reduce toxicity. Therefore, bacteria are used
as bioremediation agents for selenium contamination. The research tries to
determine the resistance ability of bacterial isolates from the collection of
microbiological laboratories to the selenate. The bacterial isolates used ten
isolates from the collection of the Microbiology Laboratory at the State Islamic
University of Maulana Malik Ibrahim of Malang. The media used NA which was
added with sodium selenate (Na2SeO4) with a concentration of 0; 2.5; 5, and 10
mM. The methods were: making NA media, preparation of bacterial isolates,
selenate resistance test, direct PCR, DNA quality testing, and sequencing.
Bacterial isolates that have the ability to resist selenate were  analyzed
molecularly based on the 16S rRNA gene. Based on the selenate resistance test,
founded 4 bacterial isolates that had the ability to resist selenate were isolates
LM-1, LM-3, LM-5, and LM-10. Based on the molecular analysis of the 16S
rRNA gene, it was found that LM-1 isolates were similar to Bacillus megaterium
ATCC 14581, ie. (99.33%), isolates of LM-3 of Bacillus megaterium Y108-01
were (99.66%), isolates of LM-5 of Bacillus megaterium NBRC 15715 were
(99.33%), and isolates of LM-10 of Bacillus megaterium 74 were (99.83%).

Keywords: Selenium, Bacteria, Selenate resistance test, molecular identification,
16S rRNA gene, Bacillus megaterium
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Selenium adalah unsur dengan nomor atom 34, bersifat semi logam dan
berada dalam bentuk kimia yang beragam di alam ((NRC), 1983). Selenium
terdapat dalam dua bentuk, yaitu bentuk organik dan anorganik. Bentuk anorganik
dari selenium adalah selenat (SeO42) dan selenit (SeOs?), sedangkan bentuk
organiknya adalah selenometionin dan selenosistein (Sunde, 2006). Kedua bentuk
selenium tersebut berguna sebagai sumber mineral selenium bagi tubuh (Sunde,
2012). Namun, selenium vyang berlebihan di lingkungan menyebabkan
kontaminasi serius di tanah, atmosfer dan air, sehingga berdampak buruk bagi
selurun makhluk hidup (Sakamoto et al., 2012).

EPA (Enviromental Protection Agency) menyatakan bahwa batas
maksimum kandungan selenium yang diperbolehkan dilingkungan pada berbagai
negara seperti Inggris, Jepang, Kanada, yaitu maksimal 3,1 pg/L diperairan lotik
(Kimura et al., 2014). Sedangkan menurut peraturan pemerintah republik
Indonesia no. 20 tahun 1990, kadar maksimum selenium dalam air minum adalah
0,01 mg/L (Herlambang, 2011). Selenium bersifat toksik pada kadar tinggi dan
memiliki kemampuan terakumulasi sehingga berpeluang mengancam kesehatan

manusia (Dietz et al., 2000).

Efek kelebihan selenium pada manusia, yaitu: kerusakan pada ginjal, hati

kerontokan rambut, dan kerusakan sistem syaraf pusat (Dietz et al., 2000). Efek



kronis yang ditimbulkan adalah mati rasa pada telapak tangan atau jari dan
masalah sirkulasi darah jika mengkonsumsi selenium diatas level yang diizinkan
(EPA, 2014). Tingoinya kadar selenium juga dapat mempengaruhi jumlah
mikroba pada lingkungan.  Berdasarkan penelitian Quinn et al, (2011) pada
daerah seleniferous kandungan selenium yang rendah jumlah bakteri yang

ditemukan lebih banyak daripada yang memiliki kadar selenium yang tinggi.

Penurunan kadar kualitas lingkungan diantaranya juga ditandai dengan
adanya cemaran logam. Selenium merupakan salah satu jenis bahan cemaran,
meskipun bukan dalam kelompok logam Dberat namun unsur ini banyak
mencemari lingkungan terutama perairan (Louma and Rainbow, 2008). Sumber
pencemaran selenium di alam disebabkan oleh banyak hal. Menurut Triana dkk
(2010) aktifitas manusia dalam bidang industri dapat menyebabkan timbulnya
pencemaran selenium. Penemaran tersebut terjadi akibat aktifitas manusia antara
lain kegiatan pertambangan, pengolahan serta penggunaan bahan bakar fosil, dan
beberapa bidang industri lainnya (Xia et al., 2007). Aktifitas geologis seperti
wvulkanik juga menyebabkan akumulasi selenium dari dalam bumi ke permukaan,
yang kemudian akan terurai seiring pelapukan sedimen tanah secara alami

(Berrow, 1989).

Lingkungan yang rusak mengakibatkan bencana untuk saat ini atau masa
yang akan datang. Rusaknya lingkungan dapat terjadi oleh beberapa faktor yaitu
faktor alam dan manusia. Manusia saat ini semakin serakah dan tidak peduli

dengan lingkungan. Padahal efek yang diakibatkan bukan hanya membuat diri



sendiri rugi tetapi juga anak cucu kita. Allah SWT berfirman dalam surat al A’raf

(7):56 sebagai berikut:

-2

Gomidll 5 S AT 5 8 s i 023 ela) G 25T 3 58 Y

Artinya: “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di 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” (QS. al-A’raaf. 56).

Tafsir dari ayat al-A’raaf menurut Al-Jazairi (2007), menyatakan bahwa
kata =¥l o 158 Y3 mengandung arti janganlah berbuat kerusakan di muka
bumi dengan perbuatan buruk setelah adanya ishlah (perbaikan) melalui tauhid
dan ketaatan. Perbuatan buruk ini mencakup segala perkara yang haram, seperti,
merusak tanaman, merusak pikiran, membunuh makhluk hidup dan segala
perbuatan dosa lainnya. Ayat tersebut menjelaskan tentang larangan untuk
merusak bumi. Alam raya telah diciptakan oleh Allah SWT dengan keadaan
sempurna untuk memenuhi  kebutuhan makhluk. Allah SWT telah segalanya
menjadi baik, bahkan memerintankan hamba-hamba-Nya untuk memperbaiki dan
menjaganya. Merusak setelah diperbaiki lebin buruk daripada merusaknya
sebelum diperbaiki, atau pada saat dia buruk. Ayat ini secara tegas menggaris
bawahi larangan tersebut (Shihab, 2002).

Lingkungan alam seperti air, udara, tanah dan hutan perlu dijaga
kebersihannya. Jika lingkungan rusak maka akan berdampak pada ekosistem

darat, ekosistem laut, dan semua yang ada didalamnya. Dampak kerusakan yang

lakukan oleh manusia bersifat kronis dan tidak sementara. Berdasarkan hal



tersebut perlu diberikan kesadaran agar manusia menjaga kelestarian alam dan
tidak merusaknya (Uar et al., 2016).

Kontaminasi dari selenium perlu adanya penanganan sehingoa berkurang
kontaminasinya. Salah satu metode yang dapat digunakan adalah dengan
bioremediasi. Bioremediasi adalah proses menghilangkan kontaminan  dari
lingkungan dengan menggunakan mikroba. Mikroba memiliki kemampuan dalam
metabolisme yang berfungsi untuk mendegradasi atau menghilangkan polutan
dilingkungan, selain itu penggunaan mikroba dalam bioremediasi menjadi suatu
alternatif ekonomis yang terbukti aman dibandingkan dengan metodologi
fisikokimia lainnya (Pepetuo et al., 2011). Mikroba yang dapat digunakan dalam
bioremediasi adalah fungi, bakteri dan alga (Yazid, 2007). Saat proses
bioremediasi berlangsung bakteri memproduksi enzim yang fungsinya untuk
memodifikasi struktur beracun menjadi menjadi tidak beracun (Priadie, 2012).
Bakteri memiliki kemampuan dalam mendegradasi kontaminasi secara cepat dan
aman (Karigar, 2011). Pemanfaatan bakteri merupakan cara yang efektif dalam
bioremediasi karena tidak menghasilkan racun sehingga tidak berdampak buruk
terhadap lingkungan  (Dharmawibawa, 2004). Saat proses bioremediasi
berlangsung bakteri memproduksi enzim yang fungsinya untuk memodifikasi

struktur beracun menjadi menjadi tidak beracun (Priadie, 2012).

Penelitian ini memanfaatkan isolat bakteri yang terdapat di Laboratorium
Mikrobiologi  Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim. Jumlah isolat
yang ditelti yaitu sebanyak sepulunh isolat berdasarkan penelitian dari Safura

(2018) dan Amalia (2018) yang memiliki kemampuan dalam resistensi selenit,



kemudian diuji lanjutan untuk mengetahui resistensinya pada selenat. Selenat (V1)
merupakan bentuk selenium yang memiliki bilangan oksidasi lebih tinggi dari
selenit (1), sehingga menyebabkan sifat selenat lebih toksik dilingkungan
daripada selenit (Nancarahiah and Lens, 2015).

Berdasarkan penelitian Jong et al, (2015) Sebagian besar bakteri (Bacillus,
Pantoea, Pseudomonas, Paenibacillus, Variovorax, Advenella, Arthrobacter,
and Staphylococcus) yang diisolasi dari tanaman Pediococcus acidilactici tahan
terhadap selenit 200 mM sedangkan pada selenat hanya 10 mM. Menurut Vallini
et al, (2005) banyak bakteri dapat mereduksi selenit, sementara untuk mereduksi
selenat jarang terjadi. Bacillus subtilis dan Bacillus lichenformis merupakan
bakteri yang mampu mereduksi selenit sekitar 90% pada konsentrasi 400 pg/ml
(Javed etal, 2016).

Berdasarkan latar belakang diatas, penelitian ini  berfungsi untuk
mengetahui jenis bakteri yang mampu resisten terhadap selenat secara molekuler
berdasarkan gen 16S rRNA. Menurut Janda and Abbot (2017) Analisis gen 16S
rRNA digunakan karena gen ini terdapat disemua sel bakteri yang fungsinya tidak
berubah dalam waktu yang lama. Selain itu urutan basa nitrogen gen 16s rRNA
memiliki keragaman intraspesifik yang lebih rendah dibandingkan gen pengkode
protein yang lain, serta sifat dari fragmen 16s rRNA yang lestari (Oren, 2004).
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang spesies dan
kemampuan dari bakteri dalam resistensi terhadap selenat berdasarkan gen 16S

rRNA.



1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini melip uti:

1. Bagaimana kemampuan resistensi dari isolat bakteri yang berasal dari
koleksi Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana
Malik lbrahim terhadap selenat?

2. Bagaimana identifikasi secara molekuler isolat bakteri yang memiliki

kemampuan resisten terhadap selenat berdasarkan gen 16S rRNA?

1.3 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui kemampuan resistensi dari isolat bakteri yang berasal dari
koleksi Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim terhadap selenat.

2. Mengetahui spesies bakteri yang memiliki kemampuan dalam resisten

selenat secara molekuler berdasarkan gen 16S rRNA.

1.4 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian ini adalah:
1. Isolat-isolat bakteri yang resistensi terhadap selenat akan tumbuh pada
media NA vyang telah diberi penambahan selenat dengan mengalami
perubahan warna merah pada koloninya yang menandakan bakteri tersebut

dapat mereduksi selenat menjadi selenium elemental.



