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Uji Reduksi dan Identifikasi Isolat Bakteri Resisten Vanadium dari
Pertambangan Minyak Bumi Desa Wonocolo Kecamatan Kedewan
Kabupaten Bojonegoro

Radhwa Hayyu A.H., Bayu Agung Prahardika, Oky Bagas Prasetyo

ABSTRAK

Vanadium merupakan golongan logam transisi yang memiliki nomor atom 23. Bilangan
oksidasi vanadium terdiri dari -1, +1, +2, +3, +4, dan +5. Vanadium bersifat toksik pada
tingkat oksidasi +4 dan +5. Kandungan logam vanadium di wilayah pertambangan
minyak Wonocolo sebesar 325,48 uM, sedangkan ambang batas kadar vanadium pada
perairan sebesar 1,963 uM. Oleh karena itu, digunakan bakteri sebagai agen bioremediasi
untuk menanggulangi pencemaran logam vanadium. Bakteri yang digunakan pada
penelitian ini merupakan bakteri resisten vanadium (V) yang telah diuji resistensi pada
penelitian sebelumnya. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui spesies bakteri serta
kemampuannya dalam mereduksi logam vanadium. Metode yang digunakan pada
penelitian ini meliputi peremajaan bakteri resisten vanadium menggunakan media
tryptone yeast glucose agar (TYG Agar) dengan penambahan sodium orthovanadate
(NaV0s) konsentrasi 0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM. Dilakukan identifikasi
secara makroskopis dan mikroskopis pada koloni bakteri yang tumbuh. Kemudian
dilakukan pembuatan kurva pertumbuhan bakteri dan dilanjutkan uji reduksi
menggunakan media TYG Broth dengan penambahan sodium orthovanadate (NaVO3)
konsentrasi 0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM. Kemampuan bakteri dalam
mereduksi vanadium diukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang
526 nm. Hasil uji reduksi menunjukkan bahwa isolat S2-4 mereduksi vanadium (V)
menjadi vanadium (IV) yang ditandai dengan adanya perubahan pada media cair dari
kuning ke biru-kehijauan. Kemampuan mereduksi logam vanadium paling optimal
terdapat pada konsentrasi 15 mM dengan persentase sebesar 84,33%. Isolat S2-4
memiliki karakteristik bentuk koloni irregular, permukaan raised, dan bentuk tepi entire.
Isolat bakteri S2-4 merupakan bakteri basil Gram positif.

Kata kunci: Reduksi vanadium, identifikasi, bakteri resisten vanadium, pertambangan
minyak bumi
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Reduction Test and ldentification of Vanadium Resistant Bacterial Isolates
from Petroleum Mining in Wonocolo Village, Kedewan District, Bojonegoro
Regency

Radhwa Hayyu A.H., Bayu Agung Prahardika, Oky Bagas Prasetyo

ABSTRACT

Vanadium is a group of transition metals having the atomic number 23. The oxidation
numbers for vanadium consist of -1, +1, +2, +3, +4, and +5. Vanadium is toxic at the +4
and +5 oxidation states. The vanadium metal content in the Wonocolo oil mining area
was 325.48 puM, while the vanadium level in the waters was 1.963 uM. Therefore,
bacteria are used as bioremediation agents to tackle the contamination of vanadium metal.
The bacteria used in this study are vanadium (V) resistant bacteria that have been tested
for resistance in previous studies. The purpose of this study was to determine the species
of bacteria and their ability to reduce vanadium metal. The method used in this study
included rejuvenation of vanadium resistant bacteria using tryptone yeast glucose agar
(TYG Agar) media with the addition of sodium orthovanadate (NaVO3) at concentrations
of 0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, and 20 mM. Macroscopic and microscopic
identification was carried out on the growing bacterial colonies. Then the bacterial growth
curve was made and continued with the reduction test using TYG Broth media with the
addition of sodium orthovanadate (NaVVO3) concentrations of 0 mM, 5 mM, 10 mM, 15
mM, and 20 mM. The ability of bacteria to reduce vanadium was measured using a
spectrophotometer with a wavelength of 526 nm. The results of the reduction test showed
that the S2-4 isolate reduced vanadium (V) to vanadium (IV) which was indicated by a
change in the liquid medium from yellow to blue-greenish. The optimal ability to reduce
vanadium metal is found at a concentration of 15 mM with a percentage of 84.33%.
Isolate S2-4 has a characteristic irregular colony shape, raised surface, and entire edge
shape. The S2-4 bacterial isolate is a Gram-positive bacil bacteria.

Keywords: Vanadium reduction, identification, vanadium resisten bacterial, petroleum
mining
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kegiatan pembangunan industri di Indonesia semakin meningkat,
diantaranya yaitu industri migas, pertanian, dan industri non migas. Hal tersebut
dapat menyebabkan kerusakan lingkungan. Kerusakan lingkungan dapat terjadi
karena limbah yang dihasilkan dari industri-industri tersebut mencemari perairan,
udara, dan tanah. Limbah tersebut dapat berupa limbah B3, logam berat, dan
bahan-bahan kimia seperti pestisida (Mulyani & Rijal, 2018). Lingkungan
perairan yang tercemar memiliki ciri-ciri pH air yang tinggi, air menjadi berbau
dan berwarna, suhu air menjadi lebih tinggi, dan memiliki rasa baik itu asin,
manis, atau asam (Dinas Lingkungan Hidup, 2020).

Pencemaran logam berat menjadi salah satu masalah yang harus dihadapi di
masa sekarang. Salah satu lingkungan yang terdampak dari adanya pencemaran
yaitu wilayah perairan. Secara umum pencemaran dapat disebabkan secara alami
maupun oleh aktivitas manusia. Menurut Siaka et al. (2016) pencemaran secara
alami dapat disebabkan karena tanah longsor, hujan, dan pengikisan batuan.
Sedangkan pencemaran yang disebabkan oleh aktivitas manusia antara lain limbah
dari hasil kegiatan industri, limbah rumah tangga, dan limbah pertanian. Selain
itu, pencemaran logam berat dapat berasal dari aktivitas manusia seperti
pertambangan minyak bumi.

Kebutuhan minyak bumi di Indonesia masih mendominasi dengan
persentase 31,5% pada tahun 2014 dan pada tahun 2016 Negara Indonesia

menduduki peringkat ke-21 sebagai penghasil minyak bumi terbesar di dunia.



Minyak bumi tersebut digunakan sebagai bahan baku industri, bahan pembangkit
listrik, dan bahan bakar kendaraan (Sugiyono et al., 2016). Terdapat tujuh
provinsi penghasil minyak bumi di Indonesia yaitu Sumatera Selatan, Kepulauan
Riau, Papua Barat, Sektor Laut Jawa, Riau, Jawa Timur, dan Kalimantan Timur
(Jurdilla et al., 2019).

Aktivitas pertambangan minyak di Indonesia telah dilakukan sejak zaman
penjajahan Belanda. Berdasarkan data SKK Migas pada tahun 2016 terdapat
13.824 sumur minyak peninggalan Belanda dan diantaranya terdapat 745 sumur
yang masih aktif. Aktivitas pertambangan minyak pada sumur-sumur tersebut
telah dilakukan sebelum tahun 1970. Salah satu sumur peninggalan Belanda
terdapat di Desa Wonocolo, Kecamatan Kedewan, Kabupaten Bojonegoro
(Handrianto et al., 2012).

Aktivitas pertambangan minyak bumi di Desa Wonocolo masih dilakukan
secara tradisional yang tersebar di 44 sumur yang dalam sehari mampu
memproduksi minyak sebanyak 25.771 liter (Handrianto et al., 2012). Aktivitas
penambangan tentunya akan menghasilkan limbah minyak yang mengandung
beberapa logam. Logam-logam tersebut antara lain besi (Fe), seng (Zn), tembaga
(Cu), timbal (Pb), dan merkuri (Hg) (Owamah, 2013). Selain itu terdapat juga
logam vanadium (V) (Van Marwijk et al., 2009). Kandungan logam vanadium
yang terdapat di wilayah pertambangan minyak Wonocolo sudah melewati batas
standar sebesar 325,48 puM (lhsanuddin, 2018). Sedangkan ambang batas logam
vanadium menurut Peraturan Menteri Negara Lingkungan Hidup Republik
Indonesia Nomor 02 Tahun 2011 pada limbah cair sebesar 1,963 M.

Berdasarkan hal tersebut, logam vanadium telah melampaui ambang batas yang



ditetapkan oleh Menteri Lingkungan Hidup, sehingga perlu dilakukan upaya
untuk menanggulanginya. Berdasarkan penjelasan tersebut manusia seharusnya
tidak mengeksploitasi sumber daya alam secara berlebihan. Sebagaimana firman
Allah dalam QS.Al-Maidah ayat 77 yang berbunyi:

2

G 13k 1588 5l s OB (15 36 58 21581 158 W5 a1 i i 13 1318 Y i G
Jaldll ¢35

Artinya: Katakanlah (Muhammad), “Wahai Ahli Kitab! Janganlah kamu
berlebih-lebihan dengan cara yang tidak benar dalam agamamu. Dan janganlah
kamu mengikuti keinginan orang-orang yang telah tersesat dahulu dan (telah)
menyesatkan banyak (manusia), dan mereka sendiri tersesat dari jalan yang
lurus.” (QS.Al-Maidah ayat 77).

Ayat tersebut merupakan peringatan kepada dua kelompok Ahl al-Kitab
agar tidak melampaui batas serta mengikuti hawa nafsu layaknya orang Yahudi
serta Nasrani. Kata (\333) taghlu yang artinya kamu berlebih-lebihan, digunakan
juga untuk mengetahui hakikat suatu hal dengan sungguh-sungguh serta
menganalisis yang tersembunyi dari suatu teks, karena itu ditambahkan kata ( ¢
;353\) ghair al-haq yang artinya tidak benar atau tercela. Dengan demikian tidak
diperbolehkan berlebihan dalam suatu hal dengan cara yang tercela, seperti
mengeksploitasi sumber daya alam sehingga menyebabkan pencemaran
lingkungan dan kondisi lingkungan menjadi tidak stabil (Shihab, 2002).

Vanadium merupakan golongan logam transisi dan termasuk komponen
esensial dalam tubuh yang memiliki nomor atom 23 (Pessoa et al., 2014)
(Domingo & Gomez, 2016). Bilangan oksidasi vanadium terdiri dari -1, +1, +2,

+3, +4, dan +5. Tingkat oksidasi vanadium yang lebih rendah seperti vanadium



(1) dapat berubah menjadi vanadium (IV) melalui hidrolisis atau oksidasi
(Nedrich et al., 2018). Bilangan oksidasi vanadium yang paling umum yaitu +2,
+3, +4 (vanadyl), dan +5 (vanadate) (Taroni, 2017). Semakin tinggi bilangan
oksidasi logam vanadium maka akan semakin berbahaya. Vanadium akan bersifat
toksik pada tingkat oksidasi +4 dan +5, meskipun bersifat toksik vanadium
termasuk komponen esensial yang dibutuhkan dalam tubuh (Van Marwijk et al.,
2009). Kandungan mineral vanadium dalam tubuh berkisar antara 10 pg/hari dan
dapat ditemukan pada jaringan lemak. Mineral vanadium berfungsi dalam
metabolisme lipid dan glukosa (Barceloux, 1999).

