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ABSTRAK 

Penceraman logam berat dari aktivitas industri pertambangan yang menghasilkan 

limbah telah menjadi isu dan perhatian serius karena membahayakan ekosistem biota laut 

dan kesehatan manusia. Pesisir kawasan industri yang terletak di Desa Fatufia, Kecamatan 

Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah terindikasi telah tercemar 

logam berat diantaranya logam krom (Cr). Bioremediasi oleh bakteri dengan cara 

mengakumulasi dan menguraikan pencemar di lingkungan menjadi bentuk yang kurang 

berbahaya menjadi salah satu solusi. Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis 

cemaran logam pada area pesisir kawasan industri, mengisolasi dan mengidentifikasi 

bakteri pengakumulasi logam Cr dari pesisir kawasan industri dan mengetahui kemampuan 

bakteri dalam mengakumulasi logam Cr. 

Metode penelitian didahului dengan pengambilan sampel sedimen dan air dari dua 

stasiun (S1 dan S2) menggunakan teknik purposive sampling. Analisis cemaran logam 

untuk membandingkan tingkat cemaran sampel dengan standar indeks pencemar 

(ANZECC & ARMCANZ, 2000; dan KMNLH No. 51 Thn, 2004). Isolasi dan seleksi 

bakteri menggunakan metode streak plate. Identifikasi isolat bakteri dilakukan dengan 

pendekatan molekuler berbasis 16S rRNA melalui analisis BLAST NCBI dan konstruksi 

filogenik. Uji kemampuan mengakumulasi logam Cr dilakukan dengan menggunakan 

AAS.  

Hasil menunjukkan logam berat yang menjadi pencemar dan resiko lingkungan 

bahaya tinggi di pesisir kawasan industri adalah logam Cr sebagaimana pada Stasiun 1 

(sedimen 2150.44 mg/kg dan Air 0.11 mg/L. Dua isolat bakteri yang terindikasi tahan 

terhadap logam Cr konsentrasi tinggi 5000 mg/L masing-masing kode S1.1 dan S1.2. 

Karakteristik morfologi isolat S1.1 adalah koloni kuning, circular, entire, flate, basil dan 

gram positif dan isolat S1.2 adalah koloni putih, circular, undulate, flate, basil dan gram 

positif. Berdsarkan hasil identifikasi molekuler terhadap kedua isolat tersebut S1.1 dan 

S1.2 memiliki kemiripan dengan Exiguobacterium indicum dan Bacillus mobilis. Aktivitas 

akumulasi logam dan kemampuan menurunkan konsentrasi logam Cr selama waktu 48 jam 

yaitu isolat S1.1 dari 10.77 mg/L menjadi 9.39 mg/L, dan isolat S1.2 dari 10.36 mg/L 

menjadi 9.27 mg/L dengan persentasi penurunan 84% dan 82% sehingga bakteri tersebut 

potensial untuk dimanfaatkan sebagai agen bioremediasi. 

Kata Kunci: Isolasi, Identifikasi Bakteri, Bioremediasi, Logam Berat  
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ABSTRACT 

 

The deepening of heavy metals from mining industry activities that produce waste 

has become a serious issue and concern because it endangers marine life ecosystems and 

human health. The coastal industrial area located in Fatufia Village, Bahodopi District, 

Morowali Regency, Central Sulawesi Province is indicated to have been contaminated with 

heavy metals including chrome metal (Cr). Bioremediation by bacteria by accumulating 

and decomposing pollutants in the environment into less harmful forms is one solution. 

The purpose of this study is to analyze metal contamination in the coastal area of the 

industrial area, isolate and identify the Cr metal accumulating bacteria from the coastal 

industrial area and determine the ability of bacteria to accumulate Cr metal. 

The research method was preceded by sampling sediment and water from two 

stations (S1 and S2) using purposive sampling techniques. Analysis of metal contamination 

to compare sample contamination rates with pollutant index standards (ANZECC & 

ARMCANZ, 2000;  and KMNLH No. 51 Yr, 2004).  Isolation and selection of bacteria 

using the streak plate method. Identification of bacterial isolates was carried out with a 

molecular approach based on 16S rRNA through NCBI BLAST analysis and phylogenic 

construction. The test of the ability to accumulate Cr metal was carried out using AAS.  

The results showed that heavy metals that are pollutants and high risk of 

environmental hazards in coastal industrial areas are Cr metals as in Station 1 (sediment 

2150.44 mg/kg and Water 0.11 mg/L. Two bacterial isolates indicated to be resistant to 

high concentrations of Cr metal 5000 mg/L respectively codes S1.1 and S1.2. The 

morphological characteristicsi isolates of S1.1 are yellow, circular, entire, flate, bacillus 

and gram-positive colonies and S1.2 isolates are white, circular, undulate, flate, bacillus 

and gram-positive colonies. Based on the results of molecular identification of the two 

isolates S1.1 and S1.2 have similarities with Exiguobacterium indicum and Bacillus 

mobilis. Metal accumulation activity and the ability to reduce the concentration of Cr metal 

for a period of 48 hours, namely isolate S1.1 from 10.77 mg / L to 9.39 mg / L, and isolate 

S1.2 from 10.36 mg / L to 9.27 mg / L with a percentage decrease of 84% and 82% so that 

the bacteria have the potential to be used as a bioremediation agent. 

 

Keywords: Isolation, Bacterial Identification, Bioremediation, Heavy Metals  
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 الصناعية المدن من بيولوجية معالجة كعوامل الثقيلة للمعادن المتراكمة  البكتيريا وتحديد عزل

  الوسطى سولاويزي مقاطعة ريجنسي، موروالي باهودوبي، منطقة فاتوفيا، قرية في الساحلية

Muhammad Maslan, Evika Sandi Savitri, Hafsan 

 
  والتكنولوجيا، العلوم ليةك الأحياء، علم في الماجستير دراسة برنامج

 مالانج إبراهيم مالك الحكومية الإسلامية مولانا جامعة

 

 تجريدي 

 ومصدر خطيرة قضية النفايات تنتج التي التعدين صناعة أنشطة من  الثقيلة المعادن  تعميق أصبح
 الصناعية المنطقة  أن إلى ويشار. للخطر الإنسان  وصحة البحرية للحياة الإيكولوجية النظم تعرض لأنها قلق

 قد  الوسطى، سولاويزي مقاطعة  ريجنسي، موروالي باهودوبي، مقاطعة فاتوفيا، قرية في الواقعة الساحلية
 تراكم طريق عن للبكتيريا البيولوجي العلاج يعد(.  Cr) الكروم معدن ذلك في بما الثقيلة بالمعادن تلوثت

 التلوث  تحليل هو  الدراسة  هذه  من الغرض. الحلول د أح ضررا  أقل  أشكال إلى  البيئة في وتحللها الملوثات

 المنطقة  من  Cr معدن من المتراكمة البكتيريا وتحديد وعزل  الصناعية، للمنطقة  الساحلية المنطقة  في المعدني

 .Cr معدن تراكم على البكتيريا قدرة وتحديد الساحلية الصناعية

 تقنيات باستخدام(  S2و  S1) محطتين نم والمياه الرواسب من عينات أخذ البحث طريقة سبق وقد

  ANZECC) الملوثات مؤشر بمعايير العينات تلوث  معدلات لمقارنة المعدني التلوث تحليل . الهادفة العينات أخذ

  &ARMCANZ, 2000   ;وKMNLH   لوحة  طريقة باستخدام البكتيريا واختيار عزل (.2004 ، سنة 51 رقم 
  NCBI BLAST تحليل خلال من  16S rRNA على يعتمد جزيئي بنهج البكتيرية العزلات تحديد تم. الخط

 .  AAS باستخدام Cr معدن تجميع على القدرة اختبار إجراء تم. الفيلوجيني والبناء

 الصناعية  المناطق  في البيئية للمخاطر العالية والمخاطر  الملوثة  الثقيلة المعادن أن النتائج أظهرت 
 يشار . لتر/ملغم 0.11 والماء كغم/ملغم 2150.44 الرواسب ) 1 المحطة في  كما Cr معادن هي الساحلية

 التوالي  على لتر/مجم 5000 الكروم معدن من العالية للتركيزات مقاومتان لأنهما بكتيريتين عزلتين إلى

 وكاملة  ودائرية صفراء  مستعمرات هي  S1.1 لعزلات  المورفولوجية  الخصائص.  S1.2و  S1.1 الرمزين

 ومسطحة  ومتموجة  ودائرية بيضاء مستعمرات هي  S1.2 ومعزولات الجرام وإيجابية وعصيات ومسطحة

 مع  تشابه أوجه لهما  S1.2و  S1.1 للعزلتين الجزيئي التحديد نتائج على بناء. الجرام وإيجابية وعصوية

Exiguobacterium indicum  و Bacillus mobilis  .تقليل  على والقدرة المعادن تراكم نشاط 

 وعزل  لتر،/مجم 9.39 إلى  لتر/مجم 10.77 من  S1.1 عزل  أي  ساعة، 48 لمدة الكروم معدن تركيز

S1.2   للبكتيريا يكون بحيث ٪82و ٪84 بنسبة انخفاض  مع لتر /مجم 9.27 إلى لتر/مجم  10.36 من 

 .حيوية معالجة كعامل استخدامها على القدرة

الثقيلة المعادن الحيوية، المعالجة البكتيريا، تحديد  العزل،: المفتاحية الكلمات    
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1  Latar Belakang 

Al-Quran merupakan pedoman hidup yang wajib dipahami oleh seluruh 

umat Islam karena telah membawa kebenaran ilmiah di muka bumi, maka sebagai 

ilmuan atau peneliti muslim sepatutnya menjadikan Al-Quran sebagai sumber ilmu  

pengetahuan. Allah SWT telah mengingatkan kepada manusia tentang kerusakan 

lingkungan jauh sebelum berkembangnya ilmu lingkungan. Allah SWT berfirman 

dalam Al-Quran Surah Ar-Rum ayat 41 sebagai berikut: 

مْ   هُ يقَ ذِ يُ َّاسِ  لِ ْدِي الن ي َتْ أَ ب سَ ا كَ مَ رِ بِ حْ بَ ْ ِ وَال ْبَر ل ادُ فِِ ا سَ ْفَ رَ ال هَ ظَ

ون  َرْجِعُ مْ ي َّهُ ل عََ ُوا ل ل ي عََِ ِ ضَ الََّّ عَْ  ب
Artinya: Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena perbuatan 

tangan manusia, supaya Allah merasakan kepada mereka sebahagian dari (akibat) 

perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar) (RI, Kementerian 

Agama, 2021). 

Berdasarkan ayat tersebut mengenai kerusakan di darat dan di laut yang 

diakibatkan oleh manusia adalah suatu peringatan bagi manusia. Menurut tafsir 

Jalalayn bahwa (telah tampak kerusakan di darat) disebabkan terhentinya hujan dan 

menipisnya tumbuh-tumbuhan (dan di laut) maksudnya di negeri-negeri yang 

banyak sungainya menjadi kering (disebabkan perbuatan tangan manusia) seperti 

perbuatan maksiat (supaya Allah merasakan kepada mereka) dapat dibaca 

liyudziiqhum dan limudziiqahum; kalau dibaca linudziiqahum artinya supaya kami 

merasakan kepada mereka (sebagian dari akibat perbuatan mereka) sebagai 

hukumannya (agar mereka bertobat dari perbuatan-perbuatan maksiat. Sedangkan 

menurut tafsir Quraisy Shibab bahwa telah terlihat kebakaran, kekeringan, 

kerusakan, kerugian perniagaan dan ketenggelaman yang disebabkan oleh 
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kejahatan dan dosa-dosa yang diperbuat manusia. Allah menghendaki untuk 

menghukum manusia di dunia dengan perbuatan-perbuatan mereka, agar mereka 

bertobat dari kemaksiatan (Jalalayn & Shihab, 2022). 

Sehubungan dengan ayat tersebut hal ini serupa dengan perbuatan manusia 

dalam kerusakan lingkungan yaitu aktivitas industri yang dapat menyebabkan 

pencemaran lingkungan yaitu pencemaran logam berat ke laut. Pencemaran logam 

berat telah menjadi isu dan menjadi perhatian serius karena pengaruh 

industrialisasi, antropogenik, dan urbanisasi serta secara geologi. Menurut 

Zarezadeh et al., (2017) dan Saimu et al., (2015) bahwa sumber utama pencemaran 

logam berat di lingkungan pesisir adalah aktivitas pertambangan yang 

menghasilkan limbah batuan dan limbah tailing. Distribusi logam berat ke pesisir 

menurut Akkajit et al., (2018) juga pengaruh oleh proses antropogenik seperti 

limpasan pertanian, kegiatan transportasi laut, dan limbah industri. 

Beberapa penyebab pencemaran laut menurut Hardjaloka (2015) adalah 

bersumber dari darat yang diakibatkan oleh pengaruh antropogenik seperti limbah 

pertanian, kegiatan pertambangan, limbah industri, sampah plastik, pestisida, dan 

aktivitas rumah tangga, yang bukan pelapukan geologis. Menurut Rajeev et al., 

(2021) dan Zarezadeh et al., (2017) ekosistem pesisir dan laut berpotensi 

mengalami pencemaran logam berat konsentrasi tinggi karena terjadi kontaminasi 

pada lingkungan baik di air, tanah dan sedimen.  

Menurut Rajeev et al., (2021) logam-logam yang berasal dari proses alami 

dan sumber antropogenik mudah berikatan dengan partikel halus dan bertahan lama 

di sedimen, akibatnya sedimen dapat bertindak sebagai penyimpan kontaminan 

logam dan dapat memberikan efek merusak pada organisme hidup. Dalam beberapa 
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keadaan, sedimen pantai dapat bertindak sebagai sumber potensial logam berat 

untuk organisme akuatik, memungkinkan kontaminan logam berat masuk ke dalam 

jaring makanan yang dapat berdampak negatif terhadap kesehatan manusia. 

Menurut Akkajit et al., (2018) dan Marzan et al., (2017) distribusi logam dari 

limbah industri dan transportasi dianggap penting dapat menimbulkan dampak 

buruk bagi kesehatan manusia. Elizabeth et al., (2017) menambahkan, bahwa 

dampak logam berat tidak hanya merusak spesies individu dan populasi tetapi juga 

komunitas biologis alami dan menyebabkan kematian lebih dari 14.000 orang setiap 

hari. 

Pencemaran logam berat pada lingkungan memiliki efek merusak 

ekosistem perairan, bersifat beracun, sulit didegradasi dan memiliki dampak 

toksisitas, mutagenik serta karsinogenik pada manusia dan organisme lainnya. 

Logam berat menurut Hutagalung (1984) yaitu unsur kimia dengan memiliki berat 

jenis melebihi 5 g/cm3. Di alam, unsur-unsur ini terdapat dalam konsentrasi yang 

sangat rendah. Kandungan logam berat dalam air laut biasanya antara 10-5 sampai 

10-2 ppm.  

Menurut Hrynkiewicz dan Baum, (2014) bahwa logam berat dikategorikan 

sebagai esensial dan non esensial, beberapa logam sangat dibutuhkan oleh 

kehidupan organisme (Ca, Co, Cr, Fe, Cu, Mg, Mn), dan logam lainnya (Hg, Al, 

Cd, Pb, Au) tidak memiliki peran biologi, namun berpotensi akan berbahaya atau 

beracun jika konsentrasi terlalu tinggi. Miller (1995) berdasarkan toksisitasnya, 

logam berat digolongkan ke dalam tiga golongan, (1) Hg, Cd, Pb, As, Cu dan Zn 

yang mempunyai sifat toksik yang tinggi, (2) Cr, Ni dan Co yang mempunyai sifat 

toksik menengah, dan (3) Mn dan Fe yang mempunyai sifat toksik rendah. 
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Industri pertambangan yang berkembang saat ini yang ada di Indonesia 

tepatnya di Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah menunjukkan kondisi 

pesisir telah tercemar logam berat.  

Penelitian yang pernah dilakukan oleh Rastina et al., (2020) menunjukkan  

bahwa aktivitas pertambangan nikel di sepanjang pesisir perairan Morowali yang 

berkembang cukup pesat. Air dari lokasi tambang dialirkan menuju sungai dan 

bermuara di laut, sehingga berpotensi menyumbang logam berat yang selanjutnya 

akan terakumulasi dalam sedimen. Hasilnya adalah semua titik terdeteksi logam 

berat logam Ni, Cu, dan logam Cd tidak terdeteksi dengan konsentrasi total logam 

berat logam Ni berkisar 192.01 – 202.09 mg/kg, logam Cu berkisar 3.72 – 8.07 

mg/kg, dan logam Cd tidak terdeteksi di semua stasiun pengamatan. Sedangkan 

hasil analisis pencemaran logam berat menggunakan indeks geoakumulasi (I geo) 

menunjukkan sedimen perairan Morowali sudah masuk kategori tercemar logam 

berat nikel.  

Saimu et al., (2015) mengemukakan bahwa aktivitas pertambangan nikel 

di daerah perairan pantai Kecamatan Bungku pesisir Kabupten Morowali, Sulawesi 

tengah terdapat 7 perusahaan pertambangan nikel menunjukkan konsentrasi logam 

berat yang terdapat di air yaitu Pb di bawah ambang batas dengan kategori aman,. 

Konsentrasi logam berat Cd, Cu, Zn dan Ni rata-rata telah melampaui ambang batas 

dengan kategori tidak aman untuk biota perairan pantai,. sedangkan logam berat 

yang terdapat pada sedimen yaitu Pb, Cd, Cu, Zn dan Ni konsentrasinya sangat 

tinggi dari ambang batas dengan kategori tidak aman bagi biota perairan. 

Penelitian ini difokuskan di lokasi pesisir kawasan industri yang terletak di 

Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi 
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Tengah yaitu kawasan industri PT. Indonesia Morowali Industrial Park (IMIP). 

IMIP merupakan kawasan industri smelter terbesar di dunia yang berbasis 

pengolahan Nikel dengan memiliki produk utama berupa nikel, stainless steel dan 

carbon steel. Kawasan IMIP merupakan naungan beberapa perusahaan kurang lebih 

20 perusahaan yang salah satu terdapat pengolahan feronikel dan ferokrom. Laju 

perkembangan PT. IMIP selain berdampak positif terhadap perekonomian nasional, 

juga terdapat dampak negatif terhadap lingkungan perairan sebagai konsekuensi 

meningkatnya produktivitas industri sehingga pencemaran logam berat dapat 

mengakibatkan kerusakan ekosistem laut dan badan air yang merupakan sumber air 

bersih bagi masyarakat sekitar.  

Berdasarkan uji pendahuluan pada lokasi penelitian bahwa hasil analisis 

cemaran logam berat pada pesisir kawasan industri IMIP menunjukkan telah 

tercemar logam berat berdasarkan standar baku mutu ANZECC & ARMCANZ, 

(2000) dan IADC/CEDA, (1997) dan KMNLH No. 51 Thn, (2004) dengan nilai 

konsentrasi tercemar tertinggi pada dua stasiun (S) sampel sedimen yaitu Cr (S1= 

2150,44 mg/kg dan S2= 250,46 mg/kg) diikuti logam berat Ni  (S1= 407,31 mg/kg 

dan S2= 407,31 mg/kg) dan Zn (S1= 48,36 mg/kg dan S2= 142,63 mg/kg), 

sedangkan logam berat Cu dan Pb masih di bawah ambang batas. Sampel Air telah 

tercemar logam berat tertinggi Cr (S2= 0.13 mg/L) dan Ni (S1 dan S2 = 0.11 mg/L), 

sedangkan logam Zn, Cu, dan Pb tidak terdeteksi. Berdasarkan analisis resiko 

lingkungan pada sampel sedimen dan air yang menunjukkan kondisi berisiko tinggi 

bahaya logam Cr dan Ni, sedangkan logam lainnya Zn, Cu, dan Pb berisiko sedang 

dan rendah. 

https://palu.tribunnews.com/tag/nikel
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Indonesia terus melakukan pengembangan dalam mengatasi pencemaran 

lingkungan sesuai dengan peraturan pemerintah (Permen LH No 9/2006 dan No 

1/2010) maka perlu untuk dilakukan pengolahan atau pencegahan polutan untuk 

mengurang jumlah konsentrasi dan mengatasi pencemaran logam berat tertinggi 

seperti pencemaran logam berat yang berada di pesisir kawasan Industri di Desa 

Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah 

telah tercemar tertinggi logam berat krom (Cr). Salah satu cara untuk mengatasi 

pencemaran logam berat Cr adalah teknik bioremediasi dengan memanfaatkan 

makhluk hidup seperti bakteri. 

Bakteri memiliki peran sebagai pengurai (dekomposer) pada lingkungan. 

Menurut Rajeev et al., (2021) peran bakteri secara ekologis sebagai dekomposisi 

bahan organik, daur ulang nutrisi, dan degradasi baik di sedimen pesisir sehingga 

bakteri dapat dijadikan sebagai agen bioremediasi.  

Bioremediasi menurut Nokman et al., (2019) penggunaan mikroba atau 

bakteri untuk menghilangkan atau mendetoksifikasi logam berat terutama dari 

tanah, air dan sedimen. Menurut Andrea et al, (2017) mengemukakan bioremediasi 

adalah penggunaan organisme yang hidup, utamanya mikroorganisme untuk 

menguraikan pencemar di lingkungan menjadi bentuk pencemar yang kurang 

berbahaya atau tidak berbahaya, hal ini merupakan teknik degradasi secara biologi.  

Menurut Andrea et al., (2017) strain bakteri tertentu mampu mengikat 

logam berat atau mengubahnya menjadi bentuk yang kurang beracun. Menurut De 

Fretes et al., (2019) mengemukakan bahwa logam berat yang masuk ke dalam sel 

organisme termasuk organisme perairan, mengakibatkan terjadinya metabolisme 

untuk mendapatkan energi dengan melalui penyerapan dan akumulasi endapan 
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ekstraseluler, mineralisasi dan oksidasi atau reduksi enzimatik menjadi bentuk tidak 

beracun, serta penghilangan logam berat dari sel. 

Menurut Waluyo, (2018)  dan Nokman et al., (2019) teknik penggunaan 

bakteri mempunyai keunggulan yaitu kecepatan degradasi dan biotransformasi 

dapat ditingkatkan, lebih mudah, relatif murah, dan aman dalam lingkungan. 

Teknik isolasi dan karakterisasi adalah cara untuk mendapatkan jenis bakteri yang 

dibutuhkan sebagai target agen bioremediasi. Menurut Jufri, (2020) teknik isolasi 

mikroba merupakan upaya untuk menumbuhkan mikroorganisme di luar 

lingkungan alaminya dengan tujuan untuk mendapatkan kultur bakteri yang tidak  

bercampur dengan bakteri lain yang disebut kultur murni.  

Prinsip isolasi mikroba adalah memisahkan satu jenis mikroba dengan 

mikroba lain yang berasal dari campuran berbagai mikroba. Menurut Rajeev et al., 

(2021) dan Meenambigai et al., (2016) bahwa karakteristik mikroba bertujuan 

untuk mengetahui morfologi, fisiologi, biokimia dan secara molekuler untuk 

mengetahui struktur dan dinamika dengan mengeksplorasi respons komunitas atau 

keanekaragaman bakteri yang beratnya tahan logam dan kapasitas biodegradasi 

melalui sequencing 16S rRNA sehingga didapatkan bakteri target. 

Beberapa penelitian telah memanfaatkan bakteri sebagai agen bioremediasi 

dalam pencemaran logam berat di lingkungan yaitu Actinobacteria, Bacteroidetes, 

Firmicutes dan Proteobacteria (Karelova et al., 2011)., Bacillus oceanisediminis 

PGD1A, Vibrio alginolyticus PGD5A, dan Halobacillus kuroshimensis PGD9B 

(De Fretes et al., 2019)., Bacillus weihenstephanensis strain IA1 dan 

Exiguobacterium aestuarii strain CE (Gupta et al., 2012)., Bacillus sp. (Yuliani et 

al., 2019), Enterococci and Bacillus acidiproducens (Andrea et al., 2017). 
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Penelitian terkait eksplorasi mikroba potensial dari area industri 

pertambangan di Morowali, Sulawesi Tengah, masih belum ditemukan. Oleh 

karena itu, penelitian ini mengkaji tentang bakteri pengakumulasi logam berat 

sekitar kawasan pesisir laut PT. IMIP sebagai upaya menemukan agen bioremediasi 

yang potensial, di samping juga menganalisis kadar logam berat kromium (Cr), 

nikel (Ni), zink (Zn), tembaga (Cu), dan timbal (Pb).   

Berdasarkan latar belakang di atas, maka penelitian yang berjudul isolasi 

dan identifikasi bakteri pengakumulasi logam berat sebagai bioremediasi pesisir 

kawasan industri di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, 

Provinsi Sulawesi Tengah ini penting dilakukan 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut maka rumusan masalah pada penelitian 

ini adalah sebagai berikut: 

1. Jenis logam berat apa saja yang terindikasi mencemari pesisir kawasan industri 

di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi 

Tengah? 

2. Bagaimana hasil isolasi dan seleksi bakteri yang potensial tahan logam Cr dari 

pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten 

Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah? 

3. Bagaimana karakter morfologi bakteri yang berpotensi tahan logam berat Cr 

dari pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten 

Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah? 
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4. Bagaimana hasil identifikasi molekuler dengan menggunakan marka 16S rRNA 

pada bakteri tahan logam berat Cr dari pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, 

Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah? 

5. Bagaimana kemampuan bakteri mengakumulasi logam berat Cr sebagai 

kandidat agen bioremediasi? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah yang ada maka tujuan dari penelitian ini 

adalah sebagai berikut: 

1. Untuk mengetahui logam berat apa saja yang terindikasi mencemari pesisir 

kawasan industri di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, 

Provinsi Sulawesi Tengah. 

2. Untuk mengisolasi dan menyeleksi bakteri yang berpotensi tahan logam Cr dari 

pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten 

Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah 

3. Untuk mengetahui karakter morfologi bakteri yang berpotensi mengakumulasi 

logam berat Cr dari pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, Kecamatan 

Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah. 

