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Abstrak

Penelitian tentang keanekaragaman genetik bakteri resisten uranium yang
berpotensi dalam strategi bioremediasi uranium telah dilakukan. Pada tahun
pertama penelitian multi tahun ini telah berhasil memperoleh 4 isolat bakteri
resisten uranium dari limbah uranium fasa organik TBP- kerosin yang berasal dari
reaktor riset “Kartini” BATAN Yogyakarta.

Metode isolasi diawali dengan metode enrichment dalam medium Glukosa cair
dengan penggojokan yang dimaksudkan untuk mengaktifkan kembali
metabolisme bakteri aerob dalam sampel limbah uranium. Selanjutnya dilakukan
isolasi selektif dengan Quadrant streak method pada medium Nutrien agar yang
mengandung uranium dalam bentuk garam uranium yaitu uranil nitrat sebesar 20
ppm. Isolat-isolat bakteri resisten uranium yang diperoleh diseleksi berdasarkan
pola pertumbuhan dan pola resistensinya dalam variasi konsentrasi uranium 20,
40, 60, 80, 100 ppm, pada interval waktu 24 jam dengan mengukur optical density
masing-masing kultur bakteri pada panjang gelombang 620 nm menggunakan
spektrofotometer. Karakterisasi dan identifikasi fenotip dilakukan berdasarkan
pengujian karakter morfologi koloni, morfologi sel, sifat fisiologis dan sifat
biokimiawi masing-masing isolat bakteri. Hasil karaktersasi dan identifikasi
fenotip dianalisis dengan sistematik numerik-fenetik untuk melihat kemiripan di
antara isolat bakteri resisten uranium dan genus bakteri acuan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ke 4 isolat bakteri resisten uranium
memiliki perbedaan yang cukup signifikan dengan ke 4 genus bakteri acuan
karena hanya memiliki level kemiripan 60%. Sedangkan ke 4 isolat bakteri resiten
uranium juga menunjukkan perbedaan meskipun memiliki level kemiripan 90%,
dan ini berarti bahwa terdapat keanekaragaman isolat bakteri resistan uranium
yang diisolasi dari limbah uranium fase organik TBP- kerosin. Berdasarkan pola
pertumbuhan dan pola resistensinya maka ke 4 isolat bakteri ini berpotensi untuk
dikembangkan dalam program bioremediasi uranium, setelah ditumbuhkan
selama 48 jam.

Kata kunci: keanekaragaman genetic, resistensi, uranium, bioremediasi

Abstract

In effort to develop uranium-waste bioremedial strategy, genetic diversity of uranium-
resistant bacteria isolated from TBP kerosene organic phase-uranium waste of Research
Reactor “Kartini BATAN” Yogyakarta was studied. The first year of the multi-years
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research was aimed obtaining potential uranium-resistant bacterial isolates from TBP
kerosene organic phase-uranium waste. Bacteria were selectively isolated from samples
by enrichment technique with glucose broth, and then inoculated in Nutrien Agar
containing uranium salt as uranyl nitrate (20 ppm) by Quadrant streaked method. Four
bacterial isolates were obtained (X2, X3, X4, and X5), and their resistance pattern
towards uranium was further studied by growing them in nutrien broth containing
uranium of 20, 40, 60, 80, and 100 ppm for 24. The growth level was determined
spectrophotometrically at 620 nm. The uranium resistant-bacterial isolates were further
characterized and identified by the application of Numerical-fenetic Systematics based
on 34 phenotypic characters, including colonial morphological characters, cell
morphology, physiological, and biochemical characteristics. The results of study showed
that all four isolates were highly tolerable to uranium since they could grow very well at
the highest concentration of uranium, namely 100 ppm after incubation for 48 h.
Characterization and identification clearly showed that the 4 isolates belong to the
Sfamily Enterobacteriaceae based on the isolates characteristics of gram negative rod,
motility, catalase negative, and oxidase negative. Numerical systematic analysis
indicated that all the isolates formed a distinct cluster at the Sg level of >70% and at the
Ssr level of 60% separated them with all reference genera (Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella, and Serratia) belong to the family Enterobacteriaceae. However, at the Sg,
level of almost 90%, the isolates were different to each other since they also separated
into two distinct sub-clusters, namely X2, X4 within one sub-cluster, and X3 and X5
within the other sub-cluster. Therefore, it is reasonable to conclude that potential
uranium resistant-bacteria could be selectively isolated from uranium waste, and the 4
uranium resistant bacterial isolates obtained may belong to the same species although
they are different in terms of genetic diversity.