Pencemaran vanadium berasal dari debu vulkanik dan industri batubara
serta minyak mentah (Rehder, 2016). Selain itu vanadium juga dapat berasal dari
industri keramik, karena vanadium pentoksida digunakan dalam pembuatan
keramik (Lide, 2001). Vanadium dimanfaatkan dalam proses produksi perkakas
yang tahan karat dan digunakan sebagai penstabil karbida dalam membuat baja.
Sehingga limbah dari industri tersebut dapat mengandung vanadium (Barceloux,
1999).

Senyawa vanadium dapat bersifat karsinogenik pada manusia. Menurut
Assem & Levy (2009), paparan berlebih dari logam vanadium di udara dapat
menyebabkan iritasi mata, gangguan pada saluran pernafasan serta, memberikan
efek yang lainnya pada paru-paru. Selain itu vanadate dan vanadyl dapat
menyebabkan aneuploidi, inflamasi, dan bersifat karsinogenik pada paru-paru.
Korbecki et al. (2015) juga menjelaskan bahwa logam vanadium dapat
menyebabkan proliferasi sel, dan apoptosis sel. Yang et al. (2017) menjelaskan

bahwa vanadium yang terakumulasi di dalam tubuh manusia dapat menyebabkan



asma, rinitis, anemia, uremia, dan kanker paru-paru. Nedrich et al. (2018)
menyatakan bahwa vanadate bersifat racun pada setiap organisme dikarenakan
mampu menghambat berbagai metabolisme tubuh, termasuk fosfohidrolase dan
enzim. Berbagai penyakit tersebut dapat dihindari apabila manusia mampu
menjaga lingkungan, sebagaimana firman Allah dalam QS.Ar-Rum ayat 41 yang
berbunyi:
Oentn péld 13t (o) (mt 240 I (ol i Ly Al a3l e
Artinya: Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan perbuatan
tangan manusia; Allah menghendaki agar mereka merasakan sebagian dari

(akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar)

(QS.Ar-Rum ayat 41).

Peran manusia di muka bumi sebagai khalifah memiliki tanggung jawab
untuk mencegah berbagai kerusakan yang terjadi di bumi. Kata (3\2-33‘) al-fasad
menurut al-Ashfahani adalah terjadinya ketidakseimbangan, baik sedikit maupun
banyak. Kata tersebut mengacu pada fisik maupun rohani atau hal lainnya. Dari
ayat tersebut dijelaskan bahwa kerusakan yang terjadi merupakan akibat dari ulah
manusia sehingga terjadi ketidakseimbangan serta berkurangnya nilai manfaat
yang diperoleh dari darat ataupun perairan. Salah satu contoh ketidakseimbangan
yang disebabkan oleh manusia adalah terjadinya pencemaran baik di wilayah
perairan maupun daratan. Allah SWT telah menciptakan alam dengan kondisi
yang seimbang serta disesuaikan dengan kebutuhan hidup manusia di bumi.
Tetapi mereka melakukan kegiatan yang mengganggu hingga menyebabkan

rusaknya alam, sehingga terjadilah ketidakseimbangan di alam (Shihab, 2002).



Pencemaran logam vanadium di Wonocolo sudah melewati ambang batas
sehingga perlu dilakukan upaya untuk menanggulangi. Salah satu cara yang dapat
dilakukan untuk menanggulangi cemaran logam vanadium vyaitu dengan
melakukan remediasi. Remediasi dapat dilakukan secara fisik, kimia, dan biologi.
Metode remediasi secara biologi terdiri atas fitoremediasi dan bioremediasi.
Menurut Kurniawan & Ekowati (2016) bioremediasi merupakan cara yang aman
dan tidak menimbulkan dampak negatif pada lingkungan karena memanfaatkan
makhluk hidup sebagai agen bioremediasi, sehingga dari segi biaya akan lebih
hemat. Srinivas (2008) menjelaskan bahwa, bioremediasi merupakan cara untuk
mereduksi polutan menggunakan bantuan mikroorganisme baik bakteri maupun
jamur. Beberapa mikroorganisme seperti bakteri telah resisten terhadap polutan
logam berat, baik pada lingkungan air maupun darat. Logam berat tersebut
digunakan oleh bakteri sebagai mikronutriennya.

Beberapa contoh bakteri yang dapat digunakan sebagai bioremediasi logam
vanadium menurut Ueki et al. (2019) yaitu Pseudomonas isachenkovii, Ralstonia
sp., dan Styela plicata. Pseudomonas isachenkovii yang diisolasi dari usus
Ascidian diketahui toleran terhadap vanadium dengan konsentrasi 6 mM. Selain
ketiga spesies bakteri tersebut, Romaidi & Ueki (2016) menjelaskan bahwa
terdapat bakteri resisten vanadate dengan konsentrasi 10 mM vyaitu Vibrio
splendidus, Vibrio tasmaniensis, Vibrio tapetis, Shewanella kaireitica, Shewanella
pasifica, dan Shewanella olleyana. Bakteri-bakteri tersebut diisolasi dari organ
intestinal Ascidian. Shewanella oneidensis mampu tumbuh dengan adanya
vanadate sebagai akseptor elektron tunggal dan mereduksi vanadate menjadi ion

vanadyl.



Bakteri yang digunakan pada penelitian ini merupakan isolat bakteri dari
Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim
Malang yang diisolasi dari pertambangan minyak bumi Wonocolo. Dari hasil
isolasi tersebut diperoleh 15 isolat bakteri, kemudian 15 isolat tersebut
ditumbuhkan pada media dengan konsentrasi logam vanadium (V) 0 mM, 5 mM,
10 mM, 15 mM, dan 20 mM dan diuji resistensinya. Uji resistensi dilakukan
dengan menggunakan metode difusi agar dan diperoleh enam isolat bakteri yang
menghasilkan zona bening pada semua konsentrasi logam vanadium (V).
Kemudian dilakukan pengukuran diameter zona bening dan menunjukkan hasil
bahwa isolat bakteri S2-4 merupakan bakteri paling resisten. Hal tersebut
ditunjukkan dengan diameter zona bening yang dihasilkan sebesar 0,3 mm pada
konsentrasi logam vanadium 20 mM (lhsanuddin, 2018). Apabila ukuran zona
hambat lebih dari 1 mm maka bakteri tersebut tergolong ke dalam bakteri sensitif,
apabila ukuran zona hambat kurang dari 1 mm bakteri tersebut tergolong bakteri
yang resisten (Sabdono, 2009). Pada penelitian sebelumnya belum dilakukan uji
reduksi logam vanadium dan penelitian mengenai uji reduksi vanadium dari
pertambangan minyak masih jarang dilakukan. Sehingga penelitian ini penting
dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dari pertambangan minyak

dalam mereduksi vanadium.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini yaitu:
1. Bagaimana kemampuan isolat bakteri S2-4 dari pertambangan minyak

Wonocolo dalam mereduksi logam vanadium?



2. Bagaimana karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri S2-4
dari pertambangan minyak Wonocolo?
1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini untuk:

1.

Mengetahui kemampuan isolat bakteri S2-4 dari pertambangan minyak
Wonocolo dalam mereduksi logam vanadium.
Mengetahui karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri S2-4

dari pertambangan minyak Wonocolo.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini yaitu:

1.

Memberikan informasi mengenai Kkarakteristik makroskopis dan
mikroskopis bakteri yang mampu mereduksi logam vanadium.

Isolat bakteri S2-4 dapat digunakan sebagai agen bioremediasi
pencemaran logam vanadium pada pertambangan minyak Wonocolo
Kabupaten Bojonegoro.

Isolat bakteri S2-4 yang mampu mereduksi logam vanadium dapat
digunakan untuk bioaugmentasi pada pertambangan minyak Wonocolo

Kabupaten Bojonegoro.



1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini yaitu:

1.

Isolat yang digunakan merupakan koleksi isolat bakteri S2-4 yang resisten
vanadium dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang yang telah diisolasi sebelumnya dari
limbah cair tambang minyak Wonocolo Kabupaten Bojonegoro.

Media yang digunakan untuk uji pada penelitian ini yaitu TYG (Tryptone,
Yeast, Glucose).

Logam vanadium yang digunakan adalah sodium metavanadate (NaVO3)
dengan bilangan oksidasi +5.

Konsentrasi logam vanadium (V) yang digunakan yaitu 0 mM, 5 mM, 10
mM, 15 mM, dan 20 mM.

Identifikasi makroskopis yang dilakukan meliputi bentuk koloni, bentuk
tepi koloni, dan bentuk permukaan koloni.

Identifikasi mikroskopis dilakukan dengan menggunakan pewarnaan cat

Gram.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Vanadium

Vanadium merupakan logam transisi dengan nomor atom 23 dan berat atom
50,9415 g/mol. Pada tabel periodik vanadium termasuk golongan VA (Domingo
& Gomez, 2016)(Lide, 2001). Logam vanadium memiliki warna abu-abu dan
tahan korosi terhadap alkali, asam sulfur, dan asam klorida. Vanadium lebih
mudah teroksidasi di atas suhu 660°C (Lide, 2001). Bilangan oksidasi dari
vanadium terdiri dari -1, +1, +2, +3, +4, dan +5. Logam vanadium yang biasa
ditemui di alam terdiri atas bilangan oksidasi +3, +4 (vanadyl), dan +5 (vanadate).
Keadaan oksidasi logam vanadium paling stabil saat bilangan oksidasi +4
(Barceloux, 1999). Tabel 2.2 menunjukkan status valensi dan kelarutan senyawa
vanadium pada air.

Jenis-jenis senyawa vanadium antara lain yaitu, Vanadium (1) bromide
(VBry), Vanadium (Il) chloride (VCI,;), Vanadium (Ill) bromide (VBr3),
Vanadium (I11) chloride (VCl3), Vanadium (I11) fluoride (VF3), Vanadium (111)
oxide (V203), Vanadium (II) sulfide (V.S2), Vanadium (IV) chloride (VCly),
Vanadium (IV) oxide (VOy), dan Vanadium (V) oxide (V20s) (Lide, 2001).
Menurut Barceloux (1999), vanadium memiliki jenis yang lain seperti vanadium
pentoksida yang memiliki bilangan oksidasi +5. Vanadium pentoksida (V20Os)
berwarna kekuningan hingga merah kecoklatan dan sedikit larut dalam air. Selain

itu, terdapat trivalent vanadium (V,03) yang merupakan pereduksi dan larut dalam

10
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asam sehingga membentuk ion hexaqua berwarna hijau. Tabel 2.1 menunjukkan

sifat fisika dari logam vanadium.

Tabel 2.1 Sifat Fisika dari Logam Vanadium (Barceloux, 1999).

Berat Densitas ... Kelarutan
Molekul Warna g/cmg Titik Leleh, °C Qalam
Air, 20°C
Tidak

] Abu-abu atau 6,11
Vanadium 50,942 _ 1880-1900 larut
putih (18,7°C)

) Kuning 3,357 19/125
Vanadium 181,9 690
) kecoklatan (18°C) mL
pentoxida
) Tidak )
Vanadyl 163 Biru Tidak ada data Larut
ada data
sulfat
211 g/L
Sodium meta- Colourless Tidak ) (25°C),
121,93 Tidak ada data
vanadate crystals ada data 388 g/L
(75°C)
Sodium Tidak
183,91 Colourless 850-856 Larut
orthovanadate ada data
Ammonium 116.98 Putih-kuning 2,326 200 Sedikit
meta- ’ Kristal (20°C) (dekompos) larut

vanadate
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Tabel 2.2 Status Valensi dan Kelarutan dalam Air Berbagai Senyawa Vanadium

(Assem & Levy, 2009).

