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ABSTRAK

Rohmah, Nita Shilfiani. 2016. Isolasi dan Identifikasi Bakteri yang
Berpotensi sebagai Agen Bioremediasi Timbal (Pb) dari Lumpur
Lapindo. Skripsi, Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing
Biologi: Kholifah Holil M.Si; Pembimbing Agama: Umaiyatus
Syarifah, M.A

Kata Kunci : Bakteri, bioremediasi, lumpur Lapindo

Lumpur Lapindo mengandung zat pencemar berupa logam berat Pb yang
dapat menyebabkan terganggunya ekosistem dan kesehatan manusia. Salah satu
upaya untuk menangani hal tersebut adalah dengan teknik bioremediasi
menggunakan bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui spesies bakteri
yang berpotensi sebagai agen bioremediasi Timbal (Pb) dari Lumpur Lapindo.

Jenis penelitian yang dilakukan adalah eksperimental dengan
menggunakan rancangan penelitian deskriptif kualitatif. Sampel berasal dari
lumpur Lapindo pada tiga titik yang berbeda. Isolasi bakteri menggunakan metode
pengenceran dan metode pour plate, sedangkan identifikasi uji biokimia
menggunakan Microbact. Parameter yang diamati berupa karakteristik
makroskopik dan mikroskopik bakteri, serta uji resistensi dan kemampuannya
dalam menurunkan kadar Pb. Kadar Pb yang digunakan pada uji resistensi adalah
0, 10, 20, dan 30 ppm, sedangkan pada uji penurunan kadar Pb adalah 30 ppm,
masing-masing tiga ulangan. Analisis kadar Pb dilakukan dengan menggunakan
Spektrofotometer Serapan Atom (SSA). Data yang diperoleh disajikan secara
deskriptif dan diperkuat dengan analisis statistik menggunakan uji korelasi dan
uji T.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat empat isolat bakteri dari
lumpur Lapindo yang resisten dan mampu menurunkan kadar Pb. Keempat isolat
tersebut adalah S1T1 (Acinetobacter baumannii) mampu menurunkan kadar Pb
dengan persentase sebesar 77,2%, S2T1 (Bacillus subtilis) sebesar 93%, S3T2
(Brevibacillus laterosporus) sebesar 69,2%, dan S4T3 (Pseudomonas
pseudomallei) sebesar 86,13%.
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ABSTRACT

Rohmah, Nita Shilfiani. 2016. Isolation and Identification of Potential
Bacteria as the Bioremediation Agent from Lapindo Mud. Thesis,
Department of Biology, Faculty of Science and technology of the State
Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Biology Advisor:
Kholifah Holil, M.Si; Religious Advisor: Umaiyatus Syarifah, M.A

Key words: bacteria, bioremediation, lumpur Lapindo

Lapindo mud contains contaminant such as heavy metals Pb which cause
disturbance to the ecosystem and human health. One effort to handle it is
bioremediation techniques using bacteria. This study aimed to determine the
species of bacteria which could potentially be a bioremediation agent Lead (Pb)
from Lapindo mud.

Type of research was experimental using qualitative descriptive design.
The sample of the research was Lapindo mud at three different spots. The
isolation of bacteria was done through the method of dilution and pour plate
method, while the identification of biochemical test employed Microbact. The
parameters investigated are characteristic macroscopic and microscopic bacteria,
and test resistance and ability to lower levels of Pb. Pb used in resistance tests
were 0, 10, 20, and 30 ppm, whereas the impairment test is 30 ppm Pb, each with
three replications. Pb analysis performed using Atomic Absorption
Spectrophotometer (AAS). The data obtained are presented in descriptive and
reinforced by statistical analysis using correlation test and test T.

The results showed that there are four isolates from the Lapindo mud that
resistant and can to reduce levels of Pb. The Fourth of isolates are S1T1
(Acinetobacter baumannii) were able to reduce levels of Pb with a percentage
77.2%, S2T1 (Bacillus subtilis) 93%, Brevibacillus laterosporus 69.2%, and
Pseudomonas pseudomallei 86.13%.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Banjir lumpur panas Sidoarjo atau lumpur Lapindo merupakan peristiwa
menyemburnya lumpur panas di lokasi pengeboran PT. Lapindo Brantas.
Semburan lumpur tersebut hingga saat ini belum dapat dihentikan, sehingga
menyebabkan kerugian besar bagi korban luapan lumpur serta lingkungan di
sekitarnya. Banyak pemukiman warga, bangunan-bangunan, serta area
persawahan yang tergenang lumpur Lapindo.

Berdasarkan data yang dirilis BPLS (2013), fakta di lapangan
menunjukkan bahwa semburan lumpur secara bertahap telah menggenangi 12
desa yang terletak di 3 kecamatan, yaitu Porong, Tanggulangin, dan Jabon.
Semburan lumpur dalam kurun waktu tujuh tahun telah menggenangi kawasan
seluas 601 ha, dengan perincian 10.641 KK (kurang lebih 39. 700 jiwa) harus
kehilangan tempat tinggal, 11.241 bangunan dan 362 ha sawah tenggelam (Farida,
2013).

Berdasarkan hal tersebut, pemerintah mengambil langkah untuk
mengalirkan lumpur Lapindo ke sungai Porong. Pembuangan lumpur ke sungai
Porong akan menyebabkan terganggunya ekosistem perairan serta kesehatan
manusia. Hal ini disebabkan karena adanya kandungan zat-zat pencemar, salah
satunya adalah Timbal (Pb). Kandungan zat pencemar Pb dalam lumpur Lapindo

yang terus menyembur mengindikasikan terjadinya ketidakseimbangan alam yang



akhirnya menyebabkan kerusakan, sebagaimana Allah SWT berfirman dalam

surat ar Rum (30): 41,
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Artinya:

Telah nampak 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) (QS.
ar Rum (30): 41).

Kata il dalam ayat tersebut artinya “kerusakan”. Menurut Tafsir al
Mishbah , al-fasad (s«&!) adalah keluarnya sesuatu dari keseimbangan, baik
sedikit maupun banyak. Kata keseimbangan ini dapat digunakan untuk menunjuk
pada keseimbangan lingkungan, yaitu suatu keadaan dimana interaksi antara
organisme dan faktor lingkungan serta komponen yang ada di dalamnya dapat
berjalan dengan proporsional (Shihab, 2002). Pada peristiwa yang terjadi di
Lapindo, lumpur yang menyembur termasuk keluar dari keseimbangan dalam
kategori banyak. Hal ini dapat dilihat dari semburan yang belum bisa berhenti dan
adanya zat-zat pencemar didalamnya.

Surat ar-Rum ayat 41 tersebut menyebutkan darat dan laut sebagai tempat
terjadinya kerusakan, artinya darat dan laut mengalami ketidakseimbangan serta
kekurangan manfaat. Perairan telah tercemar, kualitasnya menurun, serta terjadi
perubahan tatanan dan fungsi ekologi. Dampaknya adalah dapat membahayakan

kehidupan biota, sumberdaya, dan kenyamanan ekosistem perairan. Daratan

semakin panas dan terjadi kemarau panjang, sehingga keseimbangan lingkungan



menjadi kacau. Inilah yang mengantar ulama kontemporer memahami ayat ini
sebagai isyarat tentang kerusakan lingkungan (Shihab, 2002).

Salah satu contoh dari kerusakan lingkungan yang terjadi di Indonesia
karena ulah manusia adalah semburan lumpur Lapindo. Semburan lumpur
Lapindo merupakan salah satu bencana besar yang menjadi perhatian serius
karena kandungan Pb di dalamnya. Berdasarkan hasil uji pendahuluan yang
dilakukan olen UNDAC (2006), kandungan Pb dalam lumpur lapindo mencapai
17,8 ppm (Juniawan et al., 2013). Sedangkan menurut Keputusan Menteri Negara
Lingkungan hidup No. 51 tahun 2004, ambang batas Pb yaitu 0,05 ppm (Dullah,
2009). Dari data tersebut, dapat diketahui bahwa kandungan Pb pada lumpur
lapindo termasuk dalam kategori tinggi dan bersifat toksik, sehingga untuk
menanganinya perlu dilakukan upaya bioremediasi.

Bioremediasi merupakan pengembangan dari bidang bioteknologi
lingkungan, yaitu dengan memanfaatkan agen-agen biologi dalam mengendalikan
pencemaran (Munir, 2006). Salah satu agen biologi untuk bioremediasi tersebut
adalah mikroba dari kelompok bakteri (Waluyo, 2005). Menurut Vijaraghavan
dan Yun (2008) bioremediasi Pb menggunakan bakteri menguntungkan karena
lebih feasible, sebab bakteri dapat melakukan degradasi dan transformasi logam
berat. Feliatra (1996) dalam Dharmawibawa (2004) juga menyatakan bahwa
bioremediasi oleh mikroorganisme merupakan salah satu cara yang tepat, efektif,
dan hampir tidak ada pengaruh sampingannya pada lingkungan, karena tidak

menghasilkan racun atau blooming.



Lingkungan yang mungkin ditemukan adanya bakteri resisten logam berat
adalah tanah dan perairan. Hal ini berdasarkan penelitian Gurave et al. (2015)
vang menemukan bakteri Bacillus Thuringiensis dari tanah perminyakan,
sedangkan hasil penelitian Lewaru et al., (2012) menemukan Bacillus
thuringiensis dan Staphylococcus arlettae dari sungai Cikijing yang telah
tercemar Cr, Cu, dan Zn. Crawford and Don (1998) mengemukakan, beberapa
spesies bakteri yang memiliki kemampuan dalam meremediasi logam berat dapat
diisolasi dari lingkungan yang tercemar. Pernyataan tersebut diperkuat dengan
pendapat Chojnacka (2010), bakteri yang diisolasi dari lingkungan yang tercemar
logam berat sangat potensial digunakan sebagai agen bioremediasi, sebab bakteri
mempunyai daya resistensi dan toleransi logam berat yang ada di sekitarnya.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah disebutkan di atas, maka
dimungkinkan di dalam lumpur Lapindo juga dapat ditemukan kelompok bakteri
yang berpotensi sebagai agen bioremediasi logam berat. Untuk dapat mengetahui
hal tersebut, maka lumpur Lapindo perlu diisolasi bakterinya, sehingga nantinya
dapat diketahui isolat bakteri apa saja yang ditemukan dan dapat diidentifikasi
pula. Hasil penelitian Dagdag dan Sukoso (2015) membuktikan, pada lumpur
lapindo ditemukan spesies bakteri toleran logam berat Pb, Cd, dan Cu, yaitu
Pseudomonas pseudomallei dan Bacillus niabensis, sedangkan hasil penelitian
Santosa (2008), menunjukkan adanya bakteri Bacillus subtilis juga dari lumpur
Lapindo.

Cabuk et al. (2006) dalam Jarostawiecka et al. (2014) melaporkan bahwa

Bacillus sp. mampu mengikat Pb dengan efisiensi penyerapan mencapai 91.7%.



Sedangkan menurut hasil penelitian Pardo et al. (2003) Pseudomonas putida
dapat menurunkan konsentrasi Pb dengan efisiensi mencapai 80%. Penelitian-
penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa bakteri yang yang toleran terhadap
Timbal (Pb) antara lain dari genus Azotobacter, Proteus, Corynebacterium,
Klebsiella, Staphylococcus, Arthrobacter, Enterobacter, Listeria, Micrococcus,
Phenylobacterium, Enhydribacter, Morrococcus, Flavobacterium, Streptococcus,
Xanthobacter, Acinetobacter, dan Brevibacillus (Zulaika et al., 2012; Nath et al.,
2012; Jarostawiecka et al., 2014; Budiharjo, 1996; Wulandari, 2005; Arrizal et al.,
2013; El Sayed, 2016; Chihomvu et al., 2015).

