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ABSTRAK

Wargana, Sofi Salasi. 2022. Pengaruh pH terhadap Kemampuan Bioremediasi
Timbal oleh Isolat Bakteri T2P2 Resisten Timbal dari Kawasan
Pertambangan Tulungagung. Skripsi. Program Studi Kimia, Fakultas
Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing I: Anik Maunatin, S.T., M.P; Pembimbing Il: Susi
Nurul Khalifah, M.Si.

Logam timbal merupakan senyawa yang sangat beracun baik bagi
lingkungan maupun bagi manusia. Limbah timbal (Pb) semakin meningkat di
lingkungan, oleh karena itu perlu dilakukan pengolahan limbah tersebut salah
satunya dengan bioremediasi menggunakan bakteri untuk mengurangi
pencemarannya. Isolat bakteri T2P2 yang telah diisolasi dari kawasan
pertambangan Tulungagung berpotensi menjadi agen bioremediasi karena
memiliki kemampuan resistensi yang tinggi terhadap timbal (Pb). Tujuan dari
penelitian ini untuk mengetahui pengaruh pH terhadap kemampuan bioremediasi
timbal (Pb) oleh isolat bakteri T2P2 resisten timbal dari kawasan pertambangan
Tulungagung. Rancangan penelitian dalam penelitian ini menggunakan rancangan
acak kelompok (RAK) faktor tunggal yaitu pH, dengan variasi pH media 5, 6, 7,
8, dan 9. Analisis yang dilakukan yaitu penentuan kadar Pb menggunakan
Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) pada panjang gelombang 283,3 nm.
Berdasarkan uji One Way ANOVA menunjukkan pH media mempunyai pengaruh
signifikan (P<0,05) terhadap nilai timbal teremediasi. Kemampuan bioremediasi
tertinggi oleh isolat bakteri T2P2 diperoleh pada pH 6 sebesar 97,397% dan
terendah diperoleh pada pH 9 sebesar 66,933%.

Kata Kunci: Bakteri, Bioremediasi, pH, Timbal

Xiv



ABSTRACT

Wargana, Sofi Salasi. 2022. Effect of pH on Lead Bioremediation Ability by
Isolat of Lead Resistant T2P2 Bacteria from the Tulungagung Mining
Area. Thesis. Chemistry Study Program, Faculty of Science and
Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang.
Supervisor I: Anik Maunatin, S.T., M.P; Advisor II: Susi Nurul Khalifah,
M.Sc.

Lead metal is a very toxic compound both for the environment and for
humans. Lead (Pb) waste is increasing in the environment, therefore it is
necessary to treat the waste, one of which is bioremediation using bacteria to
reduce pollution. The T2P2 bacterial isolate that has been isolated from the
Tulungagung mining area has the potential to be a bioremediation agent because it
has high resistance to lead (Pb). The purpose of this study was to determine the
effect of pH on the bioremediation ability of lead (Pb) by lead-resistant T2P2
bacterial isolates from the Tulungagung mining area. The research design in this
study used a single factor randomized block design (RBD), namely pH, with
variations in pH media 5, 6, 7, 8, and 9. The analysis carried out was the
determination of Pb levels using an Atomic Absorption Spectrophotometer (AAS)
at a wavelength of 283 .3 nm. Based on the One Way ANOVA test, the media pH
had a significant effect (P<0.05) on the remediated lead value. The highest
bioremediation ability by the bacterial isolate T2P2 was obtained at pH 6 of
97.397% and the lowest was obtained at pH 9 of 66.933%.

Keywords: Bacteria, Bioremediation, pH, Lead
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pencemaran lingkungan terus meningkat pada tingkat yang
mengkhawatirkan karena aktivitas manusia antara lain disebabkan oleh aktivitas
pertambangan. Wahyuni (2018) menunjukkan adanya pencemaran kandungan
logam berat pada daerah bekas pertambangan batubara di pusat kota Sawahlunto
mengandung logam berat Cu , Zn, Pb, As, dan Cr secara berturut-turut sebesar
312 ppm, 1612 ppm, 226 ppm, 108 ppm, dan 136 ppm. Huang (2017)
menunjukkan adanya pencemaran kandungan logam berat pada daerah bekas
pertambangan di China mengandung logam berat Pb dan Zn secara berturut-turut
sebesar 802,58 mg/kg dan 689,66 mg/kg. Kurniawan (2019) menunjukkan adanya
pencemaran kandungan logam berat pada daerah bekas pertambangan timah di
kabupaten Bangka, kandungan logam Pb mencapai 6415 ppm, logam Zn 60375
ppm, dan logam Cu 6375 ppm. Logam berat yang dilepaskan ke lingkungan
bersifat toksik atau beracun yang merupakan ancaman berat bagi organisme yang
terpapar polutan tingkat tinggi tersebut (Ojuederi et al., 2017). Terkait dengan hal

tersebut sudah tercantum pada firman Allah dalam surat Ar-Rum (30) ayat 41:

