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Abstrak— Kromium (Cr) tergolong logam berat yang
dapat masuk ke lingkungan melalui limbah industri sehingga
mencemari lingkungan. Telah diketahui terdapat bakteri
resisten Cr yang diisolasi dari limbah yang mengandung logam
Cr. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui resistensi dan
viabilitas Bacillus yang tercekam Cr. Uji resistensi Bacillus
dilakukan pada medium nutrient agar yang mengandung
K,Cr,0; 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L. Uji viabilitas Bacillus
dilakukan pada 3 isolat yang dipilih dari uji resistensi. Isolat
tersebut dikategorikan lebih resisten dari isolat yang lain. Uji
viabilitas dilakukan pada media nutrient broth yang
mengandung K,Cr,0; 50, 100, dan 150 mg/L. Kepadatan sel
diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 600 nm selama 24 jam. Hasil penelitian
menunjukkan isolat Bacillus resisten pada medium nutrient
agar yang mengandung logam Cr pada konsentrasi < 250 mg/L.
Pola pertumbuhan isolat Bacillus yang tercekam logam Cr
relatif lebih rendah dibandingkan kontrol. Semakin tinggi
konsentrasi Cr yang digunakan, semakin rendah pola
pertumbuhan Bacillus.
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I. PENDAHULUAN

OGAM berat adalah suatu istilah yang digunakan untuk

sekelompok logam dan metaloid dengan densitas atom
lebih dari 5g/cm?®, sebagian besar bersifat toksik, tidak dapat
didegradasi [1], sehingga selalu ada di lingkungan dalam
keadaan persisten [2]. Salah satu logam berat yang
berbahaya adalah kromium (Cr) [3], walaupun Cr dalam
konsentrasi yang rendah [4].

Sebagian besar introduksi kromium ke lingkungan
diakibatkan oleh kegiatan antropogenik. Kromium telah
banyak digunakan dalam berbagai macam industri, seperti
industri penyamakan kulit, electroplating [5], serta industri
cat dan tekstil [6]. Penggunaan kromium yang semakin
meluas dan tidak diimbangi dengan pengolahan limbah
industri yang baik menyebabkan limbah industri yang
mengandung kromium akan dilepas begitu saja ke
lingkungan [2], sehingga dapat mencemari lingkungan.

Beberapa bakteri resisten terhadap kromium, di
antaranya Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter,
Deincoccus, Shewanella, Agrobacterium, Escherichia, dan
Thermus [7]. Mekanisme resistensi bakteri terhadap logam
Cr antara lain melalui mekanisme reduksi Cr (VI)
ekstraseluler dan intraseluler, pengurangan penyerapan
melalui jalur sulfat, dan pompa Cr(VI) [8]. Bakteri anggota
genus Bacillus dapat melakukan bioremoval terhadap logam

Cr dengan menurunkan valensi dari Cr VI menjadi Cr |1l
sehingga toksisitas logam Cr tersebut menjadi berkurang [5].
Merkuri dan kromium adalah logam berat yang bersifat
toksik walaupun dalam konsentrasi sangat rendah [9]. Isolat
Bacillus merupakan bakteri yang diisolasi dari Sungai
Kalimas Surabaya, telah diketahui merupakan bakteri
resisten merkuri [10], dan secara enzimatis mampu
menurunkan kadar merkuri dari media kulturnya [11]. Selain
itu, isolat tersebut juga diketahui resisten terhadap logam
Hg, Cd, Pb, dan Cu [12]. Isolat Bacillus belum diketahui
resistensi dan viabilitas ketika tercekam logam Cr sehingga
diharapkan isolat Bacillus juga resisten terhadap kromium.

1. METODOLOGI PENELITIAN

A. Uji Resistensi Isolat Bacillus Terhadap K,Cr,O-,

Isolat Bacillus umur 24 jam dengan kode S1, S6, SS19,
DALl1, A6, dan Bacillus cereus ATCC 1178 sebagai kontrol
ditumbuhkan di pada media nutrient agar-K,Cr,O; dengan
metode continue streak plate. Konsentrasi K,Cr,O; yang
digunakan adalah 0.1 ppm. Kultur diinkubasi selama 24 jam
pada suhu ruang. Koloni yang tumbuh merupkana isolat
yang resisten terhadap K,Cr,O;. Uji resistensi dilanjutkan
dengan konsentrasi Cr 50 mg/L sampai 300 mg/L. Koloni
yang tumbuh merupakan isolat yang resisten terhadap logam
Cr.