Key words: genetic diversity, resistence, uranium, bioremediation

PENDAHULUAN

Pengolahan limbah toksik yang mem-
bahayakan dan mengancam kesehatan manu-
sia, hewan dan ekosistem, khususnya limbah
yang mengandung logam berat dan radio-
nuklida merupakan tantangan lingkungan
yang selain berbiaya tinggi (besar) juga
membutuhkan strategi pengolahan yang
cepat dan tepat. Pembuangan limbah radio-
aktif secara konvensional dilakukan dengan
membuat tangki-tangki penyimpanan senya-
wa rédioaktif di bawah tanah atau membuat
parit-parit dangkal di tanah untuk mengubur
senyawa radioaktif dengan tanah (Kotegov et

al, 1968; Suzuki & Banfield, 1999).

Pembuangan dengan cara ini menimbulkan
risiko bagi lingkungan dan organisme apabila
terjadi kebocoran pada tangki penyimpanan.
Oleh karena itu banyak negara maju melaku-
kan pembuangan (disposal) limbah radioaktif
seperti disposal limbah radioaktif dengan
meroketkan limbah radioaktif ke angkasa.
luar, ditimbun dalam timbunan es di kutub,
dibuang dalam lubang yang sangat dalam,
dibuang di dasar samudera, dibuang dalam
batuan geologi stabil atau dibakar kembali
dalam reaktor dan diubah menjadi isotop
stabil (Mulyanto, 1997). Rangkuman bebera-
pa hasil penelitian menunjukkan bahwa bio-

presipitasi radionuklida dan logam-logam
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secara mikrobiologis yaitu dengan meng-
gunakan mikroba (bakteri) memberikan ha-
rapan besar bagi remediasi tanah, air tanah
dan limbah cair yang terkontaminasi radio-
nuklida (Lovley and Coats, 1999; Stephen
and Macnaughton, 1999; Gadd, 2000; Barkay
and Schaefer, 2001). Banyak hasil penelitian
menunjukkan bahwa limbah cair uranium
dihuni oleh berbagai macam mikroorganisme
dengan karakter dan strategi bioremediasi
uranium yang berbeda. Mikroorganisme ter-
sebut antara lain Rhizopus arrhizus yang me-
nunjukkan kemampuan melakukan biosorpsi,
Clostridium dan Desulfovibrio desulﬁtricans
mempunyai kemampuan mereduksi U (VI)
menjadi U (IV), sedangkan Deinococcus
radiodurans dan Arthrobacter ilicis mampu
mengakumulasikan uranium ekstraselular
dan intraselular berturut-turut (Alexander,
1999; Suzuki & Banfield, 2004).

Proses bioremediasi dengan me-
manfaatkan bakteri untuk remediasi logam
sedang bertumbuh dan berkembang pesat
serta berperanan dalam siklus logam global
karena berkaitan dengan pemanfaatan kem-
bali logam-logam yang berhasil diunduh/
dipungut oleh komunitas bakteri dalam lim-
bah (Smith et al,1994). Keuntungan‘ peng-
gunaan bakteri untuk bioremediasi antara lain
(1) bakteri untuk bioremediasi dapat diisolasi
dari alam

ataupun dari limbah yang

bersangkutan (2) bioremediasi merupakan
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proses remediasi yang relatif murah di-
bandingkan dengan proses remediasi yang
lain (3) bakteri memiliki waktu generasi
pendek dan aktivitas hidup bakteri dapat
diatur sehingga mempermudah penyediaan-
nya apabila diperlukan untuk treatment
limbah dalam volume besar (4) mikroba
lebih efektif untuk mengurangi logam berat
pada konsentrasi yang cukup rendah untuk
remediasi secara kimiawi ataupun fisikawi
(5) mikroba mempunyai daya seleksi tinggi
dalam bioremediasi artinya hanya melakukan
removal dan recovery terhadap logam-logam
spesifik dalam limbah (logam target
biremediasi) dan (6) bioremediasi bersifat
ramah lingkungan (McEldowney ef al. 1993;
Patel et al. 2006; Perry et al. 2002 dan
Willey et al. 2009).