Isolat bakteri dari lumpur Lapindo dapat dikategorikan memiliki potensi
sebagai agen bioremediasi Pb adalah dari ketahanan hidupnya, bakteri yang
tumbuh pada media inokulasi yang ditambahkan timbal asetat dan mampu
menurunkan kadarnya adalah bakteri yang masuk dalam kategori tersebut. Hal ini
didasarkan pada penelitian Lewaru et al. (2012), yang menambahkan logam berat
pada media uji resistensi bakteri, hasilnya menunjukkan bahwa bakteri mampu
hidup dan menurunkan kadar logam berat tersebut dari 700 ppm menjadi 80 ppm.
Dengan dilakukannya penelitian tentang isolasi dan identifikasi bakteri dari
lumpur Lapindo ini, diharapkan didapatkan isolat bakteri yang dapat diaplikasikan
untuk mengurangi dampak pencemaran Pb yang ditimbulkan, serta dapat

dimanfaatkan juga untuk kepentingan penelitian lain sejenis.



1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah spesies bakteri apa sajakah
dari lumpur Lapindo yang berpotensi sebagai agen bioremediasi Timbal (Pb)?
1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui spesies bakteri dari
lumpur Lapindo yang berpotensi sebagai agen bioremediasi Timbal (Pb).
1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis dari penelitian ini adalah terdapat beberapa spesies bakteri dari
lumpur Lapindo yang berpotensi sebagai agen bioremediasi Pb.
1.5 Manfaat

Manfaat dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memberikan informasi tentang bakteri yang berpotensi sebagai agen
bioremediasi timbal (Pb) dari lumpur Lapindo

2. Memberikan solusi penanganan pencemaran lingkungan oleh timbal (Pb)
menggunakan cara yang aman, murah, dan efektif, yaitu dengan
memanfaatkan isolat bakteri dari lumpur Lapindo

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Bakteri yang diisolasi dan diidentifikasi pada penelitian ini adalah bakteri
yang terdapat di lumpur Lapindo, yaitu titik satu di bak penampungan
saluran pipa pembuangan ke sungai Porong, titik dua di daerah pipa
saluran pembuangan lumpur, dan titik tiga di dekat pusat semburan lumpur

Lapindo.



. Lumpur Lapindo yang diambil adalah yang terdapat di bagian permukaan

. Parameter lingkungan yang diukur adalah suhu dan pH.

. Teknik isolasi yang digunakan adalah dengan cara pengenceran yang
dilanjutkan dengan pour plate.

. Media yang digunakan untuk isolasi bakteri adalah media NA. Sedangkan
untuk uji resistensi dan penurunan kadar Pb menggunakan media NB yang
ditambahkan timbal asetat sebanyak 0, 10, 20, dan 30 ppm.

. Parameter yang diamati adalah ciri bakteri secara makroskopik yang
meliputi bentuk, permukaan, tepi, dan warna koloni bakteri dan
mikroskopik dengan pewarnaan gram dan uji biokimia.

. Pengukuran nilai penurunan kadar Pb oleh bakteri adalah menggunakan
spektrofotometer serapan atom (SSA).

. Identifikasi bakteri sampai tingkat spesies menggunakan microbact
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2.1 Pelestarian Lingkungan Hidup dalam Pandangan Islam

Lingkungan hidup merupakan anugerah yang diberikan Allah SWT.
kepada seluruh makhluk ciptaan-Nya untuk dimanfaatkan secara baik.
Lingkungan harus dijaga dan dilestarikan sebagai wujud kepedulian untuk
memanifestasikan rasa cinta dan sayang terhadap ciptaan Allah SWT. Agama
Islam mengajarkan tentang pemeliharaan lingkungan hidup yang harus
diimplementasikan dalam sikap dan perilaku manusia untuk tidak membuat
kerusakan di bumi (Suriyani dan Kotijah, 2013).

Pemeliharaan lingkungan hidup dan pemanfaatan sumber dayanya
ditugaskan oleh Nabi Muhamad SAW, yang memberikan keleluasaan kepada
umatnya untuk mengurusi duniawi menurut akal yang telah dikaruniakan oleh
Allah SWT, sebagaimana yang digariskan oleh Islam (al Qardlawi, 2002). Sesuai
dengan hadits yang diriwayatkan oleh Muslim.

(o I o Sy T by

Artinya: “Sesungguhnya Allah mewajibkan kelakuan baik terhadap segala
sesuatu”’(H.R Muslim No.17).

Lafadz u\-wéy‘ menurut Lisanul Arab merupakan bentuk masdar dari fi’il
madhi (=l atau (s yang berarti kebaikan. Lawan dari (Y adalah 56y)
yang berarti keburukan., Makna G<Y! dapat ditujukan pada pengawasan dan

baiknya ketaatan, artinya barang siapa yang merasa diawasi Allah, maka ia akan



memperbaiki perbuatannya (Manzur, 2003). Hal tersebut menunjukkan bahwa
manusia sangat dianjurkan berbuat baik dan berkualitas dalam setiap
perbuatan/pekerjaan, termasuk di dalamnya adalah menjaga bumi yang menjadi
tempat tinggal mereka. Manusia hendaknya dapat mengendalikan dirinya untuk
tidak membuat kerusakan di bumi baik terhadap sumber alam maupun lingkungan

hidup. Allah SWT berfirman dalam surat al A’raf (7):56.
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Artinya:

“Dan janganlah kamu membuat kerusakan di bumi, sesudah (Allah)
memperbaikinya dan Berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak akan
diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat Allah amat
dekat kepada orang-orang yang berbuat baik” (QS. al-A’raaf (7): 56)

Menurut al-Jazairi (2007), menyatakan bahwa kata gbﬁ\ g‘}i‘,ﬁ? B
mengandung arti jangan berbuat kerusakan di muka bumi dengan berbuat syirik
dan maksiat setelah adanya ishlah (perbaikan) melalui tauhid dan ketaatan.
Kemaksiatan ini mencakup segala perkara yang haram, seperti membunuh
manusia dan hewan, merusak tanaman, merusak pikiran, dan segala perbuatan
dosa lainnya.

Ayat di atas menjelaskan tentang larangan untuk merusak bumi.
Pengrusakan merupakan salah satu bentuk pelampauan batas. Alam raya telah
diciptakan Allah SWT dalam keadaan yang sangat harmonis, serasi, dan

memenuhi kebutuhan makhluk. Allah SWT telah menjadikannya baik, bahkan

memerintahkan hamba-hamba-Nya untuk memperbaikinya. Merusak setelah
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diperbaiki lebih buruk daripada merusaknya sebelum diperbaiki, atau pada saat
dia buruk. Karena itu, ayat ini secara tegas menggaris bawahi larangan tersebut
(Shihab, 2002).

Tatanan lingkungan hidup (ekosistem) yang diciptakan Allah SWT
mempunyai hukum keseimbangan (equilibrium). Hubungan timbal balik antara
manusia dengan komponen-komponen alam harus berlangsung dalam batas
keseimbangan. Apabila terjadi gangguan terhadap keseimbangan dalam
lingkungan hidup (ekosistem), maka akan mengakibatkan adanya kerusakan
lingkungan, termasuk karena adanya pencemaran logam berat (Suriyani dan
Kotijah, 2013).

Jumlah logam berat dalam suatu lingkungan bisa berkurang atau
bertambah, hal ini tidak terlepas dari aktivitas manusia yang dapat mencemari
lingkungan dan akhirnya merugikan manusia itu sendiri. Allah SWT telah
menciptakan unsur logam berat dengan kadar seimbang di alam. Seperti telah

tercantum dalam surat al Mulk (67):3.
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Artinya:

“Yang telah menciptakan tujuh langit berlapis-lapis, kamu sekali-kali
tidak melihat pada ciptaan Tuhan yang Maha Pemurah sesuatu yang tidak
seimbang. Maka lihatlah berulang-ulang. Adakah kamu lihat sesuatu yang tidak
seimbang?” (QS. Al Mulk (67): 3).

Menurut Shihab (2002) dalam Tafsir Al-Mishbah, kata <w pada mulanya

berarti kejauhan. Dua hal yang berjauhan mengesankan ketidakserasian atau
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ketidakseimbangan. Allah SWT menciptakan langit bahkan seluruh makhluk
dalam keadaan seimbang sebagai rahmat, karena seandainya ciptaan-Nya tidak
seimbang, maka tentulah akan terjadi kekacauan antara yang satu dengan yang
lainnya yang akan mengganggu kenyamanan hidup manusia di bumi ini, salah
satu peristiwa ketidakseimbangan tersebut adalah lumpur Lapindo yang awalnya
menjadi sumber tambang yang menguntungkan, namun karena akibat ulah tangan
manusia yang mengeksploitasinya secara berlebihan sehingga menyebabkan
bencana lumpur yang sampai saat ini masih menyembur dan menjadi sumber
pencemaran.

2.2 Lumpur Lapindo

Banjir lumpur panas Sidoarjo atau lumpur Lapindo merupakan peristiwa
menyemburnya lumpur panas di lokasi PT. Lapindo Brantas di Desa
Renokenongo Kecamatan Porong Kabupaten Sidoarjo, Jawa Timur, sejak tanggal
27 Mei 2006 (Usman et al., 2006). Lumpur Lapindo yang masih menyembur
sampai sekarang telah menyebabkan dampak yang besar, yaitu tergenangnya
pemukiman warga, sawah, tambak, jalan dan bangunan lainnya dengan material
lumpur yang mengandung berbagai zat yang dapat mencemari lingkungan
(Parawita, 2009).

Data yang dirilis BPLS (2013) menunjukkan bahwa semburan lumpur
secara bertahap telah menggenangi 12 desa yang terletak di 3 kecamatan, yaitu
Porong, Tanggulangin, dan Jabon. Semburan lumpur dalam kurun waktu tujuh
tahun telah menggenangi kawasan seluas 601 ha, dengan perincian 10.641 KK

(kurang lebih 39. 700 jiwa) harus kehilangan tempat tinggal, 11.241 bangunan dan



12

362 ha sawah tenggelam (Farida, 2013). Selama ini, pembuangan lumpur Lapindo
dialirkan melalui sungai Porong dan Aloo, sehingga diduga dapat mencemari
kelestarian ekosistem di sekitar aliran sungai. Apabila ada bahan pencemar yang
masuk ke aliran sungai, maka akan membahayakan kehidupan biota, sumber daya,
dan kenyamanan ekosistem perairan serta kesehatan manusia di sekitar aliran
sungai (Juniawan et al., 2013). Menurut Dahuri dan Arumsyah (1994), masuknya
bahan pencemar ke dalam perairan dapat mempengaruhi kualitas perairan.
Apabila bahan yang masuk ke perairan melebihi ambang batas, maka daya

dukung lingkungan akan menurun.

Gambar 2.1 Semburan Lumpur Panas Lapindo
(Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2016)

Lumpur Lapindo di Sidoarjo tersusun atas 70% air dan 30% padatan
(Usman et al., 2006). Kadar garam (salinitas) lumpur sangat tinggi (38-40%),
sehingga bersifat asin (Arisandi, 2006). Berdasarkan hasil uji pendahuluan yang
dilakukan UNDAC, lumpur Lapindo diketahui mengandung logam berat Cu

sebesar 24.5 ppm, sedangkan untuk kandungan logam berat Pb sebesar 17.8 ppm
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(Juniawan et al., 2013). Konsentrasi logam Cu lebih besar dibandingkan Pb dalam
lumpur Lapindo. Hal ini dikarenakan kelimpahan logam berat Cu pada kerak
bumi sebesar 50 mg/kg, sedangkan logam Pb hanya sebesar 15 mag/kg (Moore,
1991). Menurut hasil penelitian Juniawan et al., (2013), konsentrasi logam Cu dan
Pb pada lumpur Lapindo pada tiap lokasi yang berdekatan berbeda, hal itu
mungkin disebabkan karena semburan lumpur Lapindo memiliki kedalaman
berbeda-beda setiap semburannya. Pada lumpur Lapindo dari data uji karakteristik
mengenai pH diperoleh kisaran pH antara 6-7.
2.3 Pencemaran Logam Berat

Logam berat (heavy metal) adalah logam dengan massa jenis lima atau
lebih, dengan nomor atom 22 sampai dengan 92 (Ridhowati, 2013). Sifat dari
logam berat yaitu beracun, terakumulasi dalam tubuh organisme, sulit mengalami
degradasi. Pada konsentrasi tinggi, logam berat bersifat toksik karena sukar
terurai. Apabila logam berat masuk perairan, akan terakumulasi terutama dalam
sedimen dan terikat sebagai senyawa organik dan anorganik (Kurniasari, 2005).