2. lsolat-isolat  bakteri  pengakumulasi  selenium  yang  diidentifiksi
berdasarkan gen 16S rRNA dengan teknik direct PCR sehingga

didapatkan urutan basa nukleotidanya.

1.5 Manfaat

Manfaat penelitian ini adalah:

1. Memberi informasi tentang kemampuan isolat bakteri dalam resisten
terhadap selenat.

2. Memberi informasi tentang spesies bakteri yang mampu resisten terhadap

selenat secara molekuler berdasarkan gen 16S rRNA.

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. lIsolat bakteri yang digunakan berasal dari koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang
sebanyak sepuluh isolat.

2. Uji resistensi selenat dalam penelitian ini menggunakan media NA
(Natrium Agar) yang diberi penambahan selenat dengan konsentrasi 0, 2,5,
5, dan 10 mM.

3. Dipilih beberapa isolat yang mampu resisten terhadap selenat.

4. Primer yang digunakan dalam identifikasi molekuler yaitu: 306F (5-CCA
GAC TCC TAC GGG AGG CAG C-3 ) dan 935R (5'-CGA ATT AAA
CCA CAT GCT CCA C-3 ") (Romaidi and Ueki, 2016).

5. Metode dalam isolasi DNA bakteri adalah metode Direct PCR.



6. Pembuatan pohon filogenetik didesain menggunakan software MEGAG.
7. Konstruksi filogenetik menggunakan metode neighbor-joining-Tree dan

analisis bootstrap



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Amanah Khalifah

Pengelolaan lingkungan harus berpijak pada prinsip dan nilai-nilai dalam
AlQuran, yaitu: selurun alam raya beserta isinya adalah milik Allah dan seluruh
makhluk ciptaannya (Thobroni, 2014). Alam ini diciptakan agar dapat dikelola
oleh manusia, manusia dititipi amanah oleh Allah sebagai kholifah. Sebagai
khalifah, manusia memiliki tugas untuk menjaga lingkungan dan tidak berbuat
kerusakan. Kerusakan yang dilakukan manusia bukan hanya berdampak buruk
pada manusia saja tapi makhluk ciptaan Allah yang lain, yaitu: hewan, tumbuhan
dan mikroorganisme. Apabila manusia melakukan tugasnya dengan baik maka
kehidupan dibumi akan berjalan dengan baik.

Allah menciptakan alam dan seisinya sebagai rahmat untuk kemaslahatan
umat manusia. Manusia berhak memanfaatkannya semaksimal mungkin untuk
kesejahteraan bersama serta bentuk rasa syukur atas nikmat yang telah Allah

berikan. Seperti yang disebutkan dalam surat Al-Bagarah ayat 29:
K 0y Slgepn G5 laall J) Spal 7 hs oV 3 6 8 g alf 38
Artinya: “Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk kamu
dan Dia berkehendak (menciptakan_ langit, lalu menjadikan-Nya tujuh langit,
dan Dia Maha mengetahui segala sesuatu (Q.S. Al-Bagarah:229)”
Ayat di atas menjelaskan bahwa alam semesta beserta isinya diciptakan

Allah SWT untuk seluruh makhluk termasuk mikroorganisme yang tak kasat mata

yaitu bakteri. Meskipun berukuran sangat kecil bakteri juga memiliki peran
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penting dalam lingkungan, bakteri ada yang bersifat merugikan sehingga
menyebabkan penyakit dan sebagian besar juga menguntngkan dalam proses
bioremediasi. Salah satu cara mengetahui peran bakteri dan jenisnya adalah
dengan  mengidentifikasinya.  Identifikasi bakter dapat dilakukan secara
konvensional maupun molekuler. Menurut Pelczar and Chan (1998) identifiksi
merupakan upaya untuk mengetahui nama dan sifat dari bakteri dalam suatu
kelompok berdasarkan karakteristik persamaan dan perbedaan. Pengamatan dapat

dilakukan secara morfologi, fisiologi dan genetik.

2.2 Selenium

Selenium memiliki nomor atom 34 dengan massa atom relatif 78,96 dan
menempati golongan V1A (Martens, 2003). Pertama Kali selenium ditemukan
pada tahun 1817 oleh ahli kimia Swedia yaitu Jons Jacob Berzeleus (Ji and Xu,
2016) Menurut Madigan et al. (2010) selenium berdasarkan tabel periodik
memiliki sifat kimia dan fisik antara logam dan non-logam. Selenium memiliki
titik beku-217 °C dengan titik didih 684,9 °C. terdapat 4 bilangan valensi
selenium, yaitu (-2, 0, +4, dan +6). Oksidasi (-11) dalam bentuk selenida (Se?-,
HSe"), hidrogen selenida (H2SE) dan selenida organik. Oksidasi O dalam bentuk
unsur selenium (Se®). Oksidasi (+1V) dalam bentuk selenit (HSeOs-, SeO3 27) dan
asam seleno (H2SeO3). Oksidasi (+VI) terdapat dalam bentuk selenat (HSeO4-,
Se04 27, dan asam selenik (H2SeO4) (Burger et al., 2012).

Bentuk selenium terbagi menjadi 3 macam, yaitu kristal berwarna merah,

bubuk berwarna merah dan kristal heksagonal warna abu-abu. Bentuk selenium
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paling stabil berupa padatan semi logam berwarna abu-abu keunguan dengan
struktur kimia berupa rantai polimer trigonal (News Medical, 2014). Selenium
adalah unsur dominan yang terdapat dalam sistem kehidupan. Selin itu selenium
memiliki unsur kimia yang berbeda (organik dan anorganik) berbentuk cair, gas
dan padat (Boyd, 2011). Selenium anorganik berbentuk Selenida (Se% ), selenat
dan selenit (SeO3 2- ) (Johansson et al., 2005). Sedangkan, selenium organik
berbentuk selenosistein dan selenometionin (Kohrle and Gartner, 2009). Kedua
bentuk selenium tersebut berguna sebagai sumber mineral selenium bagi tubuh.
Selenium diperoleh dari makanan, minuman, atau suplemen selenium (Sunde,
2012).
, '}‘“; o

H/SC_CHZ_i_C\\o

seleno-cysteine

NH,*

HJC/Se—CHz—CHz—i—C//g*

seleno-methionine

Gambar 2.1. Selenium dalam bentuk organik (Kohrle and Gartner, 2009)

Sumber utama selenium di alam adalah bebatuan seperti batuan yang kaya
karbon dan bahan organik. Misalnya, bijih pirit kaya akan emas (Au), perak (Ag)
dan tembaga (Cu) akan tetapi mengandung selenium dalam kadar yang tinggi
(Louma and Raibow, 2008). Selenium dapat ditemukan dialam dalam bentuk

bebatuan, mineral, tanah, aktifitas wvulkanis, batu bara, kandungan sulfur dan

sulfide, dan debu (Fordyce, 2013). Selenium juga dapat ditemukan pada beberapa
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tanaman, salah satunya adalah tanaman bawang-bawangan (Allium cepa, A.
sativum, A. fistulosum) (Yadav et al., 2007). Kandungan selenium yang diperoleh
tanaman berasal dari tanah yang ditentukan oleh kadar selenium dalam tanah,
spesies tanaman dan kemampuan tanaman dalam menyerap selenium (Ermakov
and Kovalskij, 1968).

Tanah yang mengandung selenit dan selenat (anorganik) akan diakumulasi
oleh tanaman kemudian dikonversi kedalam bentuk organik (National Institute of
Health, 2013). Fungsi penyerapan selenium diketahui mampu menstimulasi
pertumbuhan tanaman seperti kentang, selada, ryegrass dan Brassica oleracea
(Hajiboland and Keivanfar, 2012). Pada kentang selenium mampu meningkatkan
putrescine (Turakainen et al., 2004). Sebagian besar selenium pada tanaman
diserap dalam bentuk selenometionin (Yunita and Sri, 2018).

Selenium merupakan unsur penting yang dibutuhkan oleh selurun makhluk
hidup, selenium digunakan untuk memfungsikan protein struktural dan sebagai
pertahanan sel melawan kerusakan oksidatif (Chapman et al., 2009). Selenium
merupakan komponen penting enzim glutation peroksidase yang berfungsi untuk
mengkatalis proses reduksi hidrogen peroksidase pada jaringan (Diplock, 1981),
selenium juga terlibat dalam pengaturan fungsi seluler (katalis enzim dan
transduksi  sinyal), mendukung fungsi otak (Rayman, 2000). Pada manusia
selenium dimungkinkan berfungsi untuk melawan penyakit jantung dan kanker
jika dalam jumlah yang tepat, bila berlebin maka akan bersifat toksik (Miller,
2006). Selain itu, Kebutuhan asupan selenium seseorang tergantung pada jenis

kelamin, usia, kehamilan, dan area geografis (WHO, 1996).
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Selenium terdapat 6 isotop stabil di alam dengan berbagai tingkat
kelimpahannya : 74Se (0,87%), "6Se (9,02%), "Se (77,58%), "8Se (23,52%), 8°Se
(49,82%), dan 82Se. Umumnya, oksianion selenium (SeOs 2- dan SeOs 2 )
memiliki kelarutan yang tinggi, stabil dan berpotensi ditemukan dalam lingkungan
tercemar (Boyd, 2011). Pelapukan tanah seleniferous dan bebatuan merupakan
kontaminasi selenium secara alami (Bodnar et al., 2012). Kontaminasi selenium
berpotensi menyebabkan pencemaran terhadap lingkungan yang dapat menyebar
ke daerah lain melalui angin, air, dll (Knox et al., 2000).

