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ABSTRAK 

 

Hakim,  Rasyid Noor. 2021. Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Kemampuan 

Bioremediasi Timbal oleh Bakteri T2P2 Asal Kawasan Pertambangan di 

Tulungagung. Skripsi. Program Studi Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, 

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim. Pembimbing I : Anik 

Maunatin, S.T, M.P;   Pembimbing II : Ahmad Hanapi, M.Sc.  

Kata kunci: Bakteri, Bioremediasi Timbal, Suhu Inkubasi. 

 

 Timbal merupakan salah satu logam berat yang memiliki kelimpahan tinggi di 

alam dan bersifat toksik terhadap makhluk hidup. Aktivitas pertambangan menjadi salah 

satu sumber pencemaran timbal di lingkungan. Bioremediasi menggunakan bakteri 

merupakan salah satu alternatif penanganan pencemaran timbal yang ramah lingkungan 

dan efisien. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh suhu terhadap 

kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2 yang didapat dari kawasan 

pertambangan di Tulungagung.  

 Bioremediasi timbal dilakukan pada media Nutrient Broth (NB) yang mengandung 

100 ppm timbal. Inkubasi bakteri dilakukan secara statis pada variasi suhu ruang, 30, 35, 

dan 40°C, dengan pH 7 selama 24 jam. Kadar residu timbal dalam media diukur 

menggunakan spektrofotometer serapan atom - nyala pada panjang gelombang 283,3 nm, 

lalu dibandingkan dengan konsentrasi awal timbal. Konsentrasi timbal teremediasi 

dianalisis secara statistik menggunakan One Way ANOVA. 

 Kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2 ditunjukkan dengan nilai 

timbal teremediasi. Pada variasi suhu ruang, nilai timbal teremediasi sebesar 39,81%; suhu 

30°C sebesar 45,46%; suhu 35°C sebesar 59,89%; dan suhu 40°C sebesar 59,02%. Uji 

statistik menunjukkan adanya pengaruh nyata suhu inkubasi terhadap nilai timbal 

teremediasi (sig<0,05). Bakteri T2P2 menunjukkan kemampuan bioremediasi timbal 

optimal pada kondisi suhu inkubasi 35°C. 
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ABSTRACT 

 

Hakim, Rasyid Noor. 2021. The effect of Incubation Temperature on Lead 

Bioremediation Ability by Bacteria T2P2 from Mining Site in Tulungagung. 

Thesis. Department of Chemistry, Faculty of Sains and Technology, State Islamic 

University of Maulana Malik Ibrahim.   Supervisor I: Anik Maunatin, S.T, M.P; 

Supervisor II: Ahmad Hanapi, M.Sc. 

Keywords: Bacteria, Lead Bioremediation, Incubation Temperature. 

 

Lead is a heavy metal that has high abundance in nature and toxic to living 

organisms. Mining activities are source of lead pollution in the environment. 

Bioremediation using bacteria is an alternative solution for handling lead pollution which 

is environmentally friendly and efficient. This research was conducted to determine the 

effect of incubation temperature on lead bioremediation ability by bacteria T2P2 obtained 

from mining site in Tulungagung. 

 Lead bioremediation assay was carried out on Nutrient Broth (NB) media 

containing lead 100 ppm. Bacteria was incubated with variations room temperature, 30, 35, 

and 40°C, pH 7 for 24 hours. Lead residue in the media was measured using flame atomic 

absorption spectrophotometer at wavelength 283.3 nm, then compared with the initial 

concentration. The effect of incubation temperature on the lead bioremediation was 

statistical analyzed using One Way ANOVA.  

Lead bioremediation ability of bacteria T2P2 was showed by the value of remedied 

Lead that 39.81% at room temperature; 45.46% at 30°C; 59.89% at 35°C; and 59.02% at 

40°C. Statistical test showed that there was a significant effect of incubation temperature 

on the value of remedied Lead (sig<0.05). The bacteria T2P2 showed optimal lead 

bioremediation ability at incubation temperature 35°C. 
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 ملخص البحث

أثر درجة حرارة الحضانات نحو قدرة بؤوريميدياسي تيمبال من  .0202حاكم، رشيد نور. 
. البحث العلميّ. القسم تعليم الكيمياء،  تولونج اكونج منطقة التعدينمن  T2P2 الجرثوم

أنيك :الأول فةالمستشر  كلّيّة العلم و التقنيّ، جامعة الإسلام الرسميّة مولانا مالك إبراهيم.
   الماجيستير أحمد حنافيثاني: ال ف، المستشر   معونة الماجيستير

: الجرثوم، بؤوريميدياسي تيمبال، درجة حرارة الحضانات.الكلمات الرئيسيّة  
 

كان تيمبال هو أحد المعادن الثقيلة له الوفرة الرافعة في العالم و له صفة السمّ نحو كائن 
د مصادر الوساخة تيمبال في البيئة. و يستعمل بؤوريميدياسي الحيّ. و تكون عمليّة التعدين أح

الجرثوم و هو أحد ردائف معاملة الوساخة تيمبال لطيف بيئته و الفعّال. و غرض هذا البحث لمعرفة 
التّي تنُال من البحيرة  T2P2أثر درجة الحرارة نحو قدرة بؤوريميدياسي تيمبال من ايسولات الجرثوم 

 اكونج.تيكا ورنا تولونج 
التّي تحتوي  Nutrient Broth (NB)و تعُمل تجربة قدرة بؤوريميدياسي تيمبال في الوسيلة         

ساعة بتنوعّ درجة حرارة الغرفة،  02تيمبال. و تعُمل الحضانات اينوكولوم ما دام  ppm 222على 
توميتر سيرافان و . و يقُاس قياس ريسيدو تيمبال في الوسيلة باستعمال سفيكتروفC° 22و  03، 02

. و أثر درجة الحرارة نحو قدرة بؤوريميدياسي تيمبال تُحلّل إحصائيّة nm 0،0،0ذرةّ في طويل موج 
 . One Way ANOVAباستعمال تجربة 

ايسولات الجرثوم بنتيجة تيمبال الوساطة؛ في   T2P2 و تدلّ قدرة بؤوريميدياسي تيمبال من
 03؛ درجة حرارة %23،24قدر  C° 02درجة حرارة  ؛%2،،08تنوعّ درجة حرارة الغرفة قدر 

°C  22؛ و درجة حرارة %8،،38قدر °C  و تدلّ تجربة الإحصائيّة وجود أثر %38،20قدر .
. و تدلّ ايسولات الجرثوم (sig<0,05)ظاهر درجة حرارة الحضانات نحو نتيجة تيمبال الوساطة 

T2P2 03حرارة الحضانات  قدرة بؤوريميدياسي تيمبال الأمثل في حال درجة °C. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Limbah logam berat merupakan salah satu pencemar berbahaya yang 

dihasilkan oleh aktivitas antropogenik, salah satunya aktivitas pertambangan. 

Banyak bekas tambang logam yang ditinggalkan begitu saja tanpa melakukan 

restorasi ekosistem ataupun reklamasi menjadi penyebab terjadinya pencemaran 

limbah logam berat. Hal tersebut menimbulkan limbah logam berat, seperti seng, 

kadmium, timbal, kromium, yang mengakibatkan konsentrasi logam berat dalam 

tanah meningkat (Jin dkk., 2018). Daldoul dkk. (2019) menunjukkan kandungan 

logam berat pada tambang di Tunisia dengan konsentrasi Zn 20 – 4.800 ppm dan 

Pb 85,7 – 2.761 ppm. Pulit dkk. (2018) menunjukkan adanya pencemaran logam 

berat akibat aktivitas tambang tembaga dengan konsentrasi Cu, Pb dan Cd masing-

masing adalah 2.610 ppm, 1.132 ppm dan 1,0 ppm. Olobatoke dan Mathuthu (2016) 

menunjukkan adanya pencemaran As 13 – 82 ppm, Pb 3- 49 ppm dan Cu 4 – 39 

ppm pada tanah di area tambang emas. Berdasarkan ketiga penelitian yang 

disampaikan, timbal (Pb) menjadi salah satu limbah logam berat yang banyak 

ditemukan sebagai dampak aktivitas pertambangan. 

Timbal menempati peringkat pertama dalam daftar bahan beracun Agency 

for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) berdasarkan prevalensi dan 

tingkat toksisitasnya. Hal ini diperburuk oleh sifat logam berat yang tidak dapat 

terdegradasi secara alami, sehingga dapat terakumulasi dalam tanah. Tumbuhan 

yang hidup di lingkungan terkontaminasi dapat menyebabkan paparan logam berat 
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pada rantai makanan manusia (Singh dan Prasad, 2015). Timbal bersifat teratogenik 

dan mutagenik bagi manusia (Heidari dan Panico, 2020). Bahaya pencemaran 

Timbal yang mengancam kelangsungan hidup manusia seharusnya menyadarkan 

kita akan konsekuensi dari perbuatan merusak alam. Allah berfirman dalam surat 

Ar-Rum ayat 41 : 

 

 مْ ظَهَرَ الْفَسَادُ فِى الْبَ رِّ وَالْبَحْرِ بِمَا كَسَبَتْ ايَْدِى النَّاسِ ليُِذِيْ قَهُمْ بَ عْضَ الَّذِيْ عَمِلُوْا لَعَلَّهُ 
(١٤يَ رْجِعُوْنَ )  

 
Artinya: “Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena 

perbuatan tangan manusia; Allah menghendaki agar mereka merasakan sebagian 

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

(Q.S ar-Rum : 41). 

 

 Menurut Gani dkk. (1995) ayat tersebut berisi pernyataan bahwa kerusakan 

yang terjadi di darat maupun di laut disebabkan perbuatan manusia. Perbuatan ini 

dapat terjadi karena manusia menyalahgunakan fitrah dari Allah sebagai khalifah. 

Manusia mengerjakan kerusakan dengan kehendaknya yang bebas tanpa mengingat 

setiap perbuatan manusia akan mendapat balasan kelak di akhirat. Sebagian dari 

balasan perbuatan buruk mereka juga diberikan Allah di dunia, seperti bencana 

alam ataupun limbah logam berat yang membahayakan kesehatan manusia. 

Dampak berbahaya logam berat ini dapat menjadi pengingat manusia untuk 

berhenti berbuat kerusakan dan menjaga lingkungan dengan baik.  