4. Untuk mengidentifikasi secara molekuler menggunakan marka 16S rRNA pada 

bakteri tahan logam berat Cr dari pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, 

Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah. 

5. Untuk mengetahui kemampuan bakteri mengakumulasi logam berat Cr sebagai 

kandidat agen bioremediasi. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Kegunaan dalam melakukan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Diperolehnya informasi ilmiah tentang bakteri pengakumulasi logam berat Cr 

yang potensial sebagai bioremediasi di pesisir kawasan industri di Fatufia, Kec. 

Bahodopi, Kab. Morowali, Sulawesi Tengah  

2. Menambah pengetahuan dibidang biologi lingkungan, Teknik lingkungan, 

kesehatan lingkungan dalam mengatasi pencemaran logam berat dengan 

menggunakan bakteri pengakumulasi logam berat dari pesisir kawasan industri 

di Fatufia, Kec. Bahodopi, Kab. Morowali, Sulawesi Tengah. 

3. Hasil penelitian ini dapat menjadi bahan acuan dan memberikan kontribusi bagi 

masyarakat utamanya pemerintah Kabupaten Morowali untuk terus melakukan 

konservasi dan menjaga lingkungan dengan mengurangi cemaran logam 

menggunakan bakteri bioremediasi. 

4. Dapat membantu mewujudkan visi misi perusahaan yang di kawasan industri 

IMIP dan pemerintah Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten 

Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah. 

5. Dapat dijadikan sebagai bahan perbandingan atau referensi para ilmuan dan 

peneliti melalui publikasi 

1.5 Batasan Penelitian 

Batasan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Sampel sedimen dan air laut diambil dua stasiun pesisir kawasan industri PT. 

IMIP terletak di desa Fatufia, kecamatan Bahodopi, kabupaten Morowali, 

provinsi Sulawesi Tengah-Indonesia.  
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2. Pengukuran kadar logam berat sampel yaitu jenis logam Ni, Zn, Cu, Cr, dan Pb 

sebagai uji pendahuluan untuk mengetahui konsentrasi sampel yang tercemar 

tinggi, melalui pengujian Atomic Absobtion Spectrophotometer (AAS) dengan 

membandingkan standar baku mutu.  

3. Isolasi dan seleksi bakteri menggunakan teknik streak plate dan media nutrient 

agar (NA)+logam Cr untuk mendapatkan kultur murni bakteri pengakumulasi 

logam berat Cr. 

4. Karakter bakteri pengakumulasi logam berat Cr meliputi (1) morfologi (bentuk 

koloni, warna koloni, elevasi koloni, tepian koloni, permukaan koloni, 

pewarnaan gram sel, dan bentuk sel), (2) bakteri tahan terhadap logam metode 

toleransi, meliputi bakteri toleran yakni bakteri tetap dapat tumbuh pada media 

NA mengandung K2CrO4, sedangkan bakteri tidak toleran yakni bakteri yang 

tidak/berhenti tumbuh, (3) identifikasi molekuler menggunakan marka 16S 

rRNA untuk mengetahui secara pasti spesies bakteri tahan logam dengan 

melihat tingkat keanekaragaman gen bakteri. 

5. Bakteri tahan logam yang didapatkan dilakukan uji kemampuan pertumbuhan 

dalam mengakumulasi dan mendegradasi logam berat pada media cair melalui 

spektrofotometri UV-Vis dan pengukuran aktivitas metabolisme bakteri 

terhadap reduksi logam berat melalui alat AAS.  

6. Eksperimen penelitian dilakukan di laboratorium fakultas matematika dan ilmu 

pengetahuan alam (MIPA) dan laboratorium biologi molekuler rumah sakit 

pendidikan Universitas Hasanuddin (UNHAS) pada bulan Februari sampai 

September 2022.
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BAB II   

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Pencemaran Logam Berat 

2.1.1 Pengertian Logam Berat dan Cemarannya 

Al-Quran adalah kitab suci sebagai pedoman hidup yang menjadi rujukan 

utama dan sumber ilmu pengetahuan yang meliputi ilmu agama dan ilmu sains. 

Allah SWT menciptakan segala sesuatu yang ada di bumi tidak sia-sia dan 

menciptakan berbagai macam perumpamaan sebagai petunjuk umat manusia. 

Manusia diciptakan sebagai khalifah di muka bumi untuk menjaga segala isinya 

dan peduli terhadap lingkungan supaya mendapat keberkahan dan kesejahteraan.  

Sebagai ilmuan muslim sudah sepatutnya menjadikan Al-Quran sebagai pedoman 

ilmiah seperti dalam Surah Ar-Rad ayat 17 sebagai berikut. 

ا يوُقِدُونَ  أَنزَلَ مِنَ   ابِيًاۚ وَمِمَّ يْلُ زَبدًَا رَّ مَاءِ مَاءً فسََالتَْ أَوْدِيةٌَ بِقَدَرهَِا فاَحْتمََلَ الس َّ السَّ

ُ الحَْقَّ وَالبَْاطِلَۚ   لَِِ يضَِْْبُ اللََّّ ۚ كَذََٰ ثلُُْ زَبدٌَ مرِ علَيَْهِ فِِ النَّارِ ابتِْغَاءَ حِليَْةٍ أَوْ مَتاَعٍ 

بدَُ فيََ  ا الزَّ لَِِ يضَِْْبُ  فأَمََّ ا مَا ينَفَعُ النَّاسَ فيََمْكُثُ فِِ الَْْرْضِۚ كَذََٰ ذْهَبُ جُفَاءًًۖ وَأَمَّ

ُ الَْْمْثاَلَ   اللََّّ
Artinya: Allah telah menurunkan air (hujan) dari langit, Maka mengalirlah air di 

lembah-lembah menurut ukurannya, Maka arus itu membawa buih yang 

mengambang. dan dari apa (logam) yang mereka lebur dalam api untuk membuat 

perhiasan atau alat-alat, ada (pula) buihnya seperti buih arus itu. Demikianlah 

Allah membuat perumpamaan (bagi) yang benar dan yang batil. Adapun buih itu, 

akan hilang sebagai sesuatu yang tak ada harganya; Adapun yang memberi 

manfaat kepada manusia, Maka ia tetap di bumi. Demikianlah Allah membuat 

perumpamaan (RI, Kementerian Agama, 2021) 

Dalam penafsiran Al-Wajiz/Syaikh Prof. Dr. Wahbah az-Zuhaili, pakar 

fiqih dan tafsir negeri Suriah bahwa Allah menurunkan hujan dari langit, lalu air 

mengalir ke lembah-lembah sesuai ukuran dan luas lembah itu, sedikit maupun 

banyak. Dalam aliran yang deras itu, terkandung buih yang mengapung di atas air. 
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Sebagian logam yang dipanaskan akan meleleh ketika diletakkan di api, yaitu 

logam-logam besi, emas, perak dan lain-lain, dengan tujuan sebagai hiasan dan 

permata, yaitu emas dan perak atau untuk dibuat peralatan, yaitu besi dan tembaga 

untuk dimanfaatkan sebagai bejana, alat-alat perang, pertanian dan perindustrian 

ketika dicairkan. Logam itu memiliki buih layaknya buih pada aliran itu. Maknanya 

bahwa logam itu juga memiliki buih, yaitu kotoran dari logam-logam ini. Seperti 

yang disebutkan itulah perumpamaan yang hak dan yang batil serta orang yang 

melakukan keduanya. Adapun busa yang mengapung itu membawa kebatilan yang 

terbuang melalui buih itu, sedangkan air dan logam yang dimanfaatkan manusia 

dan pemiliknya itu masih tetap ada di bumi selama beberapa waktu. Dia 

memberikan 2 perumpamaan untuk meneguhkan kebenaran yaitu keimanan 

terhadap Al-Quran dan menghilangkan kebatilan, yaitu kekufuran. Dan kebatilan 

itu layaknya buih-buih di atas air yang menghilang dan menyebar, sedangkan 

kebenaran itu tetap ada seperti air dan logam murni yang terus ada di bumi, 

sehingga manusia dapat memanfaatkannya. Di antara dua perumpamaan itu ada 

yang bersifat pedesaan yaitu air dan tanaman, dan ada yang bersifat perkotaan yaitu 

produksi logam . 

Bumi diciptakan Allah SWT dengan sangat sempurna yang seluruh isinya 

menyangkut kebutuhan makhluk hidup. Bumi ini terdari unsur biotik maupun 

abiotik. Unsur biotik meliputi yang ada di alam dan semua makhluk hidup baik 

hewan, tumbuhan, mikroorganisme, dan manusia. Sedangkan unsur abiotik seluruh 

unsur yang tidak hidup dalam ekosistem seperti tanah, air, dan tanah, antara lain 

adalah logam. Pada ayat tersebut mengenai buih arus yang mengambang yaitu 

logam yang keluar dari bumi seperti emas, perak, tembaga dan logam lainnya. 
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Logam memiliki keuntungan yang dapat olah dan eksploitasi melalui peleburan 

dalam panas api untuk kebutuhan dan kelangsungan hidup seperti pembuatan 

perhiasan dari logam perak dan emas, sedangkan membuat peralatan dari besi dan 

tembaga dengan demikian dapat mengambil pelajaran suatu kebanaran dan 

kebesaran Allah SWT. 

Logam adalah zat dengan konduktivitas tinggi listrik, kelenturan, dan kilau 

yang membentuk kation. Logam digolongkan ke dalam 2 kategori yaitu logam berat 

dan logam ringan. Logam berat adalah logam yang mempunyai berat 5 g atau lebih 

untuk setiap cm3, dengan sendirinya logam yang kurang dari 5 g setiap cm3 

termasuk ringan (Adhani & Husaini, 2017). 

Logam berat merupakan unsur-unsur kimia dengan bobot jenis lebih besar 

dari 5 gr/cm3, tempatnya di sudut kanan bawah sistem periodik, mempunyai afinitas 

yang tinggi 45 terhadap unsur S dan biasanya bernomor atom 22 sampai 92 dari 

perioda 4 sampai. Logam berat ini dapat dibagi dalam dua jenis. Jenis pertama 

adalah logam berat esensial yang keberadaannya dalam jumlah tertentu sangat 

dibutuhkan oleh organisme hidup, namun dalam jumlah yang berlebihan dapat 

menimbulkan efek racun. Contoh logam berat ini adalah Zn, Cu, Fe, Co, Mn dan 

lain sebagainya. Jenis kedua adalah logam berat tidak esensial atau beracun, dimana 

keberadaannya dalam tubuh masih belum diketahui manfaatnya atau bahkan dapat 

bersifat racun, seperti Hg, Cd, Pb, Cr dan lain-lain (Nurhamiddin & Ibrahim, 2018).  

Logam berat termasuk unsur penting yang diperlukan makhluk hidup. 

Dalam kadar yang tidak berlebihan, sebagai trace element, logam berat esensial 

seperti tembaga (Cu), selenium (Se), Besi (Fe) dan Zink (Zn) dibutuhkan untuk 

menjaga metabolisme tubuh manusia. Sebaliknya logam berat yang non esensial 
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(elemen mikro) tidak mempunyai fungsi di dalam tubuh manusia, dan bahkan 

sangat berbahaya hingga dapat menyebabkan keracunan (toksik) pada manusia 

meliputi: timbal (Pb), merkuri (Hg), arsenik (As) dan cadmium (Cd) Adhani & 

Husaini, (2017).  

Logam berat merupakan komponen alami yang terdapat di kulit bumi yang 

tidak dapat didegradasi ataupun dihancurkan dan merupakan zat yang berbahaya 

karena dapat terjadi bioakumulasi. Bioakumulasi adalah peningkatan konsentrasi 

zat kimia dalam tubuh makhluk hidup dalam waktu yang cukup lama, dibandingkan 

dengan konsentrasi zat kimia yang terdapat di alam. Semua logam berat dapat 

menjadi racun yang meracuni tubuh makhluk hidup. Misalnya logam merkuri (Hg), 

kadmium (Cd), timah (Pb), dan krom (Cr). Sebagian dari logam-logam berat 

tersebut tetap dibutuhkan oleh makhluk hidup dalam kadar yang sangat sedikit. 

Logam yang diperlukan tersebut dinamakan logam atau mineral esensial tubuh. 

Beberapa nama logam-logam berat esensial adalah tembaga (Cu), seng (Zn), dan 

nikel (Ni). Berbagai sumber logam berat termasuk erosi tanah, pelapukan alami 

kerak bumi, pertambangan, limbah industri, limpasan perkotaan, pembuangan 

limbah, agen pengendalian serangga atau penyakit diterapkan untuk tanaman, dan 

banyak lainnya (Adhani & Husaini, 2017).  

Logam berat yang terjadi secara alami hadir dalam bentuk yang tidak 

tersedia untuk diserap oleh tanaman. Mereka biasanya hadir dalam bentuk yang 

tidak larut, seperti dalam struktur mineral, atau dalam bentuk yang diendapkan atau 

kompleks yang tidak tersedia untuk serapan tanaman. Logam berat yang terjadi 

secara alami memiliki kapasitas adsorpsi yang besar di dalam tanah dan karenanya 

tidak tersedia untuk organisme hidup. Energi ikat antara logam berat alami dan 
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tanah sangat tinggi dibandingkan dengan sumber antropogenik. Contoh proses alam 

yang menyebabkan terjadinya logam berat di lingkungan adalah komet, erosi, 

letusan gunung berapi, dan pelapukan mineral. Logam berat dari sumber 

antropogenik biasanya memiliki bioavibilitas yang tinggi karena bentuk reaktifnya 

yang mudah larut dan bergerak. Sumber antropogenik ini termasuk produksi 

paduan, deposisi atmosfer, produksi baterai, biosolid, pelapisan, pembuatan bahan 

peledak, penumpukan limbah padat industri yang tidak tepat, penyamakan kulit, 

pertambangan, pestisida, pupuk fosfat, bahan fotografi, pigmen pencetakan, irigasi 

limbah, peleburan, baja dan industri elektroplating, tekstil, dan pewarna dan 

pengawetan kayu (Ayangbenro & Babalola, 2017). 

Logam berat adalah salah satu lingkungan yang paling umum polutan, dan 

keberadaannya di perairan dan biota menunjukkan adanya sumber alami atau 

antropogenik. Akumulasi dan distribusinya di tanah, air dan lingkungan meningkat 

pada tingkat yang mengkhawatirkan menyebabkan pengendapan dan sedimentasi 

di reservoir air dan mempengaruhi organisme akuatik (Singare et al, 2012).  

Urbanisasi yang cepat dan aktivitas industri telah memperkenalkan banyak polutan, 

termasuk logam berat, ke lingkungan laut di seluruh dunia. Kontaminasi logam 

berat di ekosistem laut yang dihasilkan dari input alami dan antropogenik 

menimbulkan ancaman serius karena perilaku kumulatif dan toksisitasnya. Logam 

berat masuk ke dalam sedimen, terutama melalui proses geogenik dan antropogenik 

(Islam et al, 2020). 

Menurut Sutamihardja (2006) dalam (Adhani & Husaini, 2017) bahwa 

Sumber buatan berupa logam-logam berat yang dibebaskan oleh proses industri 

atau kegiatan pertambangan. Beberapa jenis logam yang termasuk kategori logam 
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berat sebagai berikut: Aluminium (Al), Antimony (Sb), Cadmium (Cd), kromium 

(Cr), Cobalt (Co), Merkuri (Hg), Cufrum (Cu), Ferrum (Fe), Mangan (Mn), 

Molybdenum (Mo), Salenium (Se), Silver (Ag), Tin (Sn), Plumbum (Pb), 

Vanadium (V) dan Zinc (Zn). Logam berat seperti; Merkuri (Hg), Cadmium (Cd), 

Plumbum (Pb), Chromium (Cr), Cufrum (Cu), Cobalt (Co) sangat berbahaya bila 

kadar yang terlarut dalam tubuh manusia cukup tinggi atau melebihi ambang batas 

baku. Logam-logam berat tersebut bersifat sangat toksik yang dapat masuk ke 

dalam tubuh manusia melalui beberapa cara yaitu makanan, pernafasan dan 

penetrasi kulit. Adapun sifat logam berat yang dapat membahayakan lingkungan 

dan manusia adalah logam berat sulit didegradasi, sehingga cenderung akan 

terakumulasi pada lingkungan. Logam berat dapat terakumulasi dalam tubuh 

organisme dan konsentrasi dapat semakin tinggi, atau dapat mengalami 

bioakumulasi dan biomagnifikasi. Logam berat mudah terakumulasi pada sedimen, 

sehingga konsentrasi selalu lebih tinggi daripada konsentrasi logam dalam air. 

Perilaku logam berat di lingkungan, dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

Gambar 2.1 Perilaku logam berat di lingkungan (Adhani & Husaini, 2017) 
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Pencemaran logam berat saat ini merupakan masalah lingkungan yang 

utama karena ion logam bertahan di lingkungan karena sifatnya yang tidak dapat 

terurai. Kecenderungan toksisitas dan bioakumulasi logam berat di lingkungan 

merupakan ancaman serius bagi kesehatan organisme hidup. Tidak seperti 

kontaminan organik, logam berat tidak dapat dipecah oleh proses kimia atau 

biologis. Oleh karena itu, mereka hanya dapat diubah menjadi spesies yang kurang 

beracun. Pencemaran lingkungan dengan logam berat telah meningkat melampaui 

batas yang direkomendasikan dan merugikan semua bentuk kehidupan. Konsentrasi 

maksimum yang diizinkan dari beberapa logam berat dalam air, sebagaimana 

dinyatakan oleh (CERCLA), AS, adalah 0,01, 0,05, 0,01, 0,015, 0,002, dan 0,05 

mg/L untuk Ar, Cd, Cr, Pb, Hg, dan Ag masing-masing. Standar untuk tanah, seperti 

yang ditetapkan oleh standar India untuk logam berat, adalah 3–6, 135–270, 75–

150, 250–500, dan 300–600 mg/kg untuk Cd, Cu, Ni, Pb, dan Zn masing-masing.  

2.1.2 Jenis-Jenis Pencemaran Logam berat 

Adapun jenis-jenis Logam berat yaitu sebagai berikut: 

1. Krom (Cr) 

Krom hadir dalam batuan, tanah, hewan dan tumbuhan. Senyawa krom sangat 

banyak terdapat dalam sedimen air. Krom dapat terjadi di banyak negara yang 

berbeda seperti divalen, empat valent, lima valent dan negara heksavalent. Cr (VI) 

dan Cr (III) adalah bentuk paling stabil dan paparannya ke manusia lebih tinggi.  

Senyawa chromium (VI), seperti kalsium kromat, kromat seng, strontium kromat 

dan kromat memimpin, sangat beracun dan karsinogenik di alam. Kromium (III), 

di sisi lain, adalah suplemen gizi yang penting bagi hewan dan manusia dan 

memiliki peran penting dalam metabolisme glukosa. Penyerapan senyawa 
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chromium heksavalen melalui saluran udara dan saluran pencernaan lebih cepat 

daripada senyawa chromium trivalen. Sumber pekerjaan kromium termasuk pelapis 

logam pelindung, paduan logam, pita magnetik pigmen cat, karet, semen, kertas, 

pengawet kayu, penyamakan kulit dan logam plating. Pencemaran kromium berasal 

dari buangan industri-industri pelapisan krom, pabrik tekstil, pabrik cat, 

penyamakan kulit, pabrik tinta dan pengilangan minyak. Hal tersebut berasal dari 

natrium kromat dan natrium dikromat yang merupakan spesies krom (VI) bersifat 

toksik sebagai bahan pokok untuk memproduksi bahan kimia krom, seperti bahan 

pewarna krom, garam-garam krom yang dipergunakan penyamakan kulit, 

pengawetan kayu, bahan anti korosif pada peralatan otomotif, ketel dan pengeboran 

minyak. Keterangan ini menunjukkan perlu adanya upaya mengurangi sifat 

toksisitas krom (VI) tersebut dengan cara mengadsorpsi atau mendegradasinya. 

Beberapa literatur hasil penelitian menunjukkan bahwa sifat toksik logam berat 

krom (VI) jauh lebih toksik dibandingkan krom (III). Dalam SK Menteri Negara 

LH yang bernomor Kep 03/MENKLH/11/1991 disebutkan bahwa kadar maksimum 

krom total yang diperbolehkan dalam perairan adalah 0,1 ppm sedang kadar krom 

(VI) 0,05 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa dalam jumlah yang lebih sedikit 

keberadaan krom (VI) telah dapat menyebabkan masalah bagi lingkungan (Adhani 

& Husaini, 2017). 

2. Nikel (Ni) 

Nikel adalah unsur kimia metalik yang termasuk kelompok VIIIB dari tabel 

periodik. Nikel memiliki kepadatan spesifik 8,90 g/cm3, titik leleh 1555 °C, dan 

titik didih 2837 °C. Nikel mempunyai sifat tahan karat. Dalam keadaan murni, nikel 

bersifat lembek, tetapi jika dipadukan dengan besi, krom, dan logam lainnya, dapat 
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membentuk baja tahan karat yang keras. Bentuk umum adalah ion nikel (II). Nikel 

karbonat, sulfida nikel, dan nikel oksida tidak larut dalam air, sedangkan nikel 

klorida dan nikel nitrat yang larut dalam air. Dalam sistem biologi, nikel terlarut 

dapat membentuk komponen yang kompleks dengan berbagai ligan dan berikatan 

dengan bahan organik (Lidya, 2012). 

Sebagian besar dari nikel yang digunakan untuk produksi stainless steel 

dan paduan nikel lainnya dengan korosi tinggi dan tahan suhu. Nikel paduan dan 

plating nikel digunakan di kendaraan, mesin pengolahan, persenjataan, peralatan, 

peralatan listrik, peralatan rumah tangga, dan mata uang. Senyawa nikel juga 

digunakan sebagai katalis, pigmen, dan dalam baterai. Pada proses masuknya dalam 

tubuh Nikel dapat diserap pada manusia dan hewan melalui jalur inhalasi dan 

Ingesti. Penyerapan melalui inhalasi dan penyerapan nikel melalui pencernaan 

adalah rute utama masuk selama pemaparan dalam pekerjaan. Nikel juga dapat 

masuk melalui kulit. Paparan nikel melalui kulit akan mengakibatkan 

hipersensitivitas. Nikel diangkut dalam darah, terutama terikat albumin. Akumulasi 

nikel tertinggi terjadi pada ginjal, kelenjar endokrin, paru-paru, dan hati: 

konsentrasi tinggi juga ditemukan pada otak setelah pemberian karbonil nikel. 

Semua cairan tubuh termasuk air kencing, empedu, keringat, air mata dan susu 

adalah rute potensial untuk melakukan ekskresi. Secara umum, nikel yang diserap 

melalui saluran pencernaan, akan dikeluarkan melalui feses. Pada manusia dan 

hewan, ekskresi nikel melalui urine biasanya lebih besar (Environmental Health 

Criteria 108, 1991). Gejala termasuk mual, muntah, kelemahan, sakit kepala, batuk, 

sesak napas, kelelahan, dan Terpapar dalam jangka waktu yang lama dan berulang 

dapat menyebabkan gangguan dermatitis, pneumonia. Dapat terjadi disfungsi 
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ginjal, sementara bersifat nefrotoksisitas ringan. Terjadi iritasi hipersensitivitas 

apabila kontak dengan kulit dan mata (Lidya, 2012; Tarekegn et al., 2020). 

3. Timbal (Pb) 

Timbal tersebar di alam dalam jumlah yang sangat sedikit. Penyebaran 

logam ini di seluruh lapisan bumi hanya sekitar 0,0002% dari kerak bumi. Timbal 

dapat berbentuk logam murni maupun senyawa inorganik dan organik. Dalam 

bentuk apapun logam ini memiliki dampak toksisitas yang sama bagi makhluk 

hidup. Timbal sifatnya lunak dan berwarna cokelat kehitaman, serta mudah 

dimurnikan dari pertambangan. Senyawa ini banyak ditemukan dalam 

pertambangan seluruh dunia. Logam ini bertitik lebur rendah, mudah dibentuk, 

mempunyai sifat kimia yang aktif, sehingga dapat digunakan untuk melapisi logam 

untuk mencegah korosif. Bila dicampur dengan logam lain, membentuk logam 

campuran yang lebih bagus daripada logam murninya, mempunyai kepadatan 

melebihi logam lain. Kegiatan manusia seperti pertambangan, manufaktur dan 

pembakaran bahan bakar fosil telah mengakibatkan akumulasi timbal dan 

senyawanya di lingkungan, termasuk udara, air dan tanah. Timbal digunakan untuk 

produksi baterai, kosmetik, produk logam seperti amunisi, solder dan pipa, dan 

lainnya. Sumber utama paparan timbal adalah cat memimpin berbasis, bensin, 

kosmetik, mainan, debu rumah tangga, tanah yang terkontaminasi, emisi industri. 

Keracunan timbal yang disebabkan oleh pekerjaan dapat terjadi dalam industri 

baterai, cat, percetakan, pembuatan tembikar, dan proses peleburan timbal (Adhani 

& Husaini, 2017). 

Menurut (Palar, 1973) berdasarkan sifat toksik dari Pb memberikan efek 

klinis, seperti: (1) Pada saluran cerna terjadi kolik usus disertai konstipasi berat 
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pada sistem hematopoitik menghambat aktivitas enzim α-aminolevulenat 

dehidratase (ALAD) dalam eritroblas sumsum tulang dan eritrosit, sehingga 

memperpendek umur sel darah merah, (2) Efek pada sistem syaraf (organ yang 

paling sensitif), keracunan Pb dapat mengakibatkan epilepsi, halusinasi, delirium, 

dan kerusakan otak besar, (3) Pada ginjal dan urinaria terjadinya kerusakan ginjal 

oleh adanya gagal ginjal, (4) Pada sistem reproduksi terjadi penurunan kemampuan 

reproduksi (5) Pada jantung pada anak-anak ditemukan abnormall fungsi jantung, 

dan (6) Pada sistem endokrin mengakibatkan kekurangan iodium. 