Siklus  biogeokimia  selenium sangat kompleks. Kebanyakan limbah
mengandung selenat, meskipun beberapa mengandung kombinasi selenat, selenit,
organo-selenida, akan tetapi apabila limbah tersebut mengalir ke sungai ataupun
lahan basah maka selenat akan terkonversi menjadi selenit dan organoselenide.
Dua faktor penting yang mempengaruhi transforrnasi ini adalah produktivitas
tanaman dan waktu kontak antara sedimen dengan air. Proses konversi ini menjadi
fenomena yang patut untuk diperhatikan karena selenit merupakan bentuk yang
paling bereaksi dalam siklus biogeokimia (Gambar 2.2). Dilain pihak, reaksi balik
dari selenit ataupun organo-selenida ke selenat sangat lambat, sehingga
kemungkinan terjadinya akumulasi selenit sangat tinggi (Luoma and Rainbow,
2008). Bakteri memiliki peran penting terhadap siklus biogeokimia selenium yang
berfungsi dalam biotransformasi sehingga mampu mengubah senyawa beracun
menjadi tidak beracun dengan bantuan enzim yang dihasilkan oleh bakteri itu

sendiri (Pearce et al., 2008).
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Gambar 2.2. Siklus Biogeokimia Selenium (Nancharaiah and Lens, 2015)

2.2.1 Toksisitas Selenium

Selenium dalam kadar tinggi bersifat toksik. Pencemaran yang disebabkan
selenium dapat terjadi akibat proses geologis (alami) maupun aktivitas manusia,
seperti penggunaan bahan bakar dan pertambangan (Ellis et al, 2004). Oksianon
merupakan bentuk selenium yang sangat reaktif dan paling berbahaya (Ranjard et
al., 2003). Kelebihan asupan selenium berdampak buruk pada kesehatan sehingga
menyebabkan selenosis. Selenosis terjadi pada daerah yang memiliki kadar
selenium yang tinggi (>84 mg) dan asupan melebihi 400 pg per hari. Gejala dari
selenosis yaitu kerontokan rambut, pada kuku terdapat bercak putih, kuku lepas,
bau mulut, kelelahan, kerusakan syaraf ringan dan iritabilitas (Dumont, 2006).
Sedangkan batas maksimal selenium yang dapat diterima pada orang dewasa per

hari yaitu 400 g (Tabel 2.1).
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Tabel 2.1 Ambang maksimal selenium yang dapat dikonsumsi manusia
berdasarkan usia (Kusmana, 2017)

Usia Pria Wania Hamil Menyusui
0-6 bulan 2510 2510
7-12 bulan 60 g 60 g
1-3 tahun 90 g 90 W
Z-8tahun 150 g 150 19
9-13 tahun 280 g 280 g
T4-18 tahun 200 1g 200 g 200 |g 400 g
>719 tahun 400 g 400 g 400 g 400 g

*ASI, susu formula, dan makanan harus menjadi satu-satunya sumber selenium bayi

Dampak kelebihan selenium salah satunya adalah efek karsinogenik pada
sistem pernafasan manusia (Notodarmojo, 2005), toksisitas pada kulit, sistem
genito urinaria, dan sistem gastero interestrial (Soemirat, 2009). Selain itu,
selenium yang merupakan logam non radioaktif dapat menyebabkan tumor pada
manusia dan hewan (Willam and Burson, 1985). Selain efek toksisitas di
manusia, selenium juga menyebabkan toksisitas pada perairan. Penelitian
Ohlendorf (1986) menyatakan bahwa kontaminasi selenium dalam bentuk selenit
dan selenat pada drainase pertanian sehingga mengakibatkan kematian dan
kecacatan pada unggas. Efek lain kelebihan selenium adalah menurunnya
produktivitas ikan yang merupakan indikator dalam mengetahui Kkualitas air
(Gillespie and Baumann, 1986).

Sebagian bakteri melakukan upaya pertahanan diri terhadap toksisitas
selenium vyaitu dengan cara memetilasi sehingga mampu memecah senyawa

selenium beracun menjadi selenium elemental (Zhang et al., 2006). Selenium
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dimetilasi ditransformasi dalam bentuk seleno asam amino non-toksik (Dong et
al., 2002). Senyawa-senyawa methyl selenic acid (MSA) dan methyl
selenocysteine  (MSC) merupakan senyawa vang hanya dihasilkan oleh
mikroorganisme pengakumulasi selenium. Oleh sebab itu, akumulasi senyawa
tersebut dijadikan dasar toleransi dari toksisitas selenium (Whanger, 2002).
Sementara untuk mikroorganisme yang tidak dapat mengakumulasi selenium,
selenium hanya diserap dan diinkorporasi secara tidak spesifik ke dalam senyawa
organiknya (Rayman, 2000). Hal ini berkontribusi terhadap mikroorganisme
dalam menangani toksisitas selenium (Whanger, 2004). Oleh sebab itu,
mikroorganisme  mampu  mengakumulasi  selenium  dimanfaatkan  dalam
bioremediasi pada lingkungan tercemar selenium.
2.2.2 Metabolisme Selenium Pada Manusia

Secara biologis, selenium dibutuhkan untuk memfungsikan glutation
peroksidase yang melindungi membran sel akibat oksidan ataupun peroksida yang
diproduksi selama metabolisme. Selain itu, selenium juga berperan sebagai anti-
karsinogen pada manusia dengan dosis tertentu (Luoma and Rainbow, 2008).

Penyerapan selenium terutama terjadi di bagian bawah usus halus lewat
berbagai jalur dan mekanisme (Suzuki, 2005). Metabolisme selenium berasal dari
asupan makan yang mengandung selenometionin  kemudian dimetabolisme
menjadi selenosistein dan diubah menjadi monometilseleno dibantu oleh enzim -
liase atau langsung masuk ke pusat metiononin dan bergabung dengan protein

tubuh (Prasetyo, 2006).
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Setelah diserap, selenium dibawa ke hati untuk dimetabolisme (Suzuki et
al., 2010). Metabolisme selenometionin  menjadi selenosistein terjadi  melaui
beberapa tahap reaksi. Pertama, selenosmetionin mengalami pemindahan gugus
sulfur (trans sulfuration) menjadi Se-Homosistein, lalu diubah menjadi Se-
sistation dan dikonversi lagi menjadi selesistein. Enzim f-liase akan mengubah
selenosistein  menjadi hidrogen selenida, yang kemudian akan termetilasi seperti
proses diatas (Prasetyo, 2006). Selenometionin diubah menjadi hidrogen selenida
bersama selenium organik, dengan bantuan ATP. Selain itu, selenosistein juga
disintesis oleh tubuh. Prosesnya terkode secara genetik disistem ribosom. Karena
itu, selenosistein dikenal sebagai asam amino ke-21 (Roman et al., 2014).

Hidrogen selenida mengalami proses metilasi selain itu dapat masuk ke
proses translasi. Proses awal yaitu terjadi perubahan hidrogen selenida menjadi
selenofosfat yang kemudian bergabung dengan tRNA dan akhirnya membentuk
selenoprotein  (Dodig, 2004). Selenoprotein yang sudah diproduksi di hati
kemudian dilepaskan ke aliran darah dan didistribusikan ke organ targetnya,
tempat selenoprotein tersebut bekerja (Roman et al., 2014). Selenium yang
berlebih akan dikeluarkan dengan mekanisme metilasi menjadi dimetilselenida
(DMSe), yang dieksresi lewat kulit, (Suzuki, 2010), gula selenide, feses dan

trimetilselenida (TMSe) yang dieksresi lewat urin (Roman et al., 2014).

2.3 Bioremediasi
Dewasa ini, bioremediasi telah diterapkan untuk membersihkan pencemaran

yang ditimbulkan dari logam berat. Bioremediasi menurut (Priadie, 2012) yaitu
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penggunaan mikroba untuk ditumbuhkan pada pencemaran tertentu sebagai upaya
untuk menurunkan kadar pencemarannya. Alamiahnya, ion logam terdapat dalam
tubuh mikroba vyang berfungsi untuk membantu pertumbuhan. Keberadaan ion
logam seperti Na, P, Cu, Fe, dan Mn di membran sel mikroba berfungsi untuk
mengaktifkan metaloenzim yang berperan pada fotosintesis dan transfer elektron
(Crawford et al., 1998). Mikroba tersebut umumnya memiliki struktur instrinsik
yaitu dengan pengikatan logam didinding selnya atau melakukan translokasi dan
transformasi  ion logam tersebut. Unsur instrinsik yaitu berupa lapisan
ekstraseluler, membran polisakarida dan dinding sel impermeable (Stantford and
Keyness, 1990).

Berkenaan dengan bioremediasi, pemerintah Indonesia telah mengatur
standar baku kegiatan bioremediasi dalam mengatasi permasalahan lingkungan
akibat seperti pertambangan, peminyakan, dan pencemaran lainnya (logam berat
dan pestida) melalui Kep Men LH No0.128 (2003) dicantumkan bahwa
bioremediasi  dilakukan dengan menggunakan mikroba lokal. Pengendalian
pencemaran air termasuk bioremediasi dengan memanfaatkan mikroba bukanlah
hal baru namun telah memerankan peran penting dalam mengelola limbah
konvensional sejak tahun 1900-an (Mara and Horan, 2003). Saat ini, bioremediasi
telah berkembang pada pengelolaan air limbah yang mengandung senyawa-
senyawa kimia yang sulit didegradasi seperti logam-logam berat, petroleum
hidrokarbon, senyawa-senyawa organik terhalogenasi (herbisida dan pestisida)

(Gerard et al., 2010)
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Pengembangan IPTEK dalam bioremediasi berfungsi dalam
mendetoksifikasi atau menurunkan polutan dalam mengurangi  pencemaran.
Metode ini lebih menguntungkan dibandingkan metode dengan penggunaan bahan
Kimia. Bahkan saat ini flokulan dari alumunium yang berfungsi menurunkan
pencemaran air telah digantikan dengan bioflokulan yang mikroorganismenya
diisolasi dari lumpur aktif sehingga dapat menurunkan turbiditinya sebesar 84-
94% (Buthelezi et al., 2009). Selain itu, keberadaan mikroba seperti bakteri, jamur
dan protozoa dalam pengolahan air limbah memiliki peran yang baik dalam
menjaga keseimbangan ekologis perairan (Gerardi, 2006).

Jalur utama selenium masuk dalam tubuh organisme aquatik yaitu melalui
makanan (Louma and Rainbow, 2008). Mekanisme bioakumulasi menurut
Chojnacka (2010) yaitu proses logam berat meracuni sel bakteri. Kemampuan
bioakumulasi setiap jenis spesies berbeda-beda. Selain itu, faktor kondisi individu,
berat badan dan umur juga mempengaruhi biokumulasi. Penelitian Riget (2000)
membuktikan bahwa bertambahnya ukuran kupang (Mytilus edulis) maka
konsentrasi  selenium berkurang dan sebaliknya, bertambahnya umur burung
camar (Larus hyperboreus), anjing laut (Phoca hispida) konsentrasi selenium
akan bertambah.

Mikrooganisme perlu bertahan hidup dalam pencemaran logam salah
satunya dengan cara biokumulasi. Bioakumulasi mikroorganisme  menurut
Chipasa (2003) vaitu interaksi aktif antara sel mikroorganisme dengan logam

berat dimana ion logam akan masuk kedalam sel mikroorganisme tersebut.
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Bioakumulasi logam berat pada mikroorganisme hidup dideskripsikan sebagai
jalur migrasi polutan dari suatu level trofik ke level lainnya,

Jumlah logam berat setiap level tropik berbeda. Hal tersebut tergantung
pada karakteristik bioakumulasi logam yang terkonsentrasi (Arunakumara et al.,
2008). Bioakumulasi Selenium pada organisme perairan terjadi pada proses
pencernaan makanan. Bioakumulasi dan transfer melalui jaring-jaring makanan di
perairan merupakan jalur biogeokimia utama pada selenium dalam ekosistem
aquatik. Selenium oksianion terlarut (selenat dan selenit) dan selenida organik
berasimilasi ke dalam jaringan produsen pertama pada perairan (organisme trofik
1).  Selenium  oksianion  kemudian mengalami  biotransformasi  menjadi
organoselenium pada organisme hidup. Organisme ini bersama dengan sumber
selenium terikat partikel lainnya merupakan fraksi selenium partikulat di perairan.
Selenium dari fraksi partikulat ini kemudian ditransfer ke konsumen primer
(organisme trofik tingkat 2), dan kemudian menuju ke predator (trofik tingkat 3
dan selebihnya) (Nancharaiah and Lens, 2015).