O el | slee (o201 (ot 200 (i (gl Sl Loy 205 Tal) 3 Bl

Artinya: “Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena
perbuatan tangan manusia; Allah menghendaki agar mereka merasakan sebagian

dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar)”
(Q.S Ar-Rum: 41).
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Kata Jdll dalam ayat tersebut berarti “kerusakan”. Menurut Tafsir Al
Misbah, al-fasad adalah keluarnya sesuatu dari keseimbangan, baik sedikit
maupun banyak. Keseimbangan yang dimaksud dapat merujuk pada
keseimbangan lingkungan di sekitar, dimana interaksi antara organisme dan faktor
lingkungan serta komponen yang ada di dalamnya dapat berjalan dengan
proporsional (Shihab, 2002).

Keseimbangan lingkungan yang tidak proporsional akan menyebabkan
adanya kerusakan lingkungan, baik di darat maupun di laut yang diakibatkan oleh
perbuatan manusia yang tidak bertanggung jawab. Salah satu kerusakan yang
ditimbulkan oleh manusia yaitu perairan yang mulai tercemar oleh logam berat
sehingga membahayakan biota, sumber daya, dan ekosistem perairan. Hal tersebut
juga berdampak terhadap kesehatan manusia ketika mengkonsumsi sumber
makanan dari perairan. Upaya yang dilakukan untuk mengurangi pencemaran
logam tersebut yaitu menggunakan metode bioremediasi (Audu et al., 2020)

Metode bioremediasi ini merupakan salah satu cara untuk mengatasi
pencemaran lingkungan yang mengandung logam berat melebihi batas ambang
yang telah ditetapkan oleh pemerintah. Logam berat merupakan kelompok dari
mikro-polutan anorganik yang memiliki efek toksik bila tidak diolah dengan baik
(Ojuederi et al., 2017). Pencemaran logam berat saat ini menjadi masalah
lingkungan yang utama karena ion logam tetap bertahan di lingkungan. Toksisitas
dan kecenderungan bioakumulasi logam berat di lingkungan merupakan ancaman
serius bagi kesehatan makhluk hidup. Logam berat tidak dapat diuraikan hanya

dapat diubah menjadi spesies yang kurang beracun (Ayangbenro et al., 2017).
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Logam berat beracun ada berbagai macam salah satunya yaitu timbal (Pb),
logam ini mempunyai sifat sitotoksik pada konsentrasi rendah dan dapat
menyebabkan kanker pada manusia (Dixit et al., 2015). Timbal (Pb) secara alami
terdapat di kerak bumi dan merupakan salah satu logam berat yang banyak
dihasilkan dari aktivitas pertambangan (Zakaria et al., 2021). Timbal (Pb) ini
bersumber dari berbagai industri antara lain industri peleburan, pembakaran
batubara, elektroplating, manufaktur baterai, dan pertambangan (Ayangbenro et
al., 2017). Konsentrasi maksimum yang diizinkan dari beberapa logam berat
dalam air, sebagaimana dinyatakan oleh Comprehensive Environmental Response
Compensation and Liability Act (CERCLA), AS adalah 0,015 mg/L untuk Pb
(Chaturvedi et al., 2015). Standar India untuk tanah terhadap logam berat Pb
adalah 250-500 mg/kg (Ayangbenro et al., 2017).

Beberapa metode konvensional telah digunakan untuk menghilangkan atau
memulihkan logam berat dari lingkungan yang tercemar antara lain adsorpsi,
elektro-dialisis, pengendapan, pertukaran ion, dan osmosis balik (Gunatilake,
2015). Secara umum metode konvensional memiliki beberapa kelemahan yaitu
mahal, tidak praktis, kurang efektif, menimbulkan limbah beracun, dan tidak
spesifik untuk menghilangkan logam berat (Kapahi dan Scadeva, 2019). Hal itu
mendorong pemanfaatan mikroorganisme asli untuk menghilangkan kontaminan
logam berat beracun dari lingkungan tercemar yang dikenal dengan istilah
bioremediasi (Ayangbenro et al., 2017).