Logam berat memiliki kriteria yang sama dengan golongan logam yang
lain. Perbedaannya terletak dari pengaruh yang dihasilkan bila logam berat ini
berikatan atau masuk ke dalam tubuh organisme. Berbeda dengan logam biasa,
logam berat biasanya menimbulkan efek-efek khusus pada makhluk hidup. Dapat
dikatakan semua logam berat dapat menjadi bahan racun yang akan meracuni
tubuh makhluk hidup. Contohnya adalah air raksa/merkuri (Hg), kadmium (Cd),
timbal (Pb), dan Cromium (Cr). Logam-logam berat tersebut belum diketahui

manfaatnya di dalam tubuh sehingga bersifat racun dan disebut dengan logam



14

nonesensial. Namun, meski semua logam berat dapat mengakibatkan keracunan
atas makhluk hidup, sebagian dari logam-logam tersebut tetap dibutuhkan oleh
makhluk hidup meskipun dalam jumlah yang sangat sedikit dan jika tidak
terpenuhi dan berlebihan akan berakibat fatal terhadap kelangsungan hidup
organisme. Contohnya adalah tembaga (Cu), Zink (Zn), Nikel (Ni), Besi (Fe), dan
Magnesium (Mg). Logam-logam ini disebut dengan logam esensial (Palar, 2008).

Beberapa sumber logam berat yang dapat mencemari air antara lain
industri logam, industri bahan tambang, pemakaian logam, pemakaian senyawa-
senyawa logam, ekskresi manusia atau hewan dan sampah padat. Sebaliknya,
faktor yang menunjang sukar hilangnya logam-logam berat dalam air adalah
logam-logam berat tidak dapat mengalami pemecahan secara biologis seperti
halnya pencemar-pencemar organik non plastik. Selain itu, logam berat cenderung
mengendap di dasar perairan yaitu dengan mengadakan persenyawaan bersama
senyawa organik (Sumardjo, 2009).

Logam-logam berat dalam air umumnya berpengaruh buruk terhadap
proses-proses biologis. Kematian ikan dan organisme perairan akibat logam berat
dapat terjadi karena keracunan atau kation logam berat dengan fraksi tertentu
dalam lendir insang sehinggan insang terselaputi gumpalan lendir logam berat,
akibatnya, organisme akan mati lemas. Timah (Pb), seng (Zn), dan tembaga (Cu),
pada umumnya menyebabkan kematian ikan dan organisme perairan lainnya

melalui proses semacam ini (Sumardjo, 2009).
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2.3.1 Timbal (Pb)

Timbal sering juga disebut sebagai timah hitam atau plumbum, logam
berat ini disimbolkan dengan Pb. Istilah logam berat digunakan karena timbal
mempunyai densitas (rapatan) yang sangat tinggi (11,34 gr/cm®), jauh lebih tinggi
daripada densitas tertinggi bagi logam transisi pertama (yaitu 8,92 gr/cm® untuk
tembaga) (Sugiyarto, 2010). Timbal pada tabel periodik unsur kimia termasuk
dalam kelompok logam golongan IV-A dengan nomor atom (NA) 82 dan berat

atom (BA) 207,2 (Palar, 2008).
Timbal bersifat lembek-lemah, memiliki titik didih 1.7250C dan titik leleh

327 0C, nampak mengkilat/berkilauan ketika baru dipotong, tetapi segera menjadi
buram ketika terjadi kontak dengan udara terbuka. Hal ini karena terjadi
pembentukan lapisan timbal-oksida atau timbal karbonat yang melapisi secara
kuat, sehingga dapat mencegah terjadinya reaksi lebih lanjut. Karena sifat
tersebut, timbal banyak digunakan dalam kebutuhan sehari-hari (Sugiyarto, 2010).

Fardiaz (2001) menyatakan bahwa timbal banyak digunakan untuk
berbagai keperluan karena sifatnya sebagai berikut: 1) Timbal mempunyai titik
cair rendah sehingga jika digunakan dalam bentuk cair dibutuhkan teknik yang
cukup sederhana dan tidak mahal; 2) Timbal merupakan logam yang iunak
sehingga mudah diubah menjadi berbagai bentuk; 3) Sifat kimia timbal
menyebabkan logam ini dapat berfungsi sebagai lapisan pelindung jika kontak
dengan udara lembab; 4) Timbal dapat membentuk alloy (campuran) dengan

logam lainnya, dan alloy yang terbentuk mempunyai sifat berbeda dengan timbal
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yang murni; 5) Densitas logam timbal lebih tinggi dibandingkan dengan logam
lainnya kecuali emas dan merkuri.
2.3.2 Pengaruh Timbal (Pb) terhadap Lingkungan dan Makhluk Hidup

Timbal atau timah hitam atau Plumbum (Pb) adalah salah satu bahan
pencemar utama. Hal ini bisa terjadi karena sumber utama pencemaran timbal
adalah dari emisi gas buang kendaraan bermotor. Selain itu, timbal juga terdapat
dalam limbah cair industri yang pada proses produksinya menggunakan timbal,
seperti industri pembuatan baterai, industri cat, dan industri keramik. Timbal
digunakan sebagai aditif pada bahan bakar, khususnya bensin di mana bahan ini
dapat memperbaiki mutu bakar. Bahan ini sebagai anti knocking (anti letup),
pencegah korosi, anti oksidan, diaktifator logam, anti pengembunan dan zat
pewarna (Naria, 2005).

Komponen lingkungan mempunyai konsentrasi kadar timbal yang tinggi
dan harus diwaspadai adalah udara. Kendaraan bermotor memberikan kontribusi
terbesar dalam menyumbang timbal di udara. Partikel timbal yang terdapat dalam
asap kendaraan bermotor berukuran 0,02—1,00 um, dengan masa tinggal di udara
mencapai 440 hari. Partikel yang sangat kecil ini memungkinkan timbal terhirup
dan masuk sampai ke paru paru. Timbal dalam bentuk gas akan masuk ke dalam
tubuh dan dapat terikat di dalam darah (Diponegoro, 1997).

Selain udara, timbal juga dapat mencemari air. Sumber utama adanya
timbal di air berasal dari pembuangan limbah yang mengandung timbal. Salah
satu industri yang dalam air limbahnya mengandung timbal adalah industri aki

penyimpanan di mobil, dimana elektrodanya mengandung 93% timbal dalam



17

bentuk timbal oksida (PbO,). Public Health Service Amerika Serikat menetapkan
bahwa sumber-sumber air untuk masyarakat tidak boleh mengandung timbal lebih
dari 0,05 mg/L, sedangkan WHO menetapkan batas timbal di dalam air sebesar
0,1 mg/L. Dalam mengkontaminasi sumber air, hampir semua timbal terdapat
dalam sedimen, dan sebagian lagi larut dalam air (Fardiaz, 2001).

Timbal yang ada di dalam air dapat masuk ke dalam organisme di
perairan, dan jika air tersebut merupakan sumber air konsumsi masyarakat maka
timbal tersebut tentunya akan masuk ke dalam tubuh manusia. Baku mutu timbal
di perairan berdasarkan PP No. 20 tahun 1990 adalah 0,1 mg/l. Pada analisa
kandungan timbal dalam tumbuhan air didapatkan 13,0 mg/kg timbal pada
pajanan 10 pg/l. Akar tumbuhan mengandung 2,5 kali lebih tinggi dari batang
(Naria, 2005).

Air yang mengandung timbal, jika digunakan untuk menyiram tanaman
akan menimbulkan risiko masuknya timbal ke dalam tanaman. Hasil penelitian
pemanfaatan air Sungai Bengawan Solo yang mengandung timbal digunakan
untuk mengairi sawah, ternyata terdapat timbal dalam padi hasil panen sebesar
13,57 mg/kg (Diponegoro, 1997). Demikian juga hasil penelitian Naria (2005)
menemukan bahwa pada kandungan timbal tanaman pada umur 26 hari setelah
tanam adalah 1,98 ppm untuk bayam, 2,72 ppm untuk selada, dan 1,80 ppm untuk
kangkung. Tanaman tersebut setiap hari disiram dengan air sungai Yyang
mengandung timbal rata — rata 0,063 ppm. Masuknya timbal ke dalam tanaman
tersebut berarti munculnya risiko kesehatan pada manusia ketika mengkonsumsi

tanaman tersebut.
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Menurut Thoha (1991), bahan pencemar yang masuk ke dalam perairan
akan membunuh biota yang paling peka, sehingga mengganggu rantai makanan
dalam perairan tersebut. Terputusnya salah satu rantai makanan dapat
menyebabkan beberapa jenis biota tidak hidup normal. Agar biota perairan dapat
hidup layak, yaitu dapat tumbuh dan berkembang biak secara normal, maka
diperlukan baku mutu untuk biota tersebut.

Logam-logam berat yang masuk ke dalam tubuh hewan umumnya tidak
dikeluarkan lagi dari tubuh mereka. Karena itu logam-logam cenderung untuk
menumpuk di dalam tubuhnya. Sebagai akibatnya logam-logam tersebut akan
terus berada di sepanjang rantai makanan. Hal ini disebabkan oleh karena predator
pada satu trofik level memakan mangsa dari trofik yang lebih rendah yang telah
tercemar (ikan dimakan oleh manusia). Di sini terlihat bahwa kandungan
konsentrasi logam berat terdapat lebih tinggi pada tubuh hewan yang letaknya
lebih tinggi didalam tropik level. Jadi predator tingkat tinggi (dengan umur lebih
panjang) lebih banyak menumpuk logam berat. Pengaruh logam berat terhadap
ekosistem yang dilimpahkan ke perairan, baik sungai ataupun laut akan
mengalami proses-proses seperti pengendapan, adsorpsi dan absorpsi oleh
organisme-organisme perairan (Bryan, 1989).

Adapun pencemaran timbal di tanah dapat berasal dari emisi kendaraan
bermotor, di mana partikel timbal yang terlepas ke udara, secara alami dengan
adanya gaya gravitasi, maka timbal tersebut akan turun ke tanah. Kandungan

timbal dalam tanah bervariasi misalnya karena kepadatan lalu lintas, jarak dari
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jalan raya dan kondisi transportasi. Kandungan timbal lebih banyak ditemukan
pada permukaan tanah sampai beberapa cm di bawahnya (Naria, 2005).

Kandungan timbal di tanah yang belum diolah 6 — 20 ppm, dan pada tanah
yang sudah diolah mencapai 300 ppm. Logam berat, seperti timbal, di dalam tanah
ditemukan juga dalam bentuk ion. Logam yang tidak terikat dengan senyawa
kompleks bersifat larut dan relatif tersedia bagi tanaman. Adanya senyawa
organik di dalam tanah dapat mengikat logam menjadi senyawa kompleks
sehingga dapat mengurangi bahaya akumulasi logam di dalam tanaman
(Stevenson, 1982 dalam Ross, 1994).

Bahan pangan yang dikonsumsi manusia juga mengandung timbal secara
alami. Pada ikan dan binatang lain yang mengandung timbal 0,2-2,5 mg/kg, pada
daging atau telur mengandung timbal sebesar 0-0,37 mg/kg, padi-padian
mengandung timbal sebesar 0-1,39 mg/kg dan sayur-sayuran mengandung 0-1,3
mg/kg. Dengan demikian, maka kita perlu memperhatikan menu makanan yang
dikonsumsi setiap hari (Naria, 2005).