Kelarutan dalam Air

_ ) (9/1) pada suhu 20-
Senyawa Vanadium Formula CAS Valensi
25°C (HSBD, 2009;
WHO, 2001)
Vanadium \ 7440-62-2 0 Tidak dapat larut
Vanadium V,05 1314-62-1 +5 8
pentoxida
_ 13718-26-
Sodium meta NaVOs o +5 211
vanadate
Sodium ortho- 13721-39-
o NazVO, +5 Dapat larut
vanadate, trisodium 6
tetraoxovanadate
Ammonium meta- 58 (WHO, 2001), 5,2
vanadate, NH,VO  7803-55-6 +5 pada 15°C (HSBD,
ammonium 2009)
trioxovanadate
Vanadium Larut, terurai oleh
oxytrichloride, VOCIl; 7727-18-6 +5 uap air menjadi asam
vanadium vanadic dan HCI
trichloride oxide
Vanadyl sulfate, 27774-13-
) ) VOSSO, +4 535 pada 20°C
vanadium oxide 6
sulfate
VCl,4 7632-51-1 +4 Terurali

Vanadium
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tetrachloride

Vanadyl
_ ) 10213-09- )
oxyclichloride, VOCl, 9 +3 Terurai
vanadium
dichloride oxide
Vanadium trioxide, V,03 1314-34-7 +3 Sedikit larut

divanadium trioxide

2.2 Sumber Vanadium

Kelimpahan vanadium menduduki urutan ke-19 di bumi dengan jumlah
0,015-0,016%, 150-160 ppm (Ueki, 2015). Vanadium dapat ditemukan pada
karnotit, roscoelit, vanadinit, patronit, dan 65 mineral lainnya. Selain pada
mineral, vanadium juga ditemukan dalam batuan fosfat, bijih besi, dan minyak
mentah dalam bentuk kompleks organik. Vanadium digunakan dalam industri
keramik, produksi perkakas yang tahan karat, dan sebagai penstabil karbida dalam
membuat baja (Lide, 2001). Selain itu vanadium juga digunakan sebagai katalis
untuk produksi asam sulfat dan untuk konversi naftalena menjadi anhidrida ftalat
selama pembentukan plastik (Barceloux, 1999).

Vanadium dapat berupa vanadat terlarut (H,VVO,) dalam nutrisi, air tawar,
dan air laut. Senyawa vanadium yang tidak larut seperti V,0s, V204, dan V,03
berupa partikel debu di udara yang berasal dari debu vulkanik dan industri
batubara serta minyak mentah. V,0s dapat menyebabkan peradangan pada saluran
pernafasan apabila terhirup oleh manusia. Konsentrasi maksimum yang diizinkan

untuk V,0s di udara bebas wilayah industri adalah 0,05 mg/m® (Rehder, 2016).
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Selain dari udara, vanadium juga terdapat dalam tanah. Jenis tanah yang
mengandung konsentrasi vanadium tertinggi adalah Tundra podzols dan clay.
Sumber vanadium di tanah paling banyak disebabkan oleh pelapukan batuan
daripada dari sumber antropogenik, seperti pupuk super fosfat (0,05-2 g V/kg) dan
terak basa (1-5 g V/kg). Batuan dasar mengandung konsentrasi vanadium yang
lebih tinggi dibandingkan dengan batuan netral dan asam. Kandungan vanadium
pada air minum tidak terlalu banyak, sekitar 1-20 pg/L. Sedangkan vanadium
pada sungai berkisar hingga 220 ug V/L (Barceloux, 1999).

Makanan dapat menjadi sumber vanadium. Dalam makanan vanadium
berupa vanadil hidroksida VO(OH), (Rehder, 2016). Kadar vanadium yang
dibutuhkan tubuh hanya sedikit, sebesar 10 pg/hari. Kadar vanadium pada lada
hitam, biji adas, dan jamur dengan jumlah 0,05-2 pg/g. Sedangkan pada ikan,
kerang, dan bayam kandungan vanadium sekitar 0,5-0,8 pg/g. Secara umum,
makanan yang berasal dari laut memiliki konsentrasi vanadium lebih tinggi
dibandingkan dengan sumber makanan hewani terestrial. Buah, sayuran segar,
hati, dan lemak mengandung jumlah yang lebih kecil, sebesar 1-10 ng V/g.
konsentrasi vanadium yang tinggi terdapat pada tembakau dan asap tembakau (1-8

ppm) (Barceloux, 1999).

2.3 Toksisitas Vanadium

Vanadium memiliki potensi beracun pada tingkat oksidasi yang tinggi yaitu
vanadium (V). Semakin tinggi tingkat oksidasi vanadium maka akan semakin
tinggi tingkat toksisitasnya. Namun, pada tingkat oksidasi vanadium yang lebih

rendah seperti vanadium (IV) dan vanadium (I1I) dapat berubah menjadi
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vanadium (V) melalui hidrolisis atau oksidasi (Nedrich et al., 2018). Reaksi
tersebut dapat dilihat pada gambar 2.1.

Berdasarkan penelitian Assem & Levy (2009) secara in vivo dan in vitro
dijelaskan bahwa senyawa vanadium (V) dan vanadium (IV) mampu memicu
kerusakan DNA dan gangguan dalam integritas kromosom. Selain itu juga dapat
menyebabkan aneuploidi, inflamasi, dan bersifat karsinogenik pada paru-paru.
Menurut Korbecki et al. (2015) paparan vanadium di udara dapat menyebabkan
kanker paru-paru, menstimulasi poliferasi sel, dan apoptosis sel. Ueki (2015) juga
menjelaskan bahwa pencemaran vanadium pentoksida di udara dapat
menyebabkan terganggunya saluran pernafasan, bronkitis, trakeitis, pneumonia,

dan edema paru-paru.

O @] O ©
‘U'V ||:lv UIV
@O/ \,// "/O H @o/ \Il’l///OH H O/ \,,// //O H
OH 20 OH

VO? + H,0, — VO*+ OH + HO:
VO* + -0, —= V0= 40,

Gambar 2.1 Reaksi hidrolisis dan oksidasi vanadium (Rehder, 2016).

Senyawa vanadium memiliki sifat karsinogenik dan merangsang
perkembangan tumor. Kation vanadyl dan V,0s ditemukan di udara,
menghasilkan ROS (reaktif oksigen) yang menyebabkan kerusakan DNA
sehingga terjadi mutasi. Senyawa vanadium lain, seperti vanadium pentoksida di

udara dapat menyebabkan inflamasi paru-paru (Korbecki et al., 2012).
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2.4 Bioremediasi
2.4.1 Pengertian Bioremediasi

Bioremediasi merupakan cara yang digunakan untuk menurunkan kadar
polutan pada lingkungan darat maupun perairan dengan menggunakan
mikroorganisme. Ketika proses bioremediasi mikroorganisme akan menghasilkan
berbagai enzim yang akan memecah struktur polutan sehingga tidak beracun dan
berbahaya. Polutan-polutan tersebut berupa logam berat, petroleum hidrokarbon,
pestisida, herbisida, nutrisi yang terdapat dalam air seperti nitrogen dan fosfat
(Priadie, 2012). Bioremediasi merupakan cara yang aman dan tidak menimbulkan
dampak negatif pada lingkungan, karena menggunakan makhluk hidup sebagai
agen bioremediasi sehingga dari segi biaya akan lebih hemat (Kurniawan &
Ekowati, 2016). Pemerintah Indonesia telah mengatur kegiatan bioremediasi
untuk mengatasi pencemaran lingkungan yang disebabkan oleh kegiatan
pertambangan dan perminyakan melalui Kementerian Lingkungan Hidup, Kep
Men LH No.128 tahun 2003, tentang cara dan persyaratan teknis dan pengelolaan
limbah minyak bumi dan tanah terkontaminasi oleh minyak bumi secara biologis
atau disebut bioremediasi (Priadie, 2012).

Teknik bioremediasi secara umum ada dua jenis, yaitu in situ dan ex situ.
Teknik bioremediasi secara in situ dilakukan langsung pada lokasi yang tercemar,
sedangkan teknik bioremediasi secara ex situ dilakukan dengan cara
memindahkan tanah maupun pemompaan air yang tercemar kemudian diberi
perlakuan khusus dengan menggunakan mikroba (Suryani, 2011). Menurut Vidali
(2001) teknik bioremediasi secara in situ terbagi menjadi beberapa jenis, antara

lain yaitu:
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Bioventing, merupakan jenis bioremediasi yang menggunakan laju aliran
udara rendah dan hanya menyediakan jumlah oksigen yang diperlukan untuk
biodegradasi sambil meminimalkan volatilisasi dan pelepasan kontaminan ke
atmosfer. Ini bekerja untuk hidrokarbon sederhana dan dapat digunakan
apabila kontaminasi jauh di bawah permukaan.

Biodegradasi in situ, melibatkan penyediaan oksigen dan nutrisi dengan
mengedarkan larutan air melalui tanah yang terkontaminasi untuk
menstimulasi bakteri indigen untuk menurunkan kontaminan organik. Teknik
ini dapat digunakan untuk kontaminasi pada tanah dan air.

Biosparging, teknik ini mengacu pada injeksi udara dan laju air yang cukup
sehingga meningkatkan laju degradasi biologis kontaminan oleh bakteri
alami.

Bioaugmentasi, merupakan penambahan mikroorganisme eksogen ke
lingkungan yang terkontaminasi.

Teknik bioremediasi secara ex situ menurut Vidali (2001) terdapat beberapa

jenis, diantaranya adalah:

1.

Landfarming, tanah yang terkontaminasi digali dan disebarkan di atas lahan
yang telah disiapkan dan dilakukan secara berkala sampai polutan
terdegradasi. Tujuannya untuk merangsang bakteri indigen untuk
mendegradasi kontaminan secara aerobik. Secara umum, praktiknya terbatas
pada perawatan permukaan tanah 10-35 cm.

Komposting, adalah teknik yang menggabungkan tanah yang tercemar dengan

bahan organik yang tidak berbahaya seperti kotoran ternak atau limbah
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pertanian. Kehadiran bahan organik ini mendukung pengembangan populasi
mikroba.

3. Biopiles, adalah gabungan dari teknik landfarming dan pengomposan.
Biopiles menyediakan lingkungan yang menguntungkan bagi bakteri indigen
aerob dan anaerob.

4. Bioreaktor, bioremediasi dalam reaktor melibatkan pemrosesan bahan padat
yang terkontaminasi (tanah, sedimen, lumpur) atau air melalui sistem
penahanan yang direkayasa. Bioreaktor dapat didefinisikan sebagai bejana
kontainmen dan peralatan yang digunakan untuk membuat kondisi
pencampuran tiga fase (padatan, cair, dan gas) untuk meningkatkan laju
bioremediasi polutan yang terkontaminasi dan biomassa (mikroorganisme
asli) yang mampu menurunkan kontaminan.

Faktor-faktor yang mempengaruhi bioremediasi antara lain jumlah mikroba
pendegradasi polutan, faktor lingkungan yang meliputi suhu, pH, keberadaan
oksigen atau akseptor elektron lainnya, dan nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroba.
Nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroba meliputi karbon, nitrogen, oksigen, dan
hidrogen Vidali (2001). Tabel 2.3 menunjukkan nutrisi yang dibutuhkan oleh

mikroba.
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Tabel 2.3 Nutrisi yang diperlukan oleh mikroba (Vidali, 2001).