Bioremediasi menggunakan mikroorganisme dianggap lebih efisien,
efektif, hemat biaya, dan ramah lingkungan dalam memulihkan fungsi tanah

dibandingkan dengan metode konvensional (Tyagi dan Kumar, 2021).
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Mikroorganisme sangat penting dalam remediasi lingkungan yang terkontaminasi
logam berat karena mikroorganisme tersebut berfungsi untuk menyerap,
mengendapkan, atau mengubah keadaan oksidasi berbagai logam berat (Gupta et
al., 2016). Menurut Ojuederi et al. (2017) mikroorganisme mendegradasi dan
mengubah polutan melalui reaksi metabolismenya dan memanfaatkanya untuk
pertumbuhan.

Bakteri merupakan mikroorganisme yang sering digunakan untuk
melakukan remediasi logam berat. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Ihsani (2020) menunjukkan kemampuan resistensi terhadap timbal pada isolat
bakteri resisten timbal dengan kode T2P2 sebesar 6 mM. Bakteri tersebut
berpotensi sebagai agen bioremediasi timbal karena memiliki kemampuan
resistensi dan toleransi terhadap timbal. Menurut Fahruddin et al. (2020) bakteri
yang diisolasi dari wilayah yang tercemar logam berat mempunyai daya resistensi
terhadap logam berat di wilayah yang tercemar tersebut. Teknik yang dilakukan
mikroorganisme saat berada di lingkungan tercemar yaitu biosorpsi,
bioakumulasi, biotransformasi, dan bio-mineralisasi (Ayangbenro et al., 2017).
Nath dan Sharma (2012) mengidentifikasi bahwa bakteri Bacillus sp. yang
ditemukan memiliki pola resistensi yang tinggi terhadap timbal yaitu sebesar 1200
g/ml. Igiri et al. (2018) menunjukkan bahwa bakteri Brevibacterium iodinium dan
Bacillus pumilus dapat meremediasi timbal (Pb) sebesar 87% dan 88% dengan
mereduksi 1000 mg/L menjadi 1,8 mg/L dalam 96 jam.

Bioremediasi logam berat timbal oleh bakteri dipengaruhi oleh beberapa
faktor antara lain suhu, pH media, dan konsentrasi Pb®*. Penelitian sebelumnya

yang dilakukan oleh Hakim (2021) menunjukkan adanya pengaruh suhu terhadap
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kemampuan bioremediasi isolat bakteri T2P2. Konsentrasi timbal teremediasi
pada suhu 26°C sebesar 39,81%, pada suhu 30°C sebesar 45,46%, pada suhu
35°C sebesar 59,58%, dan pada suhu 40°C sebesar 59,02%.

Derajat keasaman (pH) mempunyai pengaruh yang besar pada aktivitas
mikroba untuk mengatasi limbah logam berat (Ayangbenro et al., 2017) karena
naik turunnya pH pada media perlakuan menyebabkan proses biosorbsi logam Pb
oleh bakteri juga mengalami naik turun. Bakteri akan menghasilkan enzim yang
memiliki aktivitas tertentu khususnya dalam proses biosorbsi. Aktivitas enzim
dipengaruhi oleh pH media, menurut penelitian Ni et al. (2011) menjelaskan
bahwa aktivitas enzim dalam melakukan bioremediasi akan optimal pada rentang
pH 6-8. El-Sersy et al. (2010) dalam penelitiannya menyebutkan bahwa aktivitas
enzim oksidase dan reduktase dalam mengubah polutan menjadi produk
metabolisme optimal pada pH 6. Philip et al. (2018) menjelaskan bahwa pH
media sangat mempengaruhi pertumbuhan dari suatu bakteri, sebagian besar
bakteri pendegradasi tumbuh optimal pada rentan pH 6,5-7,5. pH media juga
mempengaruhi kelarutan dan ketersediaan biologis nutrisi, logam, dan konstituen
lainnya, selain itu pH merupakan faktor utama yang mempengaruhi adsorpsi
sehingga akan mempengaruhi hasil bioremediasi timbal (Ebrahim et al., 2021).

Menurut penelitian Rakhmawati dan Yulianti (2015) bioremediasi optimal
oleh isolat D19 sebesar 73,19% akan terjadi pada pH 7 dan pada isolat D2
bioremediasi optimal terjadi pada pH 6 sebesar 72,14%. Menurut penelitian
Sahoo dan Goli (2020) efisiensi bioremediasi oleh Bacillus sp. mengalami
peningkatan dari 96,8% pada pH 7 hingga >99% pada pH 6 dan 8. Penelitian

tersebut menunjukkan bahwa pH yang optimal mempengaruhi proses
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bioremediasi timbal oleh bakteri. Berdasarkan uraian diatas variasi pH yang tepat
akan mengoptimalkan kemampuan isolat bakteri untuk melakukan bioremediasi
timbal. Penelitian ini diharapkan dapat berkontribusi dalam rangkaian riset
mengenai kemampuan isolat bakteri T2P2 dalam melakukan bioremediasi timbal
dengan variasi pH.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh pH terhadap kemampuan bioremediasi timbal oleh

isolat bakteri T2P2 resisten timbal dari kawasan pertambangan Tulungagung?