Indonesia mempunyai batas maksimum cemaran Timbal (Pb) pada bahan
makanan yang ditetapkan oleh Dirjen POM dalam Surat Keputusan Dirjen POM
No. 03725/B/SK/VII/89 tentang Batas Maksimum Cemaran Logam dalam
Makanan. Bahan makanan seperti susu dan hasil olahannya kadar maksimum
adalah 1,0 ppm, untuk sayuran dan hasil olahannya maksimum 2,0 ppm, untuk
ikan dan hasil olahannya maksimum 2,0 ppm, dan untuk beberapa jenis bahan

makanan lainnya (Depkes RI, 2001).
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Timbal adalah logam berat yang dapat menyebabkan keracunan dan
terakumulasi dalam tubuh manusia. Mekanisme masuknya timbal ke dalam tubuh
manusia dapat melalui sistem pernafasan, oral, ataupun langsung melalui

permukaan Kkulit. Akumulasi Timbal dalam tubuh manusia dapat dilihat pada

Gambar 2.2
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Gambar 2.2 Akumulasi Timbal dalam Tubuh Manusia
(Sumber: Depkes RI, 2001)

Kira-kira 40% dari timbal yang masuk melalui pernafasan, diabsorbsi
sampai ke saluran pernafasan. Sekitar 5-10% dari senyawa timbal yang masuk
diserap oleh saluran gastrointestinal. Timbal yang masuk melalui makanan, masuk
ke saluran cerna, dan dapat masuk ke dalam darah. Pada anak-anak, tingkat
penyerapan timbal mencapal 53%. Hal ini jauh berbeda pada tingkat penyerapan
orang dewasa, yaitu sekitar 10%. Defisiensi besi (Fe) dan Kalsium (Ca) serta diet
lemak tinggi dapat meningkatkan absorbsi timbal gastrointestinal. Peningkatan
asam lambung dapat meningkatkan absorbsi usus sehingga absorbsi timbal juga

meningkat (Riyadina,1997).



21

Timbal yang diabsorbsi oleh tubuh akan mengikat gugus aktif dari enzim
ALAD (Amino Levulinic Acid Dehidratase), dimana enzim ini berfungsi pada
sintesa sel darah merah. Adanya senyawa timbal akan mengganggu kerja enzim
ini sehingga sintesa sel darah merah menjadi terganggu (Palar, 2008). Timbal juga
akan didistribusikan ke darah, cairan ekstraselular, dan beberapa tempat deposit.
Tempat deposit timbal berada di jaringan lunak (hati, ginjal, dan syaraf) dan
jaringan mineral (tulang dan gigi). Timbal yang terakumulasi dalam skeleton
(tulang) diperkirakan sekitar 90% dari jumlah keseluruhan. Tulang berfungsi
sebagai tempat penyimpanan karena sifat ion Pb?* yang hampir sama dengan Ca?*.
Pb* yang berkumpul dalam skeleton kemungkinan dapat diremobilisasi ke
bagian-bagian tubuh lainnya lama setelah absorbsi awal (Fardiaz, 2001).

Waktu paruh timbal secara biologi dalam tulang manusia diperkirakan 2-3
tahun. Timbal dalam darah akan dapat dideteksi dalam waktu paruh sekitar 20
hari, sedangkan ekskresi timbal dalam tubuh secara keseluruhan terjadi dalam
waktu paruh sekitar 28 hari. Dari darah dan tempat deposit, timbal kemudian
diekskresikan melalui urine, faeces, dan keringat (Riyadina, 1997).

2.4 Bioremediasi

Bioremediasi merupakan pengembangan dari bidang bioteknologi
lingkungan, yaitu dengan memanfaatkan agen-agen biologi dalam mengendalikan
pencemaran (Munir, 2006). Ada beberapa keuntungan bioremediasi dibandingkan
dengan teknik yang lain seperti elektrolisa, elektrodialisa. Hasil produk akhir pada
bioremediasi umumnya bersifat tidak beracun, jika terjadi proses mineralisasi

yang lengkap. Aktivitas biologi lain akibat proses bioremediasi relatif tidak
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mengganggu. Bioremediasi tidak membutuhkan biaya yang mahal dan juga
membutuhkan peralatan yang sederhana. Namun, ada beberapa kerugian dari
bioremediasi vaitu suatu limbah dengan konsetrasi tingai seringkali memerlukan
stimulasi pertumbuhan bagi mikroorganisme bioremediator, selain itu
bioremediasi hanya terbatas pada tempat yang tercemar saja (Waluyo, 2005).

2.4.1 Macam-macam Bioremediasi

Berdasarkan agen proses biologis serta pelaksanaan rekayasa,
bioremediasi dapat dibagi menjadi dalam empat kelompok, yaitu: Fitoremediasi,
bioremediasi in situ, bioremediasi ex situ, dan bioaugmentasi. Fitoremediasi
merupakan proses teknologi yang menggunakan tumbuhan untuk memulihkan
tanah yang tercemar oleh bahan polutan secara in situ. Teknologi ini dapat
ditunjang dengan peningkatan perbaikan media tumbuh dan ketersediaan mikroba
tanah untuk meningkatkan efesiensi dalam proses degradasi bahan polutan
(Surtikanti, 2011).

Tanaman yang digunakan dalam bioremediasi adalah tanaman yang
mampu mendetoksifikasi unsur pencemar dalam konsentrasi yang tinggi, yaitu
dengan cara melokalisasi logam pada jaringan, misalnya dengan menimbun logam
di dalam organ tertentu seperti akar, trikhoma, dan lateks, tanpa membuat
tanaman tumbuh dengan tidak normal dalam arti kata tidak kerdil dan tidak
mengalami keracunan. Beberapa jenis tumbuhan mampu bekerja sebagai agen
bioremediasi, seperti azolla, kiambang (Salvinia molesta), eceng gondok
(Eichhornia crassipes), kangkung air (Ipomea aquatic) serta beberapa jenis

tumbuhan mangrove (Aiyen, 2005).
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Bioremediasi in situ disebut juga bioremediasi dasar atau natural
attenuation. Teknologi ini memanfaatkan kemampuan mikroba indigen dalam
merombak polutan di lingkungan. Proses ini terjadi dalam tanah secara alamiah di
dalam tanah secara alamiah dan berjalan sangat lambat. Bioremediasi in situ
merupakan metode dimana mikroorganisme diaplikasikan langsung pada tanah
atau air dengan kerusakan yang minimal. Bioremediasi (in situ bioremidiation)
juga terbagi atas: 1) Biostimulasi/Bioventing: dengan penambahan nutrient (N, P)
dan aseptor elektron (O2) pada lingkungan pertumbuhan mikroorganisme untuk
menstimulasi  pertumbuhannya; 2) Bioaugmentasi: dengan menambahkan
organisme dari luar (exogenus microorganism) pada subpermukaan yang dapat
mendegradasi kontaminan spesifik; 3) Biosparging: dengan menambahkan injeksi
udara dibawah tekanan ke dalam air sehingga dapat meningkatkan konsentrasi
oksigen dan kecepatan degradasi (Vidali, 2001).

Adapun bioremediasi ex situ dikenal sebagai metode dimana
mikroorganisme diaplikasikan pada tanah atau air terkontaminasi yang telah
dipindahkan dari tempat asalnya. Teknik ex situ terdiri atas: 1) Landfarming:
teknik dimana tanah yang terkontaminasi digali dan dipindahkan pada lahan
khusus yang secara periodik diamati sampai polutan terdegradasi; 2) Composting:
teknik yang melakukan kombinasi antara tanah terkontaminasi dengan tanah yang
mengandung pupuk atau senyawa organik yang dapat meningkatkan populasi
mikroorganisme; 3) Biopiles: merupakan perpaduan antara landfarming dan
composting; 4) Bioreactor: dengan menggunakan aquaeous reaktor pada tanah

atau air yang terkontaminasi (Vidali, 2001).
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2.4.2 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Bioremediasi

Keberhasilan proses bioremediasi ditentukan oleh keberhasilan untuk
mengoptimalkan kondisi lingkungan vyang sesuai dengan aktivitas mikroba
perombak. Kondisi yang dimaksud adalah suhu, pH, tersedianya nutrisi bagi
bakteri, dan oksigen (Munawar, 2012). Suhu optimum untuk penurunan logam
berat adalah 35°C, sedangkan nilai pH optimumnya antara 7-8 (EI-Shanshoury,
A.E.etal., 2013).

Menurut Andriani (2001), dalam proses bioremediasi aerobik, oksigen
berperan sebagai akseptor elektron yang akan menampung kelebihan elektron dari
reaktan lainnya. Oksigen dalam tanah diperoleh dari proses difusi antara udara
dengan tanah. Oksigen ini mudah habis terutama jika jumlah mikroorganisme
yang memanfaatkannya sangat banyak sedangkan proses difusi tersebut
membutuhkan waktu yang lama. Namun, laju biodegradasi akan menurun bila
kandungan oksigen berkurang. Namun kebutuhan akan oksigen dapat disuplai
melalui pengadukan atau pembalikan secara berkala.

Kebutuhan oksigen optimum reaksi penguraian secara aerobik adalah
lebih besar dari 0,2 mg/L dengan porositas minimal 10%, sedangkan untuk reaksi
anaerobik kebutuhannya akan oksigen kurang dari 0,2 mg/L dan porositas kurang
dari 1%. Pembalikan tersebut dimaksudkan juga untuk menjaga suhu tumpukan
tetap ideal dan menciptakan homogenitas campuran (El-Shanshoury, A.E. et al.,

2013).
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2.4.3 Bioremediasi Logam Berat Menggunakan Mikroorganisme

Secara umum, mikroba mengurangi bahaya pencemaran logam berat
dengan cara detoksifikasi (biopresipitasi), biohidrometalurgi, bioleaching, dan
bioakumulasi (Atlas dan Bartha, 1993; Baldi et al., 1990; Mallick dan Rai, 1992).
Detoksifikasi atau biopresipitasi pada prinsipnya mengubah ion logam berat yang
bersifat toksik menjadi senyawa yang bersifat tidak toksik. Proses ini umumnya
berlangsung dalam kondisi anaerob dan memanfaatkan senyawa kimia sebagai
akseptor elektron (khemolitotrof).

Menurut Atlas dan Bartha (1993), biohidrometalurgi pada prinsipnya
mengubah ion logam yang terikat pada suatu senyawa yang tidak dapat larut
dalam air menjadi senyawa yang dapat larut dalam air. Bioleaching merupakan
aktivitas mikroba untuk melarutkan logam berat dari senyawa yang mengikatnya
dalam bentuk ion bebas. Biasanya mikroba menghasilkan asam dan senyawa
pelarut untuk membebaskan ion logam dari senyawa pengikatnya. Proses ini
biasanya langsung diikuti dengan akumulasi ion logam.

Bioakumulasi merupakan cara yang paling umum digunakan oleh mikroba
untuk menangani limbah logam berat. Pada prinsipnya, bioakumulasi merupakan
pengikatan ion-ion logam pada struktur sel mikroba (khususnya dinding sel).
Pengikatan ini disebabkan oleh beberapa macam cara, yaitu: sistem transport aktif
kation, ikatan permukaan, dan mekanisme lain yang tidak diketahui. Mekanisme
pengikatan di atas tidak lepas dari karakter anion dan sifat fisikokimia dari
dinding sel, sehingga ion logam berat (kation) mampu diikat secara adesi (Atlas

dan Bartha, 1993; Mallick dan Rai, 1992).
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Proses akumulasi logam berat oleh bakteri juga didasarkan atas absorbsi
logam berat. Absorbsi logam berat oleh mikroorganisme dapat dibagi 2 yaitu
passive uptake dan active uptake. Passive uptake dikenal dengan istilah proses
biosorpsi. Proses ini terjadi ketika ion logam berat mengikat dinding sel dengan
dua cara yang berbeda, yaitu pertukaran ion dimana ion monovalent dan divalent
seperti Na, Mg, dan Ca pada dinding sel digantikan ion-ion logam berat, dan
formasi kompleks antara ion-ion logam berat dengan grup fungsional seperti
carbonyl, amino, thio, hydroxyl, phospahate, dan hydroxycrbonyl yang berada
pada dinding sel. Proses biosorpsi ini bersifat bolak balik ikatan ion logam berat
dipermukaan sel ini dapat terjadi pada sel mati dan sel hidup dari suatu biomassa
(Suhendrayatna, 2001).