Penanganan cemaran timbal secara konvensional dapat dilakukan dengan 

pendekatan kimia-fisik seperti oksidasi-reduksi, penukar ion, maupun pemisahan 

dengan membran (Heidari dan Panico, 2020; Huang dkk., 2006). Permasalahan 

utama yang menghambat remediasi timbal secara konvensional adalah biaya yang 
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tinggi, penggunaan bahan kimia berbahaya, dan potensi terbentuknya produk 

samping yang beracun atau pencemar sekunder (Bilal dan Iqbal, 2020). Hal ini 

mendorong adanya inovasi metode restorasi ekologis yang lebih ramah lingkungan 

(Jin dkk., 2018). Restorasi dengan memanfaatkan mikroorganisme sebagai agen 

remediasi, atau sering dikenal dengan istilah bioremediasi, secara umum dianggap 

lebih aman dan lebih baik dalam memulihkan fungsi tanah dibandingkan dengan 

metode kimia-fisik konvensional (Alvarez dkk., 2017). Selain itu, mikroorganisme 

yang digunakan dalam bioremediasi bisa diperoleh dengan mudah di alam dan 

dikembangbiakkan sangat cepat (Abbas dkk., 2014).  

Bakteri merupakan salah satu mikroorganisme yang banyak digunakan 

sebagai agen bioremediasi timbal. Penggunaan bakteri untuk restorasi ramah 

lingkungan terus dikembangkan karena kemampuan resistensi bakteri terhadap 

timbal sangat baik (Arashiro, 2018). Beberapa penelitian menunjukkan hasil 

pengujian minimum inhibitory concentration pada bakteri resisten timbal yang 

diisolasi dari kawasan pertambangan. Penelitian sebelumnya yang dilakukan Ihsani 

(2020) menunjukkan bakteri T2P2 memiliki kemampuan resisten timbal hingga 

1242 ppm. Pulit dkk. (2018) menunjukkan bakteri Pseudomonas azotoformans 

mampu bertahan pada media yang mengandung timbal hingga konsentrasi 1.000 

ppm. Selain itu, Marzan dkk. (2017) juga melaporkan bakteri Hafnia sp. memiliki 

resisten terhadap timbal hingga konsentrasi 1.200 ppm. Uraian penelitian tersebut 

menunjukkan bahwa bakteri resisten timbal dapat dijumpai di daerah tambang dan 

berpotensi untuk digunakan sebagai bioremediator timbal. 

Eksplorasi   kemampuan  bioremediasi  timbal  yang  dimiliki  oleh  bakteri 

resisten  timbal terus dilakukan. Menurut Heidari dan Panico (2020) identifikasi 
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bakteri baru merupakan upaya penting untuk menemukan agen bioremediasi yang 

lebih efisien untuk menghilangkan pencemaran timbal. Heterogenitas spesies 

menjadi salah satu alasan adanya perbedaan kemampuan bioremediasi timbal oleh 

setiap bakteri. Marzan dkk. (2017) menunjukkan kemampuan bioremediasi timbal 

oleh Gemella sp. sebesar 55,16%, dimana hasil tersebut lebih tinggi dibandingkan 

Micrococcus sp. sebesar 36,55%. Selain itu, penelitian Dabir dkk. (2019) 

menunjukkan kemampuan bioremediasi timbal oleh Rhodococcus sp. AM1 sebesar 

58%, dimana hasil tersebut lebih tinggi dibanding Microbacterium oxydans CM3 

sebesar 38%. Kedua penelitian tersebut membuktikan perbedaan jenis bakteri 

berpengaruh terhadap kemampuan bioremediasi timbal.  

Faktor lingkungan juga menyebabkan perbedaan kemampuan bakteri dalam 

melakukan bioremediasi timbal (Abbas dkk., 2014). Faktor lingkungan yang 

mempengaruhi kemampuan bioremediasi meliputi pH, konsentrasi pencemar dan 

suhu. Efek suhu merupakan salah satu faktor yang banyak diteliti karena 

berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri, aktivitas enzim, ataupun fluiditas 

membran sehingga berdampak pada kemampuan bioremediasi timbal (Ali Redha, 

2020). Masing-masing bakteri memiliki kondisi suhu optimal yang berbeda-beda. 

Audu dkk. (2020) mengidentifikasi kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri 

Pantoea agglomerans dapat optimal pada suhu 30°C. Heidari dan Panico (2020) 

melakukan studi optimalisasi kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri Bacillus 

sp. Q3 dan Q5 yang menunjukkan suhu optimal kedua bakteri masing masing 

38,8°C dan 34,3°C. Selain itu, penelitian Shao dkk. (2019) menunjukkan kondisi 

optimal Bacillus sp . Strain MRP-3  untuk melakukan bioremediasi timbal berada 
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pada suhu 37°C. Ketiga penelitian tersebut menunjukkan bahwa setiap bakteri 

memiliki suhu optimal yang beda. 

Berdasarkan uraian yang telah disampaikan, maka perlu dilakukan 

penelitian untuk mengetahui kemampuan bakteri T2P2 dalam melakukan 

bioremediasi timbal. Perlakuan suhu inkubasi dipilih untuk mengetahui pengaruh 

suhu terhadap proses bioremediasi dan mengetahui suhu inkubasi optimal bakteri 

T2P2. Hasil penelitian ini diharapkan dapat berkontribusi dalam riset komprehensif 

mengenai potensi bakteri tersebut. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah bagaimana pengaruh suhu 

inkubasi terhadap aktivitas bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2 ?  

 

1.3 Tujuan 

Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh suhu inkubasi terhadap 

aktivitas bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2. 

 

1.4 Batasan Masalah 

1. Bakteri T2P2 merupakan hasil isolasi oleh penelitian sebelumnya dari 

kawasan pertambangan di Desa Panggunguni, Kecamatan Pucanglaban, 

Kabupaten Tulungagung. 

2. Uji bioremediasi timbal dilakukan pada kondisi pH 7 dan inkubasi statis  

(tanpa shaker) selama 24 jam. 

3. Pengukuran  kadar  timbal  dilakukan menggunakan spektrofotometer  serapan 
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atom - nyala pada panjang gelombang 283,3 nm 

1.5 Manfaat  

1. Memberi alternatif solusi restorasi ekosistem dari pencemaran timbal secara 

ramah lingkungan menggunakan bioremediasi. 

2.  Memberi informasi mengenai kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri 

T2P2.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Logam Berat Timbal 

 Unsur timbal atau plumbum dalam bahasa latin merupakan padatan logam 

berwarna abu-abu kebiruan. Nomor atom dari timbal adalah 82 dengan berat atom 

207,20 dan termasuk golongan IVA dalam tabel periodik. Sifat timbal adalah lunak, 

elastis dan memiliki konduktivitas rendah. Titik lelehnya mencapai 328 oC dan 

mendidih pada suhu 1.740 oC (Ghazi dan Millette, 2006).  

 Timbal dapat ditemukan secara alami maupun timbul akibat kegiatan 

antropogenik. Kelimpahan timbal di alam menempati urutan ke 36 dan menempati 

posisi pertama pada unsur dengan nomor atom > 60 (Ghazi dan Millette, 2006). 

Sumber alami timbal meliputi emisi dari gunung berapi dan pelapukan batuan yang 

diperkaya logam. Sedangkan, sumber utama pencemaran timbal berasal dari 

aktivitas antropogenik seperti pertambangan dan industri baterai (Zaidi dkk., 2014).  

 Pencemaran timbal merupakan salah satu pencemaran yang sulit ditangani 

karena logam berat tidak dapat terdegradasi secara alami (Huang dkk., 2006). 

Tumbuhan yang hidup di lingkungan tercemar dapat mengakumulasi timbal dan 

menjadi pintu masuk paparan timbal ke rantai makanan (Singh dan Prasad, 2015). 

Pada tumbuhan, logam berat ini dapat mengganggu pertumbuhan, menghambat 

kinerja enzim dan penyerbukan (Ayangbenro dan Babalola, 2017). Timbal bersifat 

teratogenik dan mutagenik pada manusia, sehingga dapat mengakibatkan kanker, 

gagal ginjal, gangguan neurodegeneratif juga gangguan reproduksi (Heidari dan 

Panico, 2020). 
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2.2 Bakteri dalam Perspektif Al Quran 

 Seiring perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi, manusia mampu 

mengidentifikasi bentuk kehidupan yang sangat kecil melalui mikroskop. Manusia 

mulai mempelajari bentuk-bentuk kehidupan tersebut hingga dapat 

mengidentifikasi suatu mikroorganisme bernama bakteri. Jauh sebelum itu, al-

Qur’an telah mengindikasikan keberadaan bentuk-bentuk kehidupan yang belum 

diketahui manusia saat wahyu tersebut turun. Diantara beberapa ayat Al-Quran 

yang mengindikasikan peristiwa tersebut adalah al-Baqarah ayat 26 dan an-Nahl 

ayat 8 (Lajnah Pentashihan Mushaf Al Quran, 2015).  

 

نَ أَنَّهُ و إِنَّ ٱللَّهَ لََ يَسْتَحْىِۦٓ أَن يَضْرِبَ مَثَلًا مَّا بَ عُوضَةا فَمَا فَ وْقَ هَا ۚ فَأَمَّا ٱلَّذِينَ ءَامَنُوا۟ فَ يَ عْلَمُ 
ۘ  يُضِلُّ بهِِۦ كَثِ ٱلْحَقُّ مِن رَّبِّهِمْۖ  وَأَمَّا ٱلَّذِينَ كَفَرُ  ذَا مَثَلًا يراا وَيَ هْدِى بِهِۦ  وا۟ فَ يَ قُولُونَ مَاذَآ أَراَدَ ٱللَّهُ بِهََٰ

سِقِينَ )۲٦(  كَثِيراا ۚ وَمَا يُضِلُّ بهِِۦٓ إِلََّ ٱلْفََٰ
  

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”. (QS. al-Baqarah: 26)  

 

 Menurut tafsir Departemen Agama RI (2011), kata  pada al-Baqarah  مَثلَ  

ayat 26 menggambarkan suatu makna yang umumnya abstrak dalam bentuk yang 

indrawi agar mudah dimengerti, indah, dan menarik. Penjelasan tersebut sama 

seperti pendapat Ibnul Qayyim,   َمَثل digunakan untuk mendekatkan sesuatu yang 

abstrak dengan yang indrawi, agar yang abstrak itu dapat dimengerti lebih mudah. 