1.3 Tujuan
Untuk mengetahui pengaruh pH terhadap kemampuan bioremediasi timbal

oleh isolat bakteri T2P2 resisten timbal dari kawasan pertambangan Tulungagung.

1.4 Batasan Masalah
1. Isolat bakteri T2P2 yang digunakan diperoleh dari kawasan pertambangan
Tulungagung.
2. pH media yang digunakan yaitu pH 5, 6, 7, 8, dan 9.
3. Analisis logam Pb yang digunakan yaitu Spektrofotometer Serapan Atom

(SSA).

1.5 Manfaat
1. Memberikan informasi mengenai pengaruh pH terhadap kemampuan
bioremediasi timbal oleh isolat bakteri T2P2 resisten timbal dari kawasan
pertambangan Tulungagung.
2. Memberikan informasi mengenai cara yang ramah lingkungan untuk

penanganan pencemaran timbal (Pb).



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Logam Berat Timbal (Pb)

Timbal (Pb) merupakan logam berat yang sangat berbahaya dengan warna
abu-abu kebiruan. Nomor atom dari timbal adalah 82 dengan berat molekul 207,2
dan titik leleh 328 "C. Timbal mempunyai 2 bentuk yaitu timbal organik dan
timbal anorganik yang setiap bentuknya bersifat toksik. Menurut Kumar et al.
(2020), timbal merupakan logam paling beracun kedua setelah Arsenik (As).
Timbal mudah berikatan dengan materi organik bila terdapat di perairan, sehingga
menyebabkan logam berat ini terdeposisi dan terakumulasi di sedimen (Fahruddin
dan Asadi, 2015). Akibatnya, kadar logam berat yang terdapat di dalam sedimen
lebih tinggi jika dibandingkan dengan yang ada di dalam kolom air (Fahrudin
dkk., 2020).

Terdapat berbagai macam industri yang menggunakan timbal antara lain
pertambangan, peleburan, manufaktur baterai, limbah elektronik, dan industri cat
menurut (Verma dan Kuila, 2019). Pencemaran timbal (Pb) merupakan
pencemaran yang sulit ditangani hal ini karena timbal tidak dapat terdegradasi
secara alami. Pada manusia timbal dapat menyebabkan berbagai penyakit antara
lain penyakit kanker, kerusakan neuron, penurunan kesuburan, kerusakan sistem
ginjal, dan faktor risiko penyakit alzheimer (Sharma dkk., 2018). Pada tanaman
timbal dapat menghambat perkecambahan biji dan pada mikroorganisme timbal

dapat mendenaturasi asam nukleat dan protein (Ayangbenro et al., 2017).



2.2 Bioremediasi Timbal Menggunakan Bakteri
Bioremediasi merupakan proses pemanfaatan mikroorganisme untuk
menghilangkan komponen berbahaya dari limbah lingkungan menjadi bentuk
yang tidak berbahaya (Azubuike et al., 2016). Metode ini merupakan alternatif
yang bagus untuk teknik fisik dan kimia dengan adanya penggunaan
mikroorganisme yang berperan penting dalam remediasi logam berat (Dixit et al.,
2015). Mikroorganisme yang dapat digunakan salah satunya adalah bakteri karena
bakteri mudah dikembangbiakkan, mudah didapatkan, dan dapat mendegradasi
beberapa jenis logam sekaligus (Ojuederi et al., 2017). Bakteri ditemukan dalam
berbagai bentuk, termasuk batang (Basil), kokus (Streptokokus), berserabut
(Actinomyces), dan spiral (Vibrio kolera) (Kapahi dan Sachdeva, 2019). Seperti
yang telah dijelaskan dalam Q.S Al-Baqgarah ayat 26 yang berbunyi:
Gall 31 () 5alasd 1 il Gl a7 16838 e A 583 e i oyl (28 Y 0 )

I 4 i 18 45 O Vi 0 350 1808 008 1,238 ol Ul5600 B
BERHIR PHEAEY

Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan
berupa nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang
beriman, maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka,
tetapi mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan ini
untuk perumpamaan?”. Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan
Allah, dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya

petunjuk. Dan tidak ada yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik”.
(QS. al-Bagarah: 26)