Unsur Persentase (%)
Karbon 50
Nitrogen 14
Oksigen 20
Hidrogen 8
Fosfor 3
Sulfur 1
Potassium 1
Sodium 1
Kalsium 0,5
Magnesium 0,5
Klorida 0,5
Besi 0,2
Lain-lain 0,3

2.4.2 Agen Bioremediasi

Agen bioremediasi tidak hanya bakteri dan jamur, tetapi juga dapat berupa
tanaman hiperakumulator. Salah satunya yaitu rumput laut Gracilaria sp.,
tanaman tersebut mampu mengakumulasi logam timbal (Pb). Makroalga dalam
menyerap logam berat melewati beberapa tahapan yaitu adsorbsi, absorpsi,
distribusi, metabolisme, detoksifikasi, interaksi, dan efektoksik (lhsan et al.,
2015).

Selain tanaman hiperakumulator sebagai agen bioremediasi, tunikata juga
mampu digunakan sebagai agen bioremediasi. Menurut Ali et al. (2015) ascidian,
Phallusia nigra, mampu mengakumulasi logam kadmium, tembaga, timbal,
merkuri, dan vanadium. Tunikata akan mengakumulasi logam berat di dalam

tuniknya atau pada bagian mantel mereka. Menurut penjelasan Radhalakshimi et



20

al. (2014) ascidian akan mereduksi vanadium (V) menjadi vanadium (IV)
kemudian akan disimpan pada mantel atau bagian tuniknya sebagai vanadium
().

Kebutuhan vanadium sebagai elemen penting telah ditetapkan untuk
beberapa kelompok organisme beberapa jamur, bakteri Streptomyces, lumut dan
alga memiliki haloperoksidase yang bergantung pada vanadate yang
mengkatalisasi oksidasi dua elektron halida dan pseudohalida. Beberapa bakteri
dan cyanobacteria menggunakan nitrogenase vanadium-dependen dalam fiksasi
nitrogen, yaitu konversi N, menjadi NH*". Selain itu, ascidian dapat
mengakumulasi vanadium, dalam bentuk V** terhidrasi, dalam sel darah khusus

yang disebut vanadosit hingga konsentrasi 0,3 M (Rehder, 2016).

2.5 Bakteri Pereduksi Vanadium

Bakteri merupakan makhluk hidup berukuran mikro yang tidak memiliki
membran inti sel serta berperan penting bagi kehidupan (Pelczar & Chan, 2013).
Mikroba dapat bertahan hidup pada kondisi stabil, ekstrem, dingin, panas, garam
dengan konsentrasi tinggi, bahkan mampu hidup di lingkungan dengan
radioaktivitas tinggi. Beberapa mikroba juga dapat hidup pada lingkungan yang
tercemar logam berat. Bakteri Bacillus subtilis sering digunakan dalam
bioremediasi logam berat pada limbah industri, Pseudomonas sp. sering
digunakan dalam bioremediasi limbah minyak (Rahayu, 2005).

Berdasarkan penelitian Romaidi (2016) diperoleh sembilan bakteri resisten
terhadap logam vanadium yang diisolasi dari jaringan intestinal Ascidia

sydneiensis samea, diantaranya adalah Vibrio splendidus strain 630, Vibrio
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splendidus strain N08, Vibrio splendidus partial 16S, Vibrio tasmaniensis strain
007, Vibrio tapetis P502, Shewanella kaireitica strain c931, Shewanella pasifica
strain KMM, Shewanella olleyana strain WA®B, dan Shewanella pasifica strain
UDC.

Salah satu bakteri yang mampu mendegradasi logam vanadium adalah
Pseudomonas isachenkovii. Bakteri tersebut diisolasi dari usus hewan Ascidian.
Pseudomonas isachenkovii selain resisten terhadap logam vanadium juga mampu
mereduksi logam vanadium dari tingkat oksidasi +5 menjadi +4 bahkan +3 secara
anaerob. Logam vanadium digunakan oleh bakteri sebagai akseptor elektron
selama respirasi anaerob (Antipov et al., 2000). Dalam jurnal Carpentier et al.
(2003) menjelaskan bahwa spesies bakteri Shewanella oneidensis merupakan
bakteri gram negatif fakultatif anaerob yang mampu mereduksi vanadium (V)
menjadi vanadium (IV). Warna dari logam vanadium akan berubah sesuai dengan
tingkat oksidasinya (Taroni, 2017). Warna kultur bakteri anaerobik akan menjadi
biru apabila mereduksi vanadium (V) menjadi vanadium (IV) (Carpentier et al.,

2003).

2.5.1 Isolat Bakteri S2-4

Isolat bakteri S2-4 berasal dari pertambangan minyak bumi Desa Wonocolo
Kecamatan Kedewan Kabupaten Bojonegoro. Berdasarkan penelitian terdahulu
pengambilan sampel dilakukan di tiga titik stasiun yang berbeda. Sampel yang
diambil dari limbah cair minyak bumi sebanyak 500 mL. Diambil sampel limbah

cair sebanyak 20 pL kemudian diinokulasikan pada media kultur HMC agar yang
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mengandung logam vanadium (V) dengan konsentrasi 0 mM, 5 mM, dan 10 mM
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam (Ihsanuddin, 2018).

Isolat yang tumbuh pada media dengan kandungan logam vanadium (V)
tertinggi diisolasi kembali dan dilakukan pengenceran bertingkat hingga 107
Diambil 20 pL dan diinokulasi pada media HMC agar yang telah diberi logam
vanadium (V) dengan konsentrasi 10 mM dan dilakukan 3x ulangan. Kemudian
diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C. Hal tersebut dilakukan dengan
tujuan untuk memperoleh isolat bakteri murni. Dipilih 5 isolat bakteri secara acak
dari masing-masing cawan petri, kemudian diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu
37°C. Sehingga didapatkan 15 isolat bakteri (Ihsanuddin, 2018).

Masing-masing isolat yang diperoleh diberi nama S1-1, S1-2, S1-3, S1-4,
S1-5, S2-1, S2-2, S2-3, S2-4, S2-5, S3-1, S3-2, S3-3, S3-4, dan S3-5. Penamaan
isolat tersebut berdasarkan lokasi pengambilan sampel limbah cair minyak bumi.
S1-1 memiliki arti isolat berasal dari stasiun satu dan isolat nomor satu. S2-1
memiliki arti isolat berasal dari stasiun dua dan isolat nomor satu. S3-1 memiliki
arti isolat berasal dari stasiun tiga dan isolat nomor satu (Ihsanuddin, 2018).

Uji selanjutnya adalah uji resistensi dengan menggunakan metode difusi
agar. Kultur bakteri disebar ke dalam cawan petri yang berisi media HMC agar
secara spread plate. Paper disk bulat dengan diameter 0,7 mm direndam pada
logam vanadium (V) dengan konsentrasi 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM.
Langkah selanjutnya paper disk ditaruh ke dalam cawan petri yang berisi isolat
bakteri dan kemudian diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C. Zona hambat
yang muncul diukur diameternya (Ihsanuddin, 2018). Diameter hasil zona hambat

dapat dilihat pada tabel 2.4.
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Tabel 2.4 Diameter hasil zona hambat
Lebar rata-rata zona hambat berbagai
Kode  konsentrasi dalam millimeter (mm)
bakteri "5 M 10mM 15mM 20 mM

SI-1 1,625 18 3.1 2,15
s12 14 0,9 1,1 1
51-3 - 1,35 - -
S1-4 - 33 - -
S1-5 - - - -
$2-1 - - - -
S22 185 1 0,6 1,425
$2-3 - - - -
S2-4 245 0,925 1,3 0,3
S25 15 3,8 1,425 1,8
$3-1 - 1,9 - -
$3-2 - - - -
$3-3 - - - -
$3-4 - - - -
$35 12 165 15 2,25

Hasil uji resistensi pada konsentrasi tertinggi logam vanadium (V) 20 mM,
menunjukkan bahwa terdapat beberapa bakteri yang menghasilkan zona hambat di
sekitar paper disk. Hal tersebut menunjukkan bahwa yang memiliki resistensi
tertinggi adalah isolat bakteri S2-4 dengan rata-rata ukuran zona hambat 0,3 mm
(Ihsanuddin, 2018). Apabila ukuran zona hambat lebih dari 1 mm maka bakteri
tersebut tergolong ke dalam bakteri sensitif, apabila ukuran zona hambat kurang

dari 1 mm bakteri tergolong bakteri yang resisten (Sabdono, 2009).
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2.6 Mekanisme Bakteri Mereduksi Vanadium

Studi mikroskopis elektron sel Pseudomonas isachenkovii menunjukkan
bahwa bakteri yang ditumbuhkan pada media yang mengandung vanadate
membentuk gelombang akumulasi vanadium yang cukup besar pada permukaan
membran dinding sel. Selama pertumbuhan bakteri dan reduksi vanadate, protein
pengikat vanadium (vanabins) terakumulasi dalam media kultur. Sehingga warna
media akan berubah menjadi biru karena mengandung vanadyl (Antipov et al.,
2000).

Penelitian Ortiz-bernad et al. (2004) menunjukkan bahwa ketika Geobacter
metallireducens diinokulasi ke dalam media yang mengandung vanadate sebagai
akseptor elektron tunggal, vanadate direduksi menjadi vanadyl dalam kondisi
anaerob. Vanadate sepenuhnya ditransformasikan menjadi vanadyl, dan warna
medium berubah menjadi biru, disebabkan oleh keberadaan vanadyl.
Pertumbuhan sel bertepatan dengan reduksi vanadate dan berhenti saat vanadate
menipis, dengan kurun waktu 15 jam.

Reduksi vanadium terjadi di dalam vanadosit (sel yang mengakumulasi
vanadium). Pada jalur pentosa fosfat, terdapat enzim 6-Phosphogluconate
dehydrogenase (6-PGDH) dan Glukosa-6-fosfat dehydrogenase (G6PDH). Kedua
enzim tersebut menghasilkan 2 mol NADPH. Vanadium (V) masuk ke dalam
vanadosit melalui transporter logam kemudian diikat oleh vanabin (protein
pengikat vanadium). Vanadium (V) tersebut akan menstimulus oksidasi NADPH,
sehingga vanadium (V) terseduksi menjadi vanadium (IV) dengan bantuan
NADPH. Kemudian vanadium (IV) akan diikat oleh vanabin dan ditransfer ke

dalam vakuola melalui transporter logam. Di dalam vakuola vanadium (IV) akan
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direduksi menjadi vanadium (I1) (Michibata et al., 2003). Mekanisme reduksi

logam vanadium dapat dilihat pada gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Mekanisme reduksi vanadium (Marwijk, 2005).

2.7 Kurva Pertumbuhan Bakteri

Kurva pertumbuhan bakteri merupakan kurva yang menunjukkan fase hidup
bakteri. Fase hidup bakteri terdiri dari empat fase yaitu, fase lag, fase log, fase
stasioner, dan fase kematian. Fase-fase kurva pertumbuhan bakteri dapat dilihat
pada gambar 2.3.

Fase awal pertumbuhan disebut fase lag, dimana sel-sel bakteri bersiap
(adaptasi) untuk fase pertumbuhan selanjutnya. Apabila media pertumbuhan yang
baru sama dengan media pertumbuhan yang lama, maka tidak diperlukan waktu

untuk adaptasi. Namun apabila media pertumbuhan baru berbeda dengan media
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pertumbuhan lama maka akan dibutuhkan waktu adaptasi serta untuk mensintesa
protein-protein (Rosmania & Yanti, 2020). Selama fase lag jumlah sel bakteri
tidak berubah. Pada fase lag sel lebih aktif secara metabolit, guna mensintesis
protein yang dibutuhkan untuk tumbuh di dalam media pertumbuhan. Durasi fase
lag ditentukan oleh beberapa faktor diantaranya, jenis spesies dan susunan genetik

sel, serta komposisi media pertumbuhan (Parker et al., 2016).

bacterial

roughly equal

l‘/:v_\ Log phase: @ Stationary phase: G\ Death or
exponential plateau in number decline phase:
increase of living bacterial exponential
in number cells; rate of cell decrease in
of living division and death number of

living bacterial

cells l cells

/

(1 Lag phase:
=~ no increase in

number of living
/ bacterial cells
Time

Gambar 2.3. Kurva pertumbuhan bakteri (Parker et al., 2016).