Allah menyandingkan seekor nyamuk yang merupakan binatang kecil yang dapat 
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dilihat indrawi untuk menggambarkan ukuran suatu makhluk yang lebih kecil 

darinya. Sesuatu yang lebih kecil dari nyamuk bisa dipersepsikan sebagai 

mikroorganisme seperti bakteri yang belum teridentifikasi atau diketahui saat ayat 

tersebut turun.  

 

(۸وَٱلْخَيْلَ وَٱلْبِغَالَ وَٱلْحَمِيرَ لتَِ ركَْبُوهَا وَزيِنَةاۚ  وَيَخْلُقُ مَا لََ تَ عْلَمُونَ )  
 

Artinya: “Dan (Dia telah menciptakan) kuda, bagal dan keledai, agar kamu 

menungganginya dan (menjadikannya) perhiasan. Dan Allah menciptakan apa 

yang kamu tidak mengetahuinya”. (QS. An-Nahl : 8) 

 

 Lajnah Pentashihan Mushaf Al Quran (2015) melalui buku Jasad Renik 

dalam Perspektif Al-Qur'an dan Sains, mengartikan kalimat “Dan Allah 

menciptakan apa yang tidak kamu ketahui” pada surah an-Nahl ayat 8 di atas 

sebagai petunjuk akan eksistensi jasad renik atau mikroorganisme yang belum 

diketahui oleh manusia pada saat itu. Frasa tersebut disandingkan dengan kuda, 

bagal dan keledai, yang sudah dikenal masyarakat dan diketahui manfaatnya 

sebagai transportasi. Hal tersebut diterjemahkan sebagai petunjuk bahwa banyak 

hal dari “sesuatu yang tidak kamu ketahui” yang menyimpan manfaat. Seiring 

perkembangan zaman, berbagai jenis mikroorganisme dapat teridentifikasi dengan 

teknologi yang tersedia dan manfaatnya mulai dikembangkan dalam berbagai 

bidang, salah satunya peningkatan kualitas lingkungan hidup melalui bioremediasi 

menggunakan bakteri.

 

2.3 Bioremediasi Timbal Menggunakan Bakteri 

 Bioremediasi  merupakan  salah  satu  teknik  yang  sering  digunakan  untuk  
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menghilangkan pencemaran logam berat menggunakan mikroorganisme ( bakteri, 

fungi atau yeast ) endogen ataupun eksogen (Huang dkk., 2006). Bakteri menjadi 

salah satu mikroorganisme yang banyak dimanfaatkan untuk mengatasi 

pencemaran logam berat seperti timbal (Zhang dkk., 2020). Dibandingkan dengan 

metode fisika-kimia konvensional, bioremediasi timbal dengan bakteri lebih dipilih 

karena lebih ramah lingkungan (Huang dkk., 2006). Hampir seluruh polutan dan 

bakteri dapat dihilangkan, sehingga pencemaran sekunder dapat dihindari dan 

struktur (kandungan) tanah tetap terjaga (Jin dkk., 2018). Keuntungan lain 

penggunaan bakteri adalah mudah didapat, mudah diregenerasi, dan dapat 

digunakan untuk mendegradasi beberapa jenis logam sekaligus (Abbas dkk., 2014).  

 Beberapa penelitian mengenai kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri 

disajikan pada Tabel 2.1. Pengukuran kemampuan bakteri dapat dilakukan dengan 

menginokulasikan bakteri pada media perlakuan diperkaya timbal dalam jangka 

waktu yang ditentukan. Setelah mencapai batas waktu, konsentrasi residu timbal 

akan dibandingkan dengan konsentrasi awal untuk mengetahui jumlah timbal yang 

hilang akibat aktivitas bakteri (Irawati dkk., 2017; Jin dkk., 2018; Marzan dkk., 

2017). 

 

Tabel 2.1 Kemampuan bioremediasi timbal oleh berbagai jenis bakteri 

Nama Bakteri 

Konsentrasi 

Awal 

(ppm) 

Konsentrasi 

Teremediasi 

(ppm) 

Referensi 

Pantoea agglomerans 15 13,039 (Audu dkk., 2020) 

Rhodococcus sp. AM1 400 232 (Dabir dkk., 2019) 

Gemella sp. 100 54,84 (Marzan dkk., 2017) 

Enterobacter cloacae KJ-46 7,2 4,9 (Kang dkk., 2015) 

  

 Bakteri memiliki mekanisme bioremediasi  timbal  yang  membantu  mereka 
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bertahan di lingkungan tercemar timbal. Beberapa mekanisme bioremediasi timbal 

diantaranya biosorpsi dan bioakumulasi. Biosorpsi merupakan mekanisme 

bioremediasi timbal yang memanfaatkan pengikatan ion logam oleh gugus anionik 

pada dinding sel. Sedangkan bioakumulasi merupakan mekanisme bioremediasi 

secara intraseluler dengan melibatkan transpor protein atau difusi logam berat dan 

serangkaian aktivitas enzimatik di dalam sel (Abbas dkk., 2014; Jarosławiecka dan 

Piotrowska-Seget, 2014).  

 

 
Gambar 2.1 Mekanisme bioremediasi logam berat (Priyadarshanee dan Das, 2021) 

 

1. Biosorpsi 

Biosorpsi melibatkan peran dinding sel bakteri dalam mengikat ion timbal. 

Kemampuan biosorpsi timbal oleh dinding sel bakteri disebabkan adanya gugus 

anion dari makromolekul penyusunnya. Berdasarkan penelitian Gabr dkk. (2008), 

gugus anionik yang berperan dalam biosorpsi timbal pada bakteri Gram negatif 

Pseudomonas aeruginosa ASU 6a adalah gugus amina, hidroksil, karboksil, 

Adsorpsi permukaan 

Akumulasi 

intraselular 

Pengendapan 
Pembentukan kompleks 

difusi membran 

Pertukaran ion 

Ion logam 

Ribosom 

Sitoplasma 

Kromosom 

Plasmid 

M+ 
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sulfonat dan fosfat. Berdasarkan Gambar 2.1, biosorpsi memiliki beberapa jenis 

mekanisme seperti pengendapan, pembentukan kompleks, pertukaran ion, dan 

adsorpsi permukaan. Pengendapan timbal oleh dinding sel terjadi akibat reaksi ion 

logam dengan gugus fungsi pada permukaan sel bakteri dan menghasilkan endapan 

logam dalam bentuk senyawa organik yang tidak larut dan menempel pada dinding 

sel. Pembentukan kompleks pada dinding sel melibatkan pengikatan ion logam oleh 

ligan organik pada dinding sel. Selain itu, mekanisme biosorpsi juga melibatkan 

pertukaran ion yang terjadi antara logam timbal dengan ion pada dinding sel. 

Terakhir, adsorpsi permukaan memanfaatkan adanya gaya Van Der Waals yang 

terjadi antara dinding sel dengan ion logam (Priyadarshanee & Das, 2021). 

 

2.  Bioakumulasi 

 Akumulasi timbal secara intraseluler dibantu oleh proses transpor protein 

melalui membran sel. Transpor protein membantu timbal masuk ke dalam membran 

sel bakteri dimediasi oleh mekanisme yang sama yang digunakan untuk membawa 

ion esensial seperti Mg2+ Mn2+ dan Zn2+. Sistem transpor tersebut menjadi kacau 

dengan adanya ion logam berat dengan muatan yang sama dan jari-jari ionik yang 

terkait dengan ion esensial. Dalam mekanisme ini, protein ATPase tipe-P 

mengangkut kation logam melintasi membran sitoplasma menggunakan ATP 

sebagai sumber energi (Jarosławiecka dan Piotrowska-Seget, 2014; Javanbakht 

dkk., 2014).  

 Timbal yang masuk ke dalam sitoplasma melalui transpor protein akan 

memicu bakteri untuk melakukan serangkaian aktivitas enzimatik dan mensintesis 

metallothionein (MT) sebagai respon peningkatan paparan timbal. MT merupakan 
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salah satu protein pengkelat timbal yang membantu proses sekuestrasi di dalam sel. 

Sintesis MT dikode oleh plasmid bmtA dan smtAB yang dimiliki bakteri resisten 

timbal (Arashiro, 2018; Zhang dkk., 2020). Murthy dkk. (2011) dalam 

penelitiannya menunjukkan bahwa konsentrasi MT yang dihasilkan Bacillus cereus 

sebanding dengan peningkatan konsentrasi timbal. Sharma dkk. (2016) meneliti 

sekuestrasi timbal  dengan bantuan metallothionein sebesar 155,12 mg g-1 oleh 

Providencia vermicola yang memiliki gen BmtA. Kedua penelitian tersebut 

membuktikan adanya bioremediasi timbal secara intraseluler dengan bantuan MT. 

 

2.4 Pengaruh Suhu Inkubasi Terhadap Aktivitas Bioremediasi Logam Berat 

 Suhu inkubasi mempengaruhi pertumbuhan bakteri, sehingga berdampak 

pada efektivitas bioremediasi logam berat (Jin dkk., 2018). Pertumbuhan dan 

aktivitas enzimatik bakteri mencapai nilai tertinggi pada rentang suhu 30-40℃ 

(Heidari dan Panico, 2020). Kenaikan suhu juga menyebabkan meningkatkan difusi 

logam melintasi lapisan membran sel karena viskositas cairan menurun dengan 

meningkatnya suhu. Efek lain kenaikan suhu yaitu mempengaruhi kelarutan nutrisi 

maupun timbal dalam media (Igiri dkk., 2018; Kumar dkk., 2009).  