4. Tembaga (Cu) 

Tembaga merupakan salah satu unsur logam transisi yang berwarna coklat 

kemerahan dan merupakan konduktor panas dan listrik yang sangat baik (Sunardi, 

2006). Logam berat Cu merupakan salah satu logam berat yang termasuk bahan 

beracun dan berbahaya. Namun merupakan logam yang banyak dimanfaatkan 

dalam industri, terutama dalam industri elektroplating, tekstil dan industri logam 

(alloy). Ion Cu (II) dapat pula terakumulasi di otak, jaringan kulit, hati, pankreas, 

dan miokardium. Keberadaan unsur tembaga di alam ditemukan dalam bentuk 

logam bebas, akan tetapi lebih banyak ditemukan dalam bentuk persenyawaan. Cu 

yang termasuk dalam kelompok logam esensial karena dalam kadar yang rendah 

dibutuhkan oleh organisme sebagai kofaktor enzim dalam proses metabolisme 

tubuh, sedangkan dalam kadar yang tinggi bersifat beracun (Fitriyah dkk., 2013) 

dalam (Adji Permatasari H, 2017; Tarekegn et al., 2020). 

Menurut Palar (2004), kadar normal Cu dalam air laut berkisar antara 

0,002–0,005 ppm dan 0,002 ppm. Nilai Ambang Batas (NAB) Cu untuk 

kepentingan biota laut adalah 0,008 ppm. Pada konsentrasi 0,01 ppm fitoplankton 
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akan mati karena Cu menghambat aktivitas enzim dalam pembelahan sel 

fitoplankton. Konsentrasi Cu dalam kisaran 2,5-3,0 ppm dalam perairan akan 

membunuh ikan. Menurut Petrucci (1982), konsentrasi logam Cu yang 

diperbolehkan pada sedimen yaitu 35-90 ppm (Adji Permatasari H, 2017). 

5. Kadmium (Cd) 

Kadmium adalah produk sampingan dari produksi seng. Tanah dan batuan, 

termasuk batu bara dan mineral pupuk, mengandung beberapa jumlah kadmium. 

Kadmium memiliki banyak aplikasi, misalnya dalam baterai, pigmen, plastik dan 

coating logam dan secara luas digunakan dalam elektroplating. Kadmium dan 

senyawanya diklasifikasikan sebagai karsinogen bagi manusia oleh Badan 

Internasional untuk Penelitian Kanker. Kadmium dilepaskan ke lingkungan melalui 

kegiatan alam seperti letusan gunung berapi, pelapukan, transportasi sungai dan 

beberapa aktivitas manusia seperti pertambangan, peleburan, merokok tembakau, 

pembakaran limbah, dan pembuatan pupuk. Meskipun emisi kadmium telah terasa 

berkurang di negara-negara yang paling maju, itu adalah sumber tersisa ketakutan 

bagi para pekerja dan orang-orang tinggal yang di daerah tercemar. Kadmium dapat 

menyebabkan intoksikasi baik yang akut dan kronis. Kadmium sangat beracun ke 

ginjal dan terakumulasi dalam sel tubulus proksimal dalam konsentrasi yang lebih 

tinggi. Kadmium dapat menyebabkan mineralisasi tulang baik melalui kerusakan 

tulang atau gangguan fungsi ginjal. Studi pada manusia dan hewan telah 

menunjukkan bahwa osteoporosis (kerusakan tulang) adalah efek penting dari 

paparan kadmium bersama dengan gangguan dalam metabolisme kalsium, 

pembentukan batu ginjal dan hiperkalsiuria. Menghirup tingkat yang lebih tinggi 

kadmium dapat menyebabkan kerusakan parah pada paru-paru. Jika kadmium yang 
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tertelan dalam jumlah yang lebih tinggi, dapat menyebabkan iritasi lambung dan 

mengakibatkan muntah dan diare. Pada waktu pemaparan yang sangat lama pada 

konsentrasi yang lebih rendah, dapat menjadi disimpan di ginjal dan akhirnya 

menyebabkan penyakit ginjal, tulang rapuh dan kerusakan paru-paru. Kadmium dan 

senyawanya sangat larut dalam air dibandingkan dengan logam lain. 

Bioavailabilitas mereka sangat tinggi dan karena itu cenderung bioakumulasi. 

Paparan jangka panjang untuk kadmium dapat mengakibatkan perubahan 

morphopathological pada ginjal. Perokok lebih rentan untuk keracunan kadmium 

dibandingkan non-perokok. Tembakau adalah sumber utama penyerapan kadmium 

pada perokok seperti tembakau. Non-perokok terkena kadmium melalui makanan 

dan beberapa jalur lainnya. Namun kadmium penyerapan melalui jalur lain jauh 

lebih rendah (Adhani & Husaini, 2017). 

2.2 Bioremediasi Logam Berat oleh Bakteri 

2.2.1 Pengertian Bioremediasi 

Allah SWT telah menciptakan makhluk hidup berbagai bentuk, warna, dan 

ukuran yang bermacam-macam di muka bumi, mulai dari yang terkecil sampai yang 

terbesar besar, baik yang bisa dilihat kasat mata maupun yang tidak terlihat dengan 

kasat mata. Hal ini merupakan kekuasaan, kebesaran dan kebenaran dari Allah 

SWT. Manusia sebagai makhluk yang telah berikan akal sehat oleh Allah SWT 

untuk berpikir dan merenungi ciptaan-Nya karena segala sesuatu yang diciptakan 

tidak ada yang sia-sia dan tentunya memiliki hikmah dan manfaat sehingga dapat 

diambil pelajaran, maka rasa keimanan bertambah kepada Allah SWT. Maha Suci 

firman-Nya dalam Al-Quran Surah Al-Baqarah ayat 26 sebagai berikut. 
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مَنوُْا   يْنَ اه ِ ا الََّّ ا بعَُوْضَةً فمََا فوَْقهَاَ ۗ فاََمَّ َّضِْْبَ مَثلًًَ مَّ تَحْي ٖٓ اَنْ ي َ لََ يسَ ْ اِنَّ اللَّره

 ٖٓ يْنَ كَفَرُوْا فيَقَُوْلوُْنَ مَاذَا ِ ا الََّّ مْ ۚ وَاَمَّ ِ بّرِ َّهُ الحَْقُّ مِنْ رَّ ذَا    فيَعَْلمَُوْنَ اَن ُ بِّه اَرَادَ اللَّره

سِقِيَْن  ٖٓ اِلََّ الفْه ا ۗ وَمَا يضُِلُّ بِه  يََْدِيْ بِه  كَثِيًْْ ا وَّ     مَثلًًَ ۘ يضُِلُّ بِه  كَثِيًْْ
Artinya: Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk 

atau yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, mereka tahu 

bahwa itu kebenaran dari Tuhan. Tetapi mereka yang kafir berkata, “Apa maksud 

Allah dengan perumpamaan ini?” Dengan (perumpamaan) itu banyak orang yang 

dibiarkan-Nya sesat, dan dengan itu banyak (pula) orang yang diberi-Nya 

petunjuk. Tetapi tidak ada yang Dia sesatkan dengan (perumpamaan) itu selain 

orang-orang fasik, (RI, Kementerian Agama, 2021) 

Allah SWT. memberikan perumpamaan kepada manusia untuk menjelaskan 

segala hakikat dengan bermacam makhluk hidup dan benda, baik kecil maupun 

besar. Orang-orang yang tidak beriman menganggap sepeleh perumpamaan dengan 

makhluk-makhluk kecil seperti lalat dan laba-laba ini. Allah tidak segan-segan 

untuk menggambarkan bagi hamba-hamba-Nya segala sesuatu yang di kehendaki-

Nya meskipun dengan hal-hal yang sangat kecil. Allah dapat menjadikan nyamuk 

atau yang lebih rendah dari itu sebagai perumpamaan. Orang-orang yang beriman 

mengetahui maksud perumpamaan itu dan mengetahui pula bahwa hal itu adalah 

kebenaran dari Allah. Sedangkan orang-orang yang kafir menerimanya dengan 

sikap ingkar dengan mengatakan, “Apa yang dikehendaki Allah dengan 

perumpamaan ini?” Perumpamaan ini menjadi sebab kesesatan orang-orang yang 

tidak mencari dan menginginkan kebenaran, dan sebaliknya merupakan sebab 

datangnya petunjuk bagi orang-orang Mukmin yang mencari kebenaran. Maka, 

tidak akan tersesat kecuali orang-orang membangkang dan keluar dari jalan-Nya 

(Shibab, 2002). 

Pada ayat dan tafsir tersebut bahwa Allah menciptakan seekor nyamuk yang 

mengisyaratkan bahwa adanya keberadaan makhluk hidup yang kecil yang 
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dianggap sepeleh dan tidak berguna. Adapun makhluk hidup yang ukuran lebih 

kecil dari nyamuk dan tidak bisa dengan kasat mata yaitu mikroorganisme. Menurut 

Murwani (2015) mikroorganisme adalah makhluk hidup yang berukuran sangat 

kecil, sehingga tidak dapat dilihat dengan menggunakan mata telanjang. Mikroba 

dapat ditemukan di tanah dan laut. Adapun mikroba yang dimaksud yaitu bakteri, 

yakni memiliki peran penting dalam kehidupan di dunia seperti keseimbangan 

makhluk hidup dan bahan kimiawi lingkungan dapat dijadikan sebagai 

bioremediasi. 

Sejak tahun 1900an, mikroorganisme sudah digunakan orang untuk 

mengolah air pada saluran air, secara alami, teknologi bioremediasi telah digunakan 

sejak dahulu. Teknologi bioremediasi dengan menggunakan mikroorganisme telah 

dilakukan George M. Robinson tahun 1960an dengan membuat eksperimen dengan 

bejana kotor dan memakai berbagai macam campuran mikroba. Teknologi ini pada 

saat sekarang telah berkembang pada perawatan limbah buangan yang berbahaya 

(senyawa-senyawa kimia yang sulit terdegradasi), yang biasanya dihubungkan 

dengan kegiatan industri. Polutan yang berbahaya tersebut antara lain logam-logam 

berat, petroleum hidrokarbon, dan senyawa organik terhalonganasi seperti 

pestisida, dan herbisida. Aplikasi baru-baru ini teknologi bioremediasi 

menggunakan mikroorganisme untuk mengurangi polutan sedang diujicobakan 

dengan ilmu pengetahuan dan teknologi yang canggih melalui identifikasi jenis-

jenis mikroorganisme yang baru dan bermanfaat dan kemampuan untuk 

meningkatkan bioremediasi yaitu teknologi genetik. Teknologi genetik molekuler 

sangat penting untuk mengidentifikasi gen-gen yang mengkode enzim yang terkait 

dengan proses bioremediasi. (Waluyo, 2018). 
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Bioremediasi adalah suatu strategi atau proses detoksifikasi polutan yang 

terdapat dalam lingkungan dengan bantuan mikroorganisme (bakteri, jamur, ragi, 

dan cynobacteria) atau proses mikroba untuk menurunkan dan/atau mengubah 

polutan lingkungan menjadi bentuk yang tidak berbahaya atau kurang beracun. Saat 

bioremediasi terjadi, enzim yang diproduksi oleh mikroorganisme memodifikasi 

polutan beracun dengan mengubah struktur kimia polutan tersebut. Peristiwa ini 

dinamakan biotransformasi. Proses biotransformasi pada banyak kasus berujung 

pada biodegradasi, dimana polutan beracun terdegradasi strukturnya menjadi tidak 

kompleks, dan akhirnya menjadi metabolit yang tidak berbahaya dan tidak beracun 

(Waluyo, 2018).  

Bioremediasi dapat juga dikatakan sebagai proses degradasi biologis dari 

sampah organik pada kondisi terkontrol menjadi suatu bahan yang tidak berbahaya 

atau konsentrasinya di bawah batas yang ditentukan oleh Lembaga berwenang. 

Sedangkan definisi menurut United States Environmental Protection Agency, 

adalah suatu proses alami untuk membersihkan bahan-bahan kimia berbahaya. 

Ketika mikroba mendegradasi bahan berbahaya tersebut, akan dihasilkan air dan 

gas tidak berbahaya seperti CO2 (Waluyo, 2018).  

Bioremediasi merupakan pengembangan dari bidang bioteknologi 

lingkungan dengan memanfaatkan proses biologi dalam mengendalikan 

pencemaran dan cukup menarik. Secara langsung dapat terjadi secara alamiah di 

tempat biasa disebut in situ. Laju pertumbuhan dan perkembangan degradasi 

mikroba terhadap logam berat dapat bergantung dari beberapa faktor seperti 

aktivitas mikroba, nutrisi, derajat keasaman, dan faktor lingkungan. Teknologi 

bioremediasi ada 2 bentuk yaitu ex situ dan in situ. Ex situ adalah pengelolaan yang 
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meliputi pemindahan secara fisik bahan-bahan yang terkontaminasi ke suatu lokasi 

(tanah dan sedimen) untuk penanganan lebih lanjut contohnya penggunaan 

bioreaktor, pengolahan lahan pengkomposan. Sedangkan in situ adalah perlakuan 

yang langsung diterapkan pada bahan-bahan kontaminasi di lokasi tercemar. Dalam 

proses ini, mikroorganisme bersentuhan langsung dengan cemaran dan 

menggunakannya sebagai substrat untuk sumber energinya (Kumar, 2018 dan 

Waluyo, 2018). 

Menurut De Fretes et al., (2019) bioremediasi merupakan proses alami 

yang memanfaatkan keanekaragaman hayati untuk pembersihan ekosistem yang 

tercemar logam, minyak mentah, dan polutan lainnya. Mikroorganisme memiliki 

kemampuan untuk menghasilkan metabolit yang mampu mendegradasi polutan 

kompleks menjadi senyawa yang sederhana. Hal ini disebabkan karena 

mikroorganisme telah memiliki resistensi untuk bertahan terhadap racun logam 

berat yang ada di lingkungannya. Berbagai penelitian telah melaporkan mekanisme 

yang dikembangkan oleh mikroorganisme dalam mendegradasi logam berat antara 

lain serapan logam, penyerapan dan akumulasi endapan ekstraseluler, mineralisasi 

dan oksidasi atau reduksi enzimatik menjadi bentuk tidak beracun, serta 

penghilangan logam berat dari sel. Menurut (Andrea et al., 2017) strain bakteri 

tertentu mampu mengikat logam berat atau mengubahnya menjadi bentuk yang 

kurang beracun. 

Adapun beberapa penggunaan mikroorganisme sebagai agen bioremediasi 

yaitu Enterococci and Bacillus acidiproducens (Andrea et al., 2017), 

Staphylococcus epidermidis, Serratia marcescens, Proteus mirabilis and 

Escherichia coli (Elizabeth et al., 2017), Pseudomonas aeruginosaandBacillus 
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thuringiensis13, Lysinibacillussp, Bacillus cereus, Kocuriarosea, 

Microbacteriumoxydans, Serratiamarcescens, dan Achrobactrium sp (Saranya et 

al., 2019). Escherichia coli, Aeromonas hydrophila dan Stenotrophomonas 

maltophilia (Saranya et al., 2019), Burkholderia sp. J62 (Jiang et al., 2008), 

Bacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa (De Lima e Silva et al., 2012), Bacillus 

megaterium, Bacillus cereus, Pseudomonas stutzeri dan Staphylococcus pasteuri. 

2.2.2 Mekanisme Bioremediasi oleh Bakteri 

Bioremediasi terutama menggunakan mikroorganisme (bakteri, jamur, 

ragi, dan cynobacteria) atau proses mikroba untuk menurunkan dan/atau mengubah 

polutan lingkungan menjadi bentuk yang tidak berbahaya atau kurang beracun. 

Mikroorganisme menggunakan zat berbahaya ini sebagai satu-satunya sumber C 

(karbon), N (nitrogen), dan (P) fosfor untuk proses degradasi; dengan demikian, zat 

Tabel 2.1 Bakteri Pengakumulasi Logam (Meenambigai et al, 2016) 

No. Logam Mikroorganisme Pendegradasi Referensi 

1. Cr Pseudomonas aeruginosa, Bacillus 

subtilis, Sacchromyces cerevisae 

Fathima Benazir et al 

(2010) 

2. Cd Alcaligenes sp, Psedomonas sp. 

Moraxella sp 

Springael et al (1993) 

3. Ni Bacillus subtilis, P. licheniformis Holan and Volesky (1994) 

4. Ag Streptomyces noursei Muttaschka et al (1993) 

5. Au Aspergillus niger,  

Chlorella pyrenoidosa 

Kuyucak and Volesky 

(1988) 

Darnall et al (1988) 

6. Co Sacchromyces cerevisiae Brady and Duncan (1993) 

7. Cu Cardida tropicalis,  

Bacillus licheniformis 

Muttaschka et al (1994) 

Beridge (1986) 

8. Fe Bacillus subtilis Beridge (1986) 

9. Hg Penicillum chrysogenum Nemec et al (1977) 

10. Mn Bacillus licheniformis Beridge (1986) 

11. Pb Penicillum chrysogenum Niu et al (1993) 

12. U Sacchromyces cerevisiae Volesky (1986) 

13. Th Sacchromyces cerevisiae Brierley et al (1986) 

14 Zn Rhizopus orrhizus,  

Penicillum chrysogenum,  

Penicillum spinulosum 

Tobin etl al (1984) 

Niu et al (1993) 

Townsley et al (1986) 
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ini bertindak sebagai substrat pertumbuhan. Mikroorganisme telah 

mengembangkan mekanisme detoksifikasi yang berbeda seperti biosorpsi, 

bioakumulasi, bioleaching, dan biotransformasi untuk kelangsungan hidup mereka 

di habitat yang terkontaminasi logam berat. Bahan-bahan ini logam kemudian 

bergerak masuk dan keluar sel melalui difusi dan transpor aktif. Penghapusan ion 

logam dilakukan melalui mekanisme yang digunakan untuk memperoleh energi 

dari reaksi logam-redoks untuk menangani logam beracun melalui proses enzimatik 

dan non enzimatik. Akumulasi logam telah mendapat banyak perhatian selama dua 

dekade terakhir karena potensi penggunaan mikroorganisme untuk menghilangkan 

logam berat dari media yang terkontaminasi. Mikroorganisme menggunakan logam 

berat sebagai penerima elektron terminal atau mereduksinya melalui mekanisme 

detoksifikasi dari lingkungan yang tercemar (Kumar, 2018). 

Logam berat adalah unsur dengan sifat logam (stabilitas sebagai kation, 

spesifisitas ligan dan konduktivitas). Kontaminan logam berat yang paling umum 

adalah Pb2+, Cr2+/Cr3+, Cd2+, Ni2+/Ni4+, Zn2+, Cu2+, dan Hg2+ (Bishop, 

2002). Logam berat tidak dapat diuraikan oleh proses kimia dan biologi; mereka 

hanya dapat berubah dari satu keadaan oksidasi ke keadaan oksidasi lainnya 

sehingga mereka menjadi larut dalam air, diendapkan, dan kurang beracun. Oleh 

karena itu, remediasi lingkungan (yaitu tanah, sedimen, dan air) yang 

terkontaminasi logam berat dan logam-logam dapat dicapai melalui perubahan 

keadaan oksidasi yang dikodekan secara biologis. Penggunaan mikroorganisme 

untuk meremediasi situs yang terkontaminasi logam berat adalah alat yang 

berkelanjutan untuk mengembalikan keadaan alami dari situs yang tercemar yang 

hemat biaya. Bioremediasi sebagai metode perawatan menggunakan 
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mikroorganisme hidup untuk mengubah polutan beracun menjadi bentuk yang tidak 

berbahaya atau kurang beracun dengan sedikit masukan energi, bahan kimia, dan 

waktu. Umumnya, mikroba menggunakan logam berat sebagai akseptor elektron 

terminal dengan mengubah keadaan fisik dan kimianya atau dengan mereduksi 

logam berat dari lingkungan yang terkontaminasi. Dengan demikian, strategi 

bioremediasi logam berat tergantung pada kemampuan metabolisme aktif dan 

toleransi mikroorganisme. Mikroorganisme ada berada bebas di lingkungan yang 

tercemar logam berat dan dapat dengan mudah mengubah logam berat menjadi 

bentuk yang tidak beracun melalui biosorpsi, biomineralisasi, bioakumulasi, 

bioleaching, dan biotransformasi. Mikroorganisme juga memobilisasi logam berat 

dari lokasi yang tercemar melalui mekanisme chelation, leaching, transformasi 

redoks, dan metilasi. Sistem pertahanan yang berbeda dalam mikroorganisme 

seperti kompartementalisasi, pembentukan kompleks, eksklusi, dan sintesis protein 

pengikat dan peptida mengurangi tekanan logam. Bioremediasi juga dapat 

melibatkan proses aerobik atau anaerobik. Proses aerobik sering melibatkan 

pengenalan atom oksigen ke dalam reaksi yang dimediasi oleh monooksigenase, 

dioksigenase, hidroksilase, dehalogenase oksidatif, atau atom oksigen reaktif secara 

kimiawi yang dihasilkan oleh ligninase atau peroksidase. Proses anaerobik 

melibatkan reaksi aktivasi initial yang diikuti oleh katabolisme oksidatif yang 

dimediasi oleh akseptor elektron anoksik (Kumar, 2018). Mekanisme utama 

bioremediasi dan detoksifikasi logam berat oleh mikroorganisme diilustrasikan 

pada gambar 2.2. 
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Gambar 2.2 Mekanisme bioremediasi logam berat mikroba dari lokasi yang 

terkontaminasi 

2.1 Identifikasi Molekuler Bakteri Bioremediasi 

2.1.1 Pengertian DNA 

DNA (Deoxyribonuceic Acid) merupakan sejenis asam amino nukleat yang 

tergolong biomolekul utama penyusun berat kering setiap organisme. Di dalam sel, 

DNA umumnya terletak di dalam inti sel. Secara garis besar, peran DNA di dalam 

sebuah sel adalah sebagai materi genetik, yaitu DNA menyimpan cetak biru bagi 

segala aktivitas sel. Ini berlaku umum bagi setiap organisme. DNA merupakan 

polimer yang terdiri dari tiga komponen utama yaitu gugus fosfat, gula deoxyribosa 

dan basa nitrogen. Sebuah unit monomer DNA yang terdiri dari ketiga komponen 

tersebut dinamakan nukleutida, sehingga DNA tergolong sebagai polinukleutida. 

Rantai DNA memiliki lebar 22-24 Å, sementara panjang satu unit nukleutida 33 Å. 

Walaupun unit monomer ini sangatlah kecil, DNA dapat memiliki jutaan nukleutida 

yang terangkai seperti rantai. Struktur untai komplementer DNA menunjukkan 

pasangan basa (adenin dengan timin dan guanin dengan sitosin) yang membentuk 
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DNA beruntai ganda. Rangka utama untai DNA terdiri dari gugus fosfat dan gula 

yang berselang seling. Gula pada DNA adalah gula pentosa (berkarbon lima) yaitu 

2-deoksiribosa. Dua gugus gula terhubung dengan fosfat melalui ikatan fosfodiester 

antara atom karbon ketiga pada cincin satu gula dan atom karbon kelima pada cincin 

satu gula dan atom karbon kelima pada gula lainnya (Mustami, 2013). DNA 

berfungsi untuk menyimpan informasi genetik secara lengkap yang diperlukan 

untuk mencirikan struktur semua protein dan RNA tiap-tiap spesies organisme, 

untuk membuat program pada saat yang tepat untuk menempatkan biosintesis sel 

dan komponen jaringan secara teratur dan untuk menentukan kekhususan 

organisme tertentu (Lehninger, 1994). 

2.1.2 Tinajuan Replikasi DNA 

Bahan genetik yang ada pada setiap jasad makhluk hidup akan mengalami 

perbanyakan yang merupakan proses yang sangat penting dalam proses 

pertumbuhan sel. Proses perbanyakan bahan genetik tersebut dikenal sebagai 

replikasi DNA. Secara umum replikasi bahan genetik merupakan proses 

pengkopian rangkaian molekul bahan genetik (DNA atau RNA) sehingga 

dihasilkan molekul anakan yang sangat identik (Yuwono, 2005). 

Model replikasi DNA yang diketahui saat ini adalah model replikasi DNA 

semikonservatif yang dibuktikan secara eksperimental oleh Mathew Meselson dan 

Franklin Stahl pada tahun 1958 (Yuwono, 2005). Menurut Bambang, (2008) 

sebelum itu sekitar tahun 1950an dikenal tiga pola replikasi DNA yaitu sebagai 

berikut: 

1) Replikasi terjadi secara konservatif. Menurut pola ini DNA pita ganda baru 

dibentuk di samping pita ganda DNA lama. Caranya pita ganda DNA lama 
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memisah, kemudian masing-masing pita membentuk pasangan baru mengurai 

melepas dari pita lama dan pita lama kembali ke pasangannya sedang pita baru 

berpasangan dengan pita baru juga. Berdasarkan pola ini berarti akan ada DNA 

yang semuanya lama dan ada DNA yang semua merupakan hasil sintesis baru 

dari bahan yang baru pula. 

2) Replikasi secara semikonservatif. Menurut pola ini pita DNA hasil replikasi 

akan memiliki satu pita lama dan satu pita baru, lebih mudahnya adalah pita 

ganda DNA membelah menjadi dua pita dan masing-masing pita tersebut 

membentuk pita DNA baru sebagai pasangannya. Jadi setiap pita ganda DNA 

baru akan tersusun dari satu pita DNA lama dan satu pita DNA baru.  

3) Replikasi secara dispersif. Menurut pola pita DNA akan terpotong-potong, 

bukan hanya terpisah satu sama lain, kemudian masing-masing potongan akan 

dilengkapi dengan segmen hasil sintesis baru sehingga terbentuklah pita ganda 

DNA baru yang merupakan campuran segmen DNA lama dan segmen DNA 

hasil sintesis baru. 

Ketiga pola di atas semuanya menggunakan DNA lama sebagai template 

atau cetakan untuk mensintesis DNA baru. Dengan menggunakan DNA lama 

sebagai cetakan untuk mensintesis DNA baru akan sama dengan DNA lama 

(Bambang, 2008). 