Logarithm of living bacterial cells

Fase kedua adalah fase logaritmik (fase log) atau biasa disebut fase
eksponensial. Sel bakteri akan aktif membelah dengan pembelahan biner dan
jumlahnya meningkat secara eksponensial. Pada fase logaritmik hubungan antara
waktu dan jumlah sel tidak linier tetapi eksponensial. Untuk bakteri tertentu pada
fase logaritmik membutuhkan nutrisi, suhu, dan pH yang spesifik. Sel-sel dalam
fase log menunjukkan laju pertumbuhan yang konstan. Tahap log juga merupakan
tahap bakteri yang paling rentan terhadap tindakan disinfektan dan antibiotik

umum yang mempengaruhi protein, DNA, dan dinding sel (Parker et al., 2016).
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Fase stasioner merupakan fase pertumbuhan bakteri setelah fase logaritmik.
Saat jumlah sel meningkat melalui fase log, beberapa faktor memicu laju
pertumbuhan sehingga menjadi lebih lambat. Pada fase stasioner nutrisi mulai
habis secara bertahap. Selain itu, kadar oksigen dalam media pertumbuhan mulai
menipis. Kondisi tersebut dapat memperlambat bahkan menghambat laju
pertumbuhan sel bakteri. Sehingga jumlah sel bakteri hidup setara dengan jumlah
sel bakteri yang mati, dengan demikian jumlah sel hidup relatif stagnan (Parker et
al., 2016).

Saat nutrisi media kultur habis, sel-sel bakteri yang mati bertambah banyak.
Sedangkan jumlah sel bakteri yang hidup lebih sedikit. Sehingga menyebabkan
penurunan yang signifikan, fase ini dinamakan fase kematian. Pada fase ini
banyak sel yang melisiskan dan melepaskan nutrisi ke dalam media pertumbuhan.
Hal tersebut memungkinkan sel bakteri yang masih hidup untuk mempertahankan

viabilitasnya dan membentuk endospora (Parker et al., 2016).

2.8 Spektrofotometer

Spektrofotometer sering digunakan untuk menghitung jumlah bakteri dalam
suatu larutan. Fungsi dari alat ini sebagai pengukur absorban suatu sampel yang
dinyatakan dalam fungsi panjang gelombang (Rosmania & Yanti, 2020). Prinsip
kerja berdasarkan penyerapan cahaya oleh suatu larutan. Jumlah cahaya atau
energi radiasi yang diserap memungkinkan pengukuran jumlah zat penyerap
dalam larutan secara kuantitatif. Setiap sinar memiliki spectrum gelombang
elektromagnetik yang berbeda (Triyati, 1985). Panjang gelombang berdasarkan

jenis sinar dan berdasarkan jenis warna dapat dilihat pada tabel 2.5 serta tabel 2.6.
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Tabel 2.5. Daerah spektrum gelombang elektromagnetik (Triyati, 1985).

Jenis sinar Panjang gelombang
Sinar X 10-100 pkm
Ultra-violet jauh 10-200 nm
Ultra-violet dekat 200-400 nm
Cahaya tampak 400-750 nm
Infra-merah dekat 0,75-2 um
Infra-merah tengah 2,5-50 um
Infra-merah jauh 50-1000 pm
Gelombang mikro 0,1-100 cm
Gelombang radio 1-1000 m

Prinsip kerja dari spektrofotometer suatu sumber cahaya dipancarkan

melalui monokromator. Monokromator menguraikan cahaya yang masuk menjadi

pita-pita dengan panjang gelombang yang sesuai dengan jenis sinar. Setelah dari

monokromator, cahaya diteruskan dan diserap oleh suatu larutan yang akan

diperiksa di dalam kuvet. Kemudian jumlah cahaya yang diserap oleh larutan akan

menghasilkan sinyal elektrik pada detector. Sinyal elektrik tersebut sebanding

dengan cahaya yang diserap oleh larutan, hasil sinyal yang diserap tersebut akan

dialirkan ke pencatat dan hasilnya dapat dilihat berupa angka (Triyati, 1985).

Susunan sprektrofotometer dapat dilihat pada gambar 2.4.
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Tabel 2.6. Panjang gelombang warna-warna dalam daerah cahaya tampak
(Triyati, 1985)

Warna Panjang gelombang (nm)
Ungu 40-435
Biru 435-480

Biru hijau 480-490
Hijau biru 490-500
Hijau 500-560
Hijau kuning 560-580

Kuning 580-595

Oranye 595-610

Merah 610-750

e T

1
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|
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|

Gambar 2.4. Bagan susunan spektrofotometer. A) sumber cahaya, B)
monokromator, C) sel absorpsi (tempat larutan), D) detektor, E)
rekorder (Triyati, 1985).

2.9 Teknik Identifikasi Bakteri
2.9.1 ldentifikasi Makroskopis

Karakteristik bakteri yang tumbuh pada media agar dapat diamati secara
makroskopis. Gambar karakteristik koloni bakteri dapat dilihat pada gambar 2.5.
Menurut Cappuccino & Welsh (2018), karakter makroskopis yang diamati
meliputi:

a. Bentuk koloni: sirkular (tepi peripheral, tidak terputus), irregular (tidak

teratur), dan rhizoid (seperti akar, pertumbuhan menyebar).
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b. Bentuk tepi koloni: entire (utuh), lobate (berombak), undulate (keriting),
serrate (bergerigi), dan filamentous (seperti benang dan menyebar).
c. Permukaan koloni: flat (datar), raised (sedikit meninggi), convex

(berbentuk kubah), dan umbonate (membukit).

Forms

Undulate

Serrate

Filamentous A

Umbonate

Margins Elevation

{b) Colonies on agar plates

Gambar 2.5 Karakteristik koloni bakteri (Cappuccino & Welsh, 2018).

2.9.2 ldentifikasi Mikroskopis

Identifikasi mikroskopis dilakukan dengan metode pewarnaan Gram.
Metode pewarnaan Gram pada bakteri ditemukan oleh Hans Christian Gram pada
tahun 1884. Metode ini mengelompokkan bakteri berdasarkan perbedaan tipe
dinding sel. Metode pewarnaan Gram terdiri dari beberapa tahap. Tahap pertama
dilakukan pewarnaan menggunakan kristal violet, berfungsi untuk memberi warna
ungu pada sel bakteri. Tahap kedua menggunakan iodin yang berfungsi untuk

menstabilkan pewarna, agar kristal violet tetap menempel pada lapisan
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peptidoglikan yang tebal pada dinding sel bakteri. Tahap selanjutnya yaitu
menghilangkan pewarna kristal violet dengan etanol. Bakteri dengan lapisan
peptidoglikan yang tebal akan tetap mempertahankan kristal violet dan berwarna
ungu. Sedangkan kristal violet yang melekat pada bakteri dengan lapisan
peptidoglikan tipis akan luntur. Tahap paling akhir yaitu pewarnaan ulang
menggunakan safranin, fungsinya untuk memberi warna merah pada sel bakteri.
Bakteri yang berwarna ungu menunjukkan bakteri Gram positif, sedangkan
bakteri berwarna merah menunjukkan bakteri Gram negatif (Parker, 2009).

Struktur sel bakteri terdiri atas membran dan sitoplasma yang terbungkus
dinding sel. Pada sebagian bakteri dinding sel tersebut, dibungkus oleh kapsula
atau lapisan lendir. Kapsul tersebut mengandung polisakarida dan polipeptida.
Fungsi dari kapsula sebagai perlindungan diri dari kondisi lingkungan yang
kurang baik, seperti kurangnya nutrien maupun suhu yang terlalu panas (Suendra,
1991).

Bakteri Gram positif mengandung peptidoglikan dengan ketebalan sekitar
20-80 nm sehingga dinding selnya lebih kaku. Pada bagian luar peptidoglikan
terdapat senyawa yang disebut asam teikhoat yang mengandung alkohol (gliserol
atau ribitol) dan fosfat (Pratiwi & Sylvia, 2008). Asam teikhoat berfungsi sebagai
jalan keluar atau masuknya ion. Dinding sel bakteri Gram positif bersifat polar
karena dapat larut dalam air. Metabolit sekunder seperti flavonoid, saponin, dan
tanin bersifat polar, sehingga lebih mudah menembus lapisan peptidoglikan yang
bersifat polar daripada lapisan lipid yang nonpolar (Pratiwi et al., 2017).

Kandungan peptidoglikan pada bakteri gram negatif lebih sedikit, dengan

ketebalan sekitar 5-10 nm, sehingga dinding sel bakteri Gram negatif lebih rentan
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terhadap kerusakan mekanis. Pada bagian luar peptidoglikan terdapat membran
luar (outer membran) yang terdiri dari lipid, polisakarida, dan rantai karbohidrat.
Diantara membran luar dan membran dalam pada bakteri gram negatif terdapat
daerah periplasma. Di dalam dinding sel bakteri gram negatif tidak terdapat asam
teikoat (Pratiwi & Sylvia, 2008).

Bakteri gram positif memiliki daya resisten yang tinggi terhadap logam
berat. Selain itu, kemampuannya dalam menyerap dan mengakumulasi logam
berat juga lebih tinggi dibandingkan dengan bakteri gram negatif. Logam berat
yang diakumulasi akan disimpan pada permukaan dinding sel. Hal tersebut
disebabkan oleh struktur dinding sel bakteri gram positif yang lebih sederhana

dibanding struktur dinding sel bakteri gram negatif (Nasrazadani et al., 2011).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif kuantitatif dan
eksperimental. Deskriptif kuantitatif dikarenakan hasil yang diperoleh meliputi
karakteristik morfologi bakteri pereduksi vanadium dan persentase vanadium
yang direduksi. Jenis eksperimental dikarenakan penelitian dilakukan untuk
mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam mereduksi logam vanadium pada

konsentrasi tertentu.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 2020-Januari 2021. Bertempat
di Laboratorium Biokimia dan Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain timbangan digital, gelas
ukur, tabung erlenmeyer, cawan petri, jarum ose, spatula, hot plate, laminar air
flow, inkubator, alat destruksi, mikropipet, tip biru, gelas beaker, bunsen, spuit,

spektrofotometer, shaker inkubator, autoklaf, stirer, dan tabung reaksi.

33
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3.3.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain isolat bakteri
resisten vanadium dengan kode S2-4 dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi UIN
Malang, TYG Agar, TYG Broth, NaVOs3 (sodium metavanadate), pewarnaan cat

Gram, aquades, asam fosfat, perphenazine, dan spirtus.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pembuatan Larutan Stok Vanadium (V) 100 mM

Larutan stok vanadium 100 mM dibuat dengan menimbang bubuk NaVOs;
sebanyak 1,2193 gr kemudian dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer,
ditambahkan aquades sebanyak 0,1 L kemudian dihomogenkan menggunakan

magnetic stirrer dan dipanaskan di atas hotplate hingga larutan homogen.