B. Uji Viabilitas Isolat Bacillus yang Tercekam K,Cr,0;

Satu ose isolat diinokulasi secara aseptis ke dalam 20 ml
media nutrient broth yang mengandung K,Cr,0O; dengan
konsentrasi 50, 100, dan 150 mg/L dan diinkubasi selama
24 jam di atas rotary shaker. Sebanyak 20 ml kultur
ditambahkan ke dalam 180 ml media nutrient broth dengan
konsentrasi Cr 50, 100, dan 150 mg/L dan diinkubasi
selama 24 jam di atas rotary shaker. Kepadatan sel diukur
optical density (OD)nya dengan spektrofotometer UV-Vis (y
= 600 nm). Pengukuran OD dilakukan setiap setengah jam
dari jam ke-0 sampai dengan jam ke-4, setelah jam ke-4
dilakukan pengukuran setiap 2 jam. Data pengukuran OD
ditampilkan dalam bentuk kurva dengan sumbu x sebagai
waktu pengukuran dan sumbu y sebagai nilai OD yang
didapat.
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1. HASIL DAN DISKUSI

A. Resistensi dan Bacillus Terhadap K,Cr,0-

Uji resistensi dilakukan untuk mengetahui kemampuan
resistensi isolat Bacillus pada medium yang mengandung
logam berat Cr. Hasil uji resistensi menunjukkan bahwa
isolat dapat tumbuh pada medium yang mengandung
K,Cr,0O; sampai dengan konsentrasi 300 mg/L. Semua isolat
dapat tumbuh dengan baik karena pertumbuhan koloni
mengikuti pola streak yang dibuat secara penuh (Tabel 1).

Tabel 1.
Resistensi Bacillus Terhadap K,Cr,0O,

Pertumbuhan isolat Bacillus spp. pada medium

B:é)ill?ttjs yang mengandung K,Cr,O, (mg/L)

0.1 50 100 150 200 250 300
A6 +++ ++ ++ + +
DA11 +++ ++ ++ ++ ++
S1 +++ ++ ++  ++ ++
S6 +++ -+ ++ + +
SS19 +++ -+ ++ ++ ++ ++
B. +++ -+ ++ ++ ++ ++
cereus

Koloni Bacillus dapat tumbuh dengan baik pada medium
yang mengandung logam Cr pada konsentrasi < 100 mg/L,
dan  kemampuan pertumbuhan koloni isolat Bacillus
mengalami  penurunan seiring dengan meningkatnya
konsentrasi logam Cr dalam medium. Koloni Bacillus
tumbuh cukup baik pada konsentrasi 150 - 300 mg/L,
kecuali koloni isolat A6 dan S6 yang tumbuh kurang baik
pada konsentrasi 250 dan 300 mg/L.

Mekanisme resistensi Bacillus diatur oleh operon chlrAl
dan gen chrA yang diduga merupakan transpoter Cr(VI).
Operon chlrAl dan gen chrA telah diketahui merupakan
inducible genes, yaitu gen yang akan terekspresi dalam
kondisi tertentu. Adanya penambahan Cr ke dalam medium
pertumbuhan menyebabkan aktifnya gen chrA. Ekspresi dari
kedua gen tersebut adalah suatu protein transporter (chrA1)

yang dapat mengeluarkan kromat dari dalam sel
menggunakan  proton-motive force sehingga chrAl
bertanggung jawab terhadap sifat resistensi Bacillus

terhadap Cr [13].

Berdasarkan hasil uji resistensi tersebut dipilih tiga
isolat yang lebih resisten dibandingkan isolat lain ,yaitu
Bacillus S1, SS19 dan DA1l. Konsentrasi K,Cr,0; yang
dipilih (range finding test) adalah tiga konsentrasi di bawah
konsentrasi maksimal, yaitu 50, 100, dan 150ppm.

B. Viabilitas Isolat Bacillus yang Tercekam K,Cr,0;

Pola pertumbuhan Bacillus yang tercekam logam Cr
digunakan untuk mengetahui daya hidup isolat uji pada
media nutrient broth yang terpapar logam K,Cr,O; dengan
konsentrasi 50, 100, dan 150 mg/L. Daya hidup isolat uji
dapat dilihat dari pola pertumbuhan pada Gambar 1 sampai
Gambar 4.