2.3.1 Pemanfaatan Bakteri dalam Bioremediasi Selenium

Mikroorganisme yang sering dimanfaatkan dalam proses bioremediasi
logam berat adalah bakteri. Jenis bakteri tertentu dapat hidup pada lingkungan
yang mengandung logam berat pada efek toksik yang ditimbulkan dari adanya
logam berat tersebut (Yazid, 2007). Mikroorganisme tersebut dapat berasal dari
daerah yang terkontaminasi atau dari tempat lain kemudian dibawa ke tempat

yang kontaminan (Gupta and Mohapatra, 2003).
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Bakteri yang toleran terhadap logam berat memungkinkan —memiliki
kandungan logam dengan kepekaan lebih besar daripada biasa (Yazid, 2007).
Adanya kontaminasi berupa logam berat dapat menekan fungsi enzimatis bakteri
(Singh et al., 2014). Cara yang dilakukan untuk mengurangi pencemaran logam
berat yaitu menggunakan  mikroorganisme dengan cara  detoksifikasi,
biohidrometakurgi, bioleaching dan biometalurgi dan bioakumulasi (Atlas and
Bartha, 1981; Baldi, et al., Rai and Malick, 1992):

1. Detoksifikasi (biosorpsi), merupakan perubahan ion logam berat yang
bersifat toksik menjadi senyawa yang bersifat tidak toksik. Proses ini
umumnya berlangsung dalam kondisi anaerob.

2. Biohidrometalurgi, merupakan perubahan ion logam yang terikat pada suatu
senyawa yang tidak larut dalam air menjadi senyawa yang larut dalam air.

3. Bioleaching merupakan aktivitas mikroorganisme dalam melarutkan logam
berat dari senyawa yang mengikatnya dalam bentuk ion bebas. Biasanya
mikroba menghasilkan asam dan senyawa pelarut untuk membebaskan ion
logam dari senyawa pengikatnya. Proses ini biasanya diikuti dengan
akumulasi ion logam.

4. Bioakumulasi merupakan interaksi mikroba dan ion-ion logam yang

berhubungan dengan lintasan metabolisme.

Beberapa bakteri yang resisten terhadap selenium telah berhasil diisolasi
diantaranya: (1) Ralstonia metallidurans merupakan bakteri yang dapat hidup
terhadap selenite hingga konsentrasi 6 mM. (2) Bacillus subtilis dan Bacillus

licheniformis, memiliki kemampuan untuk mereduksi selenit, bakteri ini mampu
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mereduksi sekitar 90% pada konsentrasi 400 pg/ml, sedangkan Bacillus subtilis
mereduksi sekitar 85% dari konsentrasi 22 awal selenit 200 g/ml, (3) Bacillus sp.
mampu mereduksi selenat pada kondisi anaerob (Roux et al., 2001; Kashiwa et

al., 2001; Javed et al., 2016).

2.3.2 Mekanisme Resisten Bakteri Terhadap Logam Selenium

Sebagian  bakteri terbukti memiliki kemampuan resistensi terhadap
selenium. Resistensi tersebut tergantung dari reduksi selenat dan selenit kedalam
bentuk selenida. Selenium bentuk anion metil selenida atau selenol terbukti dapat
menginduksi  apotosis pada sel tumor dalam bentuk selenometionin  dan
selenosistein  terbukti mampu menginduksi apotosis pada sel kanker melalui
aktivasi kapsul. Hal ini menandakan jika selenometionin dan selenosistein tidak
toksis jika dibandingkan dengan selenat dan selenit (Amalia, 2017).

Mekanisme resistensi selenium dapat melalui reduksi selenit dan selenat
oleh bakteri yang dapat melalui sistem asimilasi reduksi selenit dan proses
detoksifikasi. Berdasarkan penelitian Van (2017) paparan selenit terhadap
Rastolnia metalidurans CH34 pada awalnya menghasilkan serapan selenit yang
lambat dengan jumlah produksi selenida alkil dan selenium yang serupa. Namun,
dengan terus terpapar selenite akan dinasilkkan selenium elemental daiam jumilah
tinggl. Jalur selenium tambahan adalah reduksi selenat dan selenit menjadi
selenium elemental tanpa aliran elektron ke membran plasma sehingga reaksi
tidak memberi energi pada pertumbuhan bakteri. Fungsi reaksi ini untuk

detoksifikasi.
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Mekanisme detoksifikasi selenium terjadi ketika bakteri terpapar selenium
dalam bentuk selenit (Se0z 2-) dan selenat (SeOs 2-). Pada membran luar bakteri
Se03 2- akan melalui dua jalur mekanisme yang berbeda. Pertama, Se0s 2- akan
langsung direduksi oleh FDh menjadi Se0 dan dikeluarkan dari tubuh
mikroorganisme. Selain itu, Se03%" dapat langsung diproses melalui membran luar
menuju membran plasma dan berinkorporasi menjadi protein GS-Se-SG
(selenodiglutation) yang kemudian akan diubah menjadi GS-SeH dan dikonversi
lagi lalu dikelurkan dari sel menjadi (CH3)2-Se (dimethil selenida) atau melalui
jalur lain sebagai selenium elemental. Mekanisme serupa juga terjadi dengan
detoksifikasi selenat namun ketika di membran luar selenat harus diubah dahulu
menjadi selenit dengan bantuan enzim reduktase (Van, 2017).

Reaksi ini bisa berperan dalam toksisitas diselenida dan alkilselenol.
Mekanisme reduksi SeO 2= ke elemental selenium dimediasi oleh tiol di
sitoplasma (Chaudiere et al., 1992). Pada dissimilatori selenat mekanisme yang
terjadi hampir sama dengan mekanisme detoksifikasi. Dimana Se042- akan diubah
menjadi Se03%- dengan bantuan DseR kemudian Se0z%>" akan dikeluarkan dari
membran dengan bantuan SeRedn menjadi Se0 atau Se03* masuk ke dalam

plasma sel dan berinkorporasi menjadi asam amino dan protein (Van, 2017).

2.4 Bakteri
Bakteri berasal dari kata: “Bakterion” yang memiliki arti tongkat atau
batang. Istilah bakteri banyak dipakai untuk tiap makhluk hidup yang bersel satu

(Adam, 1992). Bakteri termasuk mikroorganisme yang memiliki banyak jenis
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dengan berbagai bentuk seperti bulat, batang, spiral, koma atau vibrios (Gambar

2.3).

Gambar 2.3. Bentuk sel bakteri (a) Basil, (b) Kokus, (c) Spiral (Kayser, 2005)

Bakteri merupakan kelompok organisme yang tidak memiliki membran
inti sel, berukuran sangat kecil, dan memiliki peran besar dalam kehidupan
(Madigan, 2009). Bakteri memiliki sel tunggal, berukuran 0,5 — 1,0 pm dengan
lebar 0,5 — 2,5 pm tergantung pada jenisnya (Buckle et al., 1987). Segala ciptaan
Allah  SWT memberi manfaat bagi hambanya, baik itu hal kecil. Bakteri
merupakan makhluk yang berukuran sangat kecil dan penting untuk diteliti karena
habitatnya yang kosmopolit, proses pertumbuhannya yang dapat diamati dalam
waktu yang relatif singkat, hingga manfaatnya bagi kehidupan manusia. Allah

SWT berfirman dalam surat Yunus (10): 61:

Y5 A5 o a1 Y5 wéyﬁu@y 355 Je 5o Iy 18 i 637 e
o S 3 Y)

QMJ\\%@L;{kL{Y &‘wu}wyju:éw‘w)w%uuduﬁgu

Artinya: “Kamu tidak berada dalam satu keadaan dan tidak membaca suatu ayat
dari Al Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan melainkan Kami
menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput dari
pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah di bumi ataupun di langit.
Tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu,
melainkan (semua tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfudz) (QS.
Yunus (10): 61)”.
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Lafadz dzarrah dalam bahasa Arab berarti benda kecil yang tidak dapat
dibagi lagi. Adapun maksud lafadz 35> dalam ilmu biologi adalah makhluk paling
kecil yang tidak dapat diamati dengan menggunakan mata telanjang, termasuk
bakteri yang terdapat dipantai Sendang Biru. Bakteri tidak dapat dilihat hanya
dengan mata telanjang tetapi harus menggunakan alat bantu yaitu mikroskop.
Berdasarkan penjelasan tersebut, dapat diketahui bahwa keberadaan bakteri
merupakan kehendak Allah SWT, sebagaimana yang terkandung dalam kalimat
“tidak ada satupun di bumi ini yang luput dari pengetahuan dan penglihatan
Tuhanmu” meskipun sebesar dzarrah termasuk bakteri atau yang lebih besar

darinya semuanya telah Allah SWT catat dalam Lauh Mahfudz (Shihab, 2002).

Berdasarkan taksonomi, bakteri dikategorikan dalam kerajaan Monera,
filum Eubacteria dan kelas Schizomutaceae. Kelas tersebut, kemudian dibagi
menjadi beberapa ordo. Bakteri yang berperan dalam bidang pangan umumnya
dimasukkan dalam ordo Eubacteriales dan Pseudomonadales. Penggolongan lain
didasarkan pada bentuk, ukuran, susunan (arrangement), pewarnaan gram, motil
(dapat bergerak) tidaknya, ada tidaknya endospora, dan penampakannya sebagai
koloni pada medium buatan atau bahan pangan (Fardiaz, 1989).

Sel bakteri terdiri atas membran dan sitoplasma. Selnya terbungkus dinding
sel, pada sebagian bakteri dinding sel dikelilingi oleh kapsula atau lapisan lendir.
Kapsul tersebut berisi polisakarida dan polipeptida (Suendra, 1991). Kapsul ini

umumnya berfungsi untuk melindungi diri baik dari sistem pertahanan tubuh (bagi
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patogen) atau dari kondisi lingkungan yang kurang baik, seperti kekeringan,
kurang nutrien dan panas (Victor, 2001).

Bakteri berkembang biak dengan cara pembelahan secara biner.
Pertumbuhan bakteri dapat dipengaruhi beberapa faktor seperti, suhu atau
temperatur, Oz, CO2, pH, nutrien dan cahaya (Suendra, 1991). Bakteri memiliki
flagella yang terdapat dalam membran sel, berbentuk seperti cambuk. Flagella ini
adalah alat gerak bakteri yang dilakukan dengan cara mendorong bakteri dalam
cairan (Gaman and Sherington, 1994).

Berdasarkan komposisi selnya, bakteri dibedakan menjadi bakteri gram
positif dan bakteri gram negatif. Bakteri gram positif dinding selnya terdiri dari
peptidoglikan yang tebal sekitar 20-80 nm sehingga memiliki tekstur yang kaku.
Sedangkan pada bagian luar peptidoglikan terdapat senyawa yang disebut asam
teikhoat yang mengandung alkohol (gliserol atau ribitol) dan fosfat (Pratiwi,
2008). Asam teikhoat berfungsi sebagai transport ion positif untuk keluar atau
masuknya ion. Sifat larut air inilah yang menunjukkan bahwa dinding sel bakteri
gram positif bersifat lebih polar. Senyawa bioaktif seperti flavonoid, saponin, dan
tanin merupakan metabolit sekunder yang bersifat polar sehingga lebih mudah
menembus lapisan peptidoglikan yang bersifat polar daripada lapisan lipid yang
nonpolar (Pratiwi, 2017).