3.4.2 Pembuatan Media TYG Agar

Pembuatan media TYG Agar (Tryptone, Yeast extract, Glucose, Agar)
mengacu pada penelitian Van Marwijk et al. (2009). Ditimbang tryptone sebanyak
1,5 gram, yeast ekstrak sebanyak 0,9 gram, glukosa sebanyak 0,3 gram, dan agar
sebanyak 6 gram. Bahan yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam tabung
erlenmeyer dan dilarutkan menggunakan aquades sebanyak 0,3 L. Kemudian

dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer dan dipanaskan di atas hotplate.

3.4.3 Pembuatan Media TYG Broth
Pembuatan media TYG Broth (Tryptone, Yeast extract, Glucose) mengacu

pada penelitian Van Marwijk et al. (2009). Ditimbang tryptone sebanyak 2 gram,
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yeast ekstrak sebanyak 1,4 gram, dan glukosa sebanyak 0,8 gram. Bahan yang
telah ditimbang dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer dan dilarutkan
menggunakan aquades sebanyak 0,4 L. Kemudian dihomogenkan menggunakan

magnetic stirrer dan dipanaskan di atas hotplate.

3.4.4 Sterilisasi Alat dan Bahan

Dibungkus alat yang digunakan menggunakan kertas kemudian dimasukkan
ke dalam plastik dan diikat. Untuk media dan larutan stok vanadium yang telah
disimpan di dalam tabung Erlenmeyer dibungkus plastik lalu diikat. Kemudian
alat dan bahan dimasukkan ke dalam autoklaf dengan menggunakan suhu 121°C

selama 1 menit dengan tekanan 1 atm.

3.4.5 Peremajaan Isolat Bakteri Resisten Vanadium

Diremajakan isolat bakteri resisten vanadium dengan kode S2-4 dari koleksi
Laboratorium Mikrobiologi UIN Malang yang berasal dari pertambangan minyak
Wonocolo pada media TYG Agar dengan konsentrasi NaVO3; yang berbeda (0
mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM). Diinkubasi isolat bakteri yang telah
diinokulasi pada media TYG Agar selama 1x24 jam pada suhu 37°C (Van
Marwijk et al., 2009). Bakteri yang tumbuh kemudian diidentifikasi secara

makroskopis, mikroskopis, dan diuji kemampuan reduksinya dalam media cair.
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3.4.6 ldentifikasi Morfologi Bakteri Resisten Logam Vanadium

Identifikasi morfologi dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis.
Identifikasi makroskopis dilakukan secara langsung dengan mengamati bentuk
koloni, tepi koloni, dan permukaan koloni (Cappuccino & Welsh, 2018).

Menurut Parker et al. (2016), identifikasi mikroskopis dilakukan melalui
pewarna cat Gram dengan mengambil isolat bakteri terpilih sebanyak satu koloni
kemudian diletakkan pada objek glass yang telah ditetesi aquades, kemudian
difiksasi hingga kering. Preparat ditetesi larutan kristal violet dan didiamkan
selama satu menit kemudian dicuci dengan aquades. Langkah berikutnya ditetesi
iodin dan didiamkan selama satu menit kemudian dicuci dengan aquades.
Kemudian ditetesi alkohol 96%, setelah itu diteteskan safranin dan ditunggu
selama satu menit dan dicuci kembali dengan aquades kemudian dikeringkan.
Kemudian preparat diamati menggunakan mikroskop. Apabila bakteri tersebut
Gram negatif maka akan berwarna merah, jika bakteri tersebut Gram positif maka

akan berwarna ungu.

3.4.7 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri

Kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan cara mengukur optical density
(OD) setiap 2 jam sekali hingga diperoleh empat fase pertumbuhan bakteri yaitu
selama 30 jam. Bakteri sebanyak 1 mL diinokulasi ke dalam tabung reaksi yang
berisi 10 mL media TYG Broth dengan konsentrasi logam vanadium bertingkat (0
mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM). Kemudian dishaker inkubator dengan
kecepatan 200 rpm dan suhu 37°C, diambil sampel sebanyak 1 mL dan diukur

menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang (1) 600 nm. Larutan
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standar yang digunakan adalah media TYG Broth dengan konsentrasi logam

vanadium bertingkat (Marwijk, 2005).

3.4.8 Uji Bakteri Pereduksi Logam Vanadium

Pengujian reduksi vanadium mengacu pada penelitian Van Marwijk et al.
(2009) dan Mohamed & EI-Shahat (2000). Diambil bakteri yang resisten terhadap
logam vanadium sebanyak 1 mL. Kemudian bakteri diinokulasi ke dalam tabung
reaksi yang berisi 10 mL media TYG Broth dengan konsentrasi logam vanadium
bertingkat (0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM). Dishaker menggunakan
shaker inkubator dengan suhu 37°C dan kecepatan 200 rpm. Diambil sampel
sebanyak 5 mL kemudian disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 4500
rpm. Kemudian diambil supernatan sebanyak 750 uL, ditambahkan asam fosfat
sebanyak 500 L, dan pherphenazine sebanyak 125 pL kemudian dihomogenkan.
Langkah selanjutnya diukur menggunakan spektrofotometer dengan panjang
gelombang yang sebesar 526 nm. Sampel dengan konsentrasi logam vanadium
bertingkat (0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM) diukur ketika awal fase
log (jam ke-2) dan pada akhir fase log (jam ke-12).

Persentase reduksi logam vanadium dihitung menggunakan rumus (Gan et

al., 2020):

%:% x 100%

Keterangan: a: jumlah vanadium tereduksi

b: jumlah vanadium awal
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3.4.9 Analisis Data

Data hasil pengukuran kurva pertumbuhan bakteri dan uji reduksi diolah
menggunakan Microsoft Excel. Analisis integrasi Sains dan Islam dilakukan
menggunakan kajian keislaman yang berkaitan dengan penelitian yang mengacu

pada Al-Qur’an dan Al-Hadist.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kemampuan lIsolat Bakteri S2-4 dari Pertambangan Minyak Wonocolo
dalam Mereduksi Logam Vanadium
4.1.1 Kurva Pertumbuhan Bakteri

Kurva pertumbuhan bakteri dilakukan untuk mengetahui waktu
pertumbuhan bakteri yang optimum. Menurut Parker et al. (2016) terdapat empat
fase pertumbuhan bakteri yaitu, fase adaptasi (lag phase), fase eksponensial (log
phase), fase stasioner, dan fase kematian. Pengamatan kurva pertumbuhan bakteri
pada media TYG Broth dilakukan selama 30 jam dengan selang waktu 2 jam.
Pada pengamatan kurva pertumbuhan bakteri digunakan panjang gelombang
sebesar 600 nm. Media standar yang digunakan adalah TYG Broth dengan
konsentrasi logam vanadium (V) yang berbeda. Isolat bakteri yang diukur kurva
pertumbuhannya adalah isolat bakteri yang diketahui resisten terhadap logam
vanadium (V) pada penelitian sebelumnya, yaitu bakteri dengan kode isolat S2-4.
Kurva pertumbuhan bakteri dapat dilihat pada gambar 4.1.

Hasil grafik kurva pertumbuhan bakteri menunjukkan bahwa semakin
meningkatnya konsentrasi logam yang diberikan pada media tumbuh maka
pertumbuhan bakteri akan semakin meningkat. Hal ini dapat dilihat dari nilai
absorbansinya, semakin besar konsentrasi logam yang diberikan pada media
tumbuh maka nilai absorbansinya akan semakin meningkat. Berdasarkan hasil
penelitian Van Marwijk et al. (2009) penambahan logam vanadium (V) pada

media cair bakteri yang diisolasi dari tambang emas mampu mempengaruhi dan

39
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meningkatkan pertumbuhan bakteri. Menurut Hindersah et al. (2009) penambahan
logam berat kadmium akan meningkatkan pertumbuhan bakteri. Selain itu, hasil
penelitian Hindersah & Kamaluddin (2014) menunjukkan bahwa penambahan

logam timbal pada media kultur Azetobacter sp. akan meningkatkan kepadatan

selnya.

=0 mM
E5mM
10 mM
m15mM
=20 mM

Nilai OD

0 2 4 6 81012141618202224262830
Jam ke-

Gambar 4.1. Grafik kurva pertumbuhan bakteri isolat S2-4.

Berdasarkan hasil pengamatan kurva pertumbuhan bakteri, tidak diperoleh
fase lag (fase adaptasi) pada semua konsentrasi (0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM,
dan 20 mM) logam vanadium (V). Hal ini dikarenakan media yang digunakan
sebelumnya dan pada saat pengukuran kurva pertumbuhan bakteri sama yaitu
media TYG. Menurut Rosmania & Yanti (2020) apabila media pertumbuhan baru
dan media pertumbuhan lama yang digunakan adalah sama maka bakteri tidak

memerlukan waktu adaptasi.
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Fase eksponensial (fase logaritmik) pada konsentrasi logam vanadium (V) 0
mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20 mM dimulai pada jam ke-2. Nilai OD pada
masing-masing sampel dengan konsentrasi logam vanadium (V) 0 mM, 5 mM, 10
mM, 15 mM, dan 20 mM bervariasi. Nilai OD pada konsentrasi 0 mM sebesar
0,07; pada konsentrasi 5 mM nilai OD sebesar 0,05. Nilai OD pada konsentrasi 10
mM sebesar 0,07. Pada konsentrasi logam vanadium 15 mM nilai OD sebesar
0,21. Pada konsentrasi logam vanadium 20 mM nilai OD sebesar 0,15. Menurut
Parker et al. (2016) pada fase eksponensial sel bakteri melakukan proses fisiologis
sehingga terjadi pembelahan biner dan terjadi peningkatan jumlah sel bakteri.

Nilai OD maksimum bisa disebut sebagai awal fase stasioner, karena pada
fase tersebut sudah tidak terjadi pembelahan sel bakteri sehingga nilai OD tidak
bertambah. Fase stasioner pada konsentrasi 0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20
mM terjadi pada jam ke-12. Nilai OD pada konsentrasi 0 mM sebesar 0,80; 5 mM
sebesar 0,83; 10 mM sebesar 0,86; 15 mM sebesar 1,11; dan nilai OD pada
konsentrasi 20 mM sebesar 0,96. Berdasarkan hasil tersebut nilai OD tertinggi
terdapat pada sampel dengan konsentrasi 15 mM. Hal tersebut dapat disebabkan
karena pertumbuhan optimum bakteri terdapat pada konsentrasi 15 mM dan pada
konsentrasi 20 mM pertumbuhan bakteri mulai terhambat sehingga terjadi
penurunan nilai OD. Sehingga dimungkinkan batas toleransi isolat bakteri S2-4
terhadap logam vanadium sebesar 15 mM. Berdasarkan penjelasan Carpentier et
al. (2003) bakteri Shewanella oneidensis memiliki batas toleransi logam
vanadium (V) sebesar 10 mM. Hasil penelitian Kamika & Momba (2014)
menyatakan bahwa bakteri Marinobacter sp. yang diisolasi dari limbah cair

tambang memiliki ambang batas toleran logam vanadium (V) sebesar 13 mM.
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Perbedaan kemampuan toleransi terhadap logam dapat dipengaruhi oleh faktor
lingkungan. Menurut Nasrazadani et al. (2011) banyaknya kadar logam berat pada
lingkungan akan membuat bakteri lebih resisten.

Menurut Parker et al. (2016) pada fase stasioner nutrisi habis secara
bertahap serta kadar oksigen dalam media pertumbuhan mulai menipis. Kondisi
tersebut dapat memperlambat bahkan menghambat laju pertumbuhan sel bakteri.
Sehingga jumlah sel bakteri hidup setara dengan jumlah sel bakteri yang mati,
dengan demikian jumlah sel hidup relatif stagnan. Berdasarkan penjelasan Riedel
et al. (2019) bahwa pada fase stasioner terjadi penumpukan racun dari hasil
metabolit sel bakteri, sehingga sel bakteri yang hidup dan yang mati berjalan
seimbang.