Proses replikasi dengan denaturasi yang terjadi pada saat awal replikasi 

DNA adalah proses enzimatis. Denaturasi awal terjadi pada bagian DNA yang 

dikenal sebagai ori (origin of replication) atau titik awal replikasi. Ikatan hidrogen 

antara A-T dan C-G akan terputus dan diikuti dengan pembukaan untaian DNA. 

Untaian DNA membuka membentuk struktur yang disebut garpu replikasi 
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(replication fork). Garpu replikasi akan bergerak sehingga molekul DNA induk 

akan membuka secara bertahap. Masing-masing untaian DNA induk yang sudah 

terpisah satu sama lain berfungsi sebagai cetakan untuk penempelan nukleotida-

nukleotida yang akan menyusun DNA baru. Basa nukleotida A akan dipasangkan 

dengan T yang ada pada cetakannya, sedangkan basa nukleotida C dipasangkan 

dengan basa nukleotida G. proses polimerisasi nukleotida terjadi pada kedua 

untaian DNA cetakan sehingga pada akhir satu kali putaran replikasi DNA akan 

dihasilkan dua molekul DNA yang baru yang identik (Yuwono, 2005). 

2.1.3 Amplifikasi Gen 16S-rRNA 

rRNA (ribosomal RNA) merupakan salah satu jenis molekul dari tiga jenis 

molekul RNA hasil transkipsi (tRNA, mRNA dan rRNA). rRNA dan protein 

ribosomal membentuk suatu kompleks menjadi partikel ribonukleoprotein yang 

disebut ribosom. Ribosom inilah yang berperan dalam sintesis protein (Gaffar, 2007 

dalam Arham, 2015). 

Ribosom organisme prokariotik merupakan organ sel berukuran 70S dan 

terdiri dari 2 subunit besar dan kecil berukuran 30S dan 50S, dimana huruf S 

menyatakan konstanta Svedberg yaitu satuan koefisien sentrifugasi. Subunit 30S 

mengandung rRNA berukuran 16S dan protein sebanyak 21 buah. Sedangkan 

subunit 50S mengandung rRNA berukuran 5S dan 23S serta protein sebanyak 34 

buah (Wulandari, 2011). 

Diantaranya ketiganya, 16S rRNA merupakan rRNA yang paling sering 

digunakan untuk mengidentifkasi bakteri, karena panjang basanya ideal yaitu 1540 

nukleotida sehingga informasi genetik yang dimilikinya cukup banyak dan lebih 

mudah diolah (Madigan et al, 1997 dalam Arham, 2015). Molekul 5S rRNA 
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memiliki urutan basa terlalu pendek yaitu 120 nukleotida, sehingga tidak ideal dari 

segi analisis statistika, sementara itu molekul 23S rRNA memiliki struktur sekunder 

dan tersier yang cukup panjang yaitu sekitar 2900 nukleotida, sehingga sulit untuk 

dianalisis (Pangastuti, 2006).  

Molekul rRNA sangat khas karena disusun oleh daerah-daerah konservasi 

yang lebih tinggi dan lebih secara evolusioner. Beberapa segmen RNA berevolusi 

sangat lambat sehingga filogeni dari taksa yang berdekatan dapat dikonstruksi 

kembali. Bagian lain cukup bervariasi sehingga dapat dipakai untuk 

menggolongkan spesies ke dalam genus. Banyaknya posisi pada molekul 16S 

rRNA dan 23S rRNA yang berevolusi secara bebas menyediakan data untuk 

menduga hubungan filogenetik sekelompok mikroba (Drancourt et al, 2000). 

Identifikasi menggunakan molekul yang dikode 16S rRNA dikarenakan 

beberapa alasan yaitu: (1) bersifat universal pada kelompok organisme prokariotik; 

(2) urutan nukleotidanya bersifat konservatif dan variatif; (3) jumlahnya melimpah 

dalam sel; (4) memenuhi ukuran untuk perhitungan statistika (tidak terlalu panjang 

dan tidak terlalu pendek); (5) ketersediaan informasi (data bank/database di 

GenBank) (Madigan et al, 2008). Molekul 16S rRNA memiliki beberapa daerah 

yang memiliki urutan basa yang relatif konservatif dan beberapa daerah urutan 

basanya variatif. Perbandingan urutan basa yang konservatif berguna untuk 

mengonstruksikan pohon filogenetik universal karena mengalami perubahan relatif 

lambat dan mencerminkan kronologi evolusi bumi. Sebaliknya, urutan basa yang 

variatif dapat digunakan untuk melacak keragaman dan menempatkan galur-galur 

dalam satu spesies (Pangastuti, 2006). 
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Kunci untuk mengerti keragaman mikroba adalah sistem klasifikasi yang 

dapat diandalkan. Secara tradisional, bakteri diklasifikasikan terutama berdasarkan 

sifat-sifat fenotipik. Akan tetapi hasilnya tidak selalu dapat diandalkan secara 

filogeni. Metode molekuler terutama klasifikasi dan identifikasi berbasis 

filogenetik, menggunakan parameter yang tidak bergantung pada kondisi 

pertumbuhan media yang digunakan. Pendekatan yang umum dipakai saat ini 

adalah analisis sekuen gen 16S rRNA (Case et al, 2007).  

Identifikasi bakteri dengan 16S rRNA dilakukan berdasarkan 

perbandingan urutan basa yang konservatif. Jika urutan basa memiliki persamaan 

yang tinggi maka strain dapat dimasukkan dalam satu spesies yang sama. Hasil 

analisis BLAST terhadap gen 16S rRNA yang mempunyai homologi urutan kurang 

dari 98% menunjukkan bahwa spesies yang dibandingkan merupakan spesies 

berbeda, homologi antara 93-95% menunjukkan bahwa spesies yang dibandingkan 

berada pada genus yang berbeda dan homologi antara 89-93% menunjukkan spesies 

yang dibandingkan berada pada famili yang berbeda. Data urutan basa dari berbagai 

spesies mikroba telah dikumpulkan dalam sebuah database yang dapat diakses. 

Kumpulan data spesies tersebut memuat data klasifikasi, diagnosa dilakukan 

analisis berdasarkan persamaan urutan basa menggunakan jarak matrik, metode 

yang sering digunakan adalah Multiple Sequence Alignment (MSA), sebuah metode 

yang akan mengelompokkan suatu strain berdasarkan derajat kesamaan urutan basa 

antar spesies (Wulandari, 2011). 

Didasarkan pada prinsip amplifikasi gen 16S rRNA dengan teknik PCR 

menggunakan DNA template yang diisolasi dari lingkungan dapat dibuat Pustaka 

klon gen tersebut. Sekuen gen 16S rRNA selanjutnya dapat digunakan untuk 
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menduga sifat-sifat organisme yang belum dapat dikulturkan; mengidentifikasi 

model untuk kultivasi (dari kerabat dekat); sintesis pelacak oligonukleotida untuk 

tujuan identifikasi; pemisahan morfologi; fisik; deteksi pertumbuhan spesifik dalam 

kultur campuran, memantau distribusinya di alam dan mengevaluasi laju 

pertumbuhan relatif in situ; dan survei keragaman hayati dengan cepat dan 

komprehensif. Karena kemudahan dan kecepatannya, saat ini teknik PCR 

digunakan secara luas sebagai metode pilihan untuk mengamplikasi fragmen DNA 

spesifik. Terdapat beberapa primer universal yang umum digunakan untuk 

mengamplikasikan gen 16S rRNA bakteri, diantaranya 23F dan 24F serta 1392R 

dan 1492R (penomoran primer mengikuti konsensus sekuen 16S rRNA E. coli). 

Marchesi et al, (1998) mendesain dan mengevaluasi primer 63F dan 1387R untuk 

amplifikasi gen 16S rRNA dengan ukuran sekitar 1300 pasang basa. Kedua primer 

ini berhasil mengamplikasikan gen 16S rRNA dari spesies yang secara teoritis 

menunjukkan derajat mistmatch pada ujung 5’ lebih tinggi apabila dibandingkan 

dengan pasangan 27F-1392R. keberhasilan tersebut juga menunjukkan konsistensi 

untuk mengamplikasikan gen 16S rRNA dari template DNA yang diisolasi dari 

organisme yang tergolong dalam Coryneform, Micrococcus (Gram positif, High 

G+C). 

Identifikasi mikroorganisme melalui metode molekuler teknik PCR 

(Polymerase Chain Reaction) karena prosesnya lebih cepat, efisien dan hasilnya 

lebih akurat untuk menentukan spesies suatu mikroorganisme. Dalam proses 

identifikasi molekuler mikroorganisme, ada 3 proses utama yang paling dasar yaitu 

ekstraksi DNA, amplifiksiasi, elektroforesis serta tahap yang paling penting yaitu 

sekuensing. 
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1) Ekstraksi 

Pada tahap ekstraksi terjadi pemisahan benang-benang DNA dengan 

komponen sel yang lain. Isolasi atau ekstraksi DNA diperoleh dengan cara merusak 

atau memecahkan dinding sel sehingga DNA akan keluar dari sel. Pada metode 

boiling, pemanasan tinggi selama beberapa menit akan menyebabkan peningkatan 

permeabilitas dinding sel yang berakibat pada masuknya cairan dan materi lain di 

sekitar sel dan keluarnya materi-materi dari dalam sel. Suhu tinggi juga bermanfaat 

untuk inaktifasi enzim, terutama DN-ase yang dapat merusak DNA. Suhu yang 

digunakan dan lamanya pemanasan tergantung pada sampel yang digunakan (Radji, 

2011). 

Proses ekstraksi DNA yang dilakukan mengacu pada pedoman instruksi 

manual oleh generaid menggunakan presto TM mini gDNA Bacteria Kit. Dalam 

proses ini ada beberapa proses penting dalam ekstraksi yaitu preparasi sampel 

(sample preparation), lisis sel (cell lysis), pengikatan DNA (DNA binding), 

pencucian (wash) dan elusi (elution) (Radji, 2011). 

Kit Komersial PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit menggunakan prinsip 

mini column atau filtrasi DNA. Pertama dinding sel dihancurkan, untuk bakteri 

gram positif menggunakan gram (+) buffer yang telah ditambahkan lysozyme 

sedangkan untuk bakteri gram negatif menggunakan gram (-) buffer dan proteinase 

K. sel dilisis menggunakan lysis buffer. DNA diendapkan dengan ethanol absolute, 

difilter, dan dicuci dengan washing buffer (buffer W1 dan buffer wash). Terakhir 

DNA dilarutkan dalam elution buffer. Ekstraksi DNA dengan mini column 

merupakan metode ekstraksi yang paling umum dilakukan karena hasil yang 

didapatkan sangat baik dalam waktu yang tidak lama dan biaya yang lebih murah. 
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Bahan yang digunakan dalam ekstraksi DNA bakteri memiliki fungsi yang 

berbeda-beda. Gram (+) buffer (Geneid) yang telah ditambahkan lyzosyme 

berfungsi khusus untuk menghancurkan dinding sel bakteri gram positif, 

penambahan buffer bertujuan untuk menjaga keadaan pH tetap stabil sehingga 

DNA tidak rusak selama pengerjaan. Proteinase K yang berfungsi menghancurkan 

komponen sel (terutama protein) dan gram (-) buffer (Geneid) fungsinya khusus 

untuk menghancurkan dinding sel bakteri gram negatif. GB Buffer (Geneid) 

berfungsi untuk melisiskan sel bakteri. Etanol absolute digunakan untuk 

mengendapkan atau pemekatan DNA. Wash Buffer digunakan untuk membersihkan 

DNA dari pengotor lain. Marker DNA yang terdapat pada Gel Elektrophoresis 

berfungsi untuk mengetahui ukuran DNA hasil amplifikasi dan sebagai penanda 

posisi molekul DNA yang bermigrasi untuk menentukan perkiraan ukuran basa 

basanya. Loading dye berfungsi sebagai pemberat agar tidak keluar dari sumuran 

(well). Etidium Bromida (EtBr) sebagai pewarna DNA. 2x KAPA2G Fast Ready 

Mix PCR Kit merupakan master mix PCR komerial yang didalamnya terkandung 

Taq DNA Polymerase, PCR buffer, MgCl2, dNTP, dan ddH2O. master mix PCR 

komersial ini berfungsi sebagai komponen atau campuran DNA template yang akan 

diamplifikasi menggunakan mesin PCR. Primer Forward berfungsi untuk 

menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 5’--------3’ sedangkan Primer Reverse 

berfungsi untuk menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 3’--------5’(Radji, 

2011). 

2) Polimerase Chain Reaction (PCR) 

PCR pertama kali dikembangkan oleh Kary Mullis pada tahun 1985 

seorang peneliti dari CETUS Corporation. Mullis mendapat hadiah Nobel pada 
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tahun 1993 untuk pengembangannya terhadap PCR (Novel, 2010). Reaksi polimer 

berantai atau PCR adalah suatu proses perbanyakan DNA secara in vitro enzimatik 

dengan pengontrolan suhu (Weising et al, 2005) sedangkan menurut (Yuwono, 

2006) PCR adalah suatu metode enzimatis untuk melipatgandakan secara 

eksponensial suatu sekuen nukleotida tertentu atau DNA dengan cara in vitro. PCR 

juga merupakan suatu reaksi in vitro untuk menggandakan jumlah molekul DNA 

pada target tertentu dengan cara mensintesis DNA baru yang berkomplemen 

dengan molekul DNA target dengan bantuan enzim polimerase dan oligonukleotida 

sebagai primer dalam suatu termocycler. Primer yang berada sebelum daerah target 

disebut primer forward dan yang berada setelah daerah target disebut primer 

reverse. Primer umumnya mempunyai panjang 9 sampai 25 basa dan menentukan 

situs dimulainya replikasi DNA (Stansfield et al, 2006). Teknik PCR digunakan 

untuk memperbanyak sekuen DNA tertentu dengan waktu relatif singkat. Dengan 

PCR, molekul DNA dapat diperbanyak sampai jutaan kopi. Oleh karena itu teknik 

ini bisa disebut amplifikasi DNA (Muladno, 2002). 

PCR adalah teknik cepat untuk mengamplifikasikan fragmen DNA spesifik 

secara in vitro dengan menggunakan sepasang primer untai tunggal pendek (primer 

forward dan reserve). Sejumlah kecil fragmen DNA (Deoxyribonucleic Acid) yang 

diinginkan dapat diamplifikasi secara berulang-ulang sampai jutaan kali dalam 

beberapa jam menggunakan teknik ini. PCR merupakan metode yang sensitif, 

selektif, dan cepat dalam menggandakan DNA target yang diinginkan (Murray et 

al, 2003), sehingga dari satu pasang molekul DNA dapat diperbanyak menjadi 

jutaan kali lipat setelah 30-40 siklus PCR (Campbell et al, 2002). Dalam prosesnya 

PCR dapat secara cepat mengubah temperatur yang dibutuhkan untuk siklus 
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berulang. Beberapa komponen penting yang dibutuhkan dalam proses PCR yaitu 

DNA target (DNA cetakan yang akan diamplifikasi), sepasang primer 

oligonukleotida (primer forward dan reserve), enzim Taq DNA polymerase yang 

tahan panas, deoxynucleoside triphosphate (dNTP) serta larutan penyangga (buffer) 

(Muladno, 2002). 

Tujuan dari PCR adalah untuk membuat sejumlah besar duplikasi suatu 

gen. hal ini diperlukan agar diperoleh jumlah DNA cetakan awal yang cukup untuk 

sekuensing DNA ataupun untuk memperoleh material genetik yang diperlukan 

dalam proses rekayasa genetika. Tahapan pengerjaan PCR secara umum terdiri dari 

isolasi DNA/RNA, pengecekan integritas isolat DNA/RNA secara spektrofotometri 

atau elektroforesis, pencampuran komponen fraksi PCR, pemrograman mesin PCR 

pada kondisi optimum, amplifikasi reaksi dan deteksi/evaluasi hasil reaksi (Sari, 

2006). Cara kera PCR dimulai dari pengikatan dua oligonukleotida (primer) yang 

telah diketahui komposisinya ke suatu sekuens target yang diinginkan. Kemudian, 

DNA polimerase akan memperpanjang oligonukleotida tersebut. Setiap reaksi akan 

diulang setelah tahap denaturasi sehingga terjadilah amplifikasi (penguatan) secara 

eksponensial (Stansfield, 2006). 

Polimerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu proses sintesis 

enzimatik untuk mengamplifikasi fragmen DNA secara in vitro teknik PCR dapat 

meningkatkan jumlah fragmen DNA hingga mencapai 106-107 kali dalam waktu 

singkat. Pada setiap n siklus PCR, akan diperoleh sebanyak 2n kali DNA target. 

Keberhasilan PCR sangat tergantung pada kemampuannya untuk hanya 

mengamplifikasi DNA target dan tidak mengamplifikasi DNA non target. Proses 

PCR untuk memperbanyak DNA terdiri dari serangkaian siklus suhu yang berulang, 
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dimana masing-masing siklus terdiri dari tiga tahap (i) tahap denaturasi DNA 

cetakan pada suhu 94-96 oC, dimana pada tahap ini terjadi pemisahan DNA heliks 

ganda menjadi 2 untai tunggal DNA. (ii) tahap penempelan (annealing) 

oligonukleutida primer pada suhu 45-60 oC, dengan untai tunggal DNA cetakan 

pada ujung 3’. Primer adalah oligonukleotida untai tunggal yang urutan 

nukleotidanya dirancang komplementer dengan urutan DNA cetakan pada daerah 

ujung 3’. Primer menentukan bagian fragmen DNA yang akan diamplifikasi. (iii) 

tahap elongasi, yaitu pemanjangan primer menjadi suatu untai DNA baru, yang 

komplementer terhadap masing-masing DNA cetakan untai tunggal oleh enzim 

DNA polymerase pada suhu 72 oC. ketiga tahap siklus tersebut diulang sesuai 

dengan jumlah siklus amplifikasi. Pada siklus pertama dua untai tunggal DNA 

cetakan akan disalin menjadi 2 DNA untai ganda. Pada siklus kedua, 2 DNA 

cetakan untai ganda masing-masing akan bertindak sebagai cetakan sehingga pada 

siklus kedua akan dihasilkan 4 DNA untai ganda. Pada siklus berikutnya akan 

dihasilkan jumlah DNA secara eksponensial, dimana pada siklus ketiga DNA akan 

disalin menjadi 8 kali, siklus ke 10 menjadi 1.024 kali, siklus 30 menjadi 

1.073.741.824 dan seterusnya. Pada akhir siklus, DNA cetakan akan digunakan 

secara eksponensial sehingga dihasilkan DNA dalam jumlah yang berlipat ganda 

hanya dalam waktu yang relatif singkat sekitar 3-4 jam (Radji, 2011). 

3) Elektroforesis 

Elektroforesis merupakan suatu teknik pemisahan molekul seluler 

berdasarkan atas ukurannya, dengan menggunakan medan listrik yang dialirkan 

pada suatu medium yang mengandung sampel yang akan dipisahkan. Teknik ini 

dapat digunakan dengan memanfaatkan muatan listrik yang ada pada 
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makromolekul, misalnya DNA yang bermuatan negatif. Jika molekul bermuatan 

negatif dilewatkan melalui suatu medium, misalnya gel agarosa, kemudian dialiri 

arus listrik yang dialirkan pada satu kutub ke kutub yang berlawanan muatannya, 

maka molekul tersebut akan bergerak dari kutub negatif ke kutub positif. Kecepatan 

gerak molekul tersebut tergantung pada rasio muatan terhadap massanya, serta 

tergantung pula pada bentuk molekulnya (Yuwono, 2005). 

Teknik elektroforesis dapat untuk analisis DNA, RNA maupun protein. 

Elektroforesis DNA dilakukan misalnya untuk menganalisis fragmen-fragmen 

DNA hasil pemotongan dengan enzim restriksi. Fragmen molekul DNA yang telah 

dipotong-potong dapat ditentukan ukurannya dengan cara membuat gel agarosa, 

yaitu suatu bahan semi padat berupa polisakarida yang diekstraksi dari rumput laut. 

Gel agarosa dibuat dengan melarutkannya dalam suatu buffer. Agar dapat larut 

dengan baik, pelarutnya dibantu dengan pemanasan, misalnya menggunakan 

microwave oven. Dalam keadaan panas, gel akan berupa cairan sehingga mudah 

dituang ke atas suatu lempeng. Sebelum mendingin dan memadat, pada ujung gel 

tersebut dibuat lubang-lubang dengan menggunakan lembaran tipis yang 

menyerupai sisir yang ditancapkan pada salah satu ujung gel yang masih cair. 

Dengan demikian pada waktu gel memadat sisirnya diambil terbentuklah lubang-

lubang kecil untuk memasukkan sampel molekul DNA. Gel agarosa yang sudah 

terbentuk kemudian dimasukkan ke dalam suatu tangki yang berisi buffer yang 

sama dengan yang digunakan untuk membuat gel. Buffer dapat dibuat misalnya 

dengan tris-asetat-EDTA (TAE) atau tris-borat-EDTA (TBE) (Yuwono, 2005). 

Setelah DNA dimasukkan ke dalam lubang sampel, arus listrik dialirkan. 

Kutub yang sejajar dengan lubang sampel DNA berupa kutub negatif, sedangkan 
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kutub yang lainnya positif, oleh karena DNA bermuatan negatif maka molekul-

molekul DNA akan bergerak ke arah positif. Setelah beberapa waktu gel kemudian 

direndam dalam larutan yang mengandung etidium bromida. Etidium bromida akan 

menyisip ke dalam DNA. Penggunaan etidium bromida dimaksudkan untuk 

membantu visualisasi karena etidium bromida akan memendarkan sinar ultraviolet. 

Jika gel disinari dengan ultraviolet dari bawah, maka akan tampak citra berupa pita-

pita pada gel. Pita-pita tersebut merupakan molekul-molekul DNA yang bergerak 

sepanjang gel setelah dielektroforesis. Molekul RNA dapat dianalisis dengan 

prinsip yang sama, yaitu menggunakan gel agarosa, namun dengan menggunakan 

buffer yang berbeda yaitu yang mengandung formaldehid (Yuwono, 2005). 

4) Sekuensing DNA 

Teknik sekuensing DNA (DNA Sequencing) adalah cara untuk menentukan 

urutan basa-basa nukleutida suatu fragmen DNA. Teknik ini merupakan salah satu 

teknik yang sangat penting dalam bidang biologi molekular, yang dapat 

dimanfaatkan untuk menentukan urutan basa nukleutida suatu gen ataupun sekuen 

genom total suatu sel atau organisme. Teknik pengurutan basa DNA terdiri dari dua 

macam cara yang dikembangkan hampir secara bersamaan yaitu cara degradasi 

kimiawi oleh A. Maxam dan W. Gilbert di Amerika dan cara terminasi rantai oleh 

F. Sangar dan A.R. Coulson di Inggris (Radji, 2011). 

a) Cara degradasi kimiawi 

Molekul DNA dipotong terlebih dahulu secara parsial dengan piperidin. 

Pengaturan lama inkubasi atau konsentrasi piperidin yang digunakan dapat 

menghasilkan potongan fragmen DNA dalam berbagai ukuran. Selanjutnya basa 

DNA dimodifikasi sedemikian rupa, dengan menggunakan senyawa kimia tertentu. 
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Dimetilsulfat digunakan untuk metilasi basa G, asam format untuk menghidrolisis 

basa A dan G sedangkan hidrazin digunakan untuk menghidrolisis basa C dan T. 

akan tetapi dengan penambahan larutan 1,5 M NaCl, hidrazin hanya dapat bereaksi 

dengan baik untuk memecah sitosin (C). dengan demikian akan dihasilkan empat 

jenis fragmen DNA yang memiliki ukuran berbeda dengan masing-masing 

memiliki ujung G, ujung C, ujung A dan ujung T. Fragmen-fragmen DNA yang 

dihasilkan dielektroforesis dengan gel poliakrilamida. Berdasarkan pola migrasi 

pada gel elektroforesis dapat ditentukan urutan basa-basa DNA dari molekul DNA 

yang akan ditentukan urutan basa-basanya (Radji, 2011).  

b) Cara terminasi rantai 

Teknik Sangar-Coulson pada dasarnya memanfaatkan sifat enzim DNA 

polymerase yaitu fragmen klenow, yang memiliki kemampuan mensintesis DNA 

dengan adanya dNTP, dan ketidakmampuannya untuk membedakan 

deoksinukleutida trifosfat (dNTP), dengan dideoksinukleotida trifosfat (ddNTP). 

Molekul dNTP, tidak memiliki gugus hidroksil (OH), pada atom C nomor 2 pada 

cincin gula pentosa, sedangkan molekul ddNTP, tidak memiliki 2 gugus OH pada 

posisi atom C nomor 2 dan nomor 3 pada cincin gula pentosa (Radji, 2011). 