 Beberapa penelitian menunjukkan suhu inkubasi optimal bakteri untuk 

bioremediasi timbal berkisar antara 25oC hingga 40oC. Bakteri Lactobacillus 

plantarum dan Lactobacillus rhamnosus memiliki kondisi optimal pada suhu 25 oC 

(Al-Hadedee dkk., 2019). Penelitian lain menunjukkan bakteri Pantoea 

agglomerans (Audu dkk., 2020) dan Rhodobacter sphaeroides (Li dkk., 2016) 

memiliki suhu optimal antara suhu 30 - 35oC. Penelitian Heidari dan Panico (2020) 

menunjukkan Bacillus sp. Q3 dan Q5 memiliki suhu optimum masing masing 34,3 
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dan 38,8 oC. Uraian penelitian tersebut menunjukkan bahwa setiap bakteri memiliki 

suhu optimal yang berbeda. 

 

2.5 Pewarnaan Gram 

 Pewarnaan  Gram  merupakan pewarnaan diferensial yang digunakan untuk 

mengelompokkan bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif (Harley, 2005). 

Prinsip pewarnaan Gram didasarkan pada interaksi pewarna dengan sel bakteri. 

Bakteri Gram positif memiliki dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang tebal 

dan mengandung lipid yang relatif sedikit, sehingga mengikat warna ungu dari 

kristal violet-iodin dengan kuat dan tidak pudar akibat pembilasan alkohol. 

Sebaliknya, bakteri Gram negatif memiliki dinding sel dengan kandungan lipid 

yang tinggi dan dapat larut oleh pembilasan alkohol, sehingga warna dari kristal 

violet pudar dan sel bakteri menjadi berwarna merah karena penambahan safranin 

(counterstain) (Zhou & Li, 2015). 

  

(a) (b) 

 

Gambar 2.2 Pengamatan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x            

(a) bakteri Gram positif  dan (b) bakteri Gram negatif (Wulandari 

dan Purwaningsih, 2020) 

 

 Bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang tebal (20-80 nm) dengan 

lapisan peptidoglikan multilayer yang berperan untuk mencegah ion logam masuk 

ke dalam sel. Lapisan peptidoglikan bakteri Gram positif juga mengandung asam 
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teikoat dan asam teikuronat yang menyumbangkan gugus anionik lebih banyak, 

sehingga meningkatkan situs pengikatan ion logam pada dinding selnya. Disisi lain, 

bakteri Gram negatif hanya memiliki 1-3 lapis peptidoglikan dan tidak mengandung 

asam teikoat dan asam teikuronat, sehingga situs pengikatan ion logam yang 

dimiliki lebih sedikit dibanding bakteri Gram positif. Namun, dinding sel yang tipis 

(8-10 nm) pada bakteri Gram negatif memberikan jalur lebih mudah dan cepat bagi 

bakteri tersebut untuk menyerap ion logam berat dan melakukan akumulasi 

intraseluler (Fathollahi dkk., 2021; Wierzba, 2015). 

 

2.6  Uji Katalase 

 Uji katalase digunakan untuk mengetahui adanya produksi enzim katalase 

oleh bakteri (Hemraj dkk., 2013). Aktivitas enzim katalase ditunjukkan dengan 

munculnya gelembung saat pengujian (Harley, 2005). Gelembung-gelembung 

tersebut berasal dari oksigen yang terbentuk dari reaksi penguraian Hidrogen 

peroksida seperti yang ditunjukkan pada Gambar  2.3 (Nurhidayati dkk., 2015). 

 

 

Gambar 2.3 Reaksi penguraian Hidrogen peroksida (Hemraj dkk., 2013) 

 

 Hidrogen peroksida merupakan senyawa yang terbentuk sewaktu bakteri 

melakukan metabolisme aerobik. Senyawa tersebut bersifat toksik karena dapat 

menginaktifkan aktivitas enzimatik bakteri. Bakteri aerob dan anaerob fakultatif 

memproduksi  enzim  katalase  yang  membantunya  untuk  menguraikan  Hidrogen 
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peroksida menjadi senyawa yang tidak berbahaya (Nurhidayati et al., 2015). 

 

2.7 Pengukuran  Kadar  Timbal  Menggunakan  Instrumen Spektrofotometer 

Serapan Atom - Nyala 

 Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) - nyala merupakan salah satu 

instrumen yang dapat digunakan untuk mengukur kadar timbal dan sejumlah logam 

berat lainnya. Instrumen ini dipilih karena memiliki sensitifitas yang cukup baik, 

sampel yang dibutuhkan relatif sedikit dan batas deteksi yang dapat diukur rendah 

(Usman dkk., 2018). Rangkaian SSA - nyala menggunakan nyala api untuk proses 

atomisasi sampel dan kebanyakan menggunakan lampu katoda berongga sebagai 

sumber cahaya seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2.4 (Fairulnizal dkk., 2019).  

 

 
Gambar 2.4 Rangkaian spektrofotometer serapan atom-nyala (Fairulnizal dkk., 

2019) 

   

 Prinsip kerja SSA-nyala dapat disederhanakan menjadi dua tahapan, yaitu 

pengubahan sampel menjadi atom bebas (atomisasi) dan pengukuran cahaya yang 

diserap oleh atom pada panjang gelombang tertentu. Jumlah cahaya yang diserap 

akan sebanding dengan konsentrasi atom yang menyerap (Fairulnizal dkk., 2019). 

Timbal dapat menyerap cahaya pada panjang gelombang 217 nm dan 283,3 nm 

Nyala api  (burner) 

Lensa fokus 

Sumber cahaya Nebulizer Monokromator 

Detektor 

Sampel 
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(Badan Standardisasi Nasional, 2009). Beberapa penelitian menggunakan alat ini 

untuk mengukur residu timbal dari proses bioremediasi oleh bakteri (Irawati dkk., 

2017; Marzan dkk., 2017; Sharma dkk., 2017).
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2021 sampai dengan November 

2021 di Laboratorium Biokimia, Program Studi Kimia, Fakultas Sains dan 

Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

 Alat-alat yang digunakan untuk pengambilan sampel adalah termometer, pH 

meter digital, botol kaca, kotak pendingin. Peremajaan bakteri dan pembuatan 

inokulum bakteri membutuhkan jarum ose, bunsen, cawan petri steril, botol kaca 

steril, seperangkat alat gelas, inkubator, dan spektrofotometer UV-Vis. Pewarnaan 

Gram dan uji katalase menggunakan kaca preparat, bunsen dan pipet tetes. Uji 

aktivitas bioremediasi logam timbal membutuhkan seperangkat alat gelas, 

mikropipet, blue tip steril, bunsen, inkubator, tabung sentrifugasi steril dan 

centrifuge. Analisis kadar timbal memerlukan seperangkat alat gelas, penangas, dan 

instrumen Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) - nyala. 

 

3.2.2 Bahan 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam analisis sampel air adalah HNO3 pekat. 

Peremajaan bakteri dan pembuatan inokulum bakteri membutuhkan bahan berupa 

stok bakteri T2P2, media Nutrient Agar (NA), dan media Nutrient Broth (NB). 

Pewarnaan Gram bakteri menggunakan kit pewarnaan Gram HIMEDIA K001 dan 
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akuades steril. Uji katalase menggunakan H2O2 3%. Uji aktivitas bioremediasi 

timbal menggunakan inokulum bakteri, media NB, larutan induk timbal 1.000 ppm, 

akuabides, HNO3 0,1 M dan NaOH 1 M. Analisis kadar timbal menggunakan 

Spektrofotometer Serapan Atom - nyala memerlukan larutan standar timbal 

konsentrasi 1-4 ppm, larutan standar konsentrasi 10-40 ppm, larutan HNO3 0,5M 

dan larutan HNO3 pekat. 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh suhu inkubasi terhadap 

aktivitas bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2. Rancangan penelitian 

menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal yaitu pengaruh suhu 

inkubasi dengan variasi suhu ruang, 30,  35 dan 40ºC. Bakteri dikarakterisasi 

dengan pewarnaan Gram dan uji katalase. Inokulum bakteri T2P2 dibuat 

menggunakan bakteri yang telah diremajakan dan diinkubasi pada suhu 37ºC 

selama 24 jam. Bakteri yang akan digunakan uji bioremediasi timbal disetarakan 

Optical Density-nya menjadi 0,6. Konsentrasi residu timbal pada media akan 

dianalisis menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) - nyala pada 

panjang gelombang 283,3 nm.  

 

3.4 Tahapan Penelitian 

1. Uji Kandungan Timbal pada Sampel Air  

2. Peremajaan Bakteri 

3. Pewarnaan Gram 

4. Uji Katalase 
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5. Pembuatan Inokulum 

6. Uji Aktivitas Bioremediasi Timbal dengan Variasi Suhu Inkubasi 

7. Analisis Kadar Timbal Menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom - Nyala 

8. Analisis Data  

 

3.5 Cara Kerja 
3.5.1 Uji Kandungan Timbal pada Sampel Air  

 Pengambilan sampel air dilakukan di 3 bekas galian tambang, dimana pada 

setiap galian terdapat 3 titik pengambilan (lampiran 4). Metode pengambilan 

sampel air dilakukan sesuai SNI 6989.57:2008. Sampel air akan disimpan dalam 

botol kaca yang telah dibersihkan dan dibilas dengan HNO3 sebelumnya. 

Pengukuran suhu dan pH dilakukan secara langsung di lokasi. Selanjutnya, sampel 

tersebut dibawa ke laboratorium dalam keadaan dingin dan pH 2. 

 Preparasi sampel dilakukan sesuai SNI 6989.8:2009 untuk uji kandungan 

timbal total. Sampel air dari masing masing titik diambil sebanyak 50 mL lalu 

ditambahkan asam nitrat pekat sebanyak 5 mL. Selanjutnya, sampel dipanaskan 

menggunakan penangas hingga volume menyusut menjadi 15-20 mL. Kandungan 

timbal pada sampel diukur menggunakan menggunakan spektrofotometer serapan 

atom - nyala. 

  

3.5.2 Peremajaan Bakteri 

 Stok bakteri T2P2 dari lemari pendingin diambil dan didiamkan pada suhu 

ruang. Peremajaan bakteri dilakukan dengan menginokulasikan satu ose bakteri ke 

Nutrient Agar (NA) dalam cawan petri. Selanjutnya, media berisi bakteri diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37 ºC (Setyati dkk., 2015).  
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3.5.3 Pewarnaan Gram Bakteri 

 Bakteri sebanyak 1 ose digoreskan ke kaca preparat yang sudah steril. Sel 

bakteri pada kaca preparat ditetesi dengan akuades steril lalu diratakan. Setelah itu, 

sel bakteri difiksasi diatas nyala bunsen. Larutan pewarna Gram A (kristal violet), 

Gram B (Iodin), Gram C (Etanol 95%) dan Gram D (Safranin 0,5%), diteteskan 

secara bergantian sebanyak 2-3 tetes pada preparat dan didiamkan selama 1 menit. 