Bakteri gram negatif mengandung peptidoglikan dalam jumlah yang sedikit
(sekitar 5-10 nm) akan tetapi di bagian luar peptidoglikan terdapat membran luar
(outer membrane) yang terdiri dari lipid, polisakarida, dan rantai karbohidrat.

Bakteri gram negatif memiliki daerah periplasma, yaitu daerah yang terdapat di
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antara 10 membran plasma dan membran luar. Di dalam dinding sel bakteri gram
negatif tidak terdapat asam teikoat, dan karena hanya memiliki lapisan
peptidoglikan yang tipis maka diinding sel bakteri gram negatif relatif lebih tahan

terhadap kerusakan mekanis (Pratiwi, 2008).

2.5 ldentifikasi Bakteri

Teknik identifikasi bakteri berbasis sekuens umumnya menggunakan
informasi  berupa gen pengkode spesifik (Emerson et al., 2008). Di antara
beberapa yang digunakan sebagai penanda molekuler teknik rRNA paling banyak
digunakan. Pada prokariot terdapat tiga jenis rRNA, yaitu 5S, 16S, dan 23S
rRNA. Di antara ketiga gen tersebut, 16S rRNA yang sering digunakan. Hal ini
dikarenakan molekul 5S rRNA memiliki urutan basa terlalu pendek, sehingga
tidak ideal dalam analisis, sementara molekul 23S rRNA memiliki struktur yang
cukup panjang sehingga menyulitkan analisis. Analisis gen penyandi 16S rRNA
menjadi prosedur baku untuk menentukan hubungan filogenetik dan menganalisis
suatu ekosistem (Pangastuti, 2006).

Pada tahun 1980-an dikembangkan standar terbaru dalam mengidentifikasi
bakteri. Penelitian woose menunjukkan bahwa sifat conserved dari gen 16S rRNA
diduga karena peran dari gen ini terhadap fungsi sel. (Claridge, 2004). Penelitian
Nolte (2008) menyatakan bahwa untuk mengidentifikasi bakteri yang berasal dari
saluran pernafasan, metode mikrobiologi konvensional dinilai kurang akurat
sehingga jarang dilakukan. Metode identifikasi berbasis molekuler dengan

amplifikasi asam nukleat dan sekuensing menunjukkan keunggulan dari segi
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waktu, sensitivitas dan akurasi yang lebih baik. Penelitian lain oleh Lau et al,
(2004) menggunakan analisis sekuensing gen 16S rRNA untuk mengidentifikasi
Arcobacter dari penderita apendisitis akut gangrenosa. Arcobacter adalah bakteri
gram negatif yang sulit untuk diidentifikasi melalui karakteristik fenotip 3.

Kuppeveld et al, (1992) menggunakan sekuensing 16S rRNA untuk
menentukan spesies Mycoplasma yang secara Kklinis sulit serta membutuhkan
waktu lama untuk ditumbuhkan/dikultivasi. Selain dari isolat klinis, sekuensing
gen 16S rRNA juga dapat digunakan untuk mengidentifikasi bakteri patogen yang
terdapat di lingkungan. Magray et al, (2011) melakukan identifikasi bakteri
patogen dari sumber air minum di Srinagar, India, dan menemukan bahwa
Escherichia coli adalah bakteri patogen terbanyak. Sekuensing gen 16S rRNA
juga digunakan untuk mengidentifikasi bakteri tertentu yang tidak dapat
diidentifikasi lagi secara fenotip. Menurut Ochman (2005) Identifikasi bakteri
berdasarkan sifat fenotipik memiliki  kelemahan utama, yaitu kerapnya terjadi
kesalahan dalam pembedaan spesies galur bakteri. Kesalahan tersebut
disebabkan hadirnya karakter fenotipik bakteri yang tidak biasa. Terlebih karakter
fenotipik bakteri tidak statis dan dapat berubah seiring dengan perubahan kondisi
organisme dan lingkungan hingga menyebabkan evolusi.

Streptococcus pneumonia adalah bakteri Gram positif yang dapat
dikarakterisasi secara fenotipik berdasarkan sensitivitasnya terhadap antibiotik
optochin. Namun saat ini S. pneumonia telah mengembangkan resistensi terhadap
optochin sehingga diperlukan metode identifikasi lain yang lebih akurat. ElI Aila et

al, (2010) melakukan identifikasi S. pneumoniae dengan analisis sekuensing gen
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16S rRNA dan memberikan hasil yang lebih akurat. Sacchi et a, (2002)
menggunakan gen 16S rRNA untuk mengidentifikasi Bacillus antracis, bakteri

yang sering digunakan dalam bioterorisme.

2.6 DNA

DNA merupakan materi genetik yang diturunkan dari generasi ke generasi.
DNA terdiri atas dua rangkaian nukleotida yang tersusun secara linear. Kedua
rangkaian tersebut berbentuk seperti tali berpilin (double helix) (Muladno, 2002).
DNA berfungsi untuk menyimpan informasi genetik yang diperlukan untuk
mencirikan struktur semua protein dan RNA tiap-tiap spesies, untuk membuat
program yang tepat untuk menempatkan biosintesis sel dan komponen jaringan
secara teratur seta menetukan kekhususan organisme tertentu (Lehninger, 1994).

DNA tersusun atas tiga komponen yaitu asam fosfat, gula, dan basa
nitrogen. Gula penyusun DNA adalah gula pentose yang mengandung lima atom
karbon C. Basa nitrogen ini terdapat dua jenis yaitu dari golongan purin dan
piramidin. Basa nitrogen golongan purin terdiri dari Guanin (G), dan Adenin (A),
sedang golongan Piramidin terdiri dari Sitosin (C) dan Timin (T). walaupun
terdapat empat macam basa nitrogen tetapi satu molekul gula hanya dapat
mengikat salah satu jenis basa nitrogen saja (Irawan, 2008). Saat guanin berikatan
dengan sitosin, maka terbentuk tiga ikatan hidrogen, sedangkan saat adenin
berikatan dengan timin maka terbentuk dua ikatan hydrogen (Faatih, 2009).

DNA yang merupakan materi genetik yang bersifat herediter dalam seluruh

sistem kehidupan. Genom merupkan keseluruhan dari materi genetik (DNA) yang
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dimiliki suatu organisme yang terorganisasi menjadi kromosom. DNA dapat
diisolasi dari seluruh makhluk hidup. DNA manusia diisolasi melalui darah.
Darah manusia terdiri atas plasma darah. Plasma darah tersebut terdiri atas
eritrosit (sel darah merah), leukosit (sel darah putin) dan trombosit (platelet).
Komponen darah yang diisolasi yaitu sel darah putih. Hal ini karena sel darah
putih memiliki nucleus dimana didalam nukleus terdapat DNA. DNA pada
tumbuhan juga dapat diisolasi, misalnya pada tumbuhan Allium cepa dan Musa
sp. (Faatih, 2009).

2.6.1 Ribosomal RNA

Ribosom merupakan organel kecil dan padat dalam sel yang terdiri atas
protein dan molekul RNA (ribonucleic acid). rRNA (ribosomal RNA) merupakan
salah satu jenis molekul dari tiga jenis molekul RNA hasil transkipsi (tRNA,
mRNA dan rRNA). rRNA dan protein ribosomal bergabung membentuk partikel
ribonukleoprotein yang disebut ribosom. Ribosom tersebut berperan dalam
sintesis protein (Arham, 2015). Fungsi dari ribosom yaitu dalam proses translasi
(sintesis protein) (Yuwono, 2007).

rRNA merupakan molekul yang sempurna karena mempunyai fungsi yang
konstan pada tiap organisme, tersebar secara universal, dan mempunyai urutan
sekuen yang terkonservasi dengan baik diantara anggota filogenetik yang luas
(Madigan et al.,, 2000). Ribosom disusun oleh molekul-molekul RNA dan
beberapa macam protein. Ribosom tersusun atas dua subunit, yaitu subunit kecil
dan subunit besar ditunjukkan pada tabel 2.2. Ribosom organisme prokariotik

berukuran 70S dan terdiri dari 2 subunit besar dan kecil berukuran 30S dan 508,
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dimana huruf S menyatakan konstanta Svedberg vyaitu satuan koefisien
sentrifugasi. Subunit 30S mengandung rRNA berukuran 16S dan protein sebanyak
21 buah. Sedangkan subunit 50S mengandung rRNA berukuran 5S dan 23S serta
protein sebanyak 34 buah (Wulandari, 2011).

Tabel 2.2 Komposisi Ribosom pada prokariot dan eukariot (Yuwono, 2007)

Subunit RNA Protein
Prokariot 30S 15658 21 macam
50S 935 31 macam
Eukariotik 18S
40S 5S 33 macam
60S 5,8S 49 macam
28S

Molekul 16S rRNA mempunyai ukuran sekuen 1541 bp, molekul 23S
rRNA mempunyai ukuran sekuen 2904 bp, dan molekul 5S rRNA mempunyai
ukuran sekuen 120 bp. Woese (1967) menampilkan tiga domain dari “theory of
life” berdasarkan gen yang mengkode ribosom RNA, meliputi eubacteria, archaea,
dan eukariot. Gen vyang mengkode ribosom RNA Dbersifat conserved
(dipertahankan) oleh suatu spesies dan tersebar di seluruh organisme. Urutan
DNA pengkode rRNA, yaitu rDNA, digunakan untuk merekonstruksi filogenetik,
mengidentifikasi golongan taksonomi suatu organisme, memperkirakan hubungan
suatu golongan dengan golongan lainnya, serta mengestimasi tingkat perbedaan
suatu spesies dengan spesies lainnya. Ribosom DNA (rDNA) ini penting dalam

pembuatan pohon filogenetik yang berkaitan dengan evolusi.

2.6.2 16S rRNA dan Penentuan Pohon Filogeni
16S RNA ribosom atau 16S rRNA merupakan komponen dari subunit kecil

30S pada ribosom prokariot. Panjang sekuen 16S rRNA mencapai 1500 bp
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(Gambar 2.4). Sekuen basa tersebut digunakan untuk merekonstruksi filogeni. 16S
rRNA mempunyai fungsi, antara lain menerjemahkan posisi protein dari ribosom,
berinteraksi dengan 23S dan membantu dalam pengikatan dua subunit ribosom
yaitu unit 50S dan 30S, serta menstabilkan pasangan kodon-antikodon melalui
pembentukan ikatan hidrogen antara atom N1 dari adenine dengan 'OH pada

mRNA (Weisburg et al., 1991).