Menurut Tafsir Fathul Qadir dalam kitab Zubdatut Tafsir, lafadz famaa
faugoha memiliki arti "atau yang lebih rendah dari itu™ maksud dari yang lebih
rendah yaitu dalam hal ini adalah fisiknya yang berarti hewan yang mempunyai
ukuran yang lebih kecil daripada nyamuk yang dapat diartikan sebagai

mikroorganisme seperti bakteri. Bakteri dapat dibedakan menjadi Gram positif
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berwarna biru dan Gram negatif berwarna merah. Isolat T2P2 ini merupakan

bakteri Gram negatif berwarna merah seperti yang ditunjukan Gambar 2.1

Gambar 2.1 Pewarnaan Gram isolat bakteri T2P2

Bakteri memiliki toleransi yang besar terhadap berat logam melalui
kemampuan mereka untuk menyerap, bioakumulasi, dan mengubah logam
(Saraswat et al., 2020). Spesies bakteri telah beradaptasi dan mengembangkan
mekanisme untuk ketahanan ion logam dan perbaikan untuk kelangsungan hidup
mereka. Bioremediasi logam berat oleh bakteri telah banyak diteliti seperti yang

disajikan dalam Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Aktivitas remediasi logam berat oleh bakteri

Bakteri yang sering digunakan dalam proses bioremediasi adalah bakteri
indigen, di mana bakteri indigen mampu tumbuh dalam media tercemar logam
berat dan mempunyai kemampuan mengakumulasi logam berat dalam dinding
selnya (Maulana dkk., 2017). Mekanisme resistensi bakteri terhadap logam berat

timbal ditunjukkan pada Gambar 2.2

Gambar 2.2 Mekanisme resistensi bakteri terhadap logam berat timbal (Jarostawiecka
dan Piotrowska, 2014)

Menurut Jarostawiecka dan Piotrowska (2014) mekanisme perlindungan sel
yang dipilih terhadap toksisitas timbal Pb(ll) dapat dijauhkan dari
mikroorganisme melalui pengendapan Pb(Il) di luar sel, adsorpsi Pb(ll) pada
ekstraseluler yang terjadi secara alami di dinding sel. Setelah memasuki sel

melalui pengangkut logam esensial, Pb(Il) dapat diinaktivasi lebih lanjut dengan
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mengikat metalotionin (MT). Metalotionin (MT) merupakan protein pengikat
logam Pb (II).

Berbagai mekanisme yang digunakan oleh mikroba untuk bertahan dari
toksisitas logam adalah biotransformasi, ekstrusi, penggunaan enzim, produksi
eksopolisakarida (EPS), dan sintesis metalotionin (lgiri et al., 2018). Sistem
ekstrusi adalah proses di mana logam didorong keluar melalui sel menggunakan
mekanisme seperti peristiwa yang diperantarai kromosom atau plasmid.
Biotransformasi adalah proses di mana mikroorganisme mengubah logam beracun
menjadi bentuk tidak beracun. Mikroba menghasilkan enzim seperti oksidase dan
reduktase yang digunakan untuk mengubah polutan menjadi produk metabolism
(Igiri et al., 2018). Mikroorganisme beradaptasi dengan lingkungan yang
terkontaminasi dengan mensekresi atau memproduksi eksopolisakarida (EPS)
yang berkembang sebagai membran sel hidrofobik luar (Sharma dkk., 2018). EPS
ini memiliki kemampuan penyerapan ion dan melindungi bakteri terhadap tekanan
lingkungan seperti toksisitas logam berat, kekeringan, salinitas, dll (Ojuederi et
al., 2017). Mekanisme yang terakhir yaitu mensintesis metalotionin (MT) ini
adalah protein pengikat logam yang membentuk kompleks logam (Sharma dkk.,
2018). Mekanisme tersebut melibatkan beberapa prosedur, bersama-sama dengan
interaksi elektrostatik, pertukaran ion, pengendapan, proses redoks, dan
kompleksasi permukaan (lgiri et al., 2018).

Penyerapan logam berat oleh mikroorganisme terjadi baik secara
bioakumulasi yang merupakan proses aktif atau melalui biosorpsi yang
merupakan proses pasif (Sharma dkk, 2018). Struktur seluler suatu

mikroorganisme dapat menjebak ion logam berat dan selanjutnya menyerapnya ke
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tempat pengikatan dinding sel proses ini disebut biosorpsi atau proses pasif karena
tidak tergantung pada siklus metabolism (Ayangbenro et al., 2017). Sedangkan
bioakumulasi atau proses aktif adalah proses di mana ion logam berat melewati
membran sel ke dalam sitoplasma melalui siklus metabolisme sel (Ojuederi et al.,
2017).