Kaca preparat dibilas dengan akuades dan dikering anginkan setiap pergantian 

penambahan larutan pewarna Gram. Setelah penambahan larutan pewarna Gram, 

kaca preparat ditambahkan minyak imersi 1 tetes lalu diamati menggunakan 

mikroskop pada perbesaran 400x. Hasil pewarnaan menunjukkan Gram positif jika 

terlihat bakteri berwarna ungu. Sedangkan Gram negatif ditunjukkan dengan 

bakteri berwarna merah (Hendrati dkk., 2017). 

 

3.5.4 Uji Katalase 

 Bakteri sebanyak 1 ose digoreskan ke kaca preparat yang sudah steril. 

Hidrogen peroksida 3% ditetes pada sel bakteri. Hasil positif ditunjukkan dengan 

timbulnya gelembung (Hendrati dkk., 2017). 

 

3.5.5 Pembuatan Inokulum 

 Pembuatan inokulum dilakukan menggunakan bakteri yang telah 

diremajakan. Bakteri diambil sebanyak dua ose kemudian diinokulasikan dalam 

media Nutrient Broth (NB). Kemudian bakteri tersebut diinkubasi pada suhu 37 ºC 

selama 24 jam. Setelah waktu inkubasi tercapai, inokulum diukur optical density 

(OD) -nya menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 600 
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nm. Inokulum yang akan dipakai disetarakan OD-nya menjadi 0,6 (Marzan dkk., 

2017). 

 

3.5.6 Uji Aktivitas Bioremediasi Timbal dengan Variasi Suhu Inkubasi  

 Uji aktivitas bioremediasi dilakukan dengan kandungan awal timbal 100 

ppm. Inokulum bakteri diambil sebanyak 2 mL dan dimasukkan pada media NB 8 

mL yang mengandung logam Pb 125 ppm. Pengulangan dilakukan sebanyak 3 kali. 

Sampel diinkubasi dengan kondisi suhu ruang, 30, 35, dan 40oC pada pH 7 selama 

24 jam (Audu dkk., 2020).  

 Sampel akan disentrifugasi dengan kecepatan 5.000 rpm selama 15 menit. 

Supernatan diambil sebanyak 5 mL lalu ditambahkan asam nitrat pekat sebanyak 5 

mL. Larutan sampel dipanaskan menggunakan penangas hingga volume menyusut 

menjadi 5 mL. Sampel yang telah dipreparasi kemudian diambil 3 mL dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Selanjutnya, sampel diencerkan dengan 

penambahan 3 mL asam nitrat 0,5M. Larutan tersebut kemudian dihomogenkan 

menggunakan vortex mixer. Analisis residu timbal menggunakan spektrofotometer 

serapan atom - nyala (Marzan dkk., 2017). 

 

3.5.7 Analisis Kadar Timbal Menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom - 

Nyala  

 Metode analisis kadar timbal dilakukan menggunakan spektrofotometer 

serapan atom - nyala sesuai dengan SNI 6989.8:2009. Kurva standar dibuat dengan 

konsentrasi larutan standar timbal 0, 1, 2, 3, dan 4 ppm untuk pengukuran sampel 

air dan konsentrasi 0, 10, 20, 30, dan 40 ppm untuk pengukuran sampel residu 

aktivitas bioremediasi. Absorbansi larutan standar dan sampel dianalisis dengan 
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spektrofotometer serapan atom - nyala pada panjang gelombang 283,3 nm (Kusuma 

dkk., 2019). Kadar timbal teremediasi dihitung menggunakan persamaan 3.1 : 

(Marzan dkk., 2017) 

Pb teremediasi (%) =  
Konsentrasi awal Pb − Konsentrasi residu Pb

Konsentrasi awal Pb
 x 100%     (3.1) 

 

3.5.8 Analisis Data  

 Data yang diperoleh dari penelitian ini yaitu konsentrasi timbal teremediasi 

akan dianalisis dengan ragam varian one way ANOVA menggunakan aplikasi IBM 

SPSS statistics 25. Apabila terdapat pengaruh nyata pada perlakuan, maka analisis 

dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Jujur (BNJ) dengan signifikansi 5%.
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BAB IV 

PEMBAHASAN 

 

4.1 Karakteristik Bakteri T2P2  

 Bakteri T2P2 yang disimpan terlalu lama di lemari pendingin perlu 

diregenerasi dahulu sebelum dikarakterisasi. Regenerasi dilakukan untuk 

mengaktifkan kembali metabolisme bakteri yang semula inaktif akibat 

penyimpanan / pengawetan dalam lemari pendingin menjadi aktif kembali 

(Wijayati dkk., 2014). Hasil regenerasi ditunjukkan dengan munculnya koloni 

bakteri seperti pada Gambar 4.2. 

 

 

Gambar 4.1 Bakteri T2P2 hasil regenerasi 

  

 Karakterisasi bakteri dilakukan dengan pewarnaan Gram dan uji katalase. 

Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengetahui struktur dinding sel bakteri 

berdasarkan pengelompokan Gram positif dan Gram negatif. Hasil pewarnaan 

Gram bakteri T2P2 menunjukkan sel bakteri berwarna merah seperti yang 

ditunjukkan pada Gambar 4.3, sehingga diketahui bahwa bakteri tersebut 
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merupakan bakteri Gram negatif. Bakteri tersebut juga teridentifikasi memiliki sel 

berbentuk batang. 

 

 

Gambar 4.2 Hasil pewarnaan Gram perbesaran 400x 

  

 Hasil uji katalase menunjukkan bakteri T2P2 mampu menghasilkan enzim 

katalase. Hal tersebut ditunjukkan dengan terbentuknya gelembung setelah 

penambahan H2O2 3% seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4.4. Enzim katalase 

digunakan bakteri aerob untuk memecah hidrogen peroksida yang terbentuk dari 

proses respirasi menjadi H2O dan O2 (Nurhidayati dkk., 2015) 

 

 

Gambar 4.3 Hasil uji katalase 

 

 Berdasarkan uraian yang telah disampaikan, bakteri T2P2 memiliki 

karakteristik sel berbentuk batang, Gram negatif dan memiliki enzim katalase. 
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Dinding sel bakteri Gram negatif tersusun atas lipopolisakarida, fosfolipid, protein 

dan peptidoglikan. Makromolekul penyusun dinding sel tersebut berperan dalam 

pengikatan timbal menggunakan gugus anionik penyusunnya. Berdasarkan 

penelitian Gabr dkk. (2008), gugus anionik yang berperan dalam biosorpsi timbal 

pada bakteri Pseudomonas aeruginosa ASU 6a adalah gugus amina, hidroksil, 

karboksil, sulfonat dan fosfat. Hasan dkk. (2009) menduga gugus fenol dan 

karboksil pada dinding sel bakteri Aeromonas hidrophila terlibat dalam biosorpsi 

ion timbal melalui mekanisme pertukaran ion.  

 Dinding sel bakteri Gram negatif memiliki ketebalan 8 - 10 nm, lebih tipis 

dibanding bakteri Gram positif yang memiliki ketebalan 20 - 80 nm. Hal tersebut 

disebabkan oleh lapisan peptidoglikan pada bakteri Gram negatif hanya lapisan 

tipis tunggal. Lapisan peptidoglikan bakteri Gram negatif juga tidak mengandung 

asam teikoat atau asam teikuronat sehingga memiliki lebih sedikit gugus karboksil 

bermuatan negatif dan berdampak pada kapasitas biosorpsi timbal yang dimilikinya 

lebih rendah. Namun, dinding sel yang tipis menguntungkan bakteri Gram negatif 

untuk melakukan difusi ion logam ke dalam sel secara lebih mudah. Hal ini 

membuat bakteri Gram negatif lebih dominan melakukan bioakumulasi (Aryal & 

Liakopoulou-Kyriakides, 2015; Fathollahi et al., 2021; Wierzba, 2015). 

 Bateri T2P2 memiliki kemiripan karakteristik dengan beberapa bakteri yang 

ditunjukkan pada Tabel 4.1. Beberapa bakteri tersebut terbukti memiliki 

kemampuan bioremediasi timbal. Hasil penelitian menunjukkan Pantoea 

agglomerans (Audu dkk., 2020)  Hafnia sp. (Marzan dkk., 2017), Aeromonas 

Hydrophila (Hasan dkk., 2009), dan Pseudomonas sp. W6 (Gabr dkk., 2008) 
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masing masing memiliki kemampuan bioremediasi timbal hingga 99,6; 18,3; 47,2; 

dan 49,4%  

 

Tabel 4.1 Karakteristik beberapa bakteri resisten timbal 
Bakteri Karakteristik Referensi 

Bakteri T2P2 
Sel berbentuk batang, Gram 

negatif, dan katalase positif 
Penelitian saat ini 

Pantoea agglomerans 
Sel berbentuk batang, Gram 

negatif, dan katalase positif 

(Audu dkk., 2020) 

(Mardaneh dan Dallal, 2013) 

Hafnia sp. 
Sel berbentuk batang, Gram 

negatif, dan katalase positif 
(Marzan dkk., 2017) 

Aeromonas Hydrophila 
Sel berbentuk batang, Gram 

negatif, dan katalase positif 

(Sarkar dkk., 2012)    

(Hasan dkk., 2009) 

Pseudomonas sp. W6 
Sel berbentuk batang, Gram 

negatif, dan katalase positif 
(Gabr dkk., 2008) 

 

4.2 Pembuatan Inokulum Bakteri  

 Inokulum merupakan biakan bakteri aktif yang berada pada fase 

eksponensial. Inokulum dibuat dari biakan bakteri menggunakan media Nutrient 

Broth (NB). Biakan bakteri dalam NB diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37℃.  

Menurut Pelczar dan Chan (2008), fase eksponensial bakteri dapat dicapai saat 

biakan berumur 24 jam. 

 Inokulum akan berubah menjadi keruh setelah mencapai waktu inkubasi. 