Berdasarkan uraian di atas maka
pencarian bakteri resisten uranium dari alam
khususnya dari limbah uranium cair dan
mekanisme proteksi diri terhadap efek
toksiknya dapat menjadi salah satu alternatif
untuk bioremediasi uranium. Di samping itu,
bakteri  resisten  uranium  indigenous
Indonesia yang telah dikarakterisasi fenotip
dan genotipnya dapat memberikan kepastian
penemuan isolat baru yang berbeda dengan
isolat bakteri resisten uranium yang telah

dikenal sebelumnya.
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METODE PENELITIAN

1. Pengambilan sampel dan pengujian
sifat fisikawi dan kimiawi limbah
uranium fase organik TBP (TriButyl
phosphate)- Kerosin:

Sampel limbah uranium diambil dari
BATAN Yogyakarta dengan menggunakan
botol sampel yang telah disediakan oleh
pihak BATAN. Parameter fisikawi yang
diukur adalah warna dan teniperatur limbah
sedangkan parameter kimiawi yang diukur
adalah pH dan kandungan uranium dalam
limbah.

2. Isolasi dan purifikasi isolat bakteri
resisten uranium

a. Metode enrichment culture bakteri
resisten uranium

Kondisi fisis dan khemis limbah
uranium fase organik TBP- kerosin telah
menjadi inhibitor bagi bakteri yang tidak
resisten uranium. Metode enrichment culture
dilakukan untuk meningkatkan kecepatan
pertumbuhan bakteri-bakteri resisten uranium
dalam limbah. Dalam hal ini digunakan
medium glukosa cair sebagai donor elektron
dengan melakukan penggojogan sehingga
kondisi pertumbuhan bersifat aerob. Metode
ini dilakukan dengan cara: diambil 10%
limbah uranium (v/v), dimasukkan ke dalam
medium glukosa cair dalam erlenmeyer, dan
dilakukan penggojogan (x100 rpm) dalam

shaker selama 48 jam atau sampai timbul

kekeruhan (artinya bakteri tumbuh) pada
suhu kamar (£28°C)

b. Isolasi selektif dan purifikasi bakteri
resisten uranium

Isolasi selektif dilakukan dengan
menggunakan medium Nutrien Agar yang
mengandung uranium dalam bentuk garam
uranium yaitu uranil nitrat (UO2(NO3)2) 20
ppm. Isolasi dilakukan dengan metode
goresan (streak plate method), dengan cara:
Diambil satu ose kultur bakteri dari
enrichment culture (= 48 jam) dan
diinokulasikan pada medium Nutrien Agar
plate dengan menggunakan metode Quadrant
streak method, selanjutnya diinkubasikan |
pada suhu kamar (+28°C) sampai tumbuh
koloni-koloni bakteri. Koloni-koloni bakteri
yang tumbuh terpisah diisolasi sebagai
biakan murni isolat bakteri resisten uranium

(20 ppm) dan selanjutnya masuk dalam

tahapan skrining.

c¢. Skrining isolat bakteri resisten
uranium
Skrining isolat bakteri resisten

uranium dianalisis dengan dua pendekatan

yaitu pengukuran pertumbuhan bakteri
dengan spektrofotometer dan penentuan pola
resistensi dalam berbagai variasi konsentrasi
uranium. Hasil skrining adalah isolat-isolat
bakteri yang berpotensi untuk dikembangkan
lebih lanjut dalam program bioremediasi
uranium. Prosedur skrining dilakukan dengan

urutan langkah kerja adalah:
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1) Biakan murni bakteri resisten uranium
yang diperoleh ditumbuhkan dalam
medium Nutrien cair dengan konsentrasi
uranium 20 ppm, diiﬁkubasi dengan
digojog (100 rpm) dalam suhu kamar
(£28°C), selama 48 jam atau sampai
keruh (ada pertumbuhan bakteri).