Terjadinya penurunan nilai OD merupakan awal dari fase kematian. Pada
fase ini jumlah sel bakteri yang hidup semakin sedikit. Menurut Pelczar & Chan
(2008) pada fase ini jJumlah sel bakteri yang mati lebih banyak daripada jumlah sel
bakteri yang hidup. Menurut Parker et al. (2016) pada fase kematian nutrisi pada
media tumbuh sudah habis sehingga banyak sel bakteri yang melisiskan dan
melepaskan nutrisi ke dalam media pertumbuhan. Hal tersebut memungkinkan sel
bakteri yang masih hidup untuk mempertahankan viabilitasnya dan membentuk

endospora.

4.1.2 Uji Reduksi Vanadium oleh Isolat Bakteri S2-4
Uji reduksi vanadium dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri
tersebut dalam mereduksi logam vanadium. Menurut Rehder (2016) reduksi

merupakan suatu reaksi yang mengalami penurunan bilangan oksidasi. Isolat
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bakteri yang digunakan dalam uji reduksi adalah isolat bakteri S2-4, hal ini
dikarenakan isolat tersebut telah terbukti resisten terhadap logam vanadium (V)
pada penelitian sebelumnya. Pengukuran uji reduksi dilakukan ketika diawal fase
eksponensial (jam ke-2) dan diakhir fase eksponensial (jam ke-12). Dalam uji ini
ditambahkan larutan asam fosfat dan perphenazine. Menurut Mohamed & EI-
Shahat (2000) asam fosfat dan perphenazine digunakan sebagai indikator
pengukuran logam vanadium. Ketika terjadi oksidasi maka zat perphenazine akan
memberikan warna merah. Intensitas dan stabilitas warna merah ini tergantung
pada sifat dan konsentrasi asam yang digunakan, untuk itu digunakan asam fosfat
agar intensitas dan stabilitas warna menjadi maksimum.

Logam vanadium yang digunakan merupakan logam vanadium yang
memiliki bilangan oksidasi +5. Kemampuan isolat bakteri S2-4 dalam mereduksi
logam vanadium (V) ditandai dengan adanya perubahan warna pada media dari
kuning menjadi biru-kehijauan. Hal tersebut menandakan bahwa bakteri telah
mereduksi logam vanadium (V) menjadi vanadium (IV). Pada konsentrasi 0 mM
warna tidak berubah menjadi biru-kehijauan dikarenakan pada media tumbuh
tidak terdapat logam vanadium, sehingga tidak terjadi proses reduksi. Menurut
(Barceloux, 1999) keadaan oksidasi logam vanadium paling stabil ketika berada
pada bilangan oksidasi +4, sehingga logam vanadium (IV) tidak mudah
mengalami kenaikan maupun penurunan bilangan oksidasi. Berdasarkan
penelitian reduksi vanadium yang dilakukan olen Marwijk (2005) reduksi
vanadium terjadi dalam kondisi anaerob dan disertai dengan perubahan warna

pada media menjadi biru-kehijauan yang menunjukkan terjadinya reduksi
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vanadium (V) menjadi vanadium (IV) oleh bakteri. Perubahan warna pada media

menjadi biru-kehijauan dapat dilihat pada gambar 4.2.
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Gambar 4. 2 Perubahan warna pada medla tumbuh bakterl a) konsentra5| 0 mM,
b) konsentrasi 5 mM c) konsentrasi 10 mM d) konsentrasi 15 mM e)
konsentrasi 20 mM (tabung sebelah kiri merupakan kontrol setiap
perlakuan).

Hasil penelitian uji reduksi vanadium menunjukkan kemampuan reduksi
vanadium oleh isolat S2-4 berbeda-beda setiap konsentrasinya (gambar 4.3). Pada
konsentrasi 0 mM tidak terdapat logam vanadium pada media tumbuh, sehingga
tidak terjadi proses reduksi. Pada konsentrasi 5 mM bakteri mampu mereduksi
logam vanadium sebesar 33,81%. Pada konsentrasi 10 mM bakteri mampu
mereduksi logam vanadium sebesar 80,33%. Pada konsentrasi 15 mM bakteri
mampu mereduksi logam vanadium sebesar 84,33%. Pada konsentrasi 20 mM
terjadi penurunan kemampuan reduksi oleh isolat bakteri S2-4. Tetapi bakteri
tersebut mampu mereduksi logam vanadium sebesar 70,00%. Terjadinya

penurunan tersebut dimungkinkan karena batas toleransi isolat bakteri S2-4



45

terhadap logam vanadium sebesar 15 mM. Kemampuan toleransi suatu bakteri
terhadap logam dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan. Menurut Nasrazadani
et al. (2011) banyaknya kadar logam berat pada lingkungan asal akan membuat
bakteri lebih resisten. Semakin banyak kadar logam berat di lingkungan asal maka
akan semakin tinggi pula kemampuan resistensinya.

Kemampuan isolat bakteri S2-4 dalam mereduksi vanadium mencapai
84,33% hal tersebut diduga karena kadar logam vanadium pada limbah tambang
Wonocolo sebesar 325,48 uM (0,326 mM). Berdasarkan hasil penelitian Marwijk
(2005) bakteri yang diisolasi dari limbah tambang emas mampu mereduksi logam
vanadium (V) sebesar 10% hingga 80%, hal tersebut dapat dipengaruhi oleh
lingkungan asalnya. Semakin banyak kadar logam vanadium pada lingkungan
asalnya maka kemampuan bakteri tersebut dalam mereduksi logam vanadium
akan semakin besar. Hasil penelitian Wang et al. (2017) menjelaskan bahwa
bakteri Shewanella loihica PVV-4 mampu mereduksi logam vanadium (V) dengan
persentase sebesar 71,3%.

Waktu aktif enzim 6-PGDH dan G6PDH terjadi pada saat fase logaritmik
berlangsung hal tersebut juga dipicu oleh adanya logam pada lingkungan hidup
bakteri (Matilda et al., 2019). Kedua enzim tersebut akan menghasilkan 2 mol
NADPH. Vanadium (V) masuk ke dalam vanadosit (sel pengakumulasi
vanadium) melalui transporter logam kemudian diikat oleh vanabin (protein
pengikat vanadium). Kemudian vanadium (V) terseduksi menjadi vanadium (1V)
dengan bantuan NADPH. Kemudian vanadium (V) akan diikat oleh vanabin dan

direduksi menjadi vanadium (111) (Michibata et al., 2003).
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Gambar 4.3. Diagram reduksi vanadium oleh isolat bakteri S2-4.

4.2 Karakteristik Morfologi Isolat Bakteri S2-4 dari Pertambangan Minyak
Wonocolo

4.2.1 Ildentifikasi Makroskopis

Pengamatan makroskopis dilakukan pada isolat bakteri yang resisten yaitu
isolat dengan kode S2-4. Isolat bakteri tersebut ditumbuhkan pada media padat
TYG dengan konsentrasi logam vanadium 0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20
mM. Pengamatan makroskopis dilakukan dengan cara melakukan pengamatan
langsung pada cawan petri. Identifikasi makroskopis ditinjau dari beberapa aspek
diantaranya yaitu bentuk koloni, permukaan koloni, tepi koloni, dan warna koloni.
Hasil dari pengamatan makroskopis menunjukkan bahwa isolat bakteri S2-4
memiliki bentuk koloni irregular, permukaan raised, dan bentuk tepi entire. Hasil
pengamatan makroskopis dapat dilihat pada gambar 4.4. Isolat bakteri yang
diamati secara makroskopis kemudian diamati secara mikroskopis dengan
menggunakan pewarnaan cat Gram. Menurut Sousa et al. (2013) setiap spesies
bakteri memiliki ciri khas bentuk koloni yang berbeda-beda. Namun lingkungan

pertumbuhan bakteri, seperti nutrisi dan suhu juga menentukan karakteristik
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bakteri tersebut. Akan tetapi menurut Puchkov (2016) karakteristik morfologi
tidak bisa menjadi satu-satunya parameter yang digunakan untuk identifikasi suatu

mikroorganisme.

Gambar 4.4 Hasil pengamatan makroskopis isolat bakteri S2-4

4.2.2 Pengamatan Gram Bakteri

Pengamatan Gram bakteri dilakukan dengan memberi pewarna cat Gram
pada isolat bakteri. Tujuan dari pewarnaan Gram untuk mengetahui jenis bakteri
apakah Gram positif atau Gram negatif. Menurut Parker et al. (2016) bakteri yang
berwarna ungu menunjukkan bakteri Gram positif sedangkan bakteri berwarna
merah menunjukkan bakteri Gram negatif. Berdasarkan hasil pengamatan
pewarnaan cat Gram dengan perbesaran mikroskop 1000X diperoleh hasil isolat
S2-4 merupakan bakteri Gram positif dengan bentuk sel batang (basil). Hasil

pewarnaan Gram dapat dilihat pada gambar 4.5.
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Bakteri yang resisten terhadap logam berat antara lain adalah bakteri basil
Gram positif, kokus Gram positif, basil Gram negatif, dan kokus Gram negatif.
Bakteri Gram positif memiliki daya resistensi yang tinggi terhadap logam berat
karena kemampuannya menyerap dan menahan logam berat pada dinding sel.
Bakteri Gram positif memiliki struktur dinding sel yang lebih sederhana dan
kurang selektif terhadap material eksternal. Kontak jangka panjang dengan logam
berat dan banyaknya kadar logam akan membuat bakteri lebih resisten.
Sebaliknya bakteri Gram negatif memiliki struktur dinding sel yang lebih rumit
sehingga menyebabkan dinding sel lebih selektif terhadap logam berat

(Nasrazadani et al., 2011).

Gambar 4.5 Cat Gram isolat S2-4 dengan perbesaran 1000X.

4.3 Integrasi Sains dan Islam
Terjadinya pencemaran di tambang minyak Wonocolo terjadi akibat dari
ulah manusia yang mengeksploitasi minyak di sana. Sehingga limbah logam berat

yang dihasilkan dari aktivitas pertambangan menyebabkan pencemaran
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lingkungan. Al-Qur’an telah menjelaskan dalam surat Al-A’rof ayat 56 bahwa
manusia dilarang merusak bumi. Dalam ayat tersebut, manusia yang merupakan
makhluk ciptaan Allah seharusnya bertanggung jawab untuk menjaga bumi dan

tidak berbuat kerusakan di muka bumi.

H . @ 2 Y 1% 0% 30 i ~ o - 4 . I N
Coiwdall (a G4 B ) &aad ) () Gala 5134 5 5230 5 Lea Sl 325 (i Y1 (8 1501 W g

Artinya: Dan janganlah kamu berbuat kerusakan di bumi setelah (diciptakan)
dengan baik. Berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut dan penuh harap.
Sesungguhnya rahmat Allah sangat dekat kepada orang yang berbuat
kebaikan.

Menurut tafsir Al-Misbah Allah telah menicptakan alam raya dengan
keadaan yang seimbang dan menyediakan semua kebutuhan makhluknya.
Sehingga kita sebagai manusia seharusnya menjaga dan tidak berbuat kerusakan
di bumi. Salah satu contoh kegiatan yang merusak bumi yaitu kegiatan
penambangan dan cara pembuangan limbah yang kurang tepat, sehingga
menyebabkan residu logam berat. Dampak dari residu logam berat tidak hanya
berakibat buruk kepada manusia, tetapi juga terhadap makhluk hidup yang
lainnya. Sehingga pada akhir ayat diperintahkan untuk berdo’a agar Allah
memberi rahmat.