Pengukuran nilai Optical Density (OD) dilakukan untuk mengetahui tingkat 

kekeruhan inokulum. Pengukuran OD dilakukan menggunakan instrumen 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm. Kekeruhan inokulum 

yang diukur berbanding lurus dengan jumlah sel bakteri didalamnya, dimana 

semakin banyak sel bakteri maka inokulum akan semakin keruh. Setelah diketahui 

nilai OD-nya, inokulum bakteri yang akan dipakai uji aktivitas disetarakan nilai OD 

menjadi 0,6 untuk mendapat jumlah biomassa yang mendekati sama. 
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Gambar 4.4 Inokulum bakteri dengan optical density 0,6 

 

4.3 Pengaruh Suhu Inkubasi terhadap Aktivitas Bioremediasi Timbal 

 Pengujian pengaruh suhu inkubasi terhadap aktivitas bioremediasi timbal 

oleh bakteri dilakukan pada variasi suhu ruang, 30℃, 35℃, dan 40℃. Pengujian 

ini dilakukan untuk mengetahui kondisi suhu inkubasi optimal untuk aktivitas 

bioremediasi timbal oleh bakteri. Penentuan suhu optimal ini dilihat dari jumlah 

logam timbal teremediasi oleh bakteri pada suatu variasi suhu dibanding variasi 

suhu lain. Gambar 4.4 menunjukkan data hasil uji aktivitas bioremediasi timbal oleh 

bakteri dengan variasi suhu yang telah ditentukan. 

 

 
Gambar 4.5 Pengaruh suhu inkubasi terhadap timbal teremediasi 
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 Data hasil penelitian pada Gambar 4.3 menunjukkan jumlah 

timbal teremediasi mengalami trend kenaikan seiring bertambahnya suhu 

inkubasi. Pada variasi suhu ruang (±26℃), konsentrasi timbal teremediasi 

memiliki nilai paling rendah dibandingkan variasi suhu lain, yaitu sebesar 

39,81%. Nilai tersebut terus naik menjadi 45,46%; 59,89%; dan 59,02% 

seiring kenaikan suhu menjadi 30, 35 dan 40℃. Hasil uji One Way 

ANOVA menunjukkan bahwa suhu inkubasi memiliki pengaruh nyata 

terhadap kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2 (sig < 0,05).  

 

Tabel 4.2 Signifikansi pengaruh suhu inkubasi terhadap timbal teremediasi 
Variasi suhu Timbal teremediasi (%) 

Suhu ruang 39,81a 

Suhu 30 ℃ 45,46a 

Suhu 35 ℃ 59,89b 

Suhu 40 ℃ 59,02b 
keterangan : huruf yang berbeda menunjukkan signifikansi  

nilai p  < 0,05 

 

 Tabel 4.2 menunjukkan jumlah timbal teremediasi pada suhu 

inkubasi 35℃ memiliki nilai paling tinggi dan berbeda nyata dengan 

variasi suhu ruang dan suhu 30℃. Jika dibandingkan dengan suhu 40℃, 

jumlah timbal teremediasi tidak berbeda signifikan dengan variasi suhu 

35℃. Berdasarkan uraian tersebut, kondisi optimal bakteri T2P2 untuk 

melakukan bioremediasi timbal adalah pada suhu 35℃. Hasil ini sejalan 

dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan kemampuan 

bioremediasi timbal oleh bakteri jenis Pseudomonas stutzeri (Moghannem 

dkk., 2015) dan Rhodobacter sphaeroides (Li dkk., 2016) optimal pada 

suhu  35℃. 
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 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, suhu memiliki pengaruh 

signifikan dalam aktivitas bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2. Nilai timbal 

teremediasi meningkat seiring bertambahnya suhu dan mencapai nilai tertinggi 

pada rentang suhu inkubasi 35 dan 40℃. Hal tersebut dapat terjadi diduga karena 

kenaikan suhu menyebabkan peningkatan aktivitas enzimatik bakteri T2P2 yang 

berperan dalam bioremediasi timbal. Diduga pada rentang suhu 35 dan 40℃ 

aktivitas enzim mengalami kondisi optimum. Hal ini sejalan dengan pendapat Igiri 

dkk. (2018) yang menyebutkan bahwa kenaikan suhu pada rentang tertentu akan 

meningkatkan aktivitas enzim pada bakteri sehingga mempercepat proses 

bioremediasi.  

 Stabilitas  suhu   pada   kondisi   optimum   penting   untuk   mempertahankan 

fluiditas membran. Menurut Murínová dan Dercová (2014), pertumbuhan bakteri 

dibawah suhu optimum akan menyebabkan fluiditas membran sel yang rendah dan 

meningkatkan kekakuannya. Kondisi tersebut menyebabkan transpor nutrisi 

maupun timbal ke dalam sel terhambat. Sebaliknya, kenaikan suhu pada rentang 

tertentu akan menyebabkan fluiditas membran sel meningkat, sehingga berdampak 

pada timbal yang dapat diakumulasi bakteri meningkat (Igiri dkk., 2018). 

Pernyataan tersebut sesuai dengan hasil penelitian dimana terjadi kenaikan suhu 

pada rentang 25–35℃ yang menyebabkan kenaikan jumlah timbal teremediasi.  

Fluiditas membran sel diduga mencapai kondisi optimal pada rentang suhu 35-

40℃. Berdasarkan uraian yang disampaikan, diduga mekanisme bioremediasi 

timbal oleh bakteri T2P2 dominan dilakukan secara intraseluler atau menggunakan 

mekanisme bioakumulasi. 
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Tabel 4.3 Perbandingan kemampuan bioremediasi timbal oleh beberapa bakteri  
Bakteri Timbal Teremediasi (%) Referensi 

Bakteri T2P2 59,89 Penelitian saat ini 

Pantoea agglomerans 99,6 (Audu dkk., 2020) 

Hafnia sp. 18,3 (Marzan dkk., 2017) 

Aeromonas Hydrophila 47,2 (Hasan dkk., 2009) 

Pseudomonas sp. W6 49,4 (Gabr dkk., 2008) 

 

 Berdasarkan Tabel 4.4, bakteri T2P2 memiliki kemampuan bioremediasi 

timbal mencapai 59,89%. Kemampuan bioremediasi timbal bakteri T2P2 lebih 

tinggi dibandingkan bakteri lain seperti Hafnia sp. sebesar 18,3% (Marzan dkk., 

2017), Aeromonas Hydrophila sebesar 47,2% (Hasan dkk., 2009) dan 

Pseudomonas sp. W6 sebesar 49,4% (Gabr dkk., 2008). Namun, kemampuan 

bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2 lebih rendah dibandingkan Pantoea 

agglomerans sebesar 99,6% (Audu dkk., 2020). 

 

4.4 Kajian Hasil Penelitian dalam Perspektif al-Qur’an 

 Kekayaan sumber daya alam Indonesia  merupakan  nikmat  yang  diberikan 

Tuhan untuk diambil manfaatnya oleh masyarakat luas. Aktivitas pertambangan 

merupakan salah satu kegiatan pemanfaatan sumber daya alam berupa mineral, 

seperti emas dan tembaga, yang memiliki nilai ekonomi yang tinggi. Namun di sisi 

lain, kegiatan tersebut berpotensi menghasilkan pencemaran berupa logam berat 

yang berbahaya atau toksik, seperti yang ditemukan pada hasil uji sampel air dari 

kawasan pertambangan di Tulungagung yang menunjukkan adanya kandungan 

timbal. Hal tersebut tentu berbahaya bagi lingkungan sekitar pertambangan yang 

notabene dekat dengan pemukiman warga dan aliran sungai. Toksisitas timbal ini 

dapat membahayakan kesehatan warga dan merusak ekosistem di sekitarnya.  
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 Manusia akan menjadi makhluk perusak yang paling kuat jika tidak 

memiliki kesadaran dan pemahaman yang baik tentang peran serta tanggung 

jawabnya sebagai khalifah di bumi (Lajnah Pentashihan Mushaf Al Quran dan LIPI, 

2015). Dalam al-Qur’an surat al A’raf ayat 55-56 terdapat perintah untuk tidak 

berbuat kerusakan di bumi yang disandingkan dengan pernyataan bahwa Tuhan 

tidak menyukai orang-orang yang melampaui batas. 

 

( وَلَ تُ فْسِدُوا فِي الأرْضِ بَ عْدَ ۵۵ادْعُوا ربََّكُمْ تَضَرُّعاا وَخُفْيَةا إِنَّهُ لََ يُحِبُّ الْمُعْتَدِينَ ) 
(٦۵إِصْلًحِهَا وَادْعُوهُ خَوْفاا وَطَمَعاا إِنَّ رحَْمَةَ اللَّهِ قَريِبٌ مِنَ الْمُحْسِنِينَ )   

Artinya:“(55) Berdoalah kepada Tuhanmu dengan rendah hati dan suara 

yang lembut. Sungguh, Dia tidak menyukai orang-orang yang melampaui 

batas. (56) 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.” (QS. al-A’raf: 55-56) 

 

Menurut tafsir Departemen Agama RI (2008), penggalan kalimat “Dia tidak 

menyukai orang-orang yang melampaui batas” pada ayat 55 diatas merupakan 

peringatan Tuhan bagi manusia agar tidak melampui batas dalam segala 

perbuatannya. Peringatan tersebut disambung dengan larangan berbuat kerusakan 

di bumi pada ayat 56. Hal tersebut menunjukkan segala perbuatan manusia yang 

melampaui batas berpotensi memicu kerusakan di bumi. Kita telah melihat berbagai 

kerusakan yang diakibatkan oleh aktivitas manusia seperti kepunahan satwa, 

pencemaran limbah berbahaya, dan wabah penyakit. Terakhir, ayat 56 ditutup 

dengan suatu pengingat bahwa orang yang berbuat kebaikan adalah orang yang 

paling dekat dengan rahmat Allah. Perbuatan baik memiliki arti yang sangat luas. 

Dalam penelitian ini, perbuatan baik dalam konteks lingkungan dapat dimaknai 
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dengan upaya menjaga ekosistem alam maupun melakukan pemulihaan lingkungan 

yang telah rusak. 