Gambar 2.4 Struktur sekunder dari 16s rRNA (Serianni, 2019)

16S rRNA digunakan sebagai penanda molekuler dikarenkan memiliki sifat
ubikuitus dengan fungsi yang identik pada seluruh organisme. Molekul ini dapat
berubah sesuai jarak evolusinya, sehingga dapat digunakan sebagai kronometer
evolusi yang baik. Molekul 16S rRNA memiliki beberapa daerah yang memiliki
urutan basa yang relatif konservatif. Perbandingan urutan basa yang konservatif
berfungsi dalam mengkonstruksi pohon filogenetik universal karena mengalami
perubahan relatif lambat dan mencerminkan kronologi evolusi bumi. Sebaliknya,
urutan basa yang bersifat variatif dapat digunakan untuk melacak keragaman
dalam satu spesies. Jika urutan basa 16S rRNA menunjukkan derajat kesamaan

yang rendah antara dua taksa, deskripsi takson baru dapat dilakukan tanpa
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hibridisasi DNA (Stackebrandt and Goebel, 1995). Jika derajat kesamaan urutan
basa gen penyandi 16S rRNA kurang dari 97% spesies tersebut dianggap sebagai
spesies baru (Pangastuti, 2006).

Identifikasi bakteri berdasarkan gen 16S rRNA dilakukan dengan melihat
perbandingan urutan basa yang konserf. Jika urutan basa memiliki persamaan
yang tinggi maka strain tersebut dimasukkan dalam spesies yang sama. Hasil
analisis gen 16S rRNA dengan homologi kurang dari 98% menandakan bahwa
spesies yang dibandingkan merupakan spesies berbeda, homologi antara 93-95%
menunjukkan bahwa spesies tersebut dibandingkan pada genus yang berbeda dan
homologi antara 89-93% menunujukkan spesies yang dibandingkan pada famili
yang berbeda. Data urutan basa dari berbagai spesies mikroba telah dikumpulkan
dalam database. Kumpulan data spesies tersebut berisi data Klasifikasi, diagnosa
dilakukan analisis berdasarkan perasamaan urutan basa menggunakan jarak
matrik, metode yang sering digunakan adalah Multiple Sequence Alignment
(MSA) (Wulandari, 2011).

Prinsip pengamplifikasi gen 16S rRNA dengan teknik PCR menggunakan
DNA template dapat dibuat pustaka klon gen tersebut. Sekuen dari gen 16S rRNA
tersebut dapat berfungsi dalam mengetahui sifat-sifat dari organisme yang belum
terspesiesi, mengidentifikasi model untuk Kkultivasi (dari kerabat dekat), sintesis
pelacak oligonukleotida bertujuan untuk identifikasi; pemisahan morfologi, fisik,
deteksi pertumbuhan spesifik dalam kultur campuran, dll. Karena kemudahan dan
kecepatannya, saat ini teknik PCR digunakan secara luas sebagai metode dalam

mengamplifikasi fragmen DNA spesifik. Beberapa primer universal yang dapat
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digunakan untuk amplifikasikan gen 16S rRNA pada bakteri, meliputi 23F dan
24F serta 1392R dan 1492R (penomoran primer mengikuti konsensus sekuen 16S
rRNA E. coli) (Zulfiana, 2008).

Fungsi filogenetik menurut Alpert (1994) adalah untuk  menentukan
hubungan ewvolusi diantara subgenera. Dalam studi filogenetik, cara paling tepat
untuk menentukan hubungan kekerabatan beberapa organisme yaitu dengan
membuat pohon filogenetik. Fungsi pohon filogenetik adalah untuk membatasi
taksa masing-masing kelompok individu yang saling terhubung. Pohon filogenetik
terdiri dari node dan cabang. Dimana node mewakili unit taksonomi berupa
individu, spesies dan populasi, sedangkan cabangnya mewakili hubungan antar
unit taksonomi. Satu cabang pada pohon filogenetik dapat menghubungkan dua
node atau lebih yang masih berkerabat. Percabangan tersebut dinamakan opologi

(Sukartiningrum, 2012).

Human
clade
/
e ey e MoJUIS €
root node
Fly \
branch taxon

Gambar 2.5 Struktur pohon filogenetik (Theobald, 2004)
Strukrur pohon filogenetik pada gambar terdiri atas root, branch, node,
branch length, dan clade (Gambar 2.5). Root merupakan nenek moyang semua

taksa, branch menggambarkan hubungan antar taksa. Node mewakili unit
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taksonomi yang berupa suatu spesies. Branch length mewakili jumlah perubahan

yang terjadi. Clade berupa kelompok dua taksa atau lebih (Sukartiningrum, 2012).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini  merupakan jenis penelitian deskriptif kualitatif dan
eksperimental.  Penelitian  bersifat  deskriptif  kualitatif karena data hasil
pengamatan berupa hasil amplifikasi pita DNA gen 16S rRNA. Sedangkan,
penelitian bersifat eksperimental dilakukan dengan eksplorasi keberadaan gen 16S
rRNA dalam isolat bakteri resisten selenat yang berasal dari koleksi Laboratorium

Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Malang.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari — Juni 2019. Bertempat di
Laboratorium Mikrobiologi dan Genetika Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Sedangkan,

sequencing dilakukan di Bioneer Korea Selatan.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf, laminar Air
Flow, inkubator, oven, panci destruks, timbangan analitik, PCR Thermal Cyler,
lemari pendingin -20 °C, seperangkat alat elektroforesis dengan power supply,
gel-doc transilluminator, microwave, mikropipet, tip biru, tip kuning, tip putih,

cawan petri, tabung reaksi, bunsen, gelas ukur 100 ml, gelas beaker, erlenmeyer,

36
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pipet volume, bola hisap, spatula, pengaduk kaca, stirrer, jarum ose, tube 1.5 ml,
sentrifuge, pipet tetes, deck glass, cover glass, korek, Bunsen, plastik, plastic
wrap, alumunium foil, tisu, kapas, karet, kertas label, hotplate, dan spin down.
3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah media Natrium agar,
aquades, alkohol 70%, nuclease free water, sukrosa, loading dye, 2,5 taq
polymerase, natrium selenat (Na2SeOs4), pcr mix, dNTP, GeneRulerTM 1 Kb
Ladder (Intron), ethidium bromide (EtBr), gel agarosa 1 % dan primer 306F dan
935R, 10 isolat bakteri koleksi laboratorium mikrobiologi Universitas Islam

Negeri Malang.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pembuatan Media NA

Media NA dibuat menurut acuan jurnal Tandah (2016) untuk volume 1000
ml media membutunkan Sebanyak 23 gr NA vyang dilarutkan dalam 1000 mi
akuades kemudian media dipanaskan dan diaduk dengan menggunakan magnetik
stirer sampai homogen. Media yang sudah homogen kemudian dituang
dierlenmeyer dengan total volume 20 ml dengan diberi penambahan selenat
(konsentrasi 0; 2,5; 5; 10 mM). Ditutup dengan kasa dan plastik wrap kemudian
disterilisasi pada suhu 121 °C tekanan 1 atm. Media diinkubasi selama 24 jam

pada suhu 37 °C untuk mengetahui adanya kontaminan.
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3.4.2 Preparasi Isolat Bakteri dan Uji Resistensi Selenat

Isolat bakteri disimpan gliserol stok dengan suhu -80 °C. Isolat diambil
sebanyak 10 pul dan dituang dalam media padat NA yang telah diberi campuran
natrium selenat (Na2SeO4) dengan konsentrasi 0, 2,5 5, dan 10 mM. kemudian
diinkubasi selama 24 jam. Penuangan isolat bakteri dilakukan dengan teknik sebar
(Spread Plate). Setelah bakteri tumbuh kemudian dilanjutkan pengujian untuk
mengetahui bakteri tersebut resisten terhadap selenat. Uji resistensi selenat
divjikan terhadap 10 isolat bakteri yang berasal dari koleksi laboratorium
Mikrobiologi  Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Dalam
uji resistensi ini dipilih 4 isolat yang memiliki kemampuan dalam resistensi
selenat. kemudian diinkubasi dengan suhu 25 °C selama 7x24 jam secara
anaerobik. Terbentuknya koloni berwarna merah pada media mengindikasi
terjadinya perubahan selenat menjadi selenium elemental.

3.4.3 Amplifikasi dengan Direct PCR

Proses amplifikasi gen penyandi 16S rRNA dari bakteri pengakumulasi
selenium dilakukan dengan metode Direct PCR Amplification. Metode ini
dilakukan dengan cara mengambil koloni tunggal bakteri dalam cawan petri
menggunakan menggunakan tusuk gigi steril dan dipindahkan ke dalam tube
kemudian ditambahkan PCR mix 25 pL, DNA templatel uL, Primer forward 1 pL
10 pmol, primer reverse 1 pL 10 pmol, ddH20 7,5 pL, PCR mix 12,5 pL. Primer
yang digunakan dalam penelitian ini adalah 306F (5-CCA GAC TCC TAC GGG
AGG CAG C-3 ') sebagai forward primer dan 935R (5'-CGA ATT AAA CCA

CAT GCT CCA C-3 ') sebagai reverse primer. Proses amplifikasi gen penyandi
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16S rRNA dari bakteri pengakumulasi selenium dilakukan dengan kondisi
denaturasi awal yaitu suhu 94 °C selama 2 menit, denaturasi 94 °C selama 30
detik, annealing pada suhu 50 °C selama 40 detik, elongasi pada suhu 72 °C
selama 40 detik dan pemantapan 72 °C selama 2 menit. Proses denaturasi,

annealing dan polimerisasi dilakukan sebanyak 30 siklus.

3.4.4 Uji Kualitas DNA

Sebanyak 250 mL larutan buffer TBE 1x dibuat dengan mencampurkan 5
mL TBE 50x kedalam 245 mL aquades. Gel agarosa 1% dibuat dengan cara 0,2 g
agarosa dilarutkan ke dalam buffer TBE 1x hingga volum 20 mL. seanyak 10 pL
sampel DNA dan 2 pL loading dye 6x dimasukkan kedalam sumur gel.
Elektroforesis dilakukan pada wvoltase 100 V dan waktu running 30 menit.

Kemudian hasil elektroforesis dilihat dngan menggunakan alat Geldoc.

3.4.5 Sekuensing gen penyandi 16S rRNA

Hasil amplifikasi yang didapatkan kemudian dilakukan proses sequencing
menggunakan jasa Bioneer Korea Selatan. Hasil sequencing yang diterima
kemudian dianalisis menggunakan web NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
program BLAST (Basic Local Allignment Search Tools) secara online (Haddad et
al., 2014). Selanutnya data dianalisis dengan cara mensejajarkan sekuens isolat
yang diperoleh dengan sekuens bakteri pembanding yang diperoleh dari GenBank
NCBI (https//www.ncbi.nim.nih.gov/). Kemudian sekuens disejajarkan dengan
program Mega (Thompson, 1997). File fasta hasil penyejajaran kemudian
diimport ke dalam program MEGA 6.0 untuk dibuat pohon filogenetik dengan

menggunakan metode algoritma Neighbor Joining (NJ).
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3.4.7 Analisis Data

Data berupa hasil koloni bakteri yang memiliki kemampuan resisten
terhadap selenat dengan konsentrasi 0; 2,5; 5, dan 10 mM vang disajikan secara
deskriptif dan kualitatif berdasarkan kualitas DNA berdasarkan gen 16S rRNA
menggunakan elektroforesis dengan primer 306F dan 935R. Adapun untuk
mengetahui jenis spesies dilakukan sequencing sehingga diperoleh susunan basa
nukleotidanya dan dilanjutkan pembuatan pohon filogenetik.
3.5 Analisis Integrasi Sains dan Islam

Penelitian ini bertujuan untuk menjadikan Al-Qur’an dan hadits sebagai alat
analisis dalam ilmu pengetahuan Sains sehingga menumbuhkan pemahaman

tentang kesadaran dalam konsep islam.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Kemampuan Bakteri Resisten Selenat

Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari koleksi
laboratorium Mikrobiologi sebanyak 10 isolat yang diberikan kode sebagai
berikut: LM-1, LM-2, LM-3, LM-4, LM-5, LM-6, LM-7, LM-8, LM-9, dan LM-
10. Sampel isolat bakteri selanjutnya diinokulasi kedalam media NA yang
mengandung natrium selenat (Na2SeO4) dengan konsentrasi 0; 2,5; 5, dan 10 mM.
Sampel diinkubasi selama 7 hari dengan suhu 25 °C.