Teknik sekuensing DNA menggunakan teknik dideoksinukleotida 

dilakukan pada 4 tabung reaksi yang berbeda, dimana pada setiap tabung reaksi 

berisi campuran reagen yang terdiri dari cetakan DNA untai tunggal yang akan 

disekuens, primer oligonukleutida, DNA polymerase, campuran dNTP dan larutan 

buffer. DNA cetakan yang akan diskuens adalah DNA untai tunggal sehingga 

biasanya diklon terlebih dahulu dalam vector M13. Sedangkan molekul ddNTP 

yang dilabel dengan senyawa radioaktif atau non radioaktif, hanya ditambahkan 
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pada campuran reaksi yang sesuai yaitu, untuk tabung A hanya ditambahkan 

ddATP, untuk tabung C hanya ditambahkan ddCTP, untuk tabung G hanya 

ditambahkan ddGTP sedangkan untuk tabung T hanya ditambahkan ddGTP. Pada 

proses pemanjangan untai DNA, selain menggunakan dNTP, secara acak juga 

menggunakan ddNTP, maka jika ddNTP terikat, polimerisasi lebih lanjut basa-basa 

DNA tidak terjadi atau terhenti, pada ujung molekul DNA yang memiliki ujung 

ddNTP. Mesin DNA sekuensing otomatis yang dilengkapi dengan perangkat lunak 

pengolah data menampilkan warna spesifik dari masing-masing keempat basa 

DNA, yang sekaligus merupakan urutan sekuen DNA (Radji, 2011) 

2.2 Lokasi Penelitian Kawasan Industri IMIP 

Lokasi penelitian terletak di pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, 

Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah. Kawasan 

industri adalah kawasan industri PT. Indonesia Morowali Industrial Park (IMIP), 

dimana kawasan tersebut memiliki potensi sumber daya nikel yang cukup besar 

sehingga punya prospek untuk mengembangkan industri berbasis nikel. Untuk 

menunjang pengolahan lebih lanjut dari nikel tersebut, diperlukan sarana dan 

prasarana industri sehingga produk-produk turunan dari industri pengolahan 

industri tersebut dapat memiliki daya saing. Salah satu Langkah dalam 

meningkatkan daya saing dan daya Tarik investasi adalah dengan menyediakan 

lokasi industri yang cukup memadai yaitu berupa kawasan industri. Pengembangan 

kawasan industri berdasarkan potensi sumber daya alam yang dimiliki daerah 

merupakan kebijakan pembangunan industri terutama untuk pemerataan dan 

penyebaran industri di luar Jawa. Adapun izin telah diperoleh yaitu izin prinsip 

263/1/IP-PB/PMA/2015, izin lokasi dari keputusan bupati Morowali No 
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188.4.45/KEP.0305/ADPUM/2014, dan izin lingkungan dari keputusan Gubernur 

No 660/575/BLHD-GST/2015.  

 

 

Gambar 2.3 Peta lokasi penelitian dan hamparan kawasan industri IMIP 
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Misi industri IMIP dalam menjaga operasi secara berkelanjutan 

(sustainable) dan mengembangkan kawasan industri yaitu berkomitmen 

menjalankan manajemen secara profesional, Menerapkan standar yang berlaku bagi 

sebuah kawasan industri, Berkomitmen melakukan peningkatan/perbaikan secara 

berkelanjutan, Memfasilitasi pengembangan usaha masyarakat lokal bekerja sama 

dengan industri-industri yang ada di kawasan industri dan pemerintah, dan 

Pemenuhan terhadap peraturan dan perundang-undang yang berlaku. Sedangkan 

nilai yang dianut dan dijadikan pedoman dalam berperilaku bagi kawasan IMIP di 

rumuskan menjadi 8 butir yaitu manajemen profesional, mengutamakan tenant, 

tunduk pada hukum dan peraturan, menjadi kompetitif, melebihi dari harapan, 

kondisi kerja yang inovatif, menjaga hubungan baik dengan masyarakat sekitar, dan 

pemenuhan nilai-nilai perusahaan (IMIP, 2021). 

IMIP adalah kawasan industri berbasis pengolahan nikel dengan rantai 

industri terpanjang di dunia dan memiliki produk utama berupa nikel, stainless steel 

dan carbon steel dengan menggandeng investor dari China, IMIP dibangun 2013. 

Perusahaan Shanghai Decent Investment (Group) Co., Ltd. Bekerja sama dengan 

PT Bintang Delapan Investama mendirikan PT Sulawesi Mining Investment (SMI) 

di Indonesia pada tahun 2009. Keduanya mulai melakukan pengembangan terhadap 

tambang nikel seluas hamper 47.000 hektare di kabupaten Morowali, Sulawesi 

Tengah. Kehadiran IMIP mampu mengubah peta produsen nikel olahan di 

Indonesia hanya dalam kurun waktu 4 tahun. Sejak 2018, IMIP menyalip PT Vale 

Indonesia Tbk (INCO) dan PT Aneka Tambang Tbk (Antam), yang menguasai 

produksi nikel olahan di tanah air. Pada tahun 2014, produksi nikel masih dikuasai 

Vale dengan porsi 77%. Disusul Antam dengan 19% dan perusahaan lainnya 

sebanyak 3%. Namun, peta industri hilir nikel hingga produk setengah jadi 

(intermediate product) itu telah berubah dengan drastis. Pada 2018, IMIP sudah 

menguasai 50% dari produksi hilir nikel di Indonesia. Secara spesifik, di PT. 

IMIP terdapat total 16 perusahaan yang mempekerjakan 25.447 tenaga kerja 

Indonesia, dan 3.121 tenaga kerja asing. Sementara tenaga kerja tak langsung yang 

terserap dalam industri pendukung seperti supplier, kontraktor, dan sebagainya, 

sekitar 53.500 orang. Sampai akhir 2018, proyeksi kebutuhan tenaga kerja lokal 

yang dibutuhkan kurang lebih sekitar 11.500 orang (Mahyuddin, 2021). 

https://palu.tribunnews.com/tag/nikel
https://palu.tribunnews.com/tag/nikel
https://palu.tribunnews.com/tag/nikel
https://palu.tribunnews.com/tag/pt-imip
https://palu.tribunnews.com/tag/pt-imip
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Pesisir kawasan industri 

IMIP Kab. Morowali, 

Sulawesi Tengah 

Aktivitas:  

▪ Limbah kegiatan industri PT. 

IMIP 

▪ Aktivitas transport kapal di 

pelabuhan Jetty IMIP 

▪ Limbah domestik masyarakat 

sekitar pemukiman penduduk 
Pencemaran perairan 

logam berat 

Bakteri agen bioremediasi  

➢ Karakterisasi morofologi koloni dan sel 

➢  Identifikasi molekuler 16S rRNA 

➢ Uji kemampuan mengakumulasi logam 

berat Cr 

➢ Pengolahan dan analisis data 

✓ Isolasi dan skrining bakteri 

pengakumulasi logam berat Cr 

✓ Uji Maximum Inhibitory 

Concentration (MTC) Logam berat 

Sampel sediment dan air 

pada dua stasiun pesisir. 

Uji pendahuluan kadar 

logam berat Cr, Ni, Zn. Cu, 

dan Pb menggunakan AAS.  

Tercemar tertinggi 

logam berat Cr 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian  

Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif dengan pendekatan 

eksploratif yang menggambarkan tentang keberadaan bakteri pengakumulasi logam 

berat Cr sebagai bioremediasi di pesisir kawasan industri IMIP di Desa Fatufia, 

Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah.  

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Februari-September 2022. 

Penentuan lokasi pengambilan berdasarkan teknik purposive sampling yaitu sampel 

sedimen dan air di dua stasiun pesisir kawasan industri terletak di Desa Fatufia, 

Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah tabel 3.1. 

Stasiun 1, lokasi ini berdekatan dengan aktivitas bongkar muat kapal di Jetty, 

limbah tailing perusahaan mengalir ke sungai bermuara ke pesisir, dan dekat 

pemukiman warga. Stasiun 2, lokasi berada pertemuan pesisir dengan aliran sungai 

limbah pembuangan PLTU perusahaan, dekat dermaga Jetty tempat bongkar muat 

kapal, dan dekat pemukiman warga. Pengujian sampel dilakukan di Laboratorium 

MIPA Universitas Hasanuddin Makassar dan Laboratorium Biologi Molekuler 

Rumah Sakit Pendidikan Universitas Hasanuddin Makassar. 

Tabel 3.1 Stasiun lokasi penelitian berdasarkan GPS (Global Positioning 

System) 

 

Perusahaan Stasiun Koordinat Jarak S1-S2 (Km) 

PT. IMIP 

2o49’18.07” S 

122o9’30.11” E 

S1 2o48’28.7” S, 122o9’26.22” E 

1.926 
S2 2o49’15.79” S, 122o10’5.98” E 
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3.3 Preparasi Alat Dan Bahan Penelitian  

3.3.1 Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi (1) Peralatan di lokasi 

pengambilan sampel: modifikasi core sampler PCV, alat Do, salinitas, pH Meter, 

termometer, botol sampel steril, wadah steril, kamera, coolbox, sendok, ember, dan 

penggaris. (2) Alat analisis kadar logam sampel: Laminar Air Flow (LAF), (Pyrex) 

gelas kimia, pipet ukur dana pipet tetes, labu takar, lemari asam, hot plate and 

stirrer, corong, bulp pipet, timbangan analitik (Pioneer), botol larutan sampel, krus 

porselin, tanur tungku, AAS (AA-7000 Shimadzu), oven universal (Memmert),  

spektrofotometri  UV-Vis (Shimadzu UV 1800), dan timbangan analitik (Pioneer), 

cool box, pisau bedah, botol semprot, cawan dan alat tulis. (3) Peralatan uji 

mirkobiologi dan molekuler: botol sampel, Shaker Incubator, Autoclaf (Tomy SX-

500), oven (Memmert), Vortex, incubator dan incubator shaker (Memmert), 

waterbacth, sentrifuge (Hettich Zentrifugen) tabung reaksi, cawan petri, jarum ose, 

pipet tetes, pipet ukur, corong, kaca preparat, labu erlenmeyer, hot plate dan stirrer, 

lampu spiritus, rak tabung, gelas ukur, tabung reaksi, microtube, mikropipet, 

mikroskop, colony counter, sentrifuge (Bio rad), DNA extractor (Bio rad)dan PCR 

(ABI), UV- Transulaminator (Bio rad), komputer, dan elektroforesis (Bio rad). 

3.3.2 Bahan  

Bahan yang digunakan penelitian ini meliputi (1) Bahan analisis kadar 

logam sampel: aquabidest, asam nitrat (HNO3), asam perklorat (HClO4), H2SO4 

pekat (65%), waterone, larutan induk K2CrO4, kertas saring whatman. (2) Bahan 

uji mikrobiologi dan molekuler: Glukosa (0,5%), NA (Nutrient Agar) (Oxoid), LB 

(Luria Bertani) (Oxoid), pewarnaan Gram (Crystal violet, Lugol, Etil Alkohol 
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Safranin, dan Aquadest), Alkohol 95%, Aluminium foil, sepasang primer universal 

yang digunakan untuk semua jenis bakteri (Marcogane) yaitu forward primer 

universal primer 27F 5′–AGAGTTTGATCCTGGCTCTCAG–3′ dan 1492R 5′–

GGTTACCTTGTTACGACTT–3′ (Abidin et al., 2020; Gupta et al., 2012; Jiang et 

al., 2008), template DNA, KAPA Master mix PCR, Nucleus free water, gel agarose, 

Tris borat EDT, (TBE) 10x, marker 100 bp, ethidium bromide, dan sarung tangan. 

3.4 Metode Pengumpulan Data 

3.4.1 Observasi 

Observasi merupakan suatu proses yang kompleks, suatu proses yang 

tersusun dari berbagai proses biologis. Observasi digunakan sebagai pendukung 

dan sebagai ketetapan dalam pemilihan instrument penelitian sehingga didapatkan 

hasil yang valid. Sehubungan dengan itu penelitian melakukan observasi di lokasi 

yang telah ditetapkan yaitu lingkungan kawasan industri PT. IMIP kab. Morowali. 

Sekaligus peneliti menentukan titik/stasiun pengambilan sampel dengan teknik 

purposive sampling, yakni teknik pengambilan sampel pada titik yang ditetapkan 

oleh peneliti dan dianggap mewakili populasi yang telah ditemukan. 

3.4.2 Dokumentasi 

Dokumentasi merupakan teknik pengumpulan data yang bisa berbentuk 

tulisan, gambar atau karya-karya monumental dari seseorang. Dokumen yang 

berbentuk tulisan, misalnya buku-buku, jurnal, dan makalah yang diangkat dari 

hasil penelitian atau hasil uji laboratorium. Sementara dokumen yang berbentuk 

gambar, misalnya, foto atau gambar yang diperoleh dari hasil penelusuran di 

lapangan atau hasil penelusuran di laboratorium dengan menggunakan alat bantu 

elektronik seperti kamera. 
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3.4.3 Pengukuran dan Pengujian  

Pengukuran dan pengujian pada penelitian ini dapat dibandingkan dengan 

acuan standar baku yang belaku pada peraturan pemerintah UU kementerian 

lingkungan hidup dan berdasarkan standar internasional. 

3.5 Tahap Persiapan dan Pengambilan Sampel 

Pada tahap ini, penelitian melakukan observasi terhadap lokasi untuk 

menentukan titik atau stasiun pengambilan sampel dan waktu pengambilan sampel, 

kemudian selanjutnya dilakukan uji laboratorium.  

Pada tahap pengambilan sampel air dan sedimen yang di ambil dari 2 

stasiun dengan cara sampel purposive sampling diambil di bibir pantai pada saat air 

laut surut. Sampel sedimen diambil menggunakan modifikasi PVC Core Sampler 

dengan kedalaman alat 0-5 cm dari lapisan permukaan (Decker, 2014), kemudian 

disimpan dalam kantong steril Ziplock atau botol steril. Sampel air laut diambil 0-

20 cm di bawah permukaan, lalu memasukkan dalam botol steril (Decker, 2013) 

pada titik yang sama. Setiap penggunaan alat pengambilan sampel dicuci dengan 

detergen, dibilas dan dikeringkan sebelum digunakan untuk meminimalkan 

kontaminasi. Semua sampel masukkan dalam cool box dalam kondisi dingin es 4oC. 

Setelah sampel terkumpul melakukan pengukuran kadar fisik air laut. Langkah 

selanjutnya melakukan tahapan dokumentasi lokasi pengambilan sampel penelitian 

agar lebih kredibel atau dapat dipercaya dengan dukungan foto atau gambar, 

kemudian membawa sampel ke laboratorium untuk dianalisis lebih lanjut (Islam et 

al., 2020; Karadede-Akin & Erhan, 2007; Mallongi et al., 2015; Opaluwa et al., 

2012; Singare et al., 2012; dan Vu et al., 2017).  
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3.6 Uji Analisis Kadar Logam Berat Cemaran Pesisir Kawasan Industri 

Pada tahap ini untuk mengetahui konsentrasi logam berat tercemar 

tertinggi dari jenis logam berat Ni, Zn, Cu, Cr, dan Pb dalam menentukan diuji 

lanjut pada sampel. 

3.6.1 Preparasi dan Analisis Sampel  

Pengukuran kadar air sedimen dengan cara sampel sedimen basah 

dikeringkan dengan dan di anginkan selam 2 hari. Sampel yang telah kering dihalus 

dengan menggunakan mortar. Cawan petri dikeringkan ke dalam oven, kemudian 

cawan petri kosong ditimbang (W0). Sampel sedimen ditimbang sebanyak ±5 gram 

ke dalam cawan petri yang telah dikeringkan (W1). Sampel dimasukkan ke dalam 

oven dengan suhu 1050C sebanyak 2 gram, lalu didinginkan ke dalam desikator. 

Kemudian semua ditimbang bobot cawan + sampel setelah pemanasan (W2).  

Preparasi cawan porselin ditimbang kosong (W0) menggunakan neraca 

analitik, kemudian ditimbang 1gram NaHCO3 ke dalam cawan porselin, lalu 

ditambahkan sampel sedimen 1gram dan tambahkan Kembali NaHCO3 2 gram. 

Cawan petri yang berisi sampel dan NaHCO3 dimasukkan ke dalam tanur suhu 

8500C selama 5 jam (proses peleburan). Setelah di tanur didinginkan dengan 

desikator. Setelah dingin masing-masing cawan porselin ditambahkan 5 mL HNO3 

37%. Hasil leburan dipindahkan ke dalam gelas kimia 50 mL hingga tidak ada lagi 

residu yang tersisa di dalam cawan porselin (penambahan HNO3 37% disesuaikan 

hingga tidak ada lagi residu yang tersisa di cawan porselin, sebelumnya penggunaan 

HNO3 37% sebanyak 15 mL). Larutan analis dipanaskan hingga berkurang 

setengah larutannya (proses destruksi), pemanasan menggunakan hot plate. Setelah 

itu ditambahkan akuades sekitar 10 mL, kemudian disaring ke dalam labu ukur 50 
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mL kertas saring whatman no. 42, lalu diimpitkan hingga tanda batas labu 

menggunakan akuades dan dihomogenkan. Filtrat uji siap diukur dengan 

menggunakan AAS dengan cara sampel yang sudah dipreparasi, dimasukkan ke 

dalam kuvet dan dilakukan proses injeksi menggunakan AAS type AA-7000 

Shimadzu, jika sampel terukur dan melewati batas standar maka diperlukan proses 

pengenceran sehingga diperoleh faktor pengenceran yang masuk dalam 

perhitungan. (Defew et al., 2005; Gupta et al., 2012; Guzman et al., 2016; Islam et 

al., 2020; Mallongi et al., 2015; Opaluwa et al., 2012; Sekabira et al., 2010 & 

Singare et al., 2012). 

Sampel air laut dalam botol steril di pipet 10 mL dan dimasukkan ke dalam 

labu erlenmeyer, lalu ditambahkan akuades 90 mL, kemudian ditambahkan larutan 

HNO3 sebanyak 5 mL dengan menggunakan pipet ukur. Selanjutnya sampel 

dipanaskan dengan menggunakan hot plate sekitar 40 menit sampai sampel 

mengalami pengurangan volume sekitar 2 mL. selanjutnya sampel didinginkan dan 

dimasukkan ke dalam labu takar dengan menggunakan kertas saring whatman no.42 

hal ini dilakukan agar tidak ada sedimen yang ikut pada sampel tersebut. Tahap 

terakhir didestruksi yaitu diimpit dan selanjutnya dianalisis pada AAS (Akkajit et 

al., 2018; Islam et al., 2020; Opaluwa et al., 2012; Saimu et al., 2015; Saranya et 

al., 2019 & Sekabira et al., 2010). 

3.6.2 Pembuatan Larutan standar 

Larutan multielemen (Ni, Zn, Cu, Cr, dan Pb) 1000 ppm (laruta induk) 

diencerkan menjadi 100 ppm dengan cara masing-masing diambill 5 mL larutan 

induk logam berat ke dalam labu takar 50 mL, lalu menambahkan akuades (H2O) 

sampai tanda batas, kemudian mengocok dan menghomogenkan (larutan baku).  
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Larutan standar pada konsentrasi yaitu 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 5 

ppm, dan 8 ppm, dan 100 ppm dengan cara ambil larutan baku 0,25 mL (0,5 ppm), 

0,5 mL (1 ppm), 1 mL(2 ppm), 2 mL (4 ppm) dan 4 mL (8 ppm) lalu pindahkan ke 

masing-masing labu takar ukuran 50 mL sesuai dengan jumlah kurva standar akan 

dibuat, kemudian masing di tambahkan akuades sampai tanda batas labu takar, 

masing-masing ditambahkan HNO3 0,1 M hingga pH menjadi 2-3, lalu diimpitkan 

dengan akuades sampai batas, lalu homogenkan. Kemudian di analisis ASS. 

3.6.3 Pembacaan AAS 

Dalam pembacaan pada AAS, larutan sampel, standar dan blanko disiapkan. 

Tahap awal dalam proses pembacaan adalah perangkat AAS dihidupkan, diatur 

posisi optimum untuk pengujian logam (Ni, Zn, Cu, Cd, dan Pb) dengan mengatur 

posisi lampu katoda logam sesuai dengan uji dan kedudukan sel absorban dan 

panjang gelombang untuk uji. Selanjutnya larutan standar dihubungkan dengan 

selang kecil yang bermuara pada sebuah tabung di dalam sistem AAS, besarnya 

absorban yang diserap akan langsung dibaca pada layar monitor. Setelah larutan 

standar kerja dibaca, maka akan terbentuk kurva standar absorban (Y) konsentrasi 

logam (ug/l) (X), sehingga terbentuk kurva linier seperti terlihat pada lampiran hasil 

pembacaan AAS. Selanjutnya pembacaan blanko dan sampel seperti tahap pada 

pembacaan larutan standar, secara rinci tahap pembacaan pada AAS. Begitupun 

dengan logam lainnya (Akkajit et al., 2018; Islam et al., 2020; Muttaqin, 2017; 

Opaluwa et al., 2012; Rajeev et al., 2021 & Sekabira et al., 2010). 
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3.7 Isolasi dan Seleksi Bakteri Tahan Logam Berat Cr 

3.7.1 Isolasi Bakteri Tahan Logam Berat 

Sampel yang diisolasi yaitu sampel air dan sedimen yang tercemar dan 

memiliki konsentrasi logam berat tertinggi yaitu Cr dari dua stasiun. Sepuluh gram 

disuspensikan dalam larutan glukosa 0,5% 90 ml. Semua sampel air dan sedimen 

dari stasiun 1 dan 2 diambil 1 mL atau 1gram kemudian diencerkan dengan 

menggunakan akuades steril (10-1 – 10-3). Pada pengenceran 10-3 diambil 1 mL dan 

ditumbuhkan pada mendia NB (Nutrient Borth) yang diperkaya dengan 100 mg/L 

logam K2CrO4. Lalu di inkubasi pada incubator shaker 48 jam dengan kecepatan 

150 rpm. Setelah terjadi pertumbuhan adan akumulasi logam, masing-masing kultur 

diambil 1 mL lalu diencerkan dengan menggunakan akuades (10-1 – 10-3), 

kemudian masing-masing setiap pengenceran diambil 1 mL dan dituang ke dalam 

cawan petri yang berisi media padat NA (Nutrient agar) + 100 mg/L logam K2CrO4, 

lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Koloni individu bakteri yang 

tumbuh menunjukkan bentuk dan warna yang bervariasi dipilih, dipetik, dan 

dimurnikan pada berikutnya media NA. Isolat bakteri murni dipertahankan pada 

nutrient agar pada suhu 4°C dan di kultur ulang setiap 4 minggu. Sebagai kontrol 

digunakan media yang tidak mengandung logam berat untuk mengoreksi tidak 

tampaknya koloni disebabkan oleh tidak tahannya terhadap logam berat atau koloni 

tidak terambil (Abidin et al., 2020; Elizabeth et al., 2017; Guzman et al., 2016; & 

Marzan et al., 2017). 

3.7.2 Seleksi Bakteri Tahan Logam Berat berdasarkan Uji Maximum 

Tolerance Concentration (MTC) 

Konsentrasi maksimum yang dapat ditoleransi adalah konsentrasi logam 

berat tertinggi yang memungkinkan pertumbuhan setelah 48 jam. Koloni bakteri 
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yang diisolasi yang awalnya tumbuh pada NA yang dilengkapi dengan logam berat 

K2CrO4 terpapar pada peningkatan konsentrasi logam berat (200, 400, 600, 800, 

1000 and 1200, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000 mg/L). Pengujian toleransi 

mikroorganisme berakhir ketika penghambatan pertumbuhan lengkap diamati pada 

agar nutrisi dengan suplementasi logam (Elizabeth et al., 2017; Guzman et al., 

2016; & Marzan et al., 2017). 

3.8 Karakterisasi Morfologi Bakteri Tahan Logam Berat Cr 

3.8.1 Karakterisasi morfologi koloni bakteri  

Identifikasi bakteri dilakukan dengan mengamati langsung ciri-ciri morfologi, 

meliputi: ukuran, bentuk, warna, elevasi, tepian dan permukaan pada bakteri yang 

tumbuh pada media padat NA+100 mg/L K2CrO4, kemudian menghitung jumlah 

koloni yang tumbuh dengan menggunakan colony counter. 

3.8.2 Karakterisasi morfologi sel bakteri pewarnaan Gram 

Pewarnaan gram dilakukan dengan preparat ulas ditetesi larutan Kristal 

violet sebanyak 2-3 tetes dan didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci dengan 

air mengalir. Gram’s Iodine Mordant (Emerck) diteteskan sebanyak 2-3 tetes di atas 

permukaan preparat lalu didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci dengan air 

mengalir. Selanjutnya preparat ditetesi etil alkohol 95% setetes demi setetes sampai 

kristal violet tercuci. Kemudian dicuci dengan air mengalir kembali. Berikutnya 

preparat ditetesi safranin selama 45 detik dan dicuci dengan air mengalir, kemudian 

dikeringkan dan diamati dengan mikroskop (Abidin et al, 2020; Guzman et al, 

2016; & Marzan et al, 2017). 
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3.9 Identifikasi Molekuler Bakteri Tahan Logam Berat Cr menggunakan 

marka 16S rRNA 

Bakteri yang diidentifikasi dengan pendekatan molekuler yaitu bakteri 

yang memiliki aktivitas tinggi tahan terhadap logam Cr. Analisis dilakukan 

berdasarkan protokol tempat uji molekuler (Abidin et al., 2020; Gupta et al., 2012; 

Guzman et al., 2016; Jiang et al., 2008; Marzan et al., 2017 & Rajeev et al., 2021) 

3.9.1 Isolasi DNA Bakteri 

Isolasi genon bakteri dilakukan dengan metode boiling (Dashti et al., 

2009). Sebanyak 2-3 ose koloni bakteri dimasukkan ke dalam tabung appendorf 1.5 

mL yang berisi 100 µL 1/10 Nucleus free water. Suspense di vortex sampai 

homogen. Proses boiling dilakukan di dalam penangas air pada suhu 95-100 0C, 

selama 30 menit. Suspensi selanjutnya disentrifuge dengan kecepatan 12.000 rpm 

selama 10 menit hingga terpisah supernatant dan pellet. Supernatant dipindahkan 

ke dalam tabung ependorf baru dan di simpan suhu -20 0C sampai akan digunakan 

sebagai template DNA. 

3.9.2 Amplifikasi PCR (Polymerase Chain Reaction) 

PCR merupakan suatu proses sintesis enzimatik untuk melipatgandakan 

suatu sekuens nukleotida tertentu secara in vitro (di dalam tabung PCR). Prosesnya 

meliputi 3 tahap yaitu denaturasi, annealing dan ekstention. Prosedur ini dikerjakan 

pada sampel DNA yang telah diisolasi. “PCR mix” dimasukkan ke dalam tabung 

PCR:  
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Total PCR mix 45 μL + 5 μL sampel DNA, jadi setiap sampel 50 μL. Kemudian 

dimasukkan dalam mesin PCR. Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan mesin 

PCR (DNA thermal cycler). Untuk amplifikasi PCR, tahap awal pre-denaturasi 

pada suhu 94°C selama 2 menit, selanjutnya denaturasi suhu 94°C selama 1 menit, 

annealing pada suhu 58°C selama 45 detik, ekstensi 72°C selama 90 detik sebanyak 

35 siklus dilanjutkan dengan ekstensi akhir suhu 72°C selama 5 menit dan final 

hold pada suhu 4°C. 