2) Kultur cair murni bakteri resisten
uranium ini dihitung kerapatan selnya per
ml dengan hemocytometer. Apabila
jumlah sel bakteri sudah mencapai 10%
ml (Atlas and Bartha, 1998) maka
diinokulasikan sebanyak 10% (v/v) ke
dalam medium Nutrien cair dengan
variasi konsentrasi uranium 20, 40, 60, 80
dan 100 ppm dan medium Nutrien cair
tanpa uranium sebagai kontrol.

3) Kultur bakteri dalam medium Nutrien
cair dengan berbagai variasi konsentrasi
uranium ini selanjutnya diinkubasikan
dengan digojog pada suhu kamar. Per-
tumbuhan ditentukan dengan mengukur
kekeruhan atau nilai OD (optical density)
dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 620 nm, dengan interval
waktu 24 jam sampai jam ke 144.

4) Data nilai OD masing-masing isolat
bakteri resisten uranium dalam berbagai
variasi konsentrasi uranium dengan

interval waktu 24 jam itu digunakan

sebagai dasar skrining isolat bakteri.
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d. Pemeliharaan dan preservasi isolat
bakteri resisten uranium

Isolat bakteri resisten uranium hasil
skrining ada yang dipelihara dalam medium
nutrien agar miring dan diremajakan secara
periodik untuk tahapan penelitian selanjutnya
serta ada pula yang dipreservasi sebagai
stock culture dalam larutan gliserol 15 % dan
disimpan pada suhu -20°C.

e. Karakterisasi dan Identifikasi Fenoti-
pik isolat bakteri resisten uranium
(Sistematika Numerik-fenetik).

Tahap karakterisasi fenotipik ini
terdiri dari 4 bagian yaitu:
1) Pengamatan morfologi koloni

Isolat bakteri uji diinokulasikan
dengan metode titik pada medium Nutrien
agar plate dan diinkubasi serta diamati
morfologi koloni bakteri yang tumbuh. Ciri-
ciri yang diamati yaitu bentuk, warna,
elevasi, tepi, dan struktur dalam.
2) Pengamatan morfologi sel

Dilakukan pengecatan Gram terhadap
isolat bakteri uji dan diamati bentuk sel serta
sifat Gram.
3) Pengujian sifat fisiologis

Ciri-ciri yang diamati yaitu kebutuh-
an akan oksigen dan motilitas. Kebutuhan
akan oksigen diketahui dengan menginokula-
sikan isolat bakteri ke dalam medium Nutrien
cair dalam tabung; sedangkan motilitas di-
amati dengan menginokulasikan isolat bak-

teri dengan model tusukan ke dalam medium
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Nutrien agar tegak (juga pada medium SIM).
Selanjutnya diinkubasi dan diamati model
pertumbuhan bakteri dalam medium Nutrien
cair dan Nutrien agar tegak (dan medium
SIM).
4) Pengujian sifat biokimia

Ciri-ciri yang diamati: uji oksidase;
karbohidrat

(glukosa, sukrosa dan laktosa); kemampuan

kemampuan memfermentasi

menggunakan citrate sebagai satu-satunya

sumber karbon dan energi ( medium simmon
citrate); reduksi metilen blue; uji katalase;

hidrolisis amilum; produksi H,S.

Prosedur kerja yang dilakukan untuk
pengamatan karakter biokimia:

1) Uji oksidase dilakukan dengan Filter
Paper Method. Kertas saring Whatman
no. 2 ditetesi dengan reagen uji oksidase,
kemudian satu ose bakteri uji dioleskan
di atas kertas saring tersebut dan di-
biarkan 10-15 detik. Apabila terjadi per-
ubahan warna menjadi hitam berarti hasil
uji oksidase positif. Uji oksidase ini me-
rupakan uji yang paling signifikan untuk
membedakan antara kelompok bakteri
Enterobacteriaceae (uji oksidase negatif)
dan kelompok non-Enterobacteriaceae
(uji oksidase positif)

2) Untuk mengetahui kemampuan mem-
fermentasi karbohidrat yaitu dengan

menginokulasikan isolat bakteri uji ke

dalam medium glukosa cair, laktosa cair

3)

4)

5)

dan sukrosa cair dalam tabung reaksi,
diinkubasi dan diamati perubahan warna
medium yang terjadi (kuning= asam;
merah muda= basa) dan pembentukan gas
dalam tabung durham