Uji resistensi terhadap selenat bertujuan untuk mendapatkan bakteri yang
mempunyai kemampuan resistensi terhadap selenium yang memiliki toksisitas
tinggi atau dalam bentuk selenat. Menurut Fujita, et al (1997) selenat lebih sukar
dikurangi daripada selenit dikarenakan selenat memiliki nilai oksidasi lebih tinggi
daripada selenit. Hasil uji resistensi selenat pada 10 isolat bakteri tersebut dapat

dilihat pada tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil isolat bakteri yang tumbuh pada media NA dengan diberi
penambahan natrium selenat.

Isolat Bakteri Konsentrasi natrium selenat
0 mM 2,5mM 5mM 10 MM
LM-1 T n - .
LM-2 + . - -
LM-3 T T - .
LM-4 n - - :
LM-5 T " — —
LM-6 T . - .
LM-7 T - - -

42
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LM-8 + - - -
LM-9 + - - -
LM-10 + ¥ - -

Keterangan  : (+) bakteri tumbuh warna putih

(++) bakteri tumbuh warna merah

(-) tidak tumbuh

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa terdapat 3 isolat bakteri yang

resisten terhadap selenat pada konsentrasi 2,5 mM, yakni isolat LM-1, LM-3, LM-
10. Ketiga isolat tersebut mampu tumbuh dalam media yang mengandung 2,5 mM
selenat dengan koloni berwarna putin yang menandakan bahwa isolat tersebut
resisten terhadap selenat tetapi tidak mengakumulasinya. Berdasarkan Ellis et al,
(2004) kemampuan organisme dalam meresistensi selenium dipegang oleh salah
satu enzim yaitu enzim selenometil transferase (SMT). Enzim ini adalah protein
fungsional yang disandi oleh gen SMT. Gen SMT disebut sebagai gen yang
menyandi sifat resistensi selenium dengan cara mengkatalisis proses transfer
gugus metal S-adenosi-metionin untuk memetilasi  selenosistein  menjadi  protein
selenometil selenosistein (Se-MSC) (Nauhierl et al., 1999). Hasil katalisis berupa
selenoprotein yang tidak toksik pada makhluk hidup (Dumont, 2006).

Satu isolat lainnya yakni isolat LM-5 memiliki kemampuan resistensi
terbaik terhadap selenat. Isolat ini mampu tumbuh pada media yang diberi
penambahan selenat pada konsentrasi 10 mM dengan koloni berwarna merah yang
menandakan  bahwa  isolat  tersebut  resisten terhadap selenat  dan
mengakumulasinya. Berdasarkan hal tersebut diketahui bahwa LM-5 memiliki

resistensi tertinggi terhadap selenat (Gambar 4.1.a). Menurut Hunter et al, (2009)

bakteri yang diisolasi berwarna merah muda sampai merah pekat pada media yang
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mengandung selenat disebabkan oleh akumulasi dari unsur ini. Warna merah
mengindikasikan selenat yang berwarna merah (lampiran 7) telah dirubah menjadi
selenium elemental dalam tubuh bakteri (Avendafio et al., 2016). Selenium
elemental disimpan sebagai granul diskrit dalam sitoplasma (Tomei et al., 1995).
Oremland et al, (2004) menyatakan bahwa akumulasi granul (Se®) dapat terjadi

secara intraseluler maupun ekstraseluler.

Gambar 4.1 a) koloni isolat LM-5 yang diberi selenat dengan konsentrasi 10 mM,
b,c,d) koloni isolat LM-1, LM-3, dan LM-10 yang diberi selenat dengan
konsentrasi 2,5 mM.

Hasil pengamatan pada isolat lain, yaitu: LM-2, LM-4, LM-6, LM-7, LM-
8, dan LM-9 tidak ditumbuhi koloni bakteri yang menandakan isolat tersebut tidak
resisten terhadap selenat. Berdasarkan Avendaiio et al, (2016) bakteri yang tidak
memiliki pelengkap enzimatik maka tidak dapat melakukan proses respirasi
selenat. Proses tersebut bertujuan untuk mereduksi selenat menjadi selenit.

Mekanisme reduksi secara umum menurut Macy, et al (1993) yaitu mereduksi
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selenat (Se04%") menjadi selenit (Se032") pada bagian membran periplasmik. Raksi
reduksi selenat melibatkan 2 donor eletkron (e7) dan 2 ion hidrogen H* yang
menghasilkan selenit dan 1 molekul air (H20). rekasi ini dibantu oleh serABC
yang merupakan ezim hasil sekresi dari membran periplasmi bakteri yaitu
reduktase selenat yang berperan dalam menyediakan donor eletkron (e7). Selenit
kemudian direduksi kembali menjadi selenium elemental (Se®) dalam tubuh
bakteri (Debieux et al., 2011). Salah satu mekanisme selenit (SeO3z%") menjadi
selenium elemental (Se®) terjadi karena adanya donor 4 eletkron (e) dan 6 ion
hidrogen H*, yang bereaksi dengan selenit (SeOs?”) sehingga membentuk 3
molekul air (H20). Reduksi selenat (SeO4?") menjadi selenium elemental (Se®)
dimediasi oleh tiol disitoplasma sebagai bagian dari detoksifikasi mikroba. Tiol
menurut Neuhierl, et al (1999) merupakan salah satu enzim pereduksi senyawa
selenium, tiol mengandung glution (GSH) dan thioredoxin (TRX) yang diseksresi

oleh sitosol dengan fungsi melindung sel dari berbagai stress oksidati.

4.2 ldentifikasi Molekuler bakteri yang memiliki kemampuan resisten
terhadap selenat berdasarkan gen 16S rRNA

Berdasarkan uji resistensi selenat terhadap sepuluh isolat bakteri terdapat
empat isolat yang resisten terhadap selenat yaitu isolat LM-1, LM-3, LM-5 dan
LM-10. Empat isolat tersebut kemudian diidentifikasi lebih lanjut berdasarkan gen
16S rRNAnya. Menurut Armougom and Raoult (2009) gen 16S rRNA dapat ini
digunakan sebagai penanda molekuler untuk penentuan spesies bakteri.
Kemiripan urutan basa nukleotida gen 16S rRNA dapat digunakan sebagai “gold

standard” untuk mengidentifikasi bakteri sampai pada tingkat spesies
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Amplifikasi gen penyandi 16S rRNA pada isolat bakteri LM-1, LM-3, LM-
5 dan LM-10 dilakukan dengan menggunakan metode Direct PCR. Direct PCR
menurut Sunarno, et al (2013) merupakan metode diagnostik yang cepat, mudah,
dan terjangkau. Hal tersebut karema Direct PCR tidak membutuhkan proses
ekstraksi DNA. Produk dari Direct PCR kemudian di elektroforesis pada gel
agarosa (1%) untuk mengetahui ukuran dan ada tidaknya pita DNA dengan
menggunakan primer spesifik 306F dan 935R. Amplifikasi daerah gen 16S rRNA
dari isolat bakteri resisten selenat diharapkan menghasilkkan amplifikasi fragmen

DNA tunggal dengan ukuran sekitar 650 bp (Romaidi and Ueki, 2016).

Gambar 4.2 Hasil Elektroforesis

Hasil divisualisasi dengan gel doc yang menunjukkan bahwa band dari
isolat bakteri LM-1, LM-3, LM-5, dan LM-10 terletak pada daerah dengan ukuran
sekitar 650 bp (Gambar 4.2). berdasarkan penelitian Rinanda (2011) bahwa gen

16S rRNA berukuran sekitar 1550 pasang basa dan sekitar 500 basa dibagian
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ujung sekuens merupakan daerah yang disebut dengan hypervariable region.
Daerah ini merupakan bagian yang membedakan antar organisme lain. Primer
yang digunakan dalam amplifikasi sekuens akan mengenali daerah yang
conserved dan mengamplifikasi hypervariable region, dengan demikian akan
diperoleh sekuens yang khas pada organisme tersebut.

Berdasarkan gambar 4.2 terlihat pita tunggal hasil PCR 16S rRNA pada
hasil visualisasi elektroforesis gel agarosa 1%, hal tersebut mengindikasikan
bahwa kedua pasang primer dapat mengamplifikasi secara spesifik fragmen DNA
yang diharapkan, yakni sekitar 650 bp. Dari hasil visualisasi elektroforesis, maka
semua sampel selanjutnya dikirim untuk proses sekuensing. Adapun hasil
sekuensing kemudian di Blast pada web server NCBI sehingga dipeoleh nama

spesies dari bakteri resisten selenium (Tabel 4.2).

Tabel 4.4 Hasil Blast Isolat Bakteri Resisten Selenat

No Kode Hasil Blast
Isolat Nama Spesies Identifikasi Seq Id

1 LM-1 Bacillus megaterium 99,33% NR116873.1
ATCC 14581

2 LM-3 Bacillus megaterium 99,66% GU143907.1

Y108-01

3 LM-5 Bacillus megaterium 99.33% NR.113800.1
NBRC 15715

4 LM-10 Bacillus megaterium 74 99,83% KX216392.1

Berdasarkan hasil uji blast semua sekuens DNA isolat bakteri resisten
selenat disejajarkan dengan sekuens DNA bakteri lainnya yang terdapat pada
server NCBI untuk mengetahui tingkat kemiripannya. Hasil penelitian

menunjukkan Kode isolat LM-1 mempunyai kemiripan pada spesies Bacillus
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megaterium ATCC 14518 sebesar 99,33%, LM-3 mirip dengan Bacillus
megaterium Y108-01 sebesar 99,66%, LM-5 mirip dengan Bacillus megaterium
NBRC 15715 sebesar 99,33%, dan LM-10 mirip dengan Bacillus megaterium 74
sebesar 99,83%. Menurut Pangastuti (2006) Derajat kesamaan urutan basa gen
penyandi 16S rRNA lebih dari 97% bukan spesies baru atau termasuk dalam satu
spesies. Bacillus megaterium merupakan bakteri aerob, gram positif, berbentuk
batang dengan ukuran sel sekitar 1,2-1,5 pm dengan panjang 2,0-2,4 um, bentuk
sel-sel silindris, dan endospora kebanyakan dibentuk dalam 48 jam dengan suhu
optimum untuk pertumbuhannya antara 28-35 °C dan suhu maksimumnya antara

40-45 °C (Holt et al.,1994).