Penelitian ini membahas mengenai metode bioremediasi timbal 

menggunakan bakteri sebagai salah satu upaya memulihkan lingkungan yang 

tercemar timbal. Bakteri yang digunakan sebagai agen bioremediasi limbah timbal 

mudah diisolasi / didapatkan dari lokasi pencemaran limbah itu sendiri (endogen). 

Hal tersebut mengingatkan pada surah Yasin ayat 36 yang menerangkan bahwa 

segala sesuatu diciptakan Allah secara berpasang-pasangan, seperti siang dengan 

malam, jantan dengan betina, limbah dan pengurainya.  

 

ا لََ يَ عْلَمُوْنَ ) بِتُ الََْرْضُ وَمِنْ انَْ فُسِهِمْ وَمِمَّ ا تُ نْْۢ نَ الَّذِيْ خَلَقَ الََْزْوَاجَ كُلَّهَا مِمَّ (٦٦سُبْحَٰ  

Artinya: “(36) Mahasuci (Allah) yang telah menciptakan semuanya berpasang-

pasangan, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka sendiri, 

maupun dari apa yang tidak mereka ketahui.” (QS. Yasin: 36) 

 

Menurut tafsir al Misbah (2002), kata (ازواج) adalah bentuk jamak dari kata 

 yang berarti pasangan. Kata ini digunakan untuk masing masing dari dua hal  (زوج)

yang berdampingan (bersamaan). Berpasangan pada ayat ini bisa diakibatkan 

kesamaan maupun karena bertolak belakang. Hal tersebut layaknya limbah timbal 

dengan bakteri resisten timbal yang merupakan suatu pasangan yang bertolak 

belakang, yaitu pencemaran dan pengurainya. Pada ayat ini juga terdapat frasa 

“baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka sendiri, maupun 

dari apa yang tidak mereka ketahui”, dimana menurut buku tafsir al-Qur’an 

Departemen Agama RI (2011), merupakan suatu tanda bahwa terdapat ciptaan 

Allah yang belum diketahui manusia karena suatu keterbatasan pemahaman ketika 
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ayat ini diturunkan.  Kini, seiring masifnya perkembangan riset dan teknologi, 

berbagai hal tersebut dapat terungkap. Dimana bakteri yang merupakan 

mikroorganisme tak kasat mata, sekarang dapat diteliti dan dipelajari kegunaannya. 

Kita menjadi tahu bahwa lokasi pencemaran timbal seperti pada area pertambangan 

juga memiliki bakteri yang dapat menjadi solusi penanganan pencemaran itu 

sendiri. Penelitian ini menunjukkanbakteri bakteri T2P2 yang diisolasi dari 

kawasan pertambangan di Tulungagung memiliki kemampuan bioremediasi timbal 

hingga 59,89%.  
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Kemampuan bioremediasi timbal oleh bakteri T2P2 memiliki kondisi optimal pada 

suhu inkubasi 35℃ dengan jumlah timbal teremediasi mencapai 59,89 %.  

 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai faktor yang berpengaruh 

terhadap viabilitas dan kemampuan bioremediasi bakteri, seperti faktor waktu 

inkubasi, pH media dan konsentrasi awal timbal.  

2. Identifikasi fenotip dan genotip pada bakteri T2P2 perlu dilakukan untuk 

mengetahui spesies bakteri.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Rancangan Penelitian 
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Pewarnaan Gram 

Uji Katalase 

Pembuatan Inokulum 

Uji Kandungan Timbal pada 

Sampel Air 
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Lampiran 2. Diagram Alir  

a. Uji Kandungan Timbal Pada Sampel Air  

Air tambang  

 - diambil meggunakan botol kaca yang sudah disiapkan 

- diukur suhu dan pH lokasi 

- dibawa ke laboratorium dalam keadaan dingin dan pH 2 

- diambil sebanyak 50 mL lalu ditambahkan asam nitrat pekat 

sebanyak 5 mL 

- dipanaskan hingga volume menyusut menjadi 15-20 mL 

- diuji kandungan logam dengan spektrofotometer serapan atom-nyala 

Hasil  

 

b. Peremajaan Bakteri 

Bakteri  

 - diambil sebanyak satu ose 

- digoreskan ke media NA dalamcawan petri steril  

- diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37⁰C 

Hasil  

 

c. Pewarnaan Gram Bakteri 

Bakteri  

 - diambil satu ose dan digoreskan ke kaca preparat steril 

- dibasahi dengan akuades steril lalu diratakan 

- difiksasi diatas nyala bunsen 

- ditambahkan pewarna Gram A (kristal violet), Gram B (Iodin), Gram C 

(Etanol 95%) dan Gram D (Safranin 0,5%), secara bergantian sebanyak 2-

3 tetes pada sel bakteri dan didiamkan selama 1 menit.  

- dibilas dengan akuades dan dikering anginkan setiap pergantian 

penambahan pewarna Gram 

- ditambahkan minyak imersi 1 tetes 

- diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x 

Hasil  

 

d. Uji Katalase 

Bakteri  

 - diambil satu ose dan digoreskan ke kaca preparat steril 

- ditambahkan H2O2 sebanyak 1-2 tetes 

- diamati gelembung yang terbentuk 

Hasil 
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e. Pembuatan Inokulum Bakteri 

Inokulum Bakteri OD 0,6  

 - diambil sebanyak dua ose 

- diinokulasikan ke media NB  

- diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37⁰C 

- diukur optical density-nya menggunakan spektrometri UV-Vis 

panjang gelombang 600 nm 

- dibuat inokulum dengan optical density 0,6 

Hasil 

 

f. Uji Aktivitas Bakteri Bioremediasi Timbal Dengan Variasi Suhu 

Inkubasi 

Inokulum Bakteri OD 0,6  

 - diambil sebanyak 2 mL dan dimasukkan dalam 8 mL media NB 

yang mengandung timbal 125 ppm.  

- dibuat 3 kali pengulangan 

- diinkubasi dengan kondisi pH 7; suhu ruang, 30, 35, dan 40oC 

selama 24 jam  

- disentrifugasi dengan kecepatan 5.000 rpm selama 15 menit 

- diambil supernatan sebanyak 5 mL 

- ditambahkan asam nitrat pekat sebanyak 5 mL 

- dipanaskan hingga volume menyusut menjadi 5 mL 

- diambil 3 mL dan ditambahkan 3 mL asam nitrat 0,5 M 

- dihomogenkan dengan vortex mixer 

- dianalisis menggunakan spektrofotometer serapan atom - nyala 

Hasil  

 

g. Analisis Kadar Timbal Menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom - 

Nyala 

Sampel  

 - dibuat kurva standar untuk analisis sampel air menggunakan larutan 

standar timbal 0, 1, 2, 3, dan 4 ppm 

- dibuat kurva standar untuk analisis timbal teremediasi menggunakan 

larutan standar timbal 0, 10, 20, 30, dan 40 ppm 

- diukur absorbansi menggunakan spektrofotometer serapan atom - 

nyala pada panjang gelombang 283,3 nm 

Hasil  
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Lampiran 3. Perhitungan 

1. Pembuatan Media NB Diperkaya Pb 125 ppm  

M1 x V1  =  M2 x V2 

      1.000 ppm x V1 =  125 ppm x 100 mL 

     V1 = 12,5 mL 

 

Cara Pembuatan :  

 Larutan induk timbal 1.000 ppm diambil sebanyak 12,5 mL. Larutan timbal 

diencerkan hingga 100 mL menggunakan media NB dan ditambahkan HNO3 

atau NaOH untuk mengatuh pH menjadi 7. Selanjutnya, larutan dimasukkan ke 

dalam labu ukur 100 mL, ditandabataskan dan dihomogenkan. Larutan tersebut 

kemudian disterilisasi menggunakan autoclave. 

 

2. Pembuatan Inokulum Bakteri Optical Density (OD) 0,6 

 Nilai Optical Density pada inokulum bakteri yang telah diinkubasi selama 

24 jam adalah 1,614. 

M1 x V1  =  M2 x V2   

   1,614 ppm x V1 =  0,6 ppm x 13 mL 

   V1 = 4,833 mL  

 

Inokulum dengan Optical Density 1,614 diambil sebanyak 4,833 mL 

menggunakan mikropipet secara aseptis lalu dimasukkan ke dalam vial steril. 

Pengeceran dilakukan menggunakan pelarut media NB steril hingga volume 

akhir 13 mL.  
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3. Pembuatan Inokulum Bakteri untuk Uji Aktivitas Bioremediasi Timbal  

M1 x V1  =  M2 x V2   

   125 ppm x V1 =  100 ppm x 10 mL 

   V1 = 8 mL  

 

Cara Pembuatan : 

Larutan media diperkaya Pb 125 ppm yang sudah steril diambil sebanyak 8 

mL dan dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi steril. Inokulum bakteri 

dengan OD 0,6 ditambahkan ke dalam media yang telah disiapkan sebelumnya 

secara aseptis.  

 

4. Pembuatan Larutan Kurva Standar Pb untuk Analisis Timbal Teremediasi 

M1 x V1  =  M2 x V2 

     100 ppm x V1 =  10 ppm x 10 mL 

    V1 = 1 mL 

  

Tabel 4.4 Volume pengenceran larutan induk timbal untuk analisis timbal 

teremediasi 

 

Cara Pembuatan :  

  Larutan stok timbal 100 ppm diambil sebanyak 1 mL lalu dimasukkan ke 

dalam labu takar 10 mL. Larutan ditandabataskan menggunakan HNO3 0,5 M 

Konsentrasi larutan Pb 

target (ppm) 

Volume larutan 

Pb target (mL) 

Volume larutan stok Pb 

yang diambil (mL) 

10 

10 

1 

20 2 

30 3 

40 4 
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dan dihomogenkan. Langkah diulang untuk membuat larutan standar konsentrasi 

20, 30 dan 40 ppm. 

 

5. Konsentrasi Residu Timbal Hasil Uji Aktivitas Bioremediasi  

 

Gambar 4.6 Kurva standar timbal untuk residu aktivitas bioremediasi 

  

  Berdasarkan Gambar 3.2, persamaan regresi linear yang didapatkan adalah 

y = 0,01945x + 0,02663; dimana x merupakan konsentrasi sampel yang akan 

dihitung dan y merupakan absorbansi sampel. Persamaan tersebut akan 

digunakan untuk menghitung kadar timbal residu timbal berdasarkan 

absorbansinya. Data absorbansi residu timbal dalam media ditunjukkan pada 

Tabel 3.2 berikut. 