Berbagai faktor yang mempengaruhi remediasi mikroba logam antara lain
konsentrasi polutan, akseptor elektron, kadar air, nutrisi, pH, suhu, dan nutrisi
yang tersedia (Ayangbenro et al., 2017). Bioremediasi juga mempunyai kelebihan
dan kelemahan. Kelebihan dari bioremediasi yaitu dapat diterapkan pada lokasi
yang terkontaminasi, hemat biaya 50-65% (Habila et al., 2020), ramah
lingkungan, dapat menghilangkan kontaminan secara permanen, dapat
dioperasikan dalam skala besar, dan dapat digabungkan dengan teknik fisik dan
kimia pengolahan limbah (Tyagi dan Kumar, 2021). Sedangkan kelemahan dari
proses bioremediasi antara lain terdapat beberapa senyawa yang tidak dapat
didegradasi menggunakan proses mikroba dan memerlukan waktu yang lama

(Sardrood et al., 2015).

2.3 Pengaruh pH pada Bioremediasi

Derajat keasaman (pH) mempunyai pengaruh yang besar pada aktivitas
mikroba untuk mengatasi limbah logam berat (Ayangbenro et al., 2017). Naik
turunnya pH pada media perlakuan menyebabkan proses biosorbsi logam Pb oleh
bakteri juga mengalami naik turun. Maulana dkk. (2017) menyebutkan, pada pH
basa ion logam secara spontan akan bereaksi dengan ion hidroksida membentuk
ikatan logam-hidroksida, sedangkan pada pH asam akan terjadi persaingan antara

ion logam dengan ion H* untuk berikatan dengan dinding sel mikroba. Pada
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konsentrasi ion hidrogen yang lebih tinggi, permukaan adsorben lebih bermuatan
positif, sehingga mengurangi daya tarik antara adsorben dan kation logam hal itu
mengakibatkan meningkatnya toksisitas logam. Pada pH netral akumulasi logam
dalam sel mikroba lebih besar dibandingkan dengan pH asam maupun basa
(Tarekegn et al., 2020). pH yang terlalu asam atau terlalu basa dapat
menyebabkan bakteri mati, karena bakteri tumbuh dalam kondisi pH mendekati
netral (Obahiagbon et al., 2014).

Menurut penelitian Sahoo dan Goli (2020) Efisiensi bioremediasi timbal
(Pb) oleh Bacillus sp. Mengalami peningkatan dari 96,8% pada pH 7 hingga
>99% pada pH 6 dan 8. Penyerapan ion logam sangat bervariasi dari pada pH 7
yaitu 296,18 ppm, pada pH 6 yaitu 412,15 ppm, dan pada pH 8 yaitu 462,55 ppm.
Pada penelitian Obahiagbon et al. (2014) menunjukkan bahwa bioremediasi
timbal (Pb) dengan menggunakan mikroba optimal terjadi pada sampel dengan pH
6. Pada pH 10 akan terjadi kematian mikroba dan pada pH 3 aktivitas mikroba
akan terhambat. Menurut penelitian Rakhmawati dan Yulianti (2015)
bioremediasi timbal (Pb) optimal oleh isolat D19 sebesar 73,19% akan terjadi
pada pH 7 dan pada isolat D2 bioremediasi timbal (Pb) optimal terjadi pada pH 6
sebesar 72,14%. Penelitian lain juga menunjukkan bahwa pH optimal untuk
aktivitas bioremediasi timbal adalah pH 6 dan 7 seperti pada Aureobasidium
pullulans pada pH 6-7 (Sahoo dan Goli, 2020) dan pada Pseudomonas putida pH

6-6,5 (Tarekegn et al., 2020).

2.4 Spektroskopi Serapan Atom (SSA)
Spektroskopi Serapan Atom (SSA) atau Atomic Absorption Spectroscopy

(AAS) merupakan suatu teknik analisa yang digunakan untuk menentukan kadar
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logam berdasarkan pada absorbsi radiasi oleh atom-atom bebas (Dwantari and
Wiyantoko, 2019). Alat ini mampu menganalisa kadar logam secara selektif dan
kadar logam paling kecil. Spektroskopi Serapan Atom (SSA) ini mempunyai
keakuratan yang tinggi, dikarenakan terdapat lampu deuterium yang membantu
proses penyerapan cahaya sehingga kesalahannya sedikit (Hasni and Ulfa, 2016).
Penggunaan sumber cahaya khusus yang dihasilkan oleh lampu deuterium
dipancarkan dari atom tereksitasi dari elemen yang sama dan pemilihan spektrum
tertentu memungkinkan penentuan kuantitatif komponen individu dari campuran
multielemen (Karpiuk dkk., 2016).

Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) ini mempunyai prinsip yaitu
dengan mengubah sampel dalam bentuk larutan menjadi bentuk aerosol sehingga
nyala akan mengandung unsur - unsur yang dianalisis dan akan menjadi atom-
atom pada keadaan dasarnya. Kemudian dilewatkan sinar dari lampu katoda
sesuai dengan panjang gelombang unsur yang diuji pada atom tersebut, sehingga
elektron pada kulit terluar akan mengalami eksitasi dan atom yang ada pada
keadaan dasar akan menyerap sinar yang diberikan. Sinar yang diteruskan atau
tidak diserap oleh atom ini akan diteruskan ke detektor sehingga akan didapatkan
sinyal terukur (Bakhtra dkk., 2015). Timbal menyerap pada panjang gelombang
283,3 nm (Dwantari dan Wiyantoko, 2019). Spektrofotometer Serapan Atom
(SSA) ini memiliki kelebihan dan kekurangan, kelebihannya antara lain dapat
menganalisis secara cepat, tidak perlu memisahkan unsur, dan dapat menentukan
konsentrasi semua unsur. Kelemahan dari Spektrofotometer Serapan Atom (SSA)
ini adalah terdapat gangguan gangguan yang menyebabkan adanya perbedaan

antar konsentrasi sampel dan konsentrasi hasil dan Spektrofotometer Serapan
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Atom (SSA) ini kurang sensitif terhadap pengukuran sampel bukan logam

(Manuhutu, 2020).



BAB 111

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni — November 2022 di
laboratorium biokimia Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas

Islam Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan untuk peremajaan bakteri dan pembuatan
inokulum bakteri membutuhkan jarum ose, bunsen, cawan petri steril, botol kaca
steril, seperangkat alat gelas, dan inkubator. Uji aktivitas bioremediasi logam
timbal membutuhkan seperangkat alat gelas, mikropipet, blue tip steril, bunsen,
inkubator, dan tabung sentrifugasi steril. Analisis kadar timbal memerlukan
seperangkat alat gelas, penangas, dan instrumen Spektrofotometer Serapan Atom

(SSA).

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam peremajaan isolat bakteri adalah stok
isolat bakteri T2P2, media Nutrient Agar (NA), dan media Nutrient Broth (NB).
Uji aktivitas bioremediasi timbal menggunakan inokulum bakteri, media NB,
larutan induk timbal 1.000 ppm, akuades, HCI 1 N dan NaOH 1 N. Analisis kadar
timbal menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom menggunakan larutan

standar konsentrasi 10-40 ppm, larutan HNO3; 0,5 M dan larutan HNO3 pekat.

15
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3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pH terhadap
kemampuan bioremediasi timbal oleh isolat bakteri T2P2 resisten timbal dari
kawasan pertambangan Tulungagung. Stok isolat bakteri dari penelitian
sebelumnya diremajakan dengan media NA dan diinkubasi. Kultur bakteri yang
telah diremajakan akan dibuat inokulum dengan media NB. Rancangan penelitian
dalam penelitian ini menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) faktor
tunggal yaitu pH, dengan variasi pH media 5, 6, 7, 8, dan 9. Analisis yang
dilakukan yaitu penentuan kadar Pb menggunakan Spektrofotometer Serapan
Atom (SSA) pada panjang gelombang 283,3 nm. Sebelum dianalisis, sampel akan
didestruksi menggunakan HNO3 pekat. Analisis konsentrasi timbal pada sampel
menggunakan metode kurva larutan standar. Konsentrasi timbal dari perlakuan
pH media akan diuji One way ANOVA untuk mengetahui pengaruh pH terhadap

kemampuan bioremediasi timbal oleh isolat bakteri T2P2.

3.4 Tahapan Penelitian
1. Peremajaan Isolat Bakteri.
2. Pembuatan Inokulum
3. Pembuatan Kurva Standar Timbal
4. Uji Aktivitas Bakteri Terhadap Bioremediasi Timbal Dengan Variasi pH.
5. Analisis Kadar Timbal Menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom
(SSA).

6. Analisis Data.
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3.5 Cara Kerja
3.5.1 Peremajaan Bakteri
Peremajaan isolat bakteri dilakukan secara aseptis dengan cara
menambahkan dua ose isolat bakteri yang telah ada ke Nutrient Agar (NA)
miring. Selanjutnya, isolat bakteri diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C

(Seraswat et al., 2020).