3.9.3 Elektroforesis 

Proses elektroforesis diawali dengan pembuatan gel agarose. Pembuatan 

gel agarose dilakukan dengan membuat agaras 2% dengan melarutkan 2 gram 

agarose dalam 100 mL TBE. Kemudian memanaskannya sampai mendidih dan 

larut dengan menggunakan hot plate and stirrer. Selanjutnya ditambahkan 1μL 

ethidium bromida (2 μg/mL) dan memasukkan ke dalam pencetak gel yang telah 

dipasangi sisir. Setelah agarosa memadat (membutuhkan waktu sekitar 30 menit) 

selanjutnya dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang berisi larutan TBE 0,5%. 

Kemudian memasukkan DNA sampel hasil amplifikasi sebanyak 5μL, kemudian 

untuk mengetahui ukuran produk amplifikasi PCR maka dimasukkan marker 100 

Tabel 3.2 Komposisi PCR mix (Dashti et al., 2009, Abidin 

et al., 2020, & Marzan et al., 2017) 

Reaksi (μL) 

KAPA Master mix PCR 25 

63F (Forward primer) 1 

1387R (Reverse primer) 1 

Nucleus free water 18 

DNA template 5 

Total PCR mix 50 
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bp pada sumur pertama dan diikuti DNA sampel hasil amplifikasi pada sumur 

kedua dan seterusnya. Selanjutnya elektroda dihubungkan dengan power supply 

kemudian menyalakan selama 60 menit dengan tegangan 100 volt. Setelah itu, alat 

elektroforesis dimatikan kemudian gel diambil. Selanjutnya gel dipindahkan ke 

dalam alat gel doc kemudian hasilnya diamati pada komputer. 

3.9.4 Sekuensing  

Sampel hasil PCR dan primer forward 63F dikirim ke 1st BASE Malaysia 

untuk di sekuensing bertujuan untuk menentukan dan mengetahui urutan basa-basa 

nukleotida pada fragmen DNA. Setelah di sekuensing berupa sekuen nukleotida 

sepanjang ± 1.300 bp.  Nukleotida tersebut dimasukkan dalam program BLAST 

secara online pada website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) untuk dicocokkan 

dengan data spesies pada Gen bank. keidentikan yang digunakan pada range 80-

100 %. Sekuen Gene Bank yang paling mirip; dicirikan dengan nilai Max Score dan 

Total Score sama, Query Coverage mendekati 100%, E-value mendekati 0, dan 

Max Ident mendekati 100%. 

3.10  Uji Kemampuan Bakteri Mengakumulasi Logam Berat Cr 

Isolat tahan logam yang diperoleh dalam agar nutrisi yang dilengkapi 

dengan logam K2CrO4 diinokulasi dalam LB cair yang dilengkapi dengan 100 mg/L 

logam berat yang diinkubasi pada 37°C selama 24 jam pada inkubator shaker (150 

rpm). Pertumbuhan diamati sebagai fungsi biomassa dengan mengukur absorbansi 

pada 600 nm menggunakan spektrofotometer. Pertumbuhan isolat pada LB tanpa 

suplementasi logam (kontrol) dan dengan suplementasi logam (uji) dilakukan dan 

dibandingkan dengan secara terpisah kerapatan optik pada 600 nm (OD600nm) ke 

waktu dalam interval 0, 24, 48 dan 72 jam inkubasi. Kemudian dengan waktu yang 
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sama mengukur konsentrasi logam berat pada pertumbuhannya terhadap aktivitas 

enzim reduktase Cr dengan cara analisis AAS. Filtrat mikrobiologi dipipet masing-

masing sebanyak 25 mL ke dalam gelas kimia, Ditambahkan 5 mL HNO3 37% ke 

dalam masing-masing gelas kimia, Dipanaskan gelas kimia yang berisi sampel 

hingga berkurang setengah larutannya (proses destruksi), pemanasan menggunakan 

hotplate, Setelah itu ditambahkan akuades sekitar 10 mL, Kemudian disaring 

dengan menggunakan kertas saring Whatmann No.42 ke dalam labu ukur 50 mL, 

Lalu di impitkan hingga tanda batas labu menggunakan akuades dan 

dihomogenkan. Sampel yang sudah dipreparasi, dimasukkan ke dalam kuvet, Dan 

dilakukan proses injeksi menggunakan alat AAS type AA-7000 Shimadzu, jika 

sampel terukur dan melewati batas standar maka diperlukan proses pengenceran 

sehingga diperoleh faktor pengenceran yang masuk ke dalam perhitungan 

(Elizabeth et al, 2017; Guzman et al, 2016; Marzan et al, 2017 & Tariq et al, 2019).  

3.11  Teknik Pengolahan dan Analisis Data 

Pengolahan dan analisis data menggunakan analisis menurut Marzan et al, 

(2017) untuk pengukuran kadar logam Ni, Cr, Zn, Cu. Dan Pb dengan 

menggunakan metode AAS yang dilakukan di Laboratorium. Kadar logam pada 

sampel diperoleh dengan menggunakan rumus perhitungan berikut: 

C=
c x V

A
 

Keterangan: 

C: Kadar logam dalam sampel (µg/gr) 

c: Konsentrasi larutan sampel (truevalue) 

V: Volume penetapan/pengencer (mL) 
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a: Berat sampel basah (gram) 

Analisis resiko bahaya lingkungan: Potensi risiko lingkungan 

menggunakan skrining kuantitatif Hazard Quotient (HQ) ditentukan. Di sini, 

perkiraan ekotoksisitas (dosis) terhadap respons paparan dibandingkan untuk 

memperkirakan potensi risiko lingkungan. Konsentrasi logam di lokasi latar 

belakang sekitar area pantai pesisir hilir dari perhatian area ditentukan. Rasio 

paparan yang diperkirakan terhadap konsentrasi efek yang dianggap mewakili 

konsentrasi lingkungan yang aman atau patokan penyaringan ditunjukkan dalam 

formulasi berikut: 

HQ = EEC / patokan skrining 

dimana, diperkirakan EEC (maksimum) konsentrasi kontaminan lingkungan di 

situs, berapa banyak kontaminan logam di permukaan air dan sedimen (misalnya, 

kontaminan mg / kg sedimen). Screening benchmark umumnya adalah tingkat efek 

tanpa-efek (NOAEL), jika: HQ <0.1 tidak ada bahaya, HQ 0.1-1.0 bahaya rendah, 

HQ 1.1-10 bahaya sedang dan HQ> 10 bahaya tinggi8-10. 

Pada pengukuran konsentrasi pada aktivitas enzim isolat bakteri tahan 

logam yaitu ekstrak reduksi logam berat total ini dianalisis dengan 

Spektrofotometer Serapan Atom (Shimadzu AA-7000, Jepang) dan hasilnya 

dibandingkan dengan kontrol untuk menghitung kapasitas degradasi logam berat 

(%) sebagai berikut (Marzan et al, 2017): 

=
Konsentrasi logam berat digunakan

Konsentrasi logam ditambahkan LB ppm
 x 100% 

Analisis data dilakukan dengan menggunakan program Microsoft Excel 

2010. Sedangkan analisis bioinformatika yaitu data hasil sekuensing dianalisis 

keberadaan dan keanekaragaman bakteri yang tahan logam berat dengan 
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mensejajarnkan sekuens DNA yang dihasilkan menggunakan program Clustal W. 

Selanjutnya dilakukan konstruksi pohon filogenetik dengan metode Neighbor-

Joining menggunakan program MEGA 7 (Guzman et al., 2016; Rajeev et al., 2021 

& Wang et al., 2021). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Analisis Cemaran Logam Berat Pesisir Kawasan Industri  

Kondisi pesisir kawasan industri di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, 

Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Selatan dengan berdasarkan pengamatan 

fisik dan kimia perairan yang didapatkan di lokasi pengambilan sampel dari dua 

stasiun (S), meliputi: pH, suhu, salinitas, dan kekeruhan dengan membanding 

standar baku mutu perairan Kementrian Lingkungan Hidup No.51/2004 dapat 

dilihat tabel 4.1. Nilai derajat keasaman (pH) air yaitu S1= 7,56 dan S2= 7,09 

termasuk dalam kategori aman untuk pertumbuhan biota perairan berdasarkan 

standar baku mutu dengan interval 7,0-8,5. Menurut Xiao et al., (2017) umumnya 

pH optimum untuk pertumbuhan bakteri adalah antara 6,5 dan 7,5 karena jika air 

bersifat sangat asam atau basa, konsentrasi mikroorganisme berkurang, kemudian 

mikroorganisme tidak dapat mentolerir tingkat pH diatas 9,5 atau lebih rendah dari 

4,0. Suhu air yang teramati di lokasi pengambilan sampel berkisar 26,7oC - 29,9oC 

masih memenuhi standar baku mutu air laut untuk biota yaitu 28-30 oC. Salinitas 

pada lokasi pengambilan sampel berkisar 22% - 30% yang menunjukkan adanya 

sumber air tawar yang menurunkan salinitas sesuai dengan kriteria salinitas standar 

baku mutu yaitu 33-34%. Sedangkan kekeruhan air menunjukkan perbedaan warna 

yaitu S1= keruh coklat kemerah dan S2= jernih. 

Kondisi fisik dan kimia sangat mempengaruhi kadar logam berat di 

perairan, selain itu faktor buangan limbah dari industri perusahaan sekitarnya 

menjadi faktor penentu. Menurut Nurhamiddin & Ibrahim, (2018) tingkat 

pencemaraan di perairan dapat diketahui melalui kandungan pencemar dalam air 

dan sedimen. Kedua media ini saling berinteraksi melalui proses fisika, kimia, dan 
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biologi. Menurut Singare et al, (2012) logam berat paling umum polutan di perairan 

dan biota adanya sumber alami ekologi atau pengaruh antropogenik. Akumulasi 

dan distribusi logam berat dapat meningkat di tanah, air dan lingkungan karena 

terjadi pengendapan dan sedimentasi sehingga mempengaruhi organisme akuatik. 

Menurut Akkajit et al., (2018) distribusi logam dalam air dan sedimen tergantung 

dari jumlah faktor pH dan konsentrasi logam, logam berat yang masuk ke pantai 

laut dapat langsung terlarut dalam air atau teradsorpsi ke sedimen. Adapun hasil 

pengamatan analisis kadar logam berat pada sampel sedimen dan air di dua stasiun 

pesisir kawasan industri IMIP pada tabel 4.1.  

Keterangan : Tidak Terdeteksi (tt) 

   Sedimen (S) 

   Air (A) 

Berdasarkan hasil analisis kadar logam berat tabel 4.1 bahwa terdapat 

perbedaan nilai konsentrasi dengan berdsasarkan indeks pencemaran pada sedimen 

Tabel 4.1 Konsentrasi logam berat pesisir dengan indeks pencemaran 

berdasarkan (ANZECC & ARMCANZ, 2000; IADC/CEDA, 1997) 

dan (KMNLH No. 51 Thn, 2004) 

Parameter 

Analisis Sampel 
Baku Mutu 

Stasiun 1 Stasiun 2 

S 

(mg/kg) 

A 

(mg\L) 

S 

(mg/kg) 

A 

(mg\L) 

S 

(mg/kg) 

A 

(mg\L) 

Ni 407,31 tt 205,04 0,13 15,9 0,075 

Cr 2150,44 0,11 250,46 0,11 52,3 0,002 

Zn 48,36 tt 142,63 tt 124 0,095 

Cu 4,95 tt 3,415 tt 18,7 0,050 

Pb 4,045 tt 2,425 tt 30,2 0,005 

pH - 7,56 - 7,09 - 7-8,5 

Suhu 0C - 26,7 - 29,9 - 28-30 

Salinitas 

% 
- 33 - 34 - 33-34 
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dan air di dua stasiun yang dilakukan dua kali pengulangan. Hasil menunjukkan 

kondisi pesisir kawasan industri dikategorikan telah tercemar logam berat tertinggi 

yaitu Cr kemudian Ni pada sampel sedimen. Pencemaran logam tersebut terjadi 

karena pengaruh aktivitas perkapalan di Jetty/pelabuhan, limbah tailing dari 

perusahaan, dan limbah air buangan perusahaan yang bermuara ke laut. Hal ini juga 

berdasarkan laporan yang sama pada penelitian sebelumnya Saimu et al., (2015) 

dan Rastina et al., (2020) bahwa kondisi perairan Kabupaten Morowali, Provinsi 

Sulawesi Tengah telah tercemar logam berat karena aliran limbah perusahaan 

tambang yang dialirkan ke sungai bermuara ke laut. 

Penelitian yang sama yang melaporkan pencemaran logam berat Cr 

tertinggi pada sedimen yaitu Gutierrez et al., (2010) telah melaporkan analisis 

sedimen dari kolam San German menunjukkan adanya logam berat Cr, As, Se, Cd 

pada konsentrasi masing-masing 409, 8, 3, 3 mg/kg berat kering. Logam berat Cr 

menunjukkan konsentrasi tertinggi pada sedimen dengan perbedaan yang nyata (p 

 0,05) jika dibandingkan dengan logam lainnya. Banyak dan sedikitnya 

konsentrasi logam berat tergantung dari aktivitas antropogenik menurut Pratiwi 

(2020) secara alami logam berat dapat ditemukan dalam jumlah sedikit namun jika 

aktivitas manusia dan pertambangan berkembang pesat dapat menyebabkan polutan 

tinggi, tingkat konsentrasi logam berat dalam perairan terbagi menjadi berat, 

sedang, dan non-polusi. Golongan polusi berat dikategorikan memiliki konsentrasi 

logam berat yang tinggi, polusi sedang memiliki konsentrasi logam berat dalam air 

berada batas nilai ambang batas (batas marginal), sedangkan non-polusi memiliki 

kandungan logam berat rendah dan bahkan tidak terdeteksi.  
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Menurut Opaluwa et al., (2012) dan Zarezadeh et al., (2017) bahwa 

ekosistem pesisir dan laut sangat berpotensi pada resiko lingkungan karena 

konsentrasi logam berat yang tinggi berada dalam sedimen. Logam berat yang 

masuk ke lingkungan perairan dapat terakumulasi dalam sedimen melalui 

antropogenik sehingga logam berat yang tidak larut akan terikat dengan lumpur, 

pencemaran logam berat di perairan sangat berpotensi untuk membahayakan 

lingkungan terutama biota laut dan kesehatan manusia dengan melalui rantai 

makanan. Adapun resiko bahaya lingkungan di lokasi penelitian stasiun 1 dan 2 

pada sampel sedimen (S) dan air (A) pesisir kawasan industri IMIP yaitu tabel 4.2  

 

Berdasarkan potensi resiko lingkungan setiap stasiun bahwa terdapat 

berbedaan resiko dari berbagai jenis logam. Tabel tersebut menunjukkan bahwa 

yang memiliki tingkat resiko bahaya tinggi bagi lingkungan di semua yaitu sampel 

sedimen logam Cr, kemudian diikuti dengan logam berat Ni pada sampel sedimen 

stasiun 1 dikategorikan bahaya tinggi dan stasiun 2 kategori sedang. Sedangkan 

pada sampel air yang di kategorikan bahaya tinggi yaitu logam Cr stasiun 1 dan 2, 

namun logam Zn, Cu, dan Pb di semua stasiun 1 dan 2 baik sedimen maupun air 

laut dikategorikan bahaya sedang, rendah, dan tidak bahaya. 

Tabel 4.2 Potensi resiko lingkungan (HQ) 

Parameter 

Potensi Resiko Lingkungan Hazard Quotient (HQ) 

Stasiun 1 Stasiun 2 Stasiun 1 Stasiun 2 

S A S A S A S A 

Ni 25.6 - 12.89 1.73 Tinggi tidak Tinggi Sedang 

Cr 41.1 55 4.7 55 Tinggi Tinggi Sedang Tinggi 

Zn 0.38 - 1.1 - Rendah tidak Sedang tidak 

Cu 0.26 - 0.18 - Rendah tidak Rendah tidak 

Pb 0.13 - 0.08 - Rendah tidak Rendah tidak 
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Logam berat merupakan salah satu jenis polutan yang beracun dapat 

menyebabkan kematian dan non-kematian seperti gangguan pertumbuhan, perilaku 

dan karakteristik morfologi dalam ekosistem perairan. Logam berat dapat masuk ke 

tubuh organisme perairan melalui insang, permukaan tubuh, saluran pencernaan, 

otot dan hati. Logam berat tersebut terakumulasi dalam tubuh organisme perairan 

sehingga terjadi penyerapan (absorbsi). Penyerapan logam melalui pencernaan 

yaitu lambung, selain itu utama terjadi penyerapan logam melalui udara yaitu paru-

paru untuk hewan darat dan insang untuk hewan air. Logam berat yang terserap 

yang diakumulasi akan didistribusikan dengan cepat ke seluruh tubuh. Tingkat 

distribusi ke masing-masing organ terkait dengan aliran darah, membran sel, dan 

afinitas komponen organ terhadap logam, kemungkinan akan membahayakan 

manusia jika mengonsumsi organisme perairan yang mengandung logam berat 

maka secara tidak langsung manusia terjadi akumulasi logam sehingga memberikan 

dampak negatif bagi kesehatan seperti radang tenggorokan, nyeri kepala, 

dermatitis, alergi, anemia, gagal ginjal, pneumonia, dan sindrom ((Pratiwi, 2020). 

Berdasarkan data analisis cemaran logam berat pesisir kawasan industri 

IMIP di Desa Fatufia, Kabupaten Morowali, Provinsi Sulawesi Tengah yang 

menjadi pencemar logam berat tertinggi adalah logam berat Cr dengan memiliki 

potensi bahaya yang tinggi pada lingkungan, kemudian dilakukan uji lanjut untuk 

isolasi dan identifikasi bakteri sebagai pengakumulasi logam berat krom. 

4.2 Isolasi dan Seleksi Bakteri Tahan Logam Cr 

4.2.1 Isolasi Bakteri Tahan Logam  

Isolasi dan skrining bakteri yang diambil dari sampel sedimen dan air pada 

dua stasiun  (S1 dan S2) pesisir kawasan industri IMIP, jadi total sampel yang 
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digunakan adalah 4 yang bertujuan untuk mengetahui kemampuan dari beragam 

bakteri dalam mengakumulasi logam berat Cr sehingga didapatkan bakteri potensial 

yang tahan terhadap logam berat Cr. Menurut Jufri (2020) bahwa teknik isolasi 

bertujuan untuk memisahkan bakteri dari lingkungan alaminya sehingga didapatkan 

isolat murni yang tidak bercampur dengan bakteri lain. Semua sampel diambil 

(sedimen 1 gram dan air 1 mL) ditumbuhkan pada media cair NB (Nutrient Borth) 

yang diperkaya dengan logam Cr 100 mg/L (K2CrO4) bertujuan sebagai 

menginduksi bahwa bakteri yang tumbuh adalah bakteri yang tahan logam Cr. Jadi, 

total stok kultur cair 4.  Isolat kultur cair dilakukan pengenceran bertujuan untuk 

mengurangi kepadatan atau konsentrasi populasi bakteri pada sampel sehingga 

memudahkan isolat murni secara terpisah, pengenceran yang diambil adalah 

pengenceran 10-3 yang kemudian ditumbuhkan dan dimurnikan pada media padat 

NA (Nutrient Agar) pH 7 yang mengandung logam Cr dengan masing-masing 

sampel dilakukan 3 kali ulangan selama diinkubasi selama 48 jam dengan suhu 

370C, kemudian semua ulang dari 4 sampel diambil dan dipilih 4 isolat bakteri yang 

mewakili populasi sampel jadi total isolat murni yang didapatkan adalah 16 isolat 

bakteri seperti gambar 4.1 dan gambar 4.2. 

Penggunaan media cair dan padat tujuan untuk pertumbuhan bakteri 

menurut Gottschal & Prins, (2000), Teixeira & Merquior, (2014), dan  Walter et 

al., (2010) tujuan media cair digunakan untuk pertumbuhan dan metabolisme 

bakteri secara homogen. Media padat secara umum digunakan untuk kultur bakteri 

dan memiliki tingkat keberhasilan tinggi untuk isolasi bakteri sehingga 

memudahkan untuk diamati morfologi, bentuk, sifat-sifat bakteri karena bakteri 

dapat tumbuh terpisah dan sel-sel menyebar sedangkan media selektif untuk 
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mendukung pertumbuhan hanya beberapa bakteri dengan memasukkan substrat 

tertentu seperti penambahan logam Cr pada media untuk mendeteksi bakteri yang 

terpilih.  

Cara untuk mendapatkan kultur murni isolat bakteri dengan menggunakan 

teknik penggoresan media padat. Menurut Rahadi et al., (2019) teknik streak plate 

yang bertujuan untuk mengevaluasi kemurnian kultur bakteri, meneliti keragaman 

spesies dalam sampel, memisahkan spesies dari kultur campuran sehingga biakan 

murni dapat dibuat, dan mempelajari karakteristik koloni. Paling umum teknik ini 

dilakukan untuk mendapatkan koloni terisolasi. 

 

 

Gambar 4.1 Isolasi bakteri tahan terhadap logam Cr. (a) sedimen S1, (b) 

sedimen S2, (c) air S1, dan (d) air S2 

a b 

c d 
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Gambar 4.2 Isolat murni bakteri resistan terhadap Cr. (a) sedimen S1, (b) air 

S1, (c) sedimen S2, dan (d) air S2 

Berdasarkah hasil isolasi bakteri tahan logam gambar 4.1 menunjukkan 

adanya perbedaan jumlah dan kelimpahan bakteri pada kedua stasiun. Stasiun 1 

sampel sedimen yang memiliki jumlah bakteri paling banyak yang dikategorikan 

terlalu banyak untuk dihitung (TBUD) dibandingkan dengan jumlah bakteri 

sedimen stasiun 2 (432 koloni) hal ini dipengaruhi pada tekstur sedimen yang 

berbeda Stasiun 1 memiliki tekstur sedimen yang halus, gambut dan berwarna 

coklat. sedangkan Stasiun 2 memiliki tekstur yang kasar berpasir, padat/berbatu dan 

warna hitam. Pada sampel air stasiun 1 memiliki jumlah bakteri lebih banyak (359 

koloni) dibandingkan dengan jumlah bakteri air stasiun 1 (86 koloni) karena 

dipengaruhi kekeruhan air stasiun memiliki warna keruh coklat, sedangkan stasiun 

2 memiliki warna air yang jernih. Menurut Fahruddin et al, (2020) sedimen 

merupakan sumber nutrisi bagi bakteri karena dipengaruhi oleh zat-zat organik dan 

anorganik yang mengendap selain itu pengaruh erosi pada permukaan air mengalir 

yang membentuk sedimen sehingga membawa bakteri. 

Senyawa krom sangat banyak terdapat dalam sedimen dan air dari limbah 

industri. Menurut Adhani & Husaini, (2017) pencemaran krom berasal dari 

buangan industri-industri pelapisan krom, pabrik tekstil, pabrik cat, penyamakan 

a b c d 
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kulit, pabrik tinta dan penyulingan minyak bumi. Menurut Xiao et al., (2017) logam 

krom adalah salah satu dari tujuh belas bahan kimia dengan bahaya tertinggi bagi 

kesehatan manusia menurut Badan perlindungan lingkungan Amerika Serikat 

(USEPA). Menurut Word Health Organisation (WHO), konsentrasi maksimum 

kromium dalam air minum tidak boleh lebih dari 0,05 mg/L karena tingkat 

kelarutan tinggi dalam air, hal ini bersifat beracun dan karsinogenik. Menurut  

Marzan et al., (2017) toksisitas dan mobilitas Cr6+ yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan Cr3+ membuatnya menjadi perhatian serius. Menurut Guzman et al, (2016) 

semua bakteri yang dipilih tidak ada resistensi terhadap dua atau lebih logam dan 

memiliki mekanisme toleransi tahan logam berbeda-beda karena bakteri memiliki 

resistensi yang  bervariasi karena mungkin termasuk kompleksasi, pengikatan 

dengan selubung sel, reduksi logam, dan penghabisan logam. 

Berdasarkan hasil isolasi dan skrining bakteri tahan logam berat Cr dari 4 

sampel didapatkan 4 isolat / sampel yang mewakili populasi sehingga total isolat 

murni adalah 16 isolat bakteri yang akan di uji lanjut pada uji toleransi. 