 

Tabel 4.5 Data absorbansi residu timbal dalam media 

Variasi 

Perlakuan 
Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 

Suhu Ruang 

(±26℃) 
0,6123 0,6182 0,6054 

Suhu 30℃ 0,5736 0,5421 0,5553 

Suhu 35℃ 0,4514 0,4247 0,3741 

Suhu 40℃ 0,3925 0,4232 0,4597 

y = 0,01945x + 0,02663
R² = 0,9972
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 Perhitungan konsentrasi residu timbal dalam media digambarkan dengan contoh 

variasi suhu ruang sebagai berikut : 

y  = 0,01945x + 0,02663 

0,6119 = 0,01945x + 0,02663 

0,01945x = 0,6123 – 0,02663 

x  = 30,11 ppm 

x  = 30,11 ppm x faktor pengenceran 

x  = 30,11 ppm x 
6 mL

3 mL
 

x  = 60,22 ppm 

  

Tabel 4.6 Konsentrasi residu timbal 

Variasi 

Perlakuan 
Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 

Suhu Ruang 

(±26℃) 
60,22 60,83 59,51 

Suhu 30℃ 56,24 53,00 54,36 

Suhu 35℃ 43,68 40,93 35,73 

Suhu 40℃ 37,62 40,78 44,53 

 

6. Konsentrasi Timbal Teremediasi 

 Konsentrasi timbal teremediasi dapat diketahui dengan cara menghitung 

konsentrasi awal timbal dikurangi konsentrasi residu timbal dalam media. 

Konsentrasi awal timbal yang digunakan adalah 100 ppm dan data konsentrasi 

residu timbal ditunjukkan pada Tabel 3.3. Contoh perhitungan digambarkan 

pada variasi suhu ruang pengulangan 1 sebagai berikut : 

Cf = 
𝐶𝑖 – 𝐶𝑟

𝐶𝑖
 x 100% 

Cf = 
100 𝑝𝑝𝑚 – 60,22 𝑝𝑝𝑚

100 𝑝𝑝𝑚
 x 100% 

Cf = 39,78 % 
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dimana Cf : konsentrasi timbal teremediasi, Ci :  konsentrasi awal timbal, Cr : 

konsentrasi residu timbal.  

Tabel 4.7 Data konsentrasi timbal teremediasi 

Variasi 

Perlakuan 

Pengulangan 1 

(%) 

Pengulangan 2 

(%) 

Pengulangan 3 

(%) 

Rata rata 

(%) 

Suhu Ruang 

(±26℃) 
39,78 39,17 40,49 39,81 

Suhu 30℃ 43,76 47,00 45,64 45,46 

Suhu 35℃ 56,32 59,07 64,27 59,89 

Suhu 40℃ 62,38 59,22 55,47 59,02 

 

7. Pembuatan Larutan Kurva Standar Timbal untuk Analisis Sampel Air   

M1 x V1  =  M2 x V2 

        10 ppm x V1 =  1 ppm x 10 mL 

       V1 = 1 mL 

Tabel 4.8 Volume pengenceran larutan induk timbal untuk analisis sampel air 

 

 

 

 

Cara Pembuatan :  

  Larutan stok timbal 10 ppm diambil sebanyak 1 mL lalu dimasukkan ke 

dalam labu takar 10 mL. Larutan ditandabataskan menggunakan HNO3 0,5 M 

dan dihomogenkan. Langkah diulang untuk membuat larutan standar konsentrasi 

2, 3 dan 4 ppm. 

 

 

 

 

Konsentrasi larutan 

Pb2+ target (ppm) 

Volume larutan 

Pb2+ target (mL) 

Volume larutan stok Pb2+ 

yang diambil (mL) 

1 

10 

1 

2 2 

3 3 

4 4 
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8. Konsentrasi Timbal dalam Sampel Air 

 

Gambar 4.7 Kurva standar untuk analisis sampel air 

 

 Berdasarkan Gambar 3.3, persamaan regresi linear yang didapatkan adalah 

y = 0,01998x + 0,0013; dimana x merupakan konsentrasi sampel yang akan 

dihitung dan y merupakan absorbansi sampel. Persamaan tersebut akan 

digunakan untuk menghitung kadar timbal dalam sampel air berdasarkan data 

absorbansinya. Data absorbansi timbal dalam sampel air ditunjukkan pada Tabel 

3.6. 

 

Tabel 4.9 Data absorbansi timbal dalam sampel air 

Lokasi pengambilan 

sampel 
Titik 1 Titik 2 Titik 3 

Bekas Galian 1 0,0054 0,0012 0,0110 

Bekas Galian 2 0,0067 0,0052 0,0111 

Bekas Galian 3 0,0017 0,0228 0,0200 

 

Perhitungan konsentrasi timbal digambarkan dengan contoh absorbansi dari 

bekas galian 1, titik 1 berikut : 

 

y = 0,01998x + 0,0013
R² = 0,9988
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y  = 0,01998x + 0,0013 

0,0054 = 0,01998x + 0,0013 

0,01998x   = 0,0054 – 0,0013 

x  = 0,205 

 

   Tabel 4.10 Konsentrasi timbal dalam sampel air 

Lokasi pengambilan 

sampel 
Titik 1 Titik 2 Titik 3 

Bekas Galian 1 0,205 0,004 0,496 

Bekas Galian 2 0,277 0,205 0,501 

Bekas Galian 3 0,027 1,087 0,943 
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Denah lokasi pengambilan sampel air 

  Bekas Galian 1 

Bekas Galian 2 Bekas Galian 3 

Preparasi sampel air Sampel air setelah dipreparasi 

Lokasi Tambang 
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Inokulum hasil uji bioremediasi Destruksi sampel residu timbal 
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Lampiran 5. Karakteristik lingkungan pertambangan di Tulungagung 

Tabel 4.11 Karakteristik sampel air dari kawasan pertambangan  

Lokasi 

pengambilan 

sampel 

Warna air pH 
Suhu 

(℃) 

Konsentrasi 

timbal 

(ppm) 

Konsentrasi 

timbal 

maksimum* 

(ppm)  

Bekas Galian 1 Hijau kebiruan 6,8 30 0,004-0,496 

1 Bekas Galian 2 Jingga kekuningan 1,8 32 0,205-0,501 

Bekas Galian 3 Hijau jernih 2,5 28 0,027-1,087 
* keputusan menteri lingkungan hidup no. 202 tahun 2004  
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Lampiran 6. Hasil Analisis Statistik 

 

Descriptives 

Konsentrasi timbal Teremediasi 

 N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence 

Interval for Mean 
Minimum Maximum 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Suhu Ruang 3 39.8200 .66091 .38158 38.1782 41.4618 39.18 40.50 

Suhu 30℃ 3 45.4867 1.62694 .93931 41.4451 49.5282 43.78 47.02 

Suhu 35℃ 3 59.9000 4.03301 2.32846 49.8814 69.9186 56.34 64.28 

Suhu 40℃ 3 59.0400 3.46433 2.00013 50.4341 67.6459 55.48 62.40 

Total 12 51.0617 9.34383 2.69733 45.1249 56.9985 39.18 64.28 

 

ANOVA 

Konsentrasi timbal Teremediasi 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 897.677 3 299.226 38.178 .000 

Within Groups 62.701 8 7.838   

Total 960.378 11    
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Multiple Comparisons 

Variabel Terikat:   Konsentrasi timbal Teremediasi 
 

(I) Suhu (J) Suhu 
Mean 

Difference (I-J) 
Std. 
Error 

Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Tukey 

HSD 

Suhu Ruang Suhu 30℃ -5.66667 2.28585 .138 -12.9867 1.6534 

Suhu 35℃ -20.08000* 2.28585 .000 -27.4001 -12.7599 

Suhu 40℃ -19.22000* 2.28585 .000 -26.5401 -11.8999 

Suhu 30℃ Suhu Ruang 5.66667 2.28585 .138 -1.6534 12.9867 

Suhu 35℃ -14.41333* 2.28585 .001 -21.7334 -7.0933 

Suhu 40℃ -13.55333* 2.28585 .002 -20.8734 -6.2333 

Suhu 35℃ Suhu Ruang 20.08000* 2.28585 .000 12.7599 27.4001 

Suhu 30℃ 14.41333* 2.28585 .001 7.0933 21.7334 

Suhu 40℃ .86000 2.28585 .981 -6.4601 8.1801 

Suhu 40℃ Suhu Ruang 19.22000* 2.28585 .000 11.8999 26.5401 

Suhu 30℃ 13.55333* 2.28585 .002 6.2333 20.8734 

Suhu 35℃ -.86000 2.28585 .981 -8.1801 6.4601 

LSD 

Suhu Ruang Suhu 30℃ -5.66667* 2.28585 .038 -10.9378 -.3955 

Suhu 35℃ -20.08000* 2.28585 .000 -25.3512 -14.8088 

Suhu 40℃ -19.22000* 2.28585 .000 -24.4912 -13.9488 

Suhu 30℃ Suhu Ruang 5.66667* 2.28585 .038 .3955 10.9378 

Suhu 35℃ -14.41333* 2.28585 .000 -19.6845 -9.1422 

Suhu 40℃ -13.55333* 2.28585 .000 -18.8245 -8.2822 

Suhu 35℃ Suhu Ruang 20.08000* 2.28585 .000 14.8088 25.3512 

Suhu 30℃ 14.41333* 2.28585 .000 9.1422 19.6845 

Suhu 40℃ .86000 2.28585 .717 -4.4112 6.1312 

Suhu 40℃ Suhu Ruang 19.22000* 2.28585 .000 13.9488 24.4912 

Suhu 30℃ 13.55333* 2.28585 .000 8.2822 18.8245 

Suhu 35℃ -.86000 2.28585 .717 -6.1312 4.4112 

 

Konsentrasi 

Tukey HSDa 

Suhu N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 

Suhu Ruang 3 39.8200  

Suhu 30℃ 3 45.4867  

Suhu 40℃ 3  59.0400 

Suhu 35℃ 3  59.9000 

Sig.  .138 .981 

 