Untuk mengetahui kemampuan meng-
gunakan citrate sebagai satu-satunya
sumber karbon dan energi yaitu dengan
menginokulasikan isolat bakteri uji
secara tusukan dan goresan pada medium
agar miring Simmon Citrate, diinkubasi
dan diamati perubahan warna yang terjadi
(biru = positif, menggunakan citrate;
hijau = negatif)

Untuk mengetahui kemampuan me-
reduksi metilen blue maka isolat bakteri
uji diinokulasikan secara tusukan pada
medium Nutrien agar tegak, diinkubasi
dan setelah ada pertumbuhan digenangi
dengan metilen blue dan dibiarkan
selama 6 jam untuk mengetahui ke-
mampuan mereduksi metilen blue yang
ditandai dengan hilangnya warna biru
(colorless).

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui
bakteri memecah

kemampuan isolat

hidrogen peroksida dengan enzim
katalase. Pengujian dilakukan dengan
mengoleskan isolat bakteri pada gelas
benda dan menetesi dengan larutan H,O,.
Apabila terbentuk gelembung-gelembung

kecil pada olesan bakteri berarti isolat
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bakteri uji mempunyai enzim Kkatalase
(positif)

6) Untuk mengetahui kemampuan meng-
hirolisis amilum maka bakteri uji
diinokulasikan dengan metode goresan
tunggal pada medium pati agar plate,
diinkubasi dan setelah tumbuh koloni
bakteri kemudian ditetesi dengan larutan
iodine, setelah + 30 detik akan terbentuk
zona jernih di sekeliling koloni bakteri
apabila isolat bakteri tersebut mampu
menghidrolisis amilum (pati).

7) Untuk mengetahui produksi H,S maka
bakteri uji diinokulasikan secara tusukan
pada medium SIM. Apabila setelah inku-
basi terbentuk endapan hitam pada me-
dium berarti isolat tersebut memproduksi
H2S (positif). Dengan medium SIM juga
dapat diketahui motilitas sel bakteri yaitu
apabila terjadi difusi pertumbuhan keluar
dari bekas tusukan maka menunjukkan
sel bakteri tersebut motil.

Sifat fenotipik yang diperoleh dari uji
tiap karakter dikonversikan dengan nilai
positif (+) atau nilai negatif (-). Data tersebut
kemudian disajikan dalam matriks n X t,
dengan ketentuan n adalah jumlah isolat
(strain) bakteri resisten uranium dan strain
acuan yang dianalisis sedangkan t adalah
Jumlah  karakter fenotipik. Data yang
memiliki nilai (+) diubah menjadi (1) dan

nilai (-) menjadi (0). Data ini ditata dengan
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program PFE (The Programmer File Editor).
Data yang telah tersusun dalam program PFE
kemudian dianalisis dengan menggunakan
program MVSP versi 3.1 (Multivariate
Statistical Package) (Kovach, 1990). Untuk
menentukan similaritas diantara isolat-isolat
digunakan koefisien Ssm (Simple Matching

Coefficient) dengan rumus sebagai berikut:

(a +d) x 100%
(a+b+c+d

Ssum =

Keterangan:
a = jumlah karakter yang (+) untuk kedua
isolat
b = jumlah karakter yang (+) untuk isolat
pertama dan (-) untuk isolat kedua
¢ = jumlah karakter yang (-) untuk isolat
pertama dan (+) untuk isolat kedua
d = jumlah karakter yang (-) untuk kedua
isolat

Pengelompokkan dilakukan dengan
UPGMA
(Unweighted Paired Group Method With
Arithmatic

menggunakan algoritma

Averages), dalam  bentuk
Dendrogram menurut Sneath and Sokal
(1973) cit. Sembiring (2002).