4.2.2 Bakteri Tahan Logam Cr berdasarkan Maximum Tolerance 

Concentration (MTC)  

Secara umum bakteri endemik dalam lingkungan terkontaminasi mampu 

beradaptasi dan terjadi metabolisme pada senyawa tersebut sehingga menunjukkan 

berbagai toleransi, resistensi dan kemampuan detoksiminasi. kombinasi toleransi 

tinggi dan ketahanan dengan kemampuan mendegradasi Cr(VI) ke Cr(III) adalah 

salah satu parameter terpenting untuk dipertimbangkan dalam studi untuk skrining 

mikroorganisme dengan potensi bioremediasi (Xiao et al., 2017). 
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Tahap ini semua 16 isolat bakteri diuji Maximum tolerance concentration 

(MTC) untuk mengetahui batas maksimum kemampuan pertumbuhan bakteri 

dalam bertahan terhadap konsentrasi logam Cr terus ditingkatkan pada media NA 

dengan pH 7 selama waktu inkubasi 48 jam dengan suhu 370C sehingga didapatkan 

hasil pada tabel 4.5 yaitu; 

Tabel 4.3 Uji Maximum Tolerance Concentration (MTC) 

Keterangan : (+) Bakteri tumbuh 

   (-) Bakteri tidak tumbuh 

Berdasarkan tabel tersebut dapat dilihat bahwa jumlah 16 isolat bakteri 

memiliki pertumbuhan dan kemampuan berbeda-beda untuk bertahan dalam 

mengakumulasi logam berat Cr (K2CrO4) dengan indikator (+) bakteri tumbuh dan 

(-) bakteri tidak tumbuh. Semua bakteri masih tumbuh dan bertahan pada 

konsentrasi 200-1200 mg/L, ketika konsentrasi Cr ditambah 1500–5000 mg/L 

bahwa pertumbuhan dan aktivitas reduksi isolat bakteri mulai menurun dan bahkan 

Konsen

trasi 

K2Cr04 

(mg/L) 

Kode Isolat Stasiun 1 Kode Isolat Stasiun 2 

Sampe Sedimen Sampel Air Laut Sampel Sedimen Sampel Sedimen 

S1

.1 

S1

.2 

S1

.3 

S1

.4 

A1

.1 

A1

.2 

A1

.3 

A1

.4 

S2

.1 

S2

.2 

S2

.3 

S2

.4 

A2

.1 

A2

.2 

A2

.3 

A2

.4 

200 + + + + + + + + + + + + + + + + 

400 + + + + + + + + + + + + + + + + 

600 + + + + + + + + + + + + + + + + 

800 + + + + + + + + + + + + + + + + 

1000 + + + + + + + + + + + + + + + + 

1200 + + + + + + + + + + + + + + + + 

1500 + + - + + + + + + + + + + + + + 

2000 + + - + - + + + + + + + + - + + 

3000 + + - + - - + + + + + - + - + + 

4000 + + - + - - - - - + - - + - - + 

5000 + + - + - - - - - - - - - - - - 
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tidak tumbuh, namun hanya isolat sedimen stasiun 1 kode S1.1, S1.2 dan S1.4 masih 

dapat tumbuh dan bertahan pada konsentrasi 5000 mg/L sehingga bakteri tersebut 

adalah bakteri berpotensial sebagai agen bioremediasi logam berat Cr. Menurut 

Guzman et al., (2016) bahwa mikroorganisme yang berbeda menunjukkan respons 

yang bervariasi terhadap logam. Menurut Xiao et al., (2017) bawah jika konsentrasi 

logam Cr lebih sedikit dapat berkurang tingkat toksisitas Cr dan pengurangan 

jumlah sel, kemudian reduktase logam Cr bergantung konsentrasi krom karena 

konsentrasi tinggi dapat menurunkan aktivitas bakteri.  

Penelitian yang serupa dalam pengujian toleransi bakteri tahan terhadap 

logam Cr yaitu menurut Kafilzadeh & Saberifard, (2016) melaporkan pertumbuhan 

bakteri sangat terhambat karena toksisitas Cr(VI) pada konsentrasi yang lebih tinggi 

dengan pengujian Cr(VI) konsentrasi 400, 600, 800, dan 1000 mg/L , setelah 48 

jam, kemudian regangan kode isolat FY1 berkurang logam Cr berturut-turut 332 

mg/L (83,0%), 356 mg/L (59,3%), 277 mg/L (34,6%), dan 215 mg/L (21,5%), 

sedangkan regangan isolat WZ2 berkurang 293 mg/L (73,3%), 296 mg/L (49,3%), 

237 mg/L (29,6%), dan 199 mg/L (19,9%) dari Cr(VI) masing-masing. Penelitian 

yang melaporkan bakteri tahan logam berat dengan konsentrasi tinggi yaitu 

menurut Kabir et al., (2018) beberapa bakteri resistan krom yang dapat bertahan 

atau mengurangi Cr (VI) pada konsentrasi 1500–2500 mg/L K2Cr2O7. Menurut 

Hoq, (2011) mendapatkan dua isolat IFR-2 dan IFR-3 menunjukkan tingkat 

toleransi tertinggi, tumbuh dengan baik dengan adanya 2000 mg/l Cr (VI). 

Berdasarkan hasil uji MTC bakteri tahan logam Cr dari 16 isolat terpilih 

bahwa 2 isolat yang dipilih dan mewakili bakteri toleran terhadap konsentrasi 
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logam berat tertinggi yaitu isolat bakteri kode S1.1 dan S1.2 dari sampel sedimen 

stasiun 1 dengan tingkat toleransi logam berat Cr 5000 mg/L. 

4.3 Karakterisasi Morfologi Bakteri Tahan Logam Berat Cr 

Karakterisasi morfologi bakteri dilakukan berdasarkan hasil uji MTC yang 

didapatkan yaitu bakteri isolat S1.1 dan isolat S1.2 karena memiliki tingkat 

toleransi logam berat Cr tertinggi 5000 mg/L. secara umum identifikasi 

mikroorganisme dilakukan dengan mengamati ciri-ciri morfologi yang meliputi: 

ukuran, bentuk, warna, elevasi, tepian dan permukaan. Identifikasi mikroorganisme 

yang didasarkan pada morfologi tidak mampu memberikan informasi filogenik 

suatu mikroorganisme namun pengamatan morfologi sel tetap diperlukan sebagai 

tahap awal identifikasi lebih lanjut. Menurut (Rahadi et al., 2019) identifikasi 

morfologi dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis. Identifikasi morfologi 

makroskopis merupakan proses identifikasi yang bisa dilakukan secara langsung 

sedangkan identifikasi morfologi mikroskopis memerlukan mikroskop. Identifikasi 

ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan dari masing-masing isolat yang 

ditemukan serta juga dapat digunakan sebagai dasar untuk proses identifikasi genus 

maupun spesies bakteri dengan uji lanjut (uji biokimia maupun uji molekuler). 

Pengamatan makroskopis dilakukan secara langsung menggunakan metode 

Benson. Karakteristik makroskopis diketahui dengan cara mengidentifikasi 

morfologi koloni bakteri seperti bentuk, bentuk tepian, warna, elevasi, dan sifat 

koloni apabila diamati di bawah cahaya (mengkilap atau suram).  

Adapun hasil identifikasi morfologi bakteri yang didapatkan dengan cara 

mengidentifikasi bentuk bakteri yang ditemukan dan pewarnaan gram yaitu sebagai 

berikut: 
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a. Karakterisasi Morfologi koloni bakteri 

Morfologi 

Koloni 

Kode Isolat 

S1.1 S1.2 

Warna Kuning Putih 

Bentuk Circular Circular 

Tepi Entire Undulate 

Elevasi Flate Flate 

Gambar 

  

 

b. Karakterisasi Morfologi sel pewarnaan gram  

Morfologi Sel 
Kode Isolat 

S1.1 S1.2 

Bentuk Sel Basil (batang) Basil (batang) 

Sifat Sel Positif Positif 

Gambar 
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4.4 Identifikasi Molekuler Bakteri Tahan Logam Berat Cr Menggunakan 

Marka 16S rRNA 

Setalah dilakukan identifikasi morfologi bakteri secara fenotif yang 

merupakan identifikasi tahap awal, namun identifikasi ini masih dianggap lemah 

karena masih banyak kesamaan dan masih dapat diduga pada tingkat kelas dalam 

klasifikasi bakteri, maka perlu dilakukan uji molekuler untuk mengetahui jenis 

bakteri secara genetik/genotif pada kedua bakteri isolat S1.1 dan isolat S1.2. kedua 

isolat tersebut dilakukan identifikasi molekuler dan di determinasi dengan 

menggunakan primer universal yaitu forward primer 63F dan reverse primer 1387R 

untuk sekuen 16S rRNA. Gen 16S rRNA dianalisis secara lengkap di 1st BASE 

sequencing Int Malaysia. Analisis cluste pada sekuen tersebut dilakukan dengan 

program BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) dari NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) secara online pada website 

(http//www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Adapun hasil elektroforesis dari produk amplifikasi gen 16S dilakukan 

dengan menggunakan mesin PCR (DNA Thermal Cycler) ke dua isolat bakteri 

yaitu.  

 

Gambar 4.3 Hasil elektroforesis dari produk amplifikasi gen 16S rRNA isolat 

S1.1 dan S1.2 ukuran ±1200 bp 

1.200 

100 

1.000b

Marker S1.1 S1.2 
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Hasil PCR dan elektroforesi kedua fragmen DNA dikirim ke PT. Genetika 

Science Indonesia yang kemudian dikirim ke 1st BASE sequencing INT di 

Malaysia untuk pemetaan pasang basa yang berhasil diamplifikasi, sehingga 

didapatkan hasil sekuensing yaitu: 

 

 

Gambar 4.4 Hasil sekuensing urutan basa nukleotida kedua isolat bakteri 

terpilih 

Isolat S1.1 

ANGACGGAACTCTTCGGAGGGAAGGCAGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAAGGAAC

CTGCCTCAAGGATTGGGATAACTCCGAGAAATCGGAGCTAATACCGGATAGTTCATCGGACCGCATGGT

CCGTTGATGAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTTGAGATGGCCTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTA

ACGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAAC

GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACACGTACGAGAGGG

AATGCTCGTACCTTGACGGTACCTTACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTTTTAAGTCTGATG

TGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATTGGAAACTGGAAGGCTTGAGTACAGAAGAGAAGAGT

GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTT

GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC

GCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGGTTTCCGCCCCTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCA

CTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTG

GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAACTCTTGACATCCCATTGACCGCTTGA

GAGATCAAGTTTTCCCTTCGGGGACAATGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA

GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA

GGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAATT

GGGCTACCACGTGCTACATGGACGGTAAAAGGGCACCGAAACCC 

Isolat S1.2 

AAGTTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAA

GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGA

AAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA

CCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG

AGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGG

CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG

GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC

CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC

ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAA

CTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTACATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC

GATCAGTGCT 
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Hasil sekuensing yang diperoleh dari Malaysia selanjutnya dianalisis pada 

Gen Bank menggunakan analisis BLAST. Analisis BLAST dilakukan dengan 

tujuan untuk membandingkan hasil yang diperoleh dengan hasil sekuen DNA dari 

seluruh dunia yang didepositkan pada database Gen Bank. Analisis BLAST 

dilakukan secara online pada website NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Hasil 

analisis BLAST dari kedua isolat tahan logam seperti pada gambar di bawah ini. 

 

 

Isolat Bakteri S1.1 
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 Gambar 4.5 Hasil Analisis BLAST Bakteri Isolat S1.1 dan Isolat S1.2 

Isolat Bakteri S1.2 
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Setelah semua spesies isolat terpilih bakteri pengakumulasi logam berat Cr 

teridentifikasi semua selanjutnya dilakukan analisis pohon filogenetik yang 

bertujuan untuk mengonstruksi dengan tepat hubungan antara organisme dan 

mengestimasi perbedaan yang terjadi dari satu nenek moyang kepada 

keturunannya. Adapun hasil analisis pohon filogenetik spesies isolat-isolat bakteri 

pengakumulasi logam berat kromium. 
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Identifikasi bakteri pengakumulasi dapat dilakukan berdasarkan sifat 

fenotipik yang didasarkan pada hasil pengamatan morfologi koloni, pengamatan 

mikroskopis (pewarnaan gram), Namun demikian, identifikasi bakteri berdasarkan 

karakter fenotif maupun pewarnaan gram telah diketahui memiliki kelemahan, 

yaitu sering terjadi perbedaan dalam pembacaan hasil identifikasi. Selain itu 

karakter fenotif yang sama belum tentu menunjukkan bakteri yang sama juga. 

Begitu juga karakter biokimia yang merupakan karakter yang dapat berubah oleh 

adanya stress akibat pengaruh lingkungan (tidak statis) sehingga dapat 

menyebabkan evolusi (Gupta et al., 2012). Oleh karena itu, dilakukan identifikasi 

secara molekuler agar diperoleh hasil yang lebih spesifik yaitu dengan melihat 

urutan basa nukleotidanya setiap spesies. Metode identifikasi bakteri yang banyak 

direkomendasikan adalah analisa genotif dengan menggunakan metode molekular 

antara lain melalui sekuensing gen mengkode 16S-rRNA dengan teknik PCR 

(Polymerase chain reaction). 

Gambar 4.8 Pohon filogenik kelompok bakteri pengkumulasi logam berat 

menggunakan metode Neighbor-Joining, Bootstrap from 1000 

berdasarkan hasil analisis 16S-rRNA 
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Dalam proses identifikasi molekuler mikroorganisme terdapat 4 proses 

utama yang paling dasar yaitu isolasi DNA, PCR, dan elektroforesis serta tahap 

paling penting yaitu sekuensing. Tahap isolasi DNA merupakan proses yang 

bertujuan untuk memisahkan DNA dari komponen-komponen sel lainnya, sehingga 

diperoleh DNA murni. Isolasi/ekstraksi DNA diperoleh dengan cara merusak atau 

memecahkan dinding sel sehingga DNA akan keluar dari dalam sel. Pada tahap 

ekstraksi terjadi pemisahan benang-benang DNA dengan komponen sel yang lain. 

Proses isolasi DNA yang dilakukan memacu pada pedoman instruksi manual oleh 

metode boiling (Dashti et al., 2009) yakni cara lebih mudah, murah dan cepat 

menggunakan prinsip pemanasan tinggi selama beberapa menit akan menyebabkan 

peningkatan permeabilitas dinding sel yang berakibat pada masuknya cairan dan 

materi lain di sekitar sel dan keluarnya materi-materi dari dalam sel. Suhu tinggi 

juga bermanfaat untuk inaktifasi enzim, terutama DN-ase yang dapat merusak 

DNA. Penelitian ini menggunakan waktu pemanasan 30 menit 15 menit karena 

Pemanasan dengan suhu terlalu tinggi atau waktu terlalu lama dikhawatirkan akan 

merusak DNA target dan akan memperlama proses ekstraksi. 

Tahap selanjutnya adalah proses PCR yang bertujuan untuk melipat 

gandakan suatu pita DNA secara in-vitro. Dalam pengerjaannya terdapat reaksi 

berantai yaitu denaturasi, annealing dan elongasi. Proses PCR ini dilakukan 

sebanyak 35 siklus selama ± 2 jam. Adapun bahan-bahan yang digunakan yaitu 

KAPA Master Mix, primer forward (63F), primer reverse (1387R), nucleus free 

water, serta DNA sampel yang telah diekstraksi. KAPA Master mix PCR komersial 

ini berfungsi sebagai komponen atau campuran DNA template yang akan 

diamplifikasi menggunakan mesin PCR, kemudian sebagai kofaktor yang berfungsi 
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menstimulasi aktivitas DNA polimerase. Primer Forward berfungsi untuk 

menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 5’ -------- 3’ sedangkan Primer Reverse 

berfungsi untuk Menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 3’ -------- 5’. Fungsi 

DNA template di dalam proses PCR adalah sebagai cetakan untuk pembentukan 

molekul DNA baru yang sama. dan nucleus free water berfungsi sebagai pelarut 

DNA. 

Tahap selanjutnya yaitu elektroforesis DNA yang merupakan suatu teknik 

pemisahan molekul seluler berdasarkan atas ukurannya, dengan menggunakan 

medan listrik yang dialirkan pada suatu medium yang mengandung sampel yang 

akan dipisahkan (Yuwono, 2005). Hasil dari proses ekstraksi dan PCR dapat dilihat 

dengan cara elektroforesis yaitu dengan melihat ketebalan pita DNA sampel 

tersebut. Dari elektroforesis tersebut dapat dilihat panjang base pair (bp) setiap 

sampel dengan menggunakan bantuan marker (penanda). Tahap elektroforesis 

dilakukan selama 40 menit 100volt pada gel agarosa dengan konsentrasi 2%. 

Adapun bahan yang digunakan dalam proses elektroforesis yaitu agarose, TBE, 

marker 100bp, dan Ethidium bromide. Agarose sebagai reseptor titik dari senyawa-

senyawa yang akan dipisahkan dan menyediakan jalur bagi migrasi komponen. 

TBE berfungsi sebagai konduktor arus yaitu jembatan konduksi di antara dua 

elektroda, sehingga memungkinkan terjadinya aliran medan listrik dan 

menstabilkan pH. Marker DNA yang terdapat dalam gel elektroforesis berfungsi 

untuk mengetahui ukuran DNA hasil amplifikasi dan sebagai penanda posisi 

molekul DNA yang bermigrasi untuk menentukan perkiraan ukuran basa-basanya. 

Etidium bromida sebagai pewarna DNA. 
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Dari hasil elektroforesis kedua sampel yaitu kode isolat S1.1 dan S1.2 

diketahui pita yang tersperasi dan sejajar dengan marka sekitar ±1200bp. Hal ini 

mengindikasikan bahwa fragmen gen yang teramplifikasi pada isolat adalah dengan 

ukuran ± 1200bp. Selanjutnya, hasil dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia 

yang kemudian akan dikirim ke 1st BASE sequencing INT di Malaysia untuk 

pemetaan pasang basa yang berhasil diamplifikasi. Hasil yang diperoleh dari 

Malaysia selanjutnya dianalisis pada Gen Bank menggunakan analisis BLAST. 

Analisis BLAST dilakukan dengan tujuan untuk membandingkan hasil yang 

diperoleh dengan hasil sekuen DNA dari seluruh dunia yang didepositkan pada 

database Gen Bank. Analisis hasil BLAST tersebut memberikan informasi 

mengenai bakteri apa yang mempunyai kesamaan dengan urutan DNA sampel 

sehingga dapat digunakan untuk identifikasi bakteri. Analisis BLAST dilakukan 

secara online pada website (National Center for Biotechnology Information, 2022): 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ciri-ciri sekuen dari gen bank yang paling mirip 

dengan sekuen DNA yang diperoleh yaitu, nilai Max Score dan Total Score sama, 

Query Coverage mendekati 100%, E-value mendekati 0, dan Identities mendekati 

100%. Dari keempat parameter tersebut, nilai Query Coverage yang paling penting 

karena menunjukkan persentase database yang tertutupi oleh Query. Apabila nilai 

E-Value semakin mendekati nol, hasilnya akan lebih terpercaya dan bila nilainya 1, 

maka tidak boleh digunakan (Gupta et al., 2012 dan Sogandi, 2018). 

Informasi dari hasil BLAST tersebut berupa Max Score dan Total Score, 

Query Coverage, E-value dan Identities. Max Score dan Total Score adalah jumlah 

keselarasan semua segmen dari urutan database yang cocok dengan urutan 

nukleotida. Nilai skor menunjukkan keakuratan nilai penjajaran sekuens berupa 
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nukleotida yang tidak diketahui dengan sekuens nukleotida yang terdapat di dalam 

Gen Bank. Semakin tinggi nilai skor yang diperoleh maka semakin tinggi tingkat 

homologi kedua sekuens. Query coverage adalah persentase dari panjang 

nukleotida yang selaras dengan database yang terdapat pada BLAST. Nilai E-value 

merupakan nilai dugaan yang memberikan ukuran statistik yang signifikan terhadap 

kedua sekuen. Nilai E-value yang semakin tinggi menunjukkan tingkat homologi 

antara sekuens semakin rendah, sedangkan nilai E-value yang semakin rendah 

menunjukkan tingkat homologi antar sekuens semakin tinggi. Nilai E-value bernilai 

0 (nol) menunjukkan bahwa kedua sekuens tersebut identik. Identities adalah nilai 

tertinggi dari persentase identitas atau kecocokan antara sekuen query dengan 

sekuen database yang tersejajarkan (Gupta et al., 2012 dan Sogandi, 2018). 

Hasil analisis BLAST dari keempat isolat bakteri pengakumulasi logam 

berat Cr seperti pada gambar 4.5, menunjukkan bahwa spesies dari koloni bakteri 

isolat S1.1 memiliki kemiripan tertinggi yaitu Exiguobacterium indicum strain 

SHHR3-1 16S dengan nilai maximum score 2194, total score 2194, query coverage 

99% dan identities 99,50% dengan nomor aksesi KT216605.1. Bakteri isolat S1. 

merupakan memiliki kemiripan kesamaan banyak jenis bakteri dengan nilai 

tertinggi yang sama yaitu 99 jenis sekuen BLAST  dengan nilai maximum score 

1397, total score 1397, query coverage 99% dan identities 99.74% yang meliputi 

dianatara yaitu Bacillus mobilis strain A84 (OP268562.1), Bacillus thuringiensi 

strain L2, L1, W65 (OP554706.1, OP537151.1, OP493234.1), Bacillus sp. (in 

bacteria) strain HX0024, Fx0030,  BT-39, SWUSTb-79, VA34, V105 

(OP435779.1, , OP268525.1, OP247625.1, OP236693.1, OP209939.1, dan 

OP209902.1), Bacillus toyonensis strain D455 (OP115603.1), Bacillus liceniformis 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP268562.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP554706.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP537151.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP493234.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP435779.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP268525.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP247625.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP236693.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP209939.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP209902.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP115603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=P55E929K013
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strain CHGP12 (ON385932.1), Firmicutes bacterium strain HVC17C1 

(ON329594.1), Bacillus cereus strain CDHWZ7 (CP095767.1), Bacillus 

nitratireducens strain N4/150 (CP093844.1), dan Uncultured bacterium clone OUT 

131 (OL862721.1).  

Setelah kedua isolat tersebut teridentifikasi melalui analisis BLAST 

selanjutnya dilakukan analisis pohon filogenetik yang bertujuan untuk 

mengonstruksi dengan tepat hubungan antara organisme dan mengestimasi 

perbedaan yang terjadi dari satu nenek moyang kepada keturunannya. Analisis 

pohon filogenetik dilakukan melalui dua tahap dengan menggunakan program 

Clustal W yang dikombinasikan dengan program MEGA 11 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis). Tahap pertama menggunakan program Clustal W 

untuk mensejajarkan sekuen kedua isolat bakteri pengakumulasi logam berat Cr 

dengan isolat-isolat dari Gen Bank yang memiliki sekuens mirip dengan isolat-

isolat yang telah disekuensing. Kemudian program MEGA 10 akan membuat pohon 

filogenetiknya dengan metode pendekatan “Neighbour Joining”, bootstrap 1000x, 

dan metode p-distance. Pohon filogenetik ini dibentuk menggunakan metode 

Neighbor-Joining yang termasuk dalam metode jarak dengan prinsip 

pengelompokkan taksa berdasarkan nilai jarak evolusioner pasangan-pasangan 

operasional taksonomi unit dimana setiap percabangan yang terdapat dalam pohon 

filogenetik berevolusi pada kecepatan yang tidak sama (Gupta et al., 2012 dan 

Sogandi, 2018).  

Pohon filogenik mengelompokkan isolat-isolat yang diteliti menjadi 

kelompok kecil dan kelompok besar. Pengelompokan kecil merupakan 

pengelompokan yang didasarkan pada spesies-spesies bakteri yang diteliti dengan 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON385932.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON329594.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP095767.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP093844.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=P55E929K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OL862721.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=P55E929K013


92 

 

 

 

spesies bakteri yang mirip dengan bakteri yang diteliti yang terdapat dalam Gen 

Bank. Kelompok kecil terdiri atas 2 isolat bakteri pengakumulasi logam berat yang 

terdiri atas isolat bakteri S1.1 memiliki kemiripan spesies bakteri Exiguobacterium 

indicum strain SHHR3-1 dan IHB-B10090 16S ribosomal RNA gene partial 

sequence dengan tingkat kekerabatan nilai 100% dan isolat bakteri S1.2 memiliki 

tingkat kekerabatan Bacillus mobilis strain A84 16S ribosomal RNA gene partial 

sequence dengan nilai boostrap 73%. Pengelompokan dalam kelompok besar 

didasarkan pada kelompok famili bakteri tersebut. Berdasarkan kelompok besar 

terdiri atas 1 kluster yaitu kluster dari famili Bacillaceae. Dalam pembentukan 

kluster ini tidak ada kecenderungan pengelompokan isolat-isolat berdasarkan 

varietas tanaman inangnya ataupun organ tanaman inangnya. Kluster-kluster yang 

terbentuk tersebut menunjukkan kekhususan pada sifat gram dan juga identitas 

bakteri lainnya. Kedekatan antara bakteri-bakteri terjadi karena adanya kemiripan 

urutan basa nukleotida isolat-isolat bakteri pengakumulasi logam berat. Selain itu 

pengelompokan kluster-kluster tersebut diperjelas dengan adanya hasil pewarnaan 

gram sel bakteri semua bakteri termasuk dalam gram positif dan bentuk basil. 

Urutan 16S rRNA diperoleh untuk isolat menjadi sasaran megaBLAST. Strain 

dengan kemiripan yang rendah dengan kerabat dekatnya dianggap termasuk spesies 

atau genera baru. Strain menunjukkan identitas urutan 22-16% untuk strain yang 

berbeda dari Isolat S1.1 dan Isolat S1.2. Menurut Gupta et al., (2012) bahwa Bakteri 

toleran logam berat yang diisolasi diidentifikasi berdasarkan kerabat bakteri 

terdekatnya menggunakan phy-analisis logenetika. Urutan 16S rRNA diperoleh 

untuk isolat menjadi sasaran megaBLAST. Strain dengan kemiripan yang rendah 

dengan kerabat dekatnya dianggap termasuk spesies atau genera baru. Strain 
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menunjukkan identitas urutan 92-99% untuk strain yang berbeda dari 

Exiguobacterium indicum dan Bacillus mobilis. 

Adapun deskripsi spesies kedua bakteri yang telah disekuensing dengan analisis 

BLAT NCBI dan analisis filogenetik, berdasarkan referensi tentang bakteri 

Exiguobacterium indicum dan Bacillus mobilis bahwa bakteri tersebut spesifik 

dalam mengakumulasi logam Cr, yaitu: 

1. Exiguobacterium indicum 

Menurut Mohapatra et al., 2017) bahwa bakteri tahan kromium heksavalen 

(1500 mg/L) MW1 diisolasi dari air pelabuhan Paradip, India dan dievaluasi potensi 

reduksi Cr (VI). Isolat tersebut diidentifikasi sebagai Exiguobacterium indicum 

dengan metode biokimia dan sekuens gen 16S rRNA. Reduksi Cr (VI) dari 

regangan dievaluasi dan dioptimalkan dengan konsentrasi Cr (VI) yang bervariasi 

(100–1000 mg/L), pH (5,0–9,0), suhu (30–40°C) dan kecepatan rotasi (100– 150 

rpm) dalam dua media minimal yang berbeda (M9 dan Asetat). Di bawah kondisi 

yang dioptimalkan, setelah 192 jam inkubasi, hampir 92%, 50% dan 46% 

pengurangan dalam media minimal M9 dan 91%, 47% dan 40% pengurangan 

dalam media minimal asetat diamati untuk 100, 500 dan 1000 mg/L Cr (VI), 

masing-masing. Selanjutnya, asosiasi sel bakteri dengan produk tereduksi 

dipastikan dengan spektrometer inframerah transformasi Fourier, UV-Vis-DRS dan 

analisis mikroskop elektron pemindaian emisi-energi-energi-dispersif. Studi di atas 

menunjukkan bahwa kemampuan reduksi yang lebih tinggi dari bakteri laut E. 

indicum MW1 akan sesuai untuk reduksi Cr(VI) dari limbah salin (Mohapatra et 

al., 2017). Menurut (Okeke, 2008) Polusi permukaan terestrial dan sistem perairan 

oleh kromium heksavalen, Cr(VI), merupakan masalah kesehatan masyarakat di 
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seluruh dunia. Isolat bakteri resistan krom yang diidentifikasi sebagai 

Exiguobacterium sp. Sekuensing gen GS1 oleh 16S rRNA menunjukkan tingkat 

penghilangan Cr(VI) yang tinggi dari air. Exiguobacterium sp. GS1 99% identik 

dengan Exiguobacterium acetylicum. Isolat secara signifikan menghilangkan 

Cr(VI) pada konsentrasi tinggi dan rendah (1-200 mg/L) dalam waktu 12 jam. 