3.5.2 Pembuatan Inokulum

Pembuatan inokulum bakteri dilakukan secara aseptis dengan cara
mengambil 2 tabung reaksi bakteri yang telah diremajakan menggunakan jarum
ose dan diinokulasikan dalam media Nutrient Broth (NB) sebanyak 60 mL.
Bakteri yang telah di inokulum kemudian Selanjutnya dilakukan inkubasi shaker
pada suhu ruang dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. Setelah waktu
inkubasi habis dilakukan penyetaraan optical density (OD) 0.6 menggunakan

Spektrofotometri UV-Vis dengan panjang gelombang 600 nm (Igiri et al., 2018).

3.5.3 Pembuatan Kurva Standar Timbal

Larutan induk timbal 100 ppm dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL
masing-masing sebanyak 1, 2, 3, dan 4 mL untuk mendapatkan konsentrasi
larutan kurva standar timbal secara berturut-turut 10, 20, 30, dan 40 ppm.
Kemudian ditandabataskan larutan tersebut menggunakan HNO; 0,5 M dan
dihomogenkan di dalam lemari asam. Dimasukkan larutan tersebut kedalam
masing-masing tabung reaksi dan diukur absorbansinya menggunakan
Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) dengan panjang gelombang 283,3 nm

(Kusuma et al., 2019).
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3.5.4 Analisis Kadar Timbal Menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom
Diambil sebanyak 5 mL supernatant lalu ditambahkan HNO; pekat
sebanyak 5 mL. Selanjutnya, larutan dipanaskan dengan suhu 100 °C hingga
volume berkurang setengah (Marzan et al., 2017). Sampel yang telah dipreparasi
kemudian diambil 1 mL dan dimasukkan ke dalam botol vial. Selanjutnya, sampel
diencerkan dengan penambahan 4 mL HNOz; 0,5 M dan dihomogenkan
menggunakan vortex mixer. Kurva standar dibuat dengan konsentrasi larutan
standar timbal 10, 20, 30, dan 40 ppm. Absorbansi larutan standar dan sampel
dianalisis dengan Spektrofotometer Serapan Atom (SSA) pada panjang

gelombang 283,3 nm (Kusuma dkk., 2019).

3.5.5 Uji Aktivitas Bioremediasi Timbal Terhadap Variasi pH

Uji aktivitas bioremediasi dilakukan dengan diambil inokulum bakteri
sebanyak 10 mL dan dimasukkan pada media NB 100 mL yang mengandung
logam Pb 100 ppm. Pengulangan dilakukan sebanyak 3 kali, kontrol berupa media
NB ditambahkan logam Pb 100 ppm tanpa penambahan kultur bakteri. Variasi
perlakuan sampel dilakukan dengan kondisi pH 5, 6, 7, 8, dan 9 dengan inkubasi
pada suhu 37 °C selama 24 jam. Perlakuan pH tersebut diatur dengan
menggunakan penambahan 1 N HCI atau 1 N NaOH. Setelah mencapai batas
waktu inkubasi, sampel akan disentrifugasi dengan kecepatan 5.000 rpm selama
15 menit. Supernatan dipisahkan dari pelet untuk analisis residu timbal
menggunakan Spektrofotometer Serapan Atom (Oziegbe et al., 2021).

Konsentrasi timbal teremediasi dapat diketahui melalui persamaan 3.1.
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Konsentrasi Timbal Teremediasi

Ci—Cr

Cf=

X100 %D weeeeeeeeee e (3.1)

dan Cr: Konsentrasi Residu timbal.

3.5.6 Analisis Data

Data konsentrasi timbal teremediasi yang diperoleh kemudian dianalisis
dengan ragam varian One Way ANOVA menggunakan software SPSS 25.
Apabila pH memiliki pengaruh nyata (P<0,05) terhadap konsentrasi timbal

teremediasi, maka dilanjutkan dengan uji Tukey.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

pH media mempunyai pengaruh terhadap kemampuan bioremediasi timbal
oleh isolat bakteri T2P2 resisten timbal dari kawasan pertambangan Tulungagung.
Kemampuan bioremediasi tertinggi oleh isolat bakteri T2P2 diperoleh pada pH 6

sebesar 97,397% dan terendah diperoleh pada pH 9 sebesar 66,933%.

5.2 Saran
1. Mengidentifikasi fenotip dan genotip isolat T2P2 agar diketahui jenis
bakterinya dan lebih memudahkan bagi peneliti selanjutnya.
2. Penelitian lebih lanjut dapat mengenai bioremediasi timbal isolat T2P2
menggunakan variasi konsentrasi timbal.
3. Penelitian lebih lanjut disarankan menggunakan konsentrasi awal timbal

yang sesuai dengan konsentrasi timbal di lingkungan yang tercemar.
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