Active uptake dapat terjadi pada berbagai tipe sel hidup. Mekanisme ini
secara simultan terjadi sejalan dengan konsumsi ion logam untuk pertumbuhan
mikroorganisme dan akumulasi intraselular ion logam tersebut. Proses ini
tergantung dari energi yang terkandung dan sensitifitasnya terhadap parameter-
parameter yang berbeda seperti pH, suhu, kekuatan ikatan ionik, cahaya dan
lainnya. Di sisi lain, mikroorganisme yang tahan terhadap efek racun ion logam
akan dihasilkan pada prosedur seleksi yang ketat terhadap pemilihan jenis
mikroorganisme yang tahan terhadap kehadiran ion logam berat (Adi dan Nana,
2010).

Bioremediasi berlangsung akibat aktivitas enzim yang disuplai oleh
mikroorganisme untuk mengkatalis degradasi bahan-bahan kontaminan. Reaksi

kimia tersebut merupakan reaksi oksidasi-reduksi yang penting untuk
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menghasilkan energi bagi mikroorganisme. Bioremediasi membutuhkan kehadiran
sumber energi yang sesuai, sistem donor-akseptor elektron, dan nutrien.
(Munawar, 2012).

2.5 Bakteri

2.5.1 Struktur Sel Bakteri

Appendages merupakan struktur non seluler yang biasanya dipakai sebagai
alat gerak atau kolonisasi. Bermacam-macam appendages dijumpai pada bakteri,
Appendages biasanya terletak di luar permukaan sel bakteri. Ada tiga kelompok
Appendages pada bakteri berdasarkan fungsinya, yaitu flagella untuk bergerak,
fimbriae untuk perlekatan, dan pili untuk pertukaran genetik (Purwoko, 2007).

Glikokaliks merupakan material ekstra sel yang melekat di bagian luar
dinding sel. Semua bakteri kemungkinan dilindungi glikokaliks ketika hidup di
habitat alaminya. Fungsi glikokaliks adalah untuk perlekatan sel ke sel lainnya
dan proteksi terhadap fagositosis. Glikokaliks dibedakan menjadi kapsula, lapisan
S (S-layer) dan lapisan lender (slime layer) (Purwoko, 2007).

Dinding sel merupakan suatu struktur yang amat kaku memberikan bentuk
pada sel, dan terletak di bawah substansi ekstraseluler seperti kapsul atau lendir
dan di luar membran sitoplasma. Dinding sel bakteri penting bagi pertumbuhan
dan pembelahan (Pelczar, 2008). Dinding sel yang mengandung molekul
kompleks semi-kaku dan rajutan ketat yang dinamakan peptidoglikan (Subandi,
2010). Komposisi kimiawi dinding sel yang menyebabkan kekakuan dinding sel
ialah peptidoglikan. Polimer peptidoglikan (molekul besar yang terdiri dari unit-

unit yang diulang-ulang) yang amat besar ini terdiri dari tiga macam bahan
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pembangun: N-asetilglukosamin (NAG), N-asetilmuramat (NAM), dan suatu
peptide yang terdiri dari 4-5 asam amino, yaitu L-alanin, D-alanin, asam D-
alutamat, dan lisin. Dinding sel yang utuh juga mengandung komposisi kimiawi
lain seperti protein, polisakarida, dan lipopolisakarida yang terikat pada
peptidoglikan  (Pelczar, 2008) Berikut gambar 2.3 yang menunjukkan
perbandingan antara dinding sel gram positif dan gram negatif.

Gram Negative Gram Positive

Outar mamtiana Septun
\-., S

Gram negative
csll envciopo

“Papitdoglycan —

Phoapolipid

Broteln —

Gambar 2.3 Perbandingan dinding sel bakteri Gram positif dan

negatif secara detail ditunjukkan pada bagian peptidoglikan. Gram

postif memiliki dinding sel yang tebal, sedangkan Gram negatif

dindingselnya tipis (Sumber: Milton R.J. Salton dan Kwang-Shin

Kim, 2001)

Fungsi peptidoglikan adalah untuk mencegah lisis osmosis. Agar bakteri
meningkatkan ukurannya yang diikuti pembelahan biner, hubungan pada
peptidoglikan harus dipecah, monomer baru harus disisipkan dan hubungan

lintasan peptida harus disambung lagi. Sintesis peptidoglikan baru terjadi pada sel
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hasil pembelahan dengan cara mengumpulkan mesin pembelahan sel yang disebut
devisom. Berikut adalah yang terjadi pada devisom: Enzim bakteri autolysin
(memecahkan ikatan glikosida, di antara monomer peptidoglikan dan memecah
jembatan lintas peptida yang menghubungkan untaian gula); Enzim transglikosida
yang menghubungkan dan menyisipkan monomer peptidoglikan baru ke dalam
pecahan peptidoglikan; Enzim transpeptidase membentuk kembali hubungan
lintas peptide di antara untaian dan lapisan dari peptidoglikan yang membuat
dinding sel kuat (Hadioetomo, 1993).

Membran sitoplasma atau membran sel terletak di bagian dalam dinding
sel. Membran sel merupakan membran selektif permeabel yang menentukan
masuk dan keluarnya substansi kimiawi dalam larutan. Semua sel harus
mengambil dan menahan berbagai jenis bahan kimia yang diperlukan untuk
metabolisme (Hadioetomo, 1993). Membran sel berperan sebagai aktivitas
transportasi solut, transfer elektron dari respirasi ke fotosintetik, penghasil gradien
elektrokimia, sintesis ATP, biosintesis lipid dan dinding sel, sekresi protein, sinyal
dan respons terhadap lingkungan (Purwoko, 2007).

Beberapa fungsi lain membran yang membungkus organel di antaranya
adalah (Hadioetomo, 1993):

a. Produksi energi (sistem transport elektron dari bakteri dengan respirasi
aerobik).
b. Sintesis peptidoglikan, baik pada saat pertumbuhan dinding sel maupun

pembentukan septum yang membagi bakteri selama pembelahan sel.
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c. Sintesis fosfolipid dan beberapa sintesis protein untuk menghasilkan
banyak membran sitoplasma.
d. Terlibat dalam pembelahan amitosis dari nukleoid, replikasi, dan
pemisahan DNA selama pembelahan bakteri.
e. Mengandung bahan dasar flagella yang digunakan dalam pergerakan
f. Terlibat dalam endospora
Bahan aktif perusak membran sel salah satunya ionophores, yang
menyebabkan kation tertentu berdifusi secara tepat melewati membran. lonofor
dapat membunuh sel dengan menghilangkan potensial membran, yang penting
untuk fosforilasi oksidasi seperti proses pada membran semua sel (Brooks, 2005).
Sitoplasma didefinisikan segala sesuatu yang terbungkus membran sel. Bagian
cair pada sitoplasma disebut sitosol. Pada sitoplasma dijumpai struktur yang
merupakan perluasan membran sel, inklus, dan berbagai organel (Purwoko, 2007)
2.5.2 Fase-Fase Pertumbuhan Bakteri
Terdapat empat fase pertumbuhan bakteri yaitu fase adaptasi (lag phase),
fase perbanyakan (exponential phase), fase statis (stationer phase), dan fase

kematian (death phase) (Gambar 2.4) (Purwoko, 2007).

Log Jumlah sel
4

v

Waktu (t)

Gambar 2.4. Kurva Pertumbuhan Bakteri, menunjukkan empat fase
pertumbuhan: a=fase lag; b=fase eksponensial; c=fase stasioner dan
d=fase kematian (sumber: Brock & Madigan,1991)
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a) Fase Adaptasi (Lag Phase)

Pada fase ini tidak ada pertumbuhan populasi. Sel mengalami perubahan
dalam komposisi kimiawi dan bertambah ukurannya, substansi intraseluler
bertambah (Pelczar, 2008). Ketika sel dalam fase statis dipindahkan ke media
baru, sel akan melakukan proses adaptasi. Proses adaptasi meliputi sintesis enzim
baru yang sesuai dengan medianya dan pemulihan terhadap metabolit yang
bersifat toksik (misalnya asam, alkohol, dan basa) pada waktu media lama. Pada
fase adaptasi tidak dijumpai pertambahan jumlah sel. Akan tetapi, fase adaptasi
dapat terhindar (langsung ke fase perbanyakan), jika sel di media lama dalam
kondisi fase perbanyakan dan dipindahkan ke media baru yang sama
komposisinya dengan media lama (Purwoko, 2007).

b) Fase Perbanyakan (Logaritma atau eksponensial)

Pada fase ini, pembiakan bakteri berlagsung paling cepat. Jika ingin
biakan bakteri yang cepat tumbuh, maka bakteri dalam fase ini baik sekali untuk
dijadikan inoklum (Dwidjoseputro, 1989). Sel akan membelah dengan laju yang
konstan, massa menjadi dua kali lipat dengan laju yang sama, aktivitas metabolit
konstan dan keadaan pertumbuhan seimbang (Pelczar, 2008). Setelah memperoleh
kondisi ideal dalam pertumbuhannya, sel melakukan pembelahan. Karena
pembelahan sel merupakan persamaan eksponensial, maka fase itu disebut juga
fase eksponensial. Pada fase perbanyakan jumlah sel meningkat pada batas
tertentu (tidak terdapat pertumbuhan bersih jumlah sel), sehingga memasuki fase
statis. Pada fase perbanyakan sel melakukan konsumsi nutrien dan proses

fisiologis lainnya (Purwoko, 2007).
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c) Fase statis/konstan

Pada fase ini terjadi penumpukan produk beracun dan atau kehabisan
nutrien. Beberapa sel mati sedangkan yang lain tumbuh dan membelah. Jumlah sel
hidup menjadi tetap (Pelczar, 2008). Fase ini menunjukkan jumlah bakteri yang
hidup sama dengan jumlah bakteri yang mati, sehingga kurva menunjukkan garis
yang hampir horizontal (Dwidjoseputro, 1989). Alasan bakteri tidak melakukan
pembelahan sel pada fase statis bermacam-macam. Beberapa alasan yang dapat
dikemukakan adalah nutrien habis, akumulasi metabolit toksik (misalnya alkohol,
asam, dan basa), penurunan kadar oksigen, penurunan nilai aw (ketersediaan air).
Pada fase statis biasanya sel melakukan adaptasi terhadap kondisi yang kurang
menguntungkan (Purwoko, 2007).
d) Fase Kematian

Pada fase ini, sel menjadi mati lebih cepat dari pada terbentuknya sel-sel
baru, laju kematian mengalami percepatan menjadi eksponensial bergantung pada
spesiesnya, semua sel mati dalam waktu beberapa hari atau beberapa bulan
(Pelczar, 2008). Penyebab utama kematian adalah autolisis sel dan penurunan
energi seluler. Beberapa bakteri hanya mampu bertahan beberapa jam selama fase
statisdan akhirnya masuk ke dalam fase kematian, sementara itu beberapa bakteri
hanya mampu bertahan sampai harian dan mingguan pada fase statis dan akhirnya
masuk ke fase kematian. Beberapa bakteri bahkan mampu bertahan sampai
puluhan tahun sebelum mati, yaitu dengan mengubah sel menjadi spora (Purwoko,

2007).
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2.5.3 Mekanisme Resistensi Bakteri terhadap Logam Berat Timbal (Pb)

Bakteri yang memiliki resistensi terhadap Pb dan dapat digunakan sebagai
agen bioremediasi dapat diisolasi dari lingkungan yang terkontaminasi logam
berat (Arrizal, 2013). Lingkungan yang mungkin ditemukan adanya bakteri
resisten Pb tersebut adalah tanah dan perairan. Hal ini berdasarkan penelitian
Gurave et al. (2015) yang menemukan bakteri Bacillus Thuringiensis dari tanah
perminyakan, sedangkan hasil penelitian Lewaru et al., (2012) menemukan
Bacillus thuringiensis dan Staphylococcus arlettae dari sungai Cikijingyang telah
tercemar Cr, Cu, dan Zn. Crawford et al. (1998) mengemukakan, beberapa spesies
bakteri yang memiliki kemampuan dalam mendegradasi logam berat dapat
diisolasi dari lingkungan yang tercemar. Pernyataan tersebut diperkuat dengan
pendapat Chojnacka (2010) dalam Zulaika (2012), bakteri yang diisolasi dari
lingkungan yang tercemar logam berat sangat potensial digunakan sebagai agen
bioremediasi, sebab bakteri mempunyai daya resistensi dan toleransi logam berat
yang ada di sekitarnya.