Allah SWT berfirman dalam QS. Ali-Imran ayat 190-191 yang berbunyi:

5885 L 0 532805 Gl S 1, 0 el g e s sl la b 8
G Coite g GBAL Sl 13 Gl G 5 G55 sl IR o8 (5086 5 a3 e

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian
malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang

berakal, (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk
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atau dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan

langit dan bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau

menciptakan semua ini sia-sia; Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari
azab neraka.”

Menurut tafsir Al-Misbah ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT
menciptakan alam semesta sebagai tanda-tanda kebesaran Allah bagi orang yang
berakal. Orang yang berakal adalah orang yang selalu mengingat Allah SWT
dalam keadaan apapun dan mereka yang berfikir tentang penciptaan langit dan
bumi, serta berbagai kejadian yang ada di alam semesta. Sehingga pada akhir ayat
dijelaskan bahwa Allah tidak menciptakan segala sesuatu dengan sia-sia. Salah
satunya adalah Allah menciptakan mikroorganisme yang berguna untuk
lingkungan.

Perilaku menjaga lingkungan merupakan suatu contoh dari perbuatan amal

saleh. Allah SWT berfirman dalam QS. Al-Bagarah ayat 82 yang berbunyi:

O34 g8 2 il sl Gl edlial 1 lee 5 1 35l Gl
Artinya: “Dan orang-orang yang beriman dan mengerjakan kebajikan, mereka
itu penghuni surga. Mereka kekal di dalamnya.”
Berdasarkan penjelasan tafsir Al-Misbah perbuatan amal saleh adalah segala
perbuatan baik yang dilandasi dengan iman. Salah satu contohnya dengan
menjaga lingkungan. Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa isolat bakteri

S2-4 yang mampu mereduksi logam vanadium hingga 84,33%. Sehingga bakteri

tersebut dapat digunakan sebagai agen bioremediasi logam vanadium.



BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang diperolah dari hasil penelitian yang dilakukan yaitu:

1. Isolat bakteri S2-4 mampu mereduksi vanadium (V) menjadi vanadium (1V)
yang ditandai dengan adanya perubahan pada media cair dari kuning menjadi
biru-kehijauan. Kemampuan mereduksi logam vanadium paling tinggi
terdapat pada konsentrasi 15 mM dengan persentase sebesar 84,33%.

2. Hasil pengamatan karakteristik makroskopis menunjukkan bahwa isolat S2-4
memiliki bentuk koloni irregular, permukaan raised, dan bentuk tepi entire.
Sedangkan hasil pengamatan mikroskopis isolat bakteri S2-4 merupakan

bakteri basil Gram positif.

5.2 Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya agar dilakukan identifikasi molekuler.
Selain itu juga dilakukan uji reduksi logam vanadium dengan menambahkan
variasi pH dan suhu bakteri agar diketahui pertumbuhan optimalnya sehingga
dapat digunakan secara aplikatif dalam pencemaran logam vanadium di

lingkungan secara langsung.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pembuatan Larutan Stok NaVO; 100 mM dalam 100 mL Aquades
Mr NaVOs; = 121,93
1M = 1000 mM

1M = 121,93 gr/L, sehingga untuk membuat 100 mM menjadi

Mr NavO3
10

100 mM =

121,93
10

100 mM =

=12,193 gr/L

12,193 _ gram NaVO3 yang dibutuhkan

1000 100
12,193 _ «x
1000 100

x =1,2193 gr/100 mL
Jadi, untuk membuat 100 mL larutan NaVOj3 dengan konsentrasi 100 mM
dilakukan dengan cara menimbang 1,2193 gr serbuk NaVOj3; dan dilarutkan

dengan aquades 100 mL kemudian dihomogenkan.
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Lampiran 2. Pembuatan Larutan NaVO3 untuk Perlakuan

Penelitian ini menggunakan konsentrasi NaVOj; yang berbeda pada
media TYG Agar dan TYG Broth (0 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, dan 20
mM). Untuk membuat konsentrasi tersebut digunakan rumus pengenceran
yaitu:

M1xV1=M2xV2
Keterangan:
M1 = konsentrasi dari larutan stok NaVO3
V1 = volume larutan stok NaVOj3 yang diambil
M2 = konsentrasi larutan yang NaV O3 dibutuhkan dalam media

V2 = volume total media yang diberi NaVO3;

Pembuatan NaVO3 dengan konsentrasi 5 mM dalam 10 mL media TYG Agar
dan TYG Broth:

M1xV1=M2xV2

100xV1=5x10

V1=0,5mL

Jadi, untuk membuat konsentrasi NaVO3; 5 mM dalam 10 mL media TYG
Agar dan TYG Broth dengan diambil 0,5 mL NaVOg; dari larutan stok 100

mM kemudian ditambahkan 9,5 mL media TYG Agar dan TYG Broth.

Konsentrasi | NaVO3; | Media TYG Agardan TYG | Volume Total

Broth
0mM 0mL 10 mL 10 mL
5mM 0,5mL 9,5mL 10 mL

10 mM 1mL 9mL 10 mL
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15 mM

1,5mL

8,5mL

10 mL

20 mM

2mL

8 mL

10 mL




Lampiran 3. Hasil Pengukuran Kurva Pertumbuhan Bakteri

1.  Hasil pengukuran kurva pertumbuhan bakteri S2-4 Ulangan 1

Jam Ulangan Nilai OD
ke- OmM | 5mM | 1I0mM | 15mM | 20 mM
0 1 0.01 0.01 0.03 0.07 0.04
2 0.01 0.01 0.03 0.07 0.04
) 1 0.04 0.04 0.06 0.22 0.15
2 0.04 0.04 0.06 0.20 0.15
4 1 0.14 0.15 0.16 0.36 0.23
2 0.11 0.15 0.10 0.36 0.23
6 1 0.21 0.31 0.32 0.57 0.38
2 0.21 0.31 0.32 0.57 0.38
g 1 0.43 0.55 0.57 0.67 0.46
2 0.43 0.55 0.57 0.67 0.46
10 1 0.73 0.74 0.75 0.90 0.67
2 0.73 0.69 0.66 0.90 0.61
12 1 0.83 0.85 0.87 1.16 0.96
2 0.83 0.85 0.87 1.16 0.96
14 1 0.76 0.64 0.72 1.03 0.77
2 0.76 0.64 0.72 1.03 0.77
16 1 0.70 0.54 0.68 0.85 0.67
2 0.70 0.54 0.68 0.85 0.67
18 1 0.64 0.44 0.54 0.81 0.56
2 0.64 0.44 0.54 0.81 0.56
20 1 0.52 0.30 0.41 0.46 0.48
2 0.52 0.30 0.40 0.46 0.48
29 1 0.48 0.24 0.29 0.32 0.34
2 0.48 0.24 0.20 0.32 0.34
24 1 0.32 0.18 0.20 0.16 0.24
2 0.32 0.18 0.20 0.16 0.24
26 1 0.25 0.11 0.13 0.10 0.14
2 0.25 0.11 0.13 0.08 0.14
)8 1 0.13 0.07 0.07 0.04 0.07
2 0.13 0.07 0.07 0.04 0.07
30 1 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00




2.

Hasil pengukuran kurva pertumbuhan bakteri S2-4 Ulangan 2
Jam Ulangan Nilai OD
ke- OmM [5mM | 10mM | 15mM | 20 mM
0 1 0.01 | 0.01 0.02 0.07 0.04
2 0.01 | 0.01 0.02 0.03 0.04
) 1 0.09 | 0.05 0.07 0.21 0.15
2 0.09 | 0.05 0.07 0.21 0.15
4 1 0.16 | 0.17 0.15 0.34 0.27
2 0.16 | 0.17 0.15 0.34 0.27
6 1 0.25 | 0.35 0.34 0.61 0.35
2 025 | 0.35 0.34 0.61 0.35
g 1 032 | 057 0.58 0.73 0.41
2 032 | 057 0.58 0.73 0.41
10 1 0.34 | 0.63 0.74 0.87 0.60
2 0.34 | 0.63 0.69 0.83 0.60
12 1 0.77 | 0.81 0.85 1.06 0.95
2 0.77 | 0381 0.85 1.06 0.95
14 1 0.61 | 0.67 0.70 0.97 0.76
2 0.61 | 0.67 0.70 0.97 0.76
16 1 059 | 0.50 0.66 0.84 0.68
2 059 | 0.50 0.66 0.83 0.68
13 1 054 | 043 0.51 0.78 0.51
2 054 | 043 0.51 0.78 0.51
20 1 049 | 031 0.40 0.47 0.47
2 048 | 0.31 0.40 0.47 0.47
29 1 0.38 | 0.20 0.27 0.29 0.34
2 0.38 | 0.15 0.22 0.22 0.32
24 1 0.34 | 0.15 0.20 0.14 0.21
2 034 | 0.15 0.20 0.13 0.21
26 1 0.25 | 0.09 0.11 0.08 0.12
2 0.25 | 0.09 0.11 0.08 0.12
)8 1 0.11 | 0.07 0.08 0.04 0.06
2 0.10 | 0.07 0.08 0.04 0.06
30 1 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00
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3. Rata-rata pengukuran kurva bakteri S2-4

Jam Nilai OD
ke- OmM | 5mM [ 10mM | 15mM | 20 mM
0 0.01 0.01 0.03 0.06 0.04
2 0.07 0.05 0.07 0.21 0.15
4 0.14 0.16 0.14 0.35 0.25
6 0.23 0.33 0.33 0.59 0.37
8 0.38 0.56 0.58 0.70 0.44
10 0.54 0.67 0.71 0.88 0.62
12 0.80 0.83 0.86 1.11 0.96
14 0.69 0.66 0.71 1.00 0.77
16 0.65 0.52 0.67 0.84 0.68
18 0.59 0.44 0.53 0.80 0.55
20 0.50 0.31 0.4 0.47 0.48
22 0.43 0.21 0.25 0.29 0.33
24 0.33 0.17 0.20 0.15 0.23
26 0.25 0.10 0.12 0.09 0.13
28 0.12 0.07 0.08 0.04 0.07
30 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00
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Lampiran 4. Hasil Kurva Reduksi

1. Hasil pengukuran reduksi vanadium oleh isolat bakteri S2-4 Ulangan 1

Konsentrasi | Ulangan acv)v[gl a%[]?r
omu |1 o0 oo
|| o0 o
0mM |00 | o022
ama | 1| oae o
0mM |5 | 0
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2. Hasil pengukuran reduksi vanadium oleh isolat bakteri S2-4 Ulangan 2

3.

Konsentrasi | Ulangan | OD oD
awal akhir
0mM 1| 0.000| 0.000
2| 0.000| 0.000
5mM 1 0.634 0.417
2| 0634 0417
10 mM 1| 0.123| 0.026
2| 0123 | 0.026
15mM 1| 0217 | 0.034
2| 0217 | 0.034
20 mM 1| 0508| 0.151
2| 0508 0.151

Rata-rata pengukuran reduksi vanadium oleh isolat bakteri S2-4

Konsentrasi oD OD % .
awal akhir | Reduksi

0 mM 0.00 0.00 0%
5mM 0.624 | 0.413 | 33.81%
10 mM 0.122 | 0.024 | 80.33%
15 mM 0.217 | 0.034 | 84.33%
20 mM 0.500 | 0.150 | 70.00%
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