Pertumbuhan Exiguobacterium sp. GS1 pada 1-75 mg/L Cr(VI) dalam 12 jam. Pada 

konsentrasi awal 8.000 mg/L. Exiguobacterium sp. GS1 menampilkan bioremoval 

cepat Cr(VI) dengan lebih dari 50% bioremoval dalam 3 jam dan 91% bioremoval 

dalam 8 jam. Analisis kinetik laju bioremoval Cr(VI) menunjukkan orde nol dalam 

8 jam. Exiguobacterium sp. GS1 tumbuh dan secara signifikan mengurangi Cr(VI) 

dalam kultur yang mengandung garam 1-9% yang menunjukkan toleransi garam 

yang tinggi. Demikian pula isolat secara substansial mereduksi Cr(VI) pada kisaran 

suhu yang luas (18-45 derajat C) dan pH awal (6,0-9,0). T (opt) dan pH awal (opt) 

masing-masing adalah 35-40 derajat C dan 7-8. Exiguobacterium sp. GS1 

menunjukkan potensi besar untuk bioremediasi Cr(VI) di lingkungan kompleks 

yang beragam. 

Adapun klasifikasi dari bakteri Exiguobacterium indicum yaitu: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Bacillota 

Class  : Bacilli 

Ordo  : Caryophanales 

Family  : Bacillaceae 

Spesies : Exiguobacterium indicum (Anonim, 2022) 

 

https://lpsn.dsmz.de/family/bacillaceae
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2. Bacillus mobilis 

Menurut Gupta et al., (2012) bahwa melakukan evaluasi secara in vitro 

persentase reduksi Cr(VI) dan pengaruh tiga konsentrasi (25, 60, dan 100 mg/L 

Cr(VI)) terhadap pertumbuhan isolat bakteri E4M3 Bacillus amyloliquefaciens 

[MK561611], E4M15 Bacillus thuringiensis [MK561610], dan Paenibacillus sp. 

[MK561612]. Analisis statistik menentukan bahwa 59% dari variasi pertumbuhan 

dikaitkan dengan interaksi bakteri dan konsentrasi (P <0,05; 2 = 0,59). Demikian 

juga, perbedaan yang signifikan secara statistik diamati antara bakteri mengenai 

persentase reduksi Cr (VI) (P <0,05; 2 = 0,98). Ketiga bakteri bahwa Bacillus 

thuringiensis yang memiliki tingkat reduktase Cr yang tinggi dan sebagai kandidat 

bioremediasi dengan memperoleh persentase reduksi Cr (VI) sebesar 96,7%, 

80,9%, dan 93,1% untuk konsentrasi 25, 60, dan 100 mg/L dengan waktu reduktase 

84 jam.  

Menurut Upadhyay et al., (2017) bahwa bakteri diisolasi dari tanah 

tambang batu bara yang terkontaminasi dan selanjutnya disaring untuk berbagai 

aktivitas pemacu pertumbuhan tanaman (PGP), India. Isolat telah diidentifikasi 

dengan sekuensing 16S rRNA yaitu Bacillus subtilis MNU16 memiliki ketahanan 

logam, 900 mg/L Cr. Selain itu, pola resistensi B. subtilis MNU16 terhadap 

perlakuan Cr (VI) (dari 50 hingga 300 mg/L) dievaluasi. Kemampuan reduksi 

kromium pada 50 mg/L Cr (VI) menyoroti bahwa bakteri B. subtilis MNU16 

mereduksi 75% Cr (VI) menjadi 13,23 mg/L dalam waktu 72 jam. Lokalisasi 

endapan padat elektron diamati pada gambar TEM B. subtilis MNU16 yang 

mungkin disebabkan oleh reduksi Cr (VI) menjadi Cr (III). Data mikroskop 

fluoresensi dan flow cytometry sehubungan dengan perlakuan Cr (VI) (50–300 
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mg/L) menunjukkan pola yang sama dan dengan jelas mengungkapkan efek kurang 

toksik dari kromium heksavalen hingga 200 mg/L konsentrasi Cr (VI). Namun, efek 

toksisitas lebih jelas pada 300 mg/L Cr (VI). Oleh karena itu, penelitian ini 

menunjukkan bahwa potensi pertumbuhan tanaman dan kemanjuran resistensi B. 

subtilis MNU16 akan sangat membantu dalam mengembangkan pendekatan 

bioremediasi yang efektif untuk tanah yang terkontaminasi Cr (VI). Menurut  

(Trihadiningrum, 2014) bahwa Bacillus cereus dikenal sebagai bakteri 

kosmopolitan dengan ketahanan yang tinggi terhadap polutan. Hasil menunjukkan   

kedua strain B. cereus dapat hidup pada kultur yang mengandung kromium, 

tembaga, dan kadmium dengan konsentrasi yang berbeda. Toleransi tertinggi 

bakteri diamati pada kultur yang mengandung kromium, di mana efisiensi 

bioremoval kromium tertinggi 51,8% dilakukan oleh ATCC 9632 strain pada 

konsentrasi krom 102,4 mg/L, dalam kisaran konsentrasi bervariasi hingga 360 

mg/L. Sedangkan efisiensi bioremoval tembaga tertinggi 100% dicapai pada kultur 

B. cereus ATCC 1178 dan ATCC 9632 pada konsentrasi tembaga 2 mg/L pada 

rentang konsentrasi yang diuji hingga 10 mg/L. Efisiensi bioremoval kadmium 

tertinggi sebesar 77% dicapai oleh strain ATCC 9632 pada konsentrasi 15 mg/L 

pada rentang konsentrasi hingga 25 mg/L. 

Adapun klasifikasi dari bakteri Bacillus moblis yaitu: 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Bacillota 

Class  : Bacilli 

Ordo  : Caryophanales 

Family  : Bacillaceae 

Spesies : Bacillus mobilis (Christie & Setlow, 2020) 

https://lpsn.dsmz.de/family/bacillaceae
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4.5 Kemampuan Bakteri Mengakumulasi Logam Berat Krom (Cr) 

Berdasarkan uji MTC dan identifikasi bakteri kedua isolat bakteri kode 

isolat S1.1 dan S1.2 yang dilakukan uji kemampuan dalam mengakumulasi logam 

Cr dengan mengukur pertumbuhan optical density (OD600) menggunakan 

spektrofotometri Uv-Vis pada media cair NB + 100 mg/L logam Cr (K2CrO4) pH 

7 dengan suhu inkubasi 370C selama waktu yang ditentukan pengukuran 0, 24, 48, 

dan 72 jam, dengan waktu pengukuran pertumbuhan yang sama juga dilakukan 

pengukuran aktivitas bakteri dalam mengakumulasi logam Cr menggunakan AAS. 

Tahap ini dilakukan berdasarkan dari tujuan penelitian untuk mendapatkan bakteri 

potensial sebagai agen bioremediasi dengan melihat kemampuan bakteri 

mengakumulasi cemaran logam berat Cr sehingga didapatkan hasil grafis seperti 

gambar 4.9.  

Menurut Gupta et al., (2012) mikroorganisme memiliki kapasitas dalam 

mengakumulasi sehingga dapat dimanfaatkan untuk menghilangkan, 

mengonsentrasikan dan memulihkan logam dari tailing tambang dan limbah 

industri seperti logam Cr disebut. Teknik bioremediasi yakni menunjukkan potensi 

kemampuannya untuk mendegradasi dan mendetoksifikasi kontaminan tertentu. 

Menurut (Xiao et al., 2017) Reduksi krom (VI) tidak sepenuhnya berhubungan 

sampai tingkat toleransinya, maka pemilihan strain bakteri untuk tujuan remediasi 

didasarkan pada pengurangan Cr (VI) kemampuan tingkat toleransi yang tinggi. 
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Gambar 4.9 Kurva pertumbuhan bakteri (0, 24, 48, 72 jam) 
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Gambar 4.10 Aktivitas bakteri mengakumulasi logam Cr (0, 24, 48, dan 72 

jam) 

 

Gambar 4.11 Persentase penurunan konsentrasi logam Cr oleh bakteri 

Berdasarkan gambar tersebut bahwa kedua isolat memiliki perbedaan 

karakter dalam kurva pertumbuhan dan aktivitas mengakumulasi logam Cr dengan 

konsentrasi 100 mg/L K2CrO4 pada media NB dengan suhu inkubasi 37 0C selama 

waktu pengujian tersebut.  

Pengukuran kurva pertumbuhan dilakukan dengan melihat perbandingan 

bakteri yang ditumbuhkan pada media tambah logam dan media tanpa logam. kurva 

pertumbuhan pada kedua isolat bakteri menunjukkan adanya perbedaan jumlah 

10,77

9,93

9,38

9,84

10,36

9,68

9,27

9,57

9

9,2

9,4

9,6

9,8

10

10,2

10,4

10,6

10,8

11

0 20 40 60 80

K
o
n
se

n
tr

as
i 

C
r 

(m
g
/L

)

Waktu (jam)

S1.1

S1.2

100
91

84 79 83

100
88 82 78 81

0

20

40

60

80

100

120

Pi 0 24 48 72

k
o
se

n
tr

as
i 

C
r 

(%
)

Waktu (jam)

S1.1

S1.2



100 

 

 

 

konsentrasi karena pengaruh adanya tambahan logam. Nilai konsentrasi OD600 nm 

isolat S1.1 pada media tambah logam dan tanpa logam memiliki nilai OD terus 

meningkat dari waktu pengujian yang mencapai fase eksponensial pada jam 72 

(0,450 dan 0,777). Sedangkan isolat S1.2 memiliki pertumbuhan yang berbeda 

bahwa pada media tambah logam bakteri terus tumbuh dan meningkat yang 

mencapai fase eksponensial pada jam 48=0.384 jam kemudian terjadi fase stasioner 

pada jam 72= 0,399 yaitu puncak metabolisme bakteri. Media tanpa logam 

pertumbuhan masih meningkat mencapai fase eksponensial pada jam 48= 0,639 jam 

kemudian terjadi penurunan ke pada jam 72=0.611 mencapai fase stasioner menuju 

fase log. 

Berdasarkan gambar 4.10 aktivitas kedua isolat bakteri dalam akumulasi 

logam berat Cr menunjukkan terjadi penurunan konsentrasi logam Cr yang artinya 

adanya aktivitas metabolisme bakteri dalam mengakumulasi atau degradasi logam 

Cr pada waktu 0 - 48 jam tersebut dengan nilai yaitu isolat S1.1 dari 10.77 mg/L 

menjadi 9.39 mg/L, sedangkan isolat S1.2 dari 10.36 mg/L menjadi 9.27 mg/L.  

Namun pada waktu 72 jam konsentrasi kembali meningkat menjadi isolat S1.1 9.84 

mg/L dan isolat S1.2 9.57 mg/L karena setiap bakteri memiliki tingkat kejenuhan 

sehingga tidak ada lagi akumulasi logam dan bakteri tidak mampu menyerap logam. 

Maka dapat disimpulkan bahwa waktu yang optimum bakteri dalam pengakumulasi 

dan menyerap logam Cr adalah waktu 48 jam. Adapun nilai kalkulasi persentase 

pada gambar 4.11 kedua isolat dalam mengakumulasi logam Cr pada 0-48 jam yaitu 

S1.1 dari 100% menjadi 84% dan S1.2 dari 100% menjadi 82%, sehingga kedua 

isolat tersebut sangat potensial dijadikan sebagai bioremediasi lingkungan yang 

tercemar logam Cr.  
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Menurut Basu et al., (2011) telah melaporkan bahwa mekanisme 

metabolisme toleransi krom oleh bakteri termasuk reduksi, metilasi, presipitasi 

pada permukaan sel, menghalangi penyerapan seluler dengan mengubah jalur 

penyerapan, dan penghapusan dari sitoplasma.  

Dalam Ali et al., (2006) mekanisme reduksi krom merupakan proses 

kometabolisme, yaitu krom berfungsi sebagai akseptor elektron kompetitif melalui 

rantai transpor elektron. Mekanisme lainnya diantaranya akumulasi krom (VI) 

dalam sel, penyerapan (uptake) atau pengikatan krom pada membran sitoplasma sel 

mikroba. Sedangkan menurut Bharagava & Mishra, (2018) penyerapan dan reduksi 

Cr (VI) oleh bakteri diperkirakan dimediasi oleh mekanisme ''adsorpsi asam'' di 

mana cairan seharusnya memiliki cukup proton untuk menyebabkan pertukaran 

anion. Setelah akumulasi, Cr (VI) dapat bertindak sebagai akseptor elektron 

terminal yang direduksi menjadi Cr (III) dan berikatan dengan dinding sel. Reduksi 

kromium terutama terjadi melalui dua proses yaitu bioakumulasi logam di dalam 

sel atau biosorpsi pada permukaan sel mikroba. Bioakumulasi melibatkan dua fase: 

fase awal fase cepat adsorpsi fisik atau pertukaran ion pada permukaan sel diikuti 

dengan fase lambat transpor Cr (VI) yang bergantung pada metabolisme aktif ke 

dalam sel bakteri. Namun, biosorpsi logam berat merupakan proses yang 

bergantung pada metabolisme yang bergantung pada mekanisme yang berbeda dari 

pertukaran ion, koordinasi, adsorpsi, kompleksasi. Reduksi Cr (VI) menjadi Cr (III) 

oleh bakteri dapat terjadi dalam kondisi aerob dan anaerob melalui sistem transpor 

elektron yang mengandung sitokrom. Dalam kondisi aerobik, reduksi Cr (VI) 

menjadi produk akhir yang stabil Cr (III) terjadi dalam dua sampai tiga langkah 

dengan pembentukan Cr(V) dan Cr (IV) intermediat berumur pendek. Namun, 
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reduksi Cr (V) menjadi Cr (IV) dan Cr (IV) menjadi Cr (III) tidak diketahui terjadi 

secara spontan atau diperantarai enzim, tetapi NADH, NADPH dan elektron dari 

cadangan endogen diduga bertindak sebagai elektron. donor dalam proses reduksi 

Cr (VI). 

Adapun penelitian yang sama dengan waktu optimum akumulasi logam 

krom yaitu Soni et al., (2013) melaporkan 4 isolat menunjukkan jumlah utama 

kromium berkurang dalam 24-48 jam, fraksi ini bisa saja dilepaskan secara 

ekstraseluler juga selama pertumbuhannya. Menurut Tariq et al., (2019) 

Staphylococcus aureus K1 menjadi kandidat potensi bioremediasi logam krom 

setelah 24 jam. Reduksi ion krom oleh mikroba dapat dilakukan secara ekstraseluler 

atau intraseluler yang dapat mengalami biotransformasi (di mana Cr6+ direduksi 

menjadi Cr3+ melalui proses biotransformasi) atau dengan biosorpsi (ion logam 

teradsorpsi pada permukaan seluler). Proses ini dapat digunakan tidak hanya untuk 

penghilangan fisik logam (Cr) sebagai endapan (Cr (OH)3) tetapi juga dapat 

membantu untuk mengurangi efek toksik dari ion logam tersebut. 

Penelitian ini menjadikan kedua bakteri isolat S1.1 dan isolat S1.2 sebagai 

kandidat potensial untuk bioremediasi kromium (Cr) di area tersebut karena dapat 

mereduksi hampir semua krom yang ada dalam medium setelah 48 jam. Menurut 

Camargo et al., (2003) telah mengisolasi strain bakteri gram positif (mungkin 

spesies Bacillus) dari limbah penyamakan kulit yang tumbuh di media yang 

mengandung kalium dikromat hingga 80 mg/L dan sebagian besar mikroorganisme 

yang resistan terhadap Cr (VI) toleran hingga 10 hingga 1500 mg/L. 
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4.6 Kajian Penelitian dalam Perspektif Al-Quran  

Sebagai umat peneliti sepatutnya menjadikan al Quran sebagai dasar ilmu 

pengetahuan. Allah SWT menciptakan segala sesuatu yang tidak sia-sia dan pasti 

hikmah atau manfaat. Manusia diberikan akal Allah SWT untuk memikirkan 

ciptaan-Nya agar mendapat petunjuk sehingga keimanan bertambah. Berdasarkan 

hasil peneliti memikirkan tentang keberadaan dan penggunaan bakteri sebagai agen 

bioremediasi lingkungan. Lingkungan yang tercemar seperti cemaran logam berat 

yang dapat membahayakan ekosistem dan kesehatan manusia itu sendiri sehingga 

perlu mengurangi atau menghilangkan kontaminasi logam berat dengan cara 

menggunakan bakteri untuk mengakumulasi cemaran logam berat Cr di lingkungan 

agar lingkungan tidak berbahaya atau tidak beracun dan bahkan memulih kembali 

menjadi alami, selain untuk mengurangi penyerapan rantai makanan. Hal ini 

sehubungan dengan firman Allah SWT dalam Al-Quran Surah Ali Imran ayat 191 

sebagai berikut. 

مْ وَيتََفَكَّرُونَ فِِ خَلقِْ   مًا وَقُعُودًا وَعلَََه جُنوُبِِّ َ قِيَ َٰ للََّّ
 
ينَ يذَْكُرُونَ أ ِ لََّّ

 
أ

لنَّارِ 
 
نكََ فقَِناَ عذََابَ أ بْحَ َٰ طِلًً س ُ ذَا بَ َٰ َّناَ مَا خَلقَْتَ هَ َٰ لَْْرْضِ رَب

 
تِ وَأ وََٰ مَ َٰ لسَّ

 
 أ

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

dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan 

bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan 

sia-sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka (RI, 

Kementerian Agama, 2021). 
 

Menurut penafsiran Al-Mukhtashar / Markaz Tafsir Riyadh, di bawah 

pengawasan Syaikh Dr. Shalih bin Abdullah bin Humaid (Imam Masjidil Haram) 

bahwa yang dimaksud pada ayat tersebut, mereka adalah orang-orang yang 

senantiasa mengingat Allah dalam kondisi apapun. Baik dalam kondisi berdiri, 
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duduk maupun berbaring. Dan mereka juga senantiasa menggunakan akal pikiran 

mereka untuk memikirkan penciptaan langit dan bumi. Mereka pun berkata, 

“Wahai Rabb, Engkau tidak menciptakan makhluk yang sangat besar ini untuk 

bersenda gurau. Mahasuci Engkau dari senda gurau. Maka jauhkanlah kami dari 

azab Neraka, dengan cara Engkau bimbing kami kepada perbuatan-perbuatan yang 

baik dan Engkau lindungi kami dari perbuatan-perbuatan yang buruk. 

Bakteri merupakan salah satu ciptaan Allah SWT  yang memiliki peran 

penting dalam  kehidupan.  Pada kehidupan ekosistem berperan sebagai pengurai 

atau dekomposer yang mengurai unsur hara, daur ulang nutrisi, dan sebagai 

degradasi  bahan pencemar di lingkungan seperti cemaran logam berat Cr. Menurut  

Kumar, (2018) bahwa menggunakan  bakteri proses mikroba untuk menurunkan 

atau mengubah polutan lingkungan menjadi bentuk yang tidak berbahaya atau 

kurang beracun. Bakteri menggunakan zat berbahaya ini (logam berat) sebagai satu-

satunya sumber C (karbon), N (nitrogen), dan (P) fosfor untuk proses menghasilkan 

energi dengan degradasi; dengan demikian, zat ini bertindak sebagai substrat 

pertumbuhan.
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Adapun kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut 

1. Pesisir kawasan industri terletak di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, 

Kabupaten Morowali telah tercemar logam berat di dua stasiun berdasarkan 

standar baku mutu cemaran logam berat yaitu sedimen tercemar logam berat 

tertinggi Cr diikuti logam berat Ni dan Zn, namun Cu dan Pb masih di bawah 

ambang batas. Sedangkan air tercemar logam berat Cr dan Ni, namun Zn, Cu, 

dan Pb tidak terdeteksi. Adapun hasil analisis resiko lingkungan pada dua 

stasiun sampel sedimen dan air menunjukkan kondisi resiko bahaya tinggi yaitu 

Cr dan Ni, namun logam lainnya Zn, Cu, dan Pb berisiko sedang dan rendah. 

2. Isolat bakteri tahan logam berat Cr didapatkan dari pesisir kawasan industri 

IMIP di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, Kabupaten Morowali adalah 16 

isolat dari dua stasiun pada sampel air dan sedimen. Namun, dua isolat bakteri 

yang dipilih dan potensial yaitu kode isolat S1.1 dan S1.2 dari stasiun 1 pada 

sampel sedimen karena memiliki ketahanan dan mampu tumbuh pada 

konsentrasi logam tertinggi sampai 5000 mg/L.  

3. Karakteristik morfologi kedua isolat bakteri tahan logam Cr yaitu isolat S1.1 

memiliki koloni warna kuning, bentuk circular, tepi entire, elevasi falte, bentuk 

sel basil, gram positif. Sedangkan isolat  S1.1 memiliki koloni warna putih, 

bentuk circular, tepi undulate, elevasi falte, bentuk sel basil, gram positif .  

4. Karakteristik molekuler bakteri menunjukkan bahwa isolat bakteri S1.1 dan 

S1.2 memiliki amplifikasi 16S rRNA dengan kemiripan Exiguobacterium 
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indicum. Sedangkan isolat bakteri S1.2 memilik amplifikasi 16S rRNA dengan 

kemiripan Bacillus mobilis. 

5. Kemampuan kedua isolat bakteri dalam mengakumulasi logam berat Cr dari 

pesisir kawasan industri IMIP berada di Desa Fatufia, Kecamatan Bahodopi, 

Kabupaten Morowali menunjukkan hasil yang berbeda pada kurva 

pertumbuhan bakteri dari media tanpa logam dan media tambah logam.  

Aktivitas akumulasi logam berat Cr kedua isolat terjadi penurunan konsentrasi 

logam selama waktu 48 jam yaitu isolat S1.1 dari 10.77 mg/L menjadi 9.39 

mg/L, sedangkan isolat S1.2 dari 10.36 mg/L menjadi 9.27 mg/L yang masing-

masing memiliki nilai persentase penurunan jumlah konsentrasi logam Cr dari 

100 % menjadi 84% (S1.1) dan 82% (S1.2) sehingga bakteri tersebut sangat 

potensial sebagai agen bioremediasi. 

5.2 Saran 

Adapun saran penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Kedua isolat tersebut perlu dikarakterisasi lebih lanjut untuk mengetahui 

kondisi optimum pertumbuhan bakteri dalam akumulasi logam Cr seperti uji 

pada variasi waktu lebih lama, pH media, dan suhu inkubasi.  

2. Perlu dilakukan pengujian kemampuan remediasi terhadap isolat bakteri asal 

perairan pesisir kawasan industri IMIP secara in vitro  

3. Perlu dilakukan pengujian langsung di pesisir kawasan industri IMIP untuk 

pengaplikasian kedua isolat bakteri. 

4. Perlu juga dilakukan isolasi dan identifikasi bakteri mengakumulasi logam berat  

nikel (Ni) atau jenis logam berat lainnya yang menjadi pencemar pesisir 

kawasan industri IMIP. 
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LAMPIRAN 

 

1.  Data Analisis Kadar Logam Sampel Sedimen dan Air Pesisir Kawasan 

Industri di Desa Fatufia, Kecematan Bahodopi, Kabupaten Morowali, 

Provinsi Sulawesi Tengah 

Kode sampel: 

LPPS.A-2022-11/4a= Stasiun 1 Air 

LPPS.A-2022-11/4b= Stasiun 1 Sedimen 

LPPS.A-2022-11/4c= Stasiun 2 Air 

LPPS.A-2022-11/4d= Stasiun 2 Sedimen 
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2.  Data Pengujian Mikrobiologi 

3.11.1.1.1 Hasil uji Maximun Tolerance Concentration (MTC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



124 

 

 

 

3.11.1.1.2 Hasil uji kurva pertumbuhan bakteri tahan logam OD600 nm 
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3.11.1.1.3 Hasil pengujian aktivitas kemampuan akumulasi logam berat Cr 
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3.  Dokumentasi Analisis Kadar Logam Sampel Sedimen dan Air 

a. Pengambilan Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Uji SSA Sampel Sedimen 
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a. Uji SSA Sampel Air 
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4.  Dokumentasi Pengujian Mikrobiologi Sampel Sedimen dan Air  

a. Isolasi dan skrining bakteri tahan logam  
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b. Kultur murni isolat bakteri sampel 
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c. Pengujian Maximum Tolerance Concentration (MTC) 
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d. Pewarnaan gram sel bateri 
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e. Pengujian kurva pertumbuhan dan aktivitas kemampuan akumulasi 

logam berat 
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5.  Dokumentasi Pengerjaan Molekuler 16S rRNA, Sekuensing, Analisis 

BLAST dan Uji Filogenik 

a. Isolasi DNA, Ampilikasi PCR, dan Elektroresis 
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b. Hasil sekuensing DNA dan Analisi BLAS Nukleutida di NCBI bakteri 

logam berat 
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c. Uji filogenetik bakteri logam berat 
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