Hasil penelitian Dagdag dan Sukoso (2015), pada lumpur lapindo
ditemukan spesies bakteri toleran logam berat, yaitu Pseudomonas pseudomallei
dan Bacillus niabensis. Penelitian lain juga dilakukan Habibie et al. (2014) yang
menunjukkan adanya bakteri  termofilik penghasil xilanase, yaitu Bacillus
lichenformis juga dari lumpur Lapindo. Adapun penelitian Santosa (2008)
menemukan spesies Bacillus subtilis.

Cabuk et al. (2006) dalam Jarostawiecka et al. (2014) melaporkan bahwa

Bacillus sp. mampu mengikat Pb dengan efisiensi penyerapan mencapai 91.7%.



34

Sedangkan menurut hasil penelitian Pardo et al. (2003) Pseudomonas putida
dapat menurunkan konsentrasi Pb dengan efisiensi mencapai 80%. Penelitian-
penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa bakteri yang yang toleran terhadap
Timbal (Pb) antara lain dari genus Azotobacter, Proteus, Corynebacterium,
Klebsiella, Staphylococcus, Arthrobacter, Enterobacter, Listeria, Micrococcus,
Corynebacterium, Phenylobacterium, Enhydribacter, Morrococcus,
Flavobacterium, Streptococcus, dan Xanthobacter (Zulaika et al., 2012; Nath et
al., 2012; Jarostawiecka et al., 2014; Budiharjo, 1996; Wulandari, 2005; Arrizal et
al., 2013).

Penelitian di atas didukung dengan hasil penelitian sebelumnya yang
menunjukkkan bahwa ciri genus Azotobacter bentuk selnya pendek, batang, dan
oval, termasuk bakteri gram negatif, bersifat aerobik, warna koloni krem,
permukaannya mengkilat, motil, katalase, oksidase, dan reduksi nitrat positif;
Corynebacterium bentuk selnya batang, diameter koloni 0,1-0,3 um, koloni
muncul di atas permukaan media NA, warna koloni putih kilat agak krem,
permukaan bakteri mengkilat, bersifat aerob, termasuk pada kelompok gram
positif, berdasarkan pergerakan termasuk pada bakteri yang tidak mampu
bergerak (non motil), katalase positif (Budiharjo, 1996; Wulandari, 2005).

Bacillus bentuk selnya batang, diameter koloni berkisar 0,5-2 pum, koloni
muncul di atas permukaan media NA dan berwarna kuning, termasuk ke dalam
gram positif, motil, katalase negatif, dapat tumbuh pada media yang diberi 5 %
NaCl, tidak dapat tumbuh pada 50°C, sitrat negatif, glukosa positif, suhu optimum

untuk pertumbuhannya 26-28°C, dapat tumbuh pada kondisi aerobik dan
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anaerobik. Pseudomonas bentuk selnya berupa batang lurus, atau kadang-kadang
serupa bola, diameter koloni 0,5-0,8 pum, koloni muncul di atas permukaan media
NA, berwarna kuning, dan permukaannya mengkilat, termasuk bakteri gram
negatif, motil dan katalase positif. Klebsiella bentuk selnya batang, diameter
koloni 0,3-1 pum, koloni muncul di atas permukaan media NA, termasuk ke dalam
bakteri gram negatif, bersifat anaerob fakultatif, suhu pertumbuhan optimal adalah
37°C, bersifat non motil, oksidasi negatif, katalase positif, SCA positif
(Dwipayana & Ariesyadi, 2009).

Staphylococcus bentuk sel bulat, dimeter koloni 0,5-1,5 um, Kkoloni
muncul di atas permukaan media NA, berwarna putih dan mengkilat, termasuk ke
dalam bakteri gram positif, kebutuhan terhadap oksigen termasuk aerob, nonmotil,
katalase, oksidase dan produksi H,S bersifat positif. Micrococcus bentuk selnya
bulat, diameter koloni 1-2 um, koloni muncul di atas permukaan media NA dan
berwarna kuning, permukaan koloni mengkilat, termasuk bakteri gram positif,
suhu pertumbuhan optimum 25-37°C, kebutuhan terhadap oksigen termasuk aerob
dan anaerob, termasuk bakteri yang tidak mampu bergerak, katalase, oksidase dan
produksi H,S bersifat positif (Purwoko, 2007) . Adapun mekanisme resistensi

bakteri terhadap Pb dapat dilihat pada gambar 2.4 berikut:

P
Pb2+ Pb+ ®

Gambar 2.5 Mekanisme Resistensi Bakteri terhadap Timbal (Pb)
(Jarostawiecka & Seget, 2014).
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Mekanisme resistensi Pb pada bakteri berdasarkan lokasinya dibagi
menjadi dua, yaitu ekstraselluler dan intraselluler. Fungsi utama mekanisme
resistensi ini adalah untuk mengatasi toksisitas logam berat agar tidak
mengganggu fungsi biologis mikroorganisme. Pada mekanisme resistensi
ekstraselluler, Pb (1) yang ada pada lingkungan dapat dikurangi toksisitasnya
dengan membentuk endapan polifosfat atau membentuk ikatan dengan
polsakarida ekstraselluler atau polimer alami yang ada pada dinding sel
(Jarostawiecka & Seget, 2014).

Mekanisme resistensi ekstraselluler memiliki tujuan untuk membatasi
pergerakan logam berat pada dinding sel (Bruins et al., 2000). Dinding sel
merupakan penghalang alami pada bakteri terhadap Pb (I1). Pb(ll) di lingkungan
ketika mendekati dinding sel dapat mengalami pengendapan menjadi fosfat yang
tidak larut di luar sel atau dapat mengalami pengikatan oleh polisakarida dinding
sel (Jarostawiecka & Seget, 2014). Pengendapan Pb(l1) terjadi karena Pb(Il) dapat
bereaksi dengan beberapa anion seperti klorida, fosfat, dan ion hidroksil menjadi
bentuk endapan tidak larut. Reaksi pengendapan Pb(ll) dengan fosfat dikatalis
oleh enzim fosfatase. Pada reaksi ini enzim fosfatase akan menghidrolisis fosfor
organik, sehingga anion fosfat dapat berikatan dengan Pb(ll). Hasil dari reaksi ini
adalah endapan Pb yang berbentuk PbHPO, (Levinson dan Mahler, 1998). Bentuk
komplek presispitasi Pb tersebut dilengkapi dengan komponen organik seperti
tripton, sistein, dan asam susinat (Jarostawiecka & Seget, 2014).

Mekanisme resistensi ekstraselluler yang kedua adalah pengikatan oleh

polisakarida atau polimer yang ada pada dinding sel bakteri. Pada bakteri gram-
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negatif yang berperan adalah lipopolisakarida, yang merupakan komponen
penting pada membran luar bakteri gram negatif. Sedangkan yang berperan pada
bakteri gram adalah peptidoglikan, serta asam teikoat dan asam teichuronat
(Beveridge dan Fyfe, 1985). Selain polisakarida yang ada pada dinding sel,
banyak mikroorganisme mensintesis polimer ekstraseluler (EPs) yang mengikat
kation dari logam berat, sehingga dapat melindungi dari sensitivitas logam berat
dan komponen penting sel (Bruins et al. 2000). Polimer ekstraselluler ini dapat
berikatan dengan Pb(ll) karena memiliki muatan negatif yang berlimpah, seperti
gugus sulfidril (-SH), fosforil (PO.,%), karboksil (COO-maupun hidroksil (OH")
yang akan beraksi dengan ion logam Pb yang bermuatan positif (Yani dan
Kurniasari, 2008).

Pb(I1) yang tidak mengalami pengikatan ekstraselluler akan memasuki sel
melalui transporter logam kemudian memasuki mekanisme resistensi intraselluler.
Pada mekanisme resistensi intraselluler Pb(Il) dinonaktifkan dengan pengendapan
oleh polifosfat, pengikatan dengan Metallothienins (MTs), dan sistem Efflux
(Jarostawiecka & Seget, 2014). Selain pengendapan Pb(ll) menjadi fosfat yang
tidak larut pada dinding sel, Pb(Il) dapat mengalami pengendapan instraselluler.
Sama halnya dengan pengendapan ekstraselluler, pengendapan intraselluler
dikatalis oleh enzim fosfatase yang aktivitasnya melepaskan fosfat inorganik
(Naik et al.,2012). Levinson dan Mahler (1998) menyatakan bahwa
Staphylococcus aureus mengendapkan Pb(ll) di dalam sel dengan bentuk
Pb3(PO,),. Sedangkan pada bakteri Vibrio harveyi dan Providencia alcalifaciens

mengendapkan Pb(ll) dalam bentuk Pbg(PO4)s (Mire et al., 2004; Naik et al.,
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2012). Endapan Pb(Il) fosfat intraselluler inilah yang kemudian membentuk
Poliposphat Body (PPB). PPB berperan dalam pengendapan ion logam (termasuk
Pb) dan menetralisasi efek toksisitasnya (Pereira et al., 2012).

Mekanisme resistensi Pb(ll) intraselluler yang kedua adalah melalui
pengikatan Pb oleh protein spesifik. Metallotioneins (MTs) merupakan protein
yang sering disebut sebagai protein yang terlibat dalam perlindungan sel terhadap
logam berat. Peran utamanya adalah dalam homeostasis seng. MTs pertama kali
ditemukan pada Synechococcus PCC 7942, yang dikode oleh lokus smt yang
terdiri dari dua gen berbeda smtA dan smtB. smtA mengkode class Il MT,
sedangkan produk dari smtB menekan transkripsi smtA. SmtA terlibat dalam
homeostasis seng, yaitu berperan dalam hipersensitivitas terhadap seng (Zn). Di
samping terhadap Zn, Pb adalah satu dari logam berat yang dapat merubah
ekspresi smtA. Selain dari Synechococcus PCC 7942, induksi dari gen smt dan
biosintesis MT di dalam keberadaan Pb juga dideteksi pada genus Bacillus,
Streptomyces, Salmonella, dan Proteus (Huckle e al., 1993; Murthy et al.,2011,;
Naik et al., 2012).

Setelah memasuki sel bakteri, Pb(l1l) yang tidak mengalami presipitasi atau
mengalami pengikatan oleh MTs akan memasuki sistem efflux. Sistem efflux
disebut sebagai mekanisme yang paling efektif dalam resistensi terhadap logam
berat (Bruins et al, 2000). Efflux Pb diperantarai oleh superfamili P-type ATPases
dari famili P, yang juga terlibat dalam transport Zn dan Cd. Akan tetapi Pg
ATPases juga terdapat pada logam berat lain seperti Cu. Pz dikenal luas pada

kebanyakan bakteri, diantaranya adalah termasuk transporter CadA, ZntA, dan
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PbrA yang diketahui dapat mentranspor Pb ke periplasma. Selain transporter
tersebut, terdapat pula dari famili CBA dan CDF (Arguello, 2003). CDF
merupakan transporter yang membawa ion dari sitoplasma ke periplasma,
sedangkan CBA berperan dalam mengeluarkan Pb dari sel (Hynninen, 2010).

2.6 Isolasi dan lIdentifikasi Bakteri

2.6.1 Isolasi Bakteri

Isolasi adalah mengambil mikroorganisme yang terdapat di alam dan
menumbuhkannya dalam suatu medium buatan. Proses pemisahan atau pemurnian
dari mikroorganisme lain perlu dilakukan karena semua pekerjaan mikrobiologis,
misalnya telaah dan identifikasi mikroorganisme, memerlukan suatu populasi
yang hanya terdiri dari satu macam mikroorganisme saja. Prinsip dari isolasi
mikroba adalah memisahkan satu jenis mikroba dengan mikroba lainnya yang
berasal dari campuran bermacam-macam mikroba. Hal ini dapat dilakukan dengan
menumbuhkannya dalam media padat (Sutedjo, 1996).