Isolat LM-5 merupakan isolat bakteri yang memiliki tingkat resistensi
tertinggi terhadap selenat sampai 10 mM, sedangkan isolat lain (LM-1, LM-3-,
dan LM-10) mampu resisten terhadap selenat hanya sampai 2,5 mM. Hal tersebut
menurut penelitian Safura (2018) isolat LM-5 diambil dari lokasi yang memiliki
kadar selenium paling tinggi Dengan demikian isolat bakteri tersebut memiliki
kemampuan resistensi tertinggi. Menurut Chojnacka (2010) bakteri yang diisolasi
dari lingkungan yang tercemar logam sangat potensial digunakan sebagai agen
bioremediasi  karena memiliki toleransi dan resistensi logam yang ada

disekitarnya.

Hasil Dblast sekuens kemudian disejajarkan untuk pembuatan pohon
filogeni. Metode yang digunakan dalam rekonstruksi pohon filogenetik yaitu
Neighbor Joining method (Tamura et al., 2011). Berdasarkan hasil rekonstruksi

pohon filogenetik diketahui bahwa keempat isolat (LM-1, LM-3, LM-5 dan LM-
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6) terdapat dalam satu klad dengan sekuens Bacillus lain yang digunakan sebagai
pembanding in group. Hal ini menunjukkan kekerabatan yang dekat. Sedangkan
sekuens Staphylococcus xylosus digunakan sebagai out group yang menandakan
adanya perbedaan dengan in group, meskipun dalam satu kingdom (Gambar 4.3).

LM-10

GU143907.1 Bacillus_megaterium_strain_Y18-01 165 ribosomal RNA gene_partial_sequence

LM

LM-3
L1

5

LM643725.1 Staphylococcus_xylosus_partial 165 RNA gene isolate NBES-3

04

Gambar 4.3 Rekonstruksi pohon filogeni isolat bakteri yang resisten terhadap
selenium.

Allah menciptakan alam seisinya sebagai rahmat untuk kemaslahatan umat
manusia. Manusia berhak untuk memanfatkan kekayaan alam semaksimal
mungkin untuk meningkatkan kesejahteraan mereka serta sebagai bentuk rasa
syukur atas nikmat yang telah diberikan oleh Allah SWT. Makhluk ciptaan-Nya
tersebut terdiri dari berbagai macam jenis tumbuhan, hewan maupun
mikroorganisme. Seperti yang disebutkan dalam Al-Qur’an surat Al-Bagarah ayat

26:

NR_113800.1 Bacillus flexus strain NBRC 15715 165 ribosomal RNA partial sequance
10 ', NR_043401.1 Bacillus_megaterium _strain_IAM 13418 165 ribosomal RNA partial sequance
16 NR_024691.1 Bacillus flexus strain_[FO15715 163 ribosomal RNA partial_sequence
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Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa
nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman,
maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi
mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan ini untuk
perumpamaan?”. Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan
Allah, dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya
petunjuk. Dan tidak ada yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik

Lafadz 83 W& (“atau yang lebih rendah dari itu”) pada ayat diatas
maksudnya yaitu sesuatu yang lebih rendah dari nyamuk dalam hal makna dan
fisik mengingat nyamuk adalah makhluk kecil yang tidak berarti. Adapun ukuran
hewan yang lebih kecil dibanding nyamuk antara lain yaitu bakteri. Bakteri adalah
organisme uniselluler dan prokariot serta umumnya tidak memiliki klorofil dan
berukuran renik (mikroskopis). Bakteri merupakan organisme yang paling banyak
jumiahnya dan lebih tersebar luas dibandingkan mahluk hidup yang lain. Bakteri
memiliki ratusan ribu spesies yang hidup di darat hingga lautan dan pada tempat-
tempat yang ekstrim. Terdapat bakteri yang menguntungkan dan ada pula yang

merugikan (Warsito, 1995).

Bakteri yang resisten terhadap selenium merupaka jenis bakteri yang
menguntungkan karena mampu mendetoksifikasi selenium yang bersifat toksik
menjadi tidak toksik sehingga tidak berbahaya dilingkungan. Dalam konteks

agama kerusakan lingkungan bertentangan dengan tugas dan fungsi manusia

sebagai hamba Allah dan Khalifatllah fil ardl’ yang berkewajiban untuk



51

melakukan proses pengelolahan dan pemeliharaan alam dan lingkungan sebagai

media untuk beribadah kepada Allah.

Berdasarkan hal tersebut dapat dipahami bahwa terdapat pesan yang
terkandung dalam Al-Qur’an yang bersifat menyeluruh, tidak hanya berputar
dalam persoalan agama, melainkan juga terdapat ilmu pengetahuan atau Sains.
Manusia dapat mengambil pesan dalam Al-Qur’an berupa ilmu pengetahuan
untuk menjalankan tanggung jawab sebagai khalifah. Menurut Fakhri (2010) Al-
Qur’an adalah landasan religius seluruh aspek kehidupan. AlFQuran merupakan
inspirasi kehidupan yang mengarah kepada kebenaran dan kebaikan, memberikan

ide moral pada selurun aspek kehidupan manusia.

Penelitian ini  bertujuan memberikan informasi tentang kemampuan isolat
bakteri dalam resisten terhadap selenat. Isolat bakteri yang memiliki kemapuan
dalam meresistensi selenat sehingga merubah dari selenat yang bersifat toksik
menjadi  tidak toksik, kemudian dilakukan uji lanjutan secara molekuler
berdasarkan gen 16S rRNA untuk mengetahui jenis spesiesnya. Fungsi dari
identifikasi molekuler dapat digunakan sebagai referensi dan solusi dalam
menanggulangi pencemaran akibat selenium. Dengan berkurangnya pencemaran
dan pengerusakan maka akan membuat kesejahteraan selurun makhluk dibumi ini.

Hal tersebut sesuai dengan tugas khalifah yaitu memakmurkan bumi.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dalam penelitian ini meliputi:

1. Berdasarkan hasil uji resistensi 10 isolat bakteri koleksi Laboratorium
Mikrobiologi  Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang
terhadap selenat didapatkan 3 isolat bakteri yaitu LM-1, LM-3, dan LM-10
yang resisten terhadap selenat pada konsentrasi 2,5 mM dan 1 isolat bakteri
yaitu LM-5 yang resisten terhadap selenat pada konsentrasi 10 mM.

2. Berdasarkan uji identifikasi molekuler terhadap keempat isolat resisten
selenat tersebut didapatkan hasil bahwa bahwa LM-1 mempunyai kemiripan
dengan Bacillus megaterium ATCC 14581 sebesar 99,33%, LM-3 dengan
Bacillus megaterium Y108-01 sebesar99,66 %, LM-5 dengan Bacillus
megaterium NBRC 15715 dengan Bacillus megaterium NBRC 15715 sebesar

99,33%, dan LM-10 dengan Bacillus megaterium 74 sebesar 99,83%.

5.2 Saran
Saran dalam penelitian ini adalah:
1. Perlu dilakukan wuji resistensi isolat bakteri terhadap selenat dengan
menggunakan jenis media lainnya selain NA.
2. Perlu dilakukan identifikasi gen SMT untuk mengetahui mekanisme

resistensi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Persiapan Sediaan Larutan Natrium selenat (Na;SeOz)

1. Pembuatan Larutan Stok Natrium Selenat (Na2SeO4) 100 mM
Masa molar Natrium Selenit (Na2SeOs) =173 g/mol
1M =1000 MM ==173 g/L

100 MM =173 g/L = 17,3 g/L
10
1 L atau 1000 mL = 17300 mg = 17,3 g/L
1000mL

100mL =1739 =1,73¢g
10

Jadi, cara untuk membuat larutan stok 100 mM dalam 100 mL yaitu
dengan menimbang natrium selenat sebanyak 1,73 g, kemudian dilarutkan
pada 100 mL aquades dan dihomogenkan. Selanjutnya larutan stok dipindah
ke dalam tabung sentrifus steril menggunakan milipore dan spuit agar

terhindar dari kontaminan.
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2. Pembuatan Larutan perlakuan natrium selenat
Untuk mendapatkan volume larutan natrium selenat yang akan
digunakan sebagai perlakuan pada uji resistensi menggunakan media padat di

cawan petri dapat dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

V1.M1 =V2.M2

Keterangan:

V1 =Volume larutan yang diambil dari stok natrium selenat

V2 = Volume total media pada cawan petri

M1 = Konsentrasi larutan stok natrium selenat

M2 = Konsentrasi larutan natrium selenat yang digunakan

e Pembuatan larutan perlakuan 5 mM natrium selenat

V1.M1l=V2.M2
V1.100mM =20ml .5 mM
Vi= 100 =1ml
100

e Pembuatan larutan perlakuan 10 mM natrium selenat

V1.M1 = V2. M2

V1.100mM =20ml .10 mM

V1= 200=2ml
100
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Lampiran 2. Identifikasi Makroskopis

koloni isolat LM-1 yang diberi selenat dengan konsentrasi 2,5 mM
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koloni isolat LM-10 yang diberi selenat dengan konsentrasi 2,5 mM
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Lampiran 3. Identifikasi Mikroskopis

1. lIsolat LM-5 perbesaran 100x

2. lIsolat LM-3 Perbesaran 400x

3. Isolat LM-5 perbesaran 400x

4. Isolat LM-10 perbesaran 400x
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Lampiran 4. Nilai alignment pada proses BLAST di NCBI

1. Urutan Basa nukleotida LM-1

AATGATTCGCATGGACGAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
TACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGTTTTAAA
TTCGAAA

2. Urutan Basa nukleotida LM -3

AATGGCACCTTCGCATGGACGAAGTCTGACGGAGCAACGCCGLGTG
AGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGTTT
TAAATTCGA

3. Urutan Basa nukleotida LM -5

AAGGATTCGCATGGACGAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
GTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCT
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TAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGATGGTTTTTAAT
TTTCGAA

. Isolat Bakteri LM-10

GATGGACTTCGCATGGACGAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTC
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAAC
GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTTTTTT
ATTCCCG
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Lampiran 5. Hasil alignment dengan MEGA 6.0

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DEHY| =@M wY ot [o iR %l

DNASequences Translaled Protein Sequences

SpECiES/AbbE’V Gr * * * LR * * LS ok x *
1. NR_113800.1 Bacillus_flexus_strain WBRC_15715_l&5_ribosomal I
2. IM-1

3. NR_043401.1 Bacillus_megaterium strain IAM 13418 165 riboso:
4. IM-3

5. NR_024631.1 Bacillus_flexus_strain IFO015715_165_ribosomal R
©

7

2

9

. IM-5

. IM-10

. GU143907.1_Bacillus megaterium strain Y18-01 165 ribosomal |
- 1M643725.1_Staphylococcus_xylosus _partial 165_rRNA gene_iso|
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Lampiran 6. Warna selenium padatan
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