Dendrogram yang dihasilkan diguna-
an sebagai dasar untuk mengetahui keaneka-
ragaman isolat, kemiripan antar isolat
maupun identifikasi isolat berdasarkan strain
acuan yang digunakan dalam klasifikasi dan

identifikasi numerik-fenetik
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HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Karakteristik Fisikawi Dan Kimiawi
Limbah Uranium Fase Organik TBP-
Kerosin

Limbah uranium fase organik TBP-
kerosin adalah limbah yang dihasilkan oleh

Laboratorium Teknologi Proses pada reaktor

riset “Kartini” BATAN Yogyakarta. Limbah
ini disimpan dalam beberapa container

(drum) dan diletakkan dalam ruangan
khusus. Pengukuran terhadap karakteristik
fisikawi dan kimiawi limbah disajikan pada

tabel di bawah ini ( Tabel 1 ):

Tabel 1. Karakteristik fisikawi dan kimiawi limbah uranium fase organik TBP- kerosin

No  Karakteristik fisikawi- kimiawi limbah  Hasil pengukuran yang diperoleh
1  Warna limbah Coklat pekat
2 pH 7,5
3 Temperatur 29°C
4  Kadar uranium 90 — 100 ppm
5  Aktivitas radionuklida uranium U™" 1,23 x 10° Bg/L

Hasil pengukuran Kkarakteristik lim-
bah uranium fase organik TBP — kerosin me-
nunjukkan tingkat aktivitas radionuklida
uranium U®® masih diatas batas tertinggi
yang diijinkan bagi lingkungan. Batas ter-
tinggi tingkat radioaktivitas di lingkungan
adalah 1 x 10’ Bg/L berdasarkan Surat
Ka-BAPETEN No. 02/Ka-

BAPETEN/V-99 Tentang Baku Tingkat

Keputusan

Radioaktivitas di Lingkungan. Pengolahan
limbah secara fisikawi-kimiawi untuk limbah
dengan kadar uranium < 100 ppm kurang
efektif dan efisien karena berbiaya tinggi
sehingga bioremediasi dengan memanfaatkan
bakteri menjadi alternatif yang dewasa ini
banyak dikembangkan melalui berbagai

penelitian.

Beberapa foto dokumentasi di bawah

ini menunjukkan kondisi tempat penyimpann

limbah dan warna limbah uranium fase
organik TBP-kerosin yang digunakan dalam
penelitian ini.

Selektif Bakteri

2. Isolasi Resisten

Uranium
Pada penelitian ini bakteri resisten
uranium yang diisolasi adalah bakteri yang

tumbuh pada kondisi aerob karena treatment

limbah dengan kandungan bahan organik

rendah (bukan jenis polisakarida) lebih
efektif dengan aerobic treatment (Madigan et
al. 2009). Oleh karena itu isolasi bakteri
resisten uranium dari limbah uranium fase
organik TBP- kerosin yang berasal dari
reaktor riset “Kartini” BATAN Yogyakarta
diawali dengan metode enrichment yaitu
dengan menggunakan medium glukosa cair

sebagai donor elektron dan diinkubasi de-

ngan digojog untuk membuat keadaan aerob.
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Dengan metode enrichment ini maka bakteri- aktif) dapat menjadi aktif kembali dan masuk
bakteri aerob dalam limbah yang kemung- pada fase pertumbuhan (fase eksponensial).

kinan dalam fase istirahat (metabolisme tidak

c A ‘ D

Gambar 1. (a,b). Ruang penyimpanan limbah radioaktif BATAN Yogyakarta
(c) container limbah (d) limbah uranium fase organik TBP- kerosin

Gambar 2. Morfologi koloni isolat bakteri X2 (a) , X3 (b), X4 (c),dan X5 (d)
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Hasil isolasi dengan medium Nutrien
cair yang mengandung uranium (uranil nitrat)
20 ppm memperoleh 4 isolat bakteri resisten
uranium. Morfologi koloni keempat isolat
bakteri tersebut ditampilkan pada gambar 2.

3. Karakterisasi Dan Identifikasi
Fenotipik Isolat Bakteri Resisten
Uranium )

Karakterisasi dan identifikasi isolat
bakteri resisten uranium dilakukan berdasar-
kan sifat fenotipik sebanyak 34 karakter yang
meliputi sifat morfologi koloni dan morfologi
sel, sifat fisiologis dan sifat biokimiawi
(Tabel 2).

Berdasarkan hasil karakterisasi dan
identifikasi yang dilakukan ke 4 isolat bakteri
resisten uranium diduga kuat merupakan
anggota familia Enterobacteriaceae karena
memiliki karakter: sel berbentuk batang,
gram negatif, motil, oksidase negatif, dan
katalase negatif. Berdasarkan identifikasi
dengan menggunakan 34 karakter fenotipik
yang