Sel-sel mikroba akan membentuk suatu koloni sel yang tetap pada
tempatnya. Jika sel-sel tersebut tertangkap oleh media padat pada beberapa tempat
yang terpisah, maka setiap sel atau kumpulan sel yang hidup akan berkembang
menjadi suatu koloni yang terpisah, sehingga memudahkan pemisahan
selanjutnya. Bila digunakan media cair, sel-sel mikroba sulit dipisahkan secara
individu karena terlalu kecil dan tidak tetap tinggal di tempatnya. Akan tetapi bila
sel-sel itu dipisahkan dengancara pengenceran, kemudian ditumbuhkan dalam

media padat dan dibiarkan membentuk koloni, maka sel-sel tersebut selanjutnya
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dapat diisolasi dalam tabung-tabung reaksi atau cawan petri-cawan petri yang
terpisah (Sutedjo, 1996).

Ada beberapa teknik isolasi bakteri menurut Hadioetomo (1993) vaitu:
a. Metode Cawan Gores (Streak Plate)

Prinsip metode ini yaitu mendapatkan koloni yang benar-benar terpisah
dari koloni yang lain, sehingga mempermudah proses isolasi. Cara ini dilakukan
dengan menggoreskan ose pada cawan petri berisi media steril
b. Metode Cawan Sebar (Spread Plate)

Teknik spread plate (cawan sebar) adalah suatu teknik di dalam
menumbuhkan mikroorganisme di dalam media agar dengan cara menuangkan
stok kultur bakteri atau menghapuskannya di atas media agar yang telah memadat,
sedangkan pour plate kultur dicampurkan ketika media masih cair (belum
memadat). Kelebihan teknik ini adalah mikroorganisme yang tumbuh dapat
tersebar merata pada bagian permukaan agar.

c. Teknik Pengenceran (Dilution Plate)

Tujuan dari teknik ini adalah melarutkan atau melepaskan mikroba dari
substratnya ke dalam air sehingga lebih mudah penanganannya (pemindahannya
ke tabung atau cawan). Sampel yang telah diambil kemudian disuspensikan dalam
aquades steril. Teknik dilusi sangat penting dalam analisa mikrobiologi karena
hampir semua metode penelitian dan perhitungan jumlah sel mikroba

menggunakan teknik ini, seperti TPC (Total Plate Counter) (Waluyo, 2005).
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2.6.2 ldentifikasi Bakteri
1. Pengamatan Makroskopik

Pengamatan makroskopik dilakukan untuk mengamati karakteristik koloni
bakteri hasil inokulasi pada media NA datar berdasarkan (Dwijoseputro, 1989):
a. Bentuk koloni (dilihat dari atas): berupa bulat (circulair), berbenang
(filamenthus), tak teratur (irregular), serupa akar (rhizoid), serupa
kumparan (spindle).
b. Permukaan koloni/elevasi (dilihat dari samping): rata (flat), timbul-datar
(raised), timbul-melengkung (convex), membukit (umbonate).
c. Tepi koloni (dilihat dari atas): utuh (entire), berombak (lobate), bergerigi
(serrate), berbenang (filamenthus), keriting (undunate).
d. Warna koloni: keputih-putihan, kelabu, kekuning-kuningan atau hampir
bening.
2. Pengamatan Mikroskopik

Pengamatan mikroskopik dilakukan untuk melihat bentuk sel serta sifat
bakteri. Pengamatan mikroskopis meliputi pewarnaan gram dan uji biokimia (Holt
etal., 1994).
a. Pewarnaan Gram

Salah satu teknik pewarnaan diferensial yang paling penting ialah
pewarnaan gram. Dalam proses ini, olesan bakteri yang terfiksasi dikenai larutan-
larutan berikut dalam urutan yang terdaftar pada tabel 2.1: ungu kristal, larutan
yodium, alkohol (bahan pemucat), dan safranin atau beberapa pewarna tandingan

lain yang sesuai. Bakteri yang diwarnai dengan metode gram ini dibagi menjadi
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dua kelompok. Salah satu di antaranya, bakteri gram positif, mempertahankan zat
pewarna ungu kristal dan karenanya tampak ungu tua. Kelompok yang lain,
bakteri gram negatif, kehilangan ungu kristal ketika dicuci dengan alkohol, dan
sewaktu diberi pewarna tandingan dengan warna merah safranin, tampak
berwarna merah.

Tabel 2.1 Pewarnaan gram (Pelczar, 2008)

Larutan dan Urutan Reaksi dan Tampang Bakteri
Penggunaannya
Gram Positif Gram Negatif
1. Ungu kristal Sel berwarna ungu Sel berwarna ungu
(UK)
2. Larutan yodium
(Y) Kompleks UK-Y Kompleks UK-Y
3. Alkohol terbentuk di dalam sel; terbentuk di dalam
sel tetap berwarna ungu | sel; sel tetap
berwarna ungu
Dinding sel mengalami Lipid terekstrasidari
4. Safranin dehidrasi, pori-pori dinding sel, pori-pori
meciut; daya rembes mengembang,
dinding sel dan membran | kompleks UK-Y
menurun, UK-Y tidak keluar dari sel; sel
dapat keluar dari sel; sel | menjadi tidak
tetap ungu berwarna
Sel tidak terpengaruhi Sel menyerap zat
pewarna ini, menjadi
merah
b. Uji biokimia

Uji biokimia bakteri merupakan suatu cara atau perlakuan yang dilakukan
untuk mengidentifikasi dan mendeterminasi suatu biakan murni bakteri hasil
isolasi melalui sifat-sifat fisiologinya. Proses biokimia erat kaitannya dengan
metabolisme sel, yakni selama reaksi kimia yang dilakukan oleh sel yang
untuk sintesis

menghasilkan energi maupun yang menggunakan energi

komponen-komponen sel dan untuk kegiatan selular, seperti pergerakan. Suatu
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bakteri tidak dapat dideterminasi hanya berdasarkan sifat-sifat morfologinya saja,
sehingga perlu diteliti sifat-sifat biokimia dan faktor-faktor yang mempengaruhi
pertumbuhannya (Cowan, 2004).

Ciri fisiologi ataupun biokimia merupakan kriteria yang amat penting di
dalam identifikasi spesimen bakteri yang tidak dikenal karena secara morfologi
biakan ataupun sel bakteri yang berbeda dapat tampak serupa, tanpa hasil
pengamatan fisiologis yang memadai mengenai kandungan organik yang
diperiksa maka penetuan spesiesnya tidak mungkin dilakukan. Karakterisasi dan
klasifikasi sebagian mikroorganisme seperti bakteri berdasarkan pada reskasi
enzimatik maupun biokimia. Mikroorganisme dapat tumbuh pada beberapa tipe
media yang memproduksi tipe metabolit yang dapat dideteksi dengan reaksi
antara mikroorganisme dengan reagen test yangb dapat menghasilkan perubahan
warna reagen (Cowan, 2004).

Sifat metabolisme bakteri dalam uji biokimia biasanya dilihat dari
interaksi metabolit-metabolit yang dihasilkan dengan reagen-reagen kimia. Uji
lain dapat dilakukan dengan cara melihat kemampuannya menggunakan senyawa
tertentu sebagai sumber karbon dan sumber energi. Uji-uji biokimia ditujukan
untuk memastikan bakteri yang dianalisa benar-benar bakteri yang diharapkan.
Uji biokimia bertujuan untuk memperkecil kesalahan, karena beberapa spesies
memiliki sifat-sifat yang hampir sama (MacFaddin, 1980).

Beberapa jenis uji biokimia antara lain:
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1. Uji Indol

Media yang dipakai adalah pepton 1%. Uji indol digunakan untuk
mengetahui apakah kuman mempunyai enzim triptophanase sehingoa kuman
tersebut mampu mengoksidasi asam amino triptophan membentuk indol. Adanya
indol dapat diketahui dengan penambahan reagen Ehrlich/Kovac’s yang berisi
paradimetil amino bensaldehid. Interpretasi hasil: negatif (-): Tidak terbentuk
lapisan cincin berwarna merah pada permukaan biakan, arinya bakteri ini tidak
membentuk indol dari tripthopan sebagai sumber karbon. Positif (+): Terbentuk
lapisan cincin berwarna merah pada permukaan biakan, artinya bakteri ini
membentuk indol dari triptophan sebagai sumber karbon (Cowan, 2004).

2. Uji MR (Methyl Red)

Media yang digunakan adalah pepton glukosa phospat. Uji ini digunakan
untuk mengetahui adanya fermentasi asam campuran (metilen glikon). Interpretasi
hasil: negatif (-): tidak terjadi perubahan warna media menjadi merah setelah
ditambah methyl red 1%. Positif (+): Terjadi perubahan warna media menjadi
merah setelah ditambahkan methyl red 1%. Artinya bakteri menghasilkan asam
campuran (metilen glikon) dari proses fermentasi glukosa yang terkandung dalam
media MR (Cowan, 2004).

3. Uji VP

Media yang dipakai adalah pepton glukosa phosphat. Uji ini digunakan
untuk mengetahui pembentukan asetil metil karbinol (asetoin) dari hasil
fermentasi glukosa. Interpretasi hasil: negatif (-): tidak terjadi perubahan warna

media menjadi merah setelah ditambahkan a naphtol 5% dan KOH 40%. Positif
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(+): terjadi perubahan warna media menjadi merah setelah ditambahkan a naphtol
5% dan KOH 40%, artinya hasil akhir fermentasi bakteri adalah asetil metil
karbinol (asetoin) (MacFaddin, 1980).
4. Uji Citrat

Media yang dipakai adalah Simons citrat. Tujuan dari uji ini adalah untuk
mengetahui apakah kuman menggunakan sitrat sebagai sumber karbon. Pada
media simons citarat berisi indikator BTB (Brom Tynol Blue). Apabila bakteri
menggunakan sitrat sebagai sumber karbon maka media berubah menjadi basa
dan berubah warna menjadi biru. Interpretasi hasil: negatif (-): tidak terjadinya
perubahan warna media dari hijau menjadi biru. Artinya bakteri ini tidak
mempunyai enzim sitrat permease yaitu enzim spesifik yang membawa sitrat ke
dalam sel. Sehingga kuman tidak menggunakan sitrat sebagai salah satu/satu-
satunya sumber karbon. Positif (+): terjadinya perubahan warna media dari hijau
menjadi biru, artinya kuman menggunakan citrat sebagai salah satu/satu-satunya
sumber karbon (Ratna, 2012).
5. Uji Motilitas

Media yang dipakai adalah media yang bersifat semi solid dengan
kandungan agar-agar 0.2-0.4%. Tujuan dari uji ini adalah untuk mengetahui gerak
kuman, bisa memakai media MO (Motilitas Ornitin) atau SIM (Sulfida Indol
Motility). Pada media SIM selain untuk melihat motilitas bisa juga untuk test
indol dan pembentukan H,S. Interpretasi hasil: negatif (-): terlihat adanya
penyebaran yang berwarna putih akar hanya pada bekas tusukan inokulasi. Positif

(+): terlihat adanya penyebaran yang berwarna putih seperti akar di sekitar
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inokulasi. Hal ini menunjukkan adanya pergerakan dari bakteri yang
diinokulasikan, yang berarti bahwa bakteri ini memiliki flagel (Burrows, 2004).
6. Uji Urenase

Uji urenase menggunakan medium Urea Base. Masing-masing isolat
bakteri diinokulasikan ke medium Urea Base kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 1-2x24 jam. Reaksi positif ditunjukkan dengan adanya perubahan
warna medium dari kuning menjadi pink sangat pekat (Cappuccino & Sherman,
2005).

7. Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)

Tujuan dari test ini adalah untuk mengetahui kemampuan kuman untuk
memfermentasikan karbohidrat. Pada media TSIA berisi 3 macam karbohidrat
yaitu glukosa, laktosa dan sukrosa. Indikatornya adalah phenol red yang
menyebabkan perubahan warna dari merah orange menjadi kuning dalam suasana
asam. Glukosa berada di dasar media sedangkan laktosa dan sukrosa berada di
bagian lereng. Fermentasi pada TSIA juga disertai dengan pembentukan gas CO,
yang dapat dilihat dari pecahnya dan terangkatnya agar. Media TSIA juga dapat
digunakan untuk mengetahui pembentukan H,S yaitu melihat apakah kuman
memfermentasi metionin dan sistein (Asam amino yang mempunyai gugus S).
Pada media TSIA terdapat asam amino metionin dan sistein, jika kuman
memfermentasi kedua asam amino ini, maka gugus S akan keluar dan gugus S
akan bergabung dengan H,O membentuk H,S. Selanjutnya H,S bergabung dengan

Fe2+ membentuk FeS berwarna hitam dan mengendap (Buchanan, 2003).
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8. Uji gula-gula

Uji ini digunakan untuk mengetahui apakah kuman memfermentasi
masing-masing gula di atas membentuk asam. Media gula-gula ini terpisah dalam
lima tabung yang berbeda dan media yang digunakan adalah masing-masing gula
dengan konsentrasi 1% dalam pepton. Masing-masing gula —gula ditambahkan
indikator phenol red. Interpretasi hasil: negatif (-): tidak terjadi perubahan warna
media dari merah menjadi kuning, artinya kuman tidak memfermentasi gula.
Positif (+): terjadi perubahan warna media dari merah menjadi kuning, artinya
kuman memfermentasi gula ditandai dengan membentuk tinta pada tutup kapas
yang berbeda-beda. Untuk glukosa tidak berwarna, laktosa berwarna ungu,
maltosa berwarna merah, manitol berwarna hijau, dan sukrosa berwarna biru. Di
dalam media gula-asam, positif + gas (+g): terjadi perubahan warna media dari
merah menjadi kuning. Artinya kuman memfermentasi gula membentuk asam dan
gas. Gas yang diperhitungan minimal 10% dari tinggi tabung durham (Adam,
2001).
9. Uji Katalase

Uji katalase berguna dalam mengidentifikasi kelompok bakteri yang dapat
menghasilkan enzim katalase. Uji katalase dilakukan dengan cara meneteskan
hidrogen peroksida (H,O,) pada gelas objek yang bersih. Biakan dioleskan
padagelas objek yang sudah ditetesi H,O, dengan usa. Suspensi dicampur secara
perlahan menggunakan usa, hasil yang positif ditandai oleh terbentuknya

gelembung-gelembung udara (Hadioetomo, 1993).
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10. Uji Koagulasi

Uji koagulasi dilakukan untuk melihat kemampuan bakteri yang
menghasilkan enzim yang dapat menggumpalkan fibrin. Uji koagulase dilakukan
dengan cara, dari media agar darah, diinokulasikan 1-3 koloni bakteri ke dalam
media HIB. Kemudian diencerkan 1 mL plasma dengan 4 mL aquadest, lalu
dipipet 0.5 mL dan masukkan ke dalam biakan HIB dan dihomogenkan.
Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Diamati pembentukan
gumpalan pada medium, adanya gumpalan seperti awan menunjukkan hasil positif
(Hadioetomo, 1993).
11. Uji Novobiocin

Tes novobiocin dilakukan dengan cara 1 ose suspensi bakteri ditanam
dalam media Mueller Hilton Agar kemudian diletakkan disk Novobiocin di atas
media Mueller Hilton Agar, diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Adanya
daerah bening di sekitar disk menunjukkan hasil positif (Cowan, 2004).
2.6.3 Identifikasi Bakteri Menggunakan Microbact 12

Salah satu cara pengidentifikasian mikroorganisme yaitu dengan
menganalisa kemampuan metabolismenya dengan menggunakan suatu metode uji
biokimia. Uji biokimia meliputi kemampuan mikroorganisme dalam
menggunakan berbagai jenis sumber karbon dan senyawa kimia lainnya. Uji
biokimia yang beragam dan semakin banyak jenis senyawa pengujian maka akan
menghasilkan pengidentifikasian spesifik hingga tingkat spesies (Buckle, 1987).

Prinsip kerja dari Microbact yaitu dengan mereaksikan suspensi isolat ke

dalam sumur-sumur yang telah berisi sumber karbon dan senyawa-senyawa
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biokimia lain yang berjumlah 12 jenis. Kit Microbact 12E dan Microbact 12B
adalah sistem identifikasi komersial untuk bakteri secara umum dan bakteri gram
negatif dan gram positif golongan enterobacter. Microbact 12E untuk bakteri
gram negatif dan 12B untuk bakteri gram positif. Tes ini terdiri dari 12 substrat
biokimia yang berbeda, tes ditempatkan di sumur Microbact. Microbact
mempunyai sistem yang dirancang untuk mengidentifikasi bakteri dengan
komposisi substrat dan pereaksi yang telah distandarisai, dimana sebelumnya
isolat yang digunakan harus murni dan dilarutkan ke dalam garam fisiologis
(Bridson, 1998).

Suspensi bakteri yang dilarutkan ke dalam garam fisiologis ditambahkan
ke masing-masing 12 sumur uji biokimia yang tersedia. Setelah diinkubasi selama
18-24 jam pada suhu 37°C, reagen yang sesuai ditambahkan dan perubahan warna
tes pada tiap sumur yang berbeda dicatat. Evaluasi hasil dilihat melalui sumur-
sumur Microbact apakah positif atau negatif dengan cara membandingkan dengan
tabel warna dan hasilnya ditulis pada formulir Patient Record. Angka-angka oktal
didapat dari penjumlahan reaksi positif saja, dari tiap-tiap kelompok (3 sumur
didapatkan 1 angka oktal). Nama bakteri dilihat dengan komputer berdasarkan

angka oktalnya (Bridson, 1998).
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METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental. Rancangan
penelitian yang digunakan adalah deskriptif kualitatif. Data yang diperoleh
disajikan secara deskriptif meliputi karakteristik makroskopis, mikroskopis, dan
hasil uji biokimia bakteri serta data hasil uji penurunan kadar Pb oleh bakteri.
Penyajian data diperkuat dengan analisis statistik menggunakan uji korelasi dan
uji T.
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus sampai Oktober 2016 di
laboratorium mikrobiologi dan laboratorium optik jurusan Biologi Fakultas Sains
dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Variabel Penelitian

Variabel dalam penelitian ini adalah:

1. Variabel bebas (independent variable), yaitu variabel yang dianggap
menjadi penyebab bagi terjadinya perubahan pada variabel terikat. Pada
penelitian eksperimen, variabel bebas adalah variabel yang dimanipulasi,
karena itu yang menjadi variabel bebasnya adalah penggunaan timbal
asetat pada konsentrasi 0 ppm, 10 ppm, 20 ppm, dan 30 ppm.

2. Variabel Terikat (dependent variable), yaitu variabel yang dipengaruhi

oleh variabel bebas, yang dalam eksperimen perubahannya diukur untuk
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mengetahui efek dari suatu perlakuan. Variabel terikat pada penelitian ini
adalah bakteri dari lumpur Lapindo yang mampu tumbuh pada media yang
ditambahkan Pb (berpotensi sebagai agen bioremediasi Pb).

3. Variabel terkendali yaitu variabel yang diusahakan sama untuk setiap
perlakuan, pada penelitian ini meliputi pH, suhu dan waktu inkubasi.

3.4 Lokasi Pengambilan Sampel

Gambar 3.1 Peta Lokasi Sampling Lumpur Lapindo

Sampel diambil dari tiga titik yang berbeda. Titik sampling 1: di bak
penampungan saluran pipa pembuangan ke sungai Porong, titik sampling 2: di
daerah pipa saluran pembuangan lumpur, dan titik sampling 3: di dekat pusat
semburan lumpur Lapindo. Pengambilan dilakukan di lokasi tersebut karena
memiliki kandungan Pb, suhu, dan keadaan lumpur yang berbeda. Sehingga

dimungkinkan pada masing-masing titik terdapat bakteri yang berbeda pula.
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3.5 Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah tabung reaksi,
erlenmeyer, toples, cawan petri, bunsen, LAF, inkubator, mikropipet, tabung
flakon, shaker incubator, bluetipe, hotplate, autoklaf, jarum ose, gelas ukur,
termometer, pH indikator, stirer, kuvet, beaker glass, objek glass, deck glass,
mikroskop, vortex, seperangkat alat uji Spektrofotometer Serapan Atom (SSA),
dan alat tulis.
3.5.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah media Nutrient
Agar (NA), Nutrient Broth (NB), aquades, kapas, kasa, alkohol 70%, sampel
lumpur Lapindo, kertas label, plastik wrap, plastik sterilisasi, tissue, pewarna
gram, kertas hisap, timbal asetat (Pb (CH3COOQ),), HNO3, HCIO, garam fisiologis
0.9%, mineral oil, reagen Nitrat A dan B, Indol Kovact, VP | dan VP Il, TDA.
3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Pengambilan Sampel

Sampel diambil dari lumpur Lapindo Porong, Sidoarjo, Jawa Timur pada 3
titik yang berbeda, dimana sampel diambil dengan metode yang sangat sederhana
yaitu langsung mengambilnya menggunakan sendok kemudian dimasukkan ke
dalam toples kaca steril. Setiap lokasi pengambilan sampel diukur suhu dan pH
menggunakan termometer dan pH meter. Sampel selanjutnya dibawa menuju ke

laboratorium untuk dilakukan isolasi dan identifikasi bakteri.
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3.6.2 Pembuatan Media

Media yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam beaker glass, kemudian
ditambahkan aquades sampai 1 liter, dipanaskan di atas hotplate sampai mendidih
dan dihomogenkan menggunakan stirer. Setelah homogen media dituang ke dalam
erlenmeyer, ditutup dengan kapas yang dibungkus kasa kemudian disterilisasi.
3.6.3 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sebelum melaksanakan penelitian, semua alat dan bahan harus disterilisasi
terlebih dahulu. Alat-alat yang terbuat dari gelas dibungkus dengan plastik yang
tahan panas kemudian diikat dengan rapat agar air atau bakteri yang berada di
sekitarnya tidak masuk, kecuali cawan petri harus dibungkus kertas terlebih
dahulu baru kemudian dimasukkan ke dalam plastik. Bahan atau media yang
digunakan untuk menumbuhkan bakteri setelah direbus sampai mendidih di atas
hotplate kemudian dimasukkan erlenmeyer, ditutup kapas dan dimasukkan ke
dalam plastik tahan panas. Setelah itu, bahan yang telah dibungkus tersebut
dimasukkan ke dalam autoklaf untuk disterilisasi selama 15 menit dengan suhu
121°C dan tekanan 1 atm.
3.6.4 Isolasi Bakteri

Proses isolasi bakteri dari lumpur lapindo diawali dengan mengambil 5
gram sampel lumpur yang telah dibiakkan bakterinya dan dimasukkan ke dalam
45 ml aquades, lalu dihomogenkan sehingga didapatkan pengenceran 107
Pengenceran dilakukan secara bertingkat sampai 10™° dengan cara 1 ml dari
pengenceran 10 ditambahkan ke dalam tabung flakon yang berisi 9 ml aquades

sehingga didapat pengenceran 107, selanjutnya diambil 1 ml dari pengenceran 10°
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2 ditambahkan ke dalam tabung flakon yang berisi 9 ml aquades sehingga
didapatkan pengenceran 107 dan seterusnya hingga didapatkan pengenceran 107°,
Setelah itu dilakukan proses plating, kultur dari pengenceran 10 sampai 10™°
diinokulasikan pada media NA yang ditambahkan Pb asetat 30 ppm dengan
metode pour plate, lalu diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama +24
jam, kemudian diamati koloni yang tumbuh (Harley & Prescot dalam Zulaika et
al., 2012).

Koloni tunggal yang tumbuh dimurnikan kembali dengan metode streak
plate. Satu koloni isolat bakteri diambil secara aseptis menggunakan jarum ose
dan diinokulasikan ke permukaan media NA, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 48 jam. Satu koloni dipindahkan ke media NA baru berulang-ulang
sampai di dapatkan kultur murni. Untuk mengetahui kemurnian isolat, dilakukan
pengamatan bentuk sel secara mikroskopis dengan metode preparat apus dan
pewarnaan methylen