E-79

0.700

Kurva Pertumbuhan Bacillus S1 Tercekam Cr
o c —o°

—/U/%B)
Ao

0.600
0.500
0.400
0.300

0.200

Optical Density (OD)

0.100

2 3 4 5 6 7 8 9
Jam ke

10 11 12 13 14

kontrol (0 ppm)

50 ppm 100 ppm

150 ppm

Gambar 1. Kurva pertumbuhan Bacillus S1
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan Bacillus SS19
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Gambar 3. Kurva pertumbuhan Bacillus DA11
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Gambar 4. Kurva pertumbuhan Bacillus cereus ATCC 1178

Berdasarkan pola pertumbuhan pada Gambar 1 sampai 4,
isolat Bacillus menunjukkan pola pertumbuhan yang hampir
sama. Pertumbuhan semua isolat yang tercekam logam lebih
rendah dibanding kontrol (media tanpa logam). Semua isolat
menunjukkan pola pertumbuhan yang relatif rendah pada
konsentrasi 150 mg/L dibanding konsentrasi 50 dan 100
mg/L.

Secara umum tidak terjadi fase lag pada kurva
pertumbuhan masing-masing kultur Bacillus yang tercekam
logam. Kurva pertumbuhan semua kultur langsung
memasuki fase log sejak pengukuran OD jam ke-0. Isolat
Bacillus yang digunakan telah diuji resistensinya terhadap
logam Cr, dengan hasil uji semua isolat Bacillus mampu
tumbuh dengan baik pada media nutrient agar 300 mg/L
(Tabel 1), sehingga semua isolat ketika dikultur pada
medium nutrient broth yang mengandung Cr dengan
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konsentrasi di bawah 300 mg/L tidak perlu lagi beradaptasi
dan langsung memasuki fase log.

Kurva pertumbuhan isolat Bacillus yang tercekam
logam Cr menunjukkan nilai OD paling tinggi berkisar 0,4,
baik S1, SS19, DA11, maupun Bacillus cereus ATCC 1178
sebagai kontrol. Nilai tersebut lebih rendah dibandingkan
dengan nilai OD isolat Bacillus yang dikultur pada medium
tanpa penambahan logam Cr, dengan nilai OD 0,5 — 0,7.
Nilai OD juga semakin lebih rendah seiring meningkatnya
konsentrasi logam Cr yang ditambahkan dalam medium.
Penurunan nilai OD paling signifikan terlihat pada kultur
yang ditumbuhkan pada medium nutrient broth yang
mengandung Cr konsentrasi 150 mg/L. Kultur yang
ditumbuhkan dalam medium nutrient broth yang
mengandung K,Cr,0O; konsentrasi 50 dan 100 mg/L hampir
tidak berbeda, antara kultur S1, SS19, DA11, dan B. cereus
ATCC 1178 sebagai control positif. Hal ini menunjukkan
bahwa logam K,Cr,0; pada konsentrasi 50, 100, dan 150
mg/L  memberikan  efek  penghambatan  terhadap
pertumbuhan isolat Bacillus.

Semua kurva pertumbuhan isolat Bacillus yang terpapar
kromium menunjukkan pola pertumbuhan yang lebih rendah
dibanding kontrol. Adanya perbedaan pola pertumbuhan
antara kultur yang ditumbuhkan pada medium tanpa logam
Cr dengan kultur pada medium yang ditambah logam Cr
mengindikasikan efek toksik Cr terhadap pertumbuhan sel
terjadi selama 24 jam masa inkubasi [14]. Efek toksik
tersebut berkaitan dengan adanya perubahan materi genetik
dan reaksi fisiologis serta metabolisme Bacillus. [15]-[14].
Mikroorganisme yang terpapar kromium dalam jangka
waktu lama dapat menurunkan diversitas mikrobia, populasi,
dan aktivitas mikroorganisme tersebut [16].

IV. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,
disimpulkan bahwa:

dapat

1) Isolat Bacillus S1, SS19, dan DAL11 resisten terhadap
kromium pada media nutrient agar-kromium
konsentrasi <250 ppm.

2) Pola pertumbuhan Bacillus S1, SS19, DA1l dan
Bacillus cereus yang ditumbuhkan di medium nutrient
broth tanpa K,Cr,0O- relatif lebih tinggi dibandingkan
pola pertumbuhan Bacillus yang ditumbuhkan di
medium nutrient broth-K,Cr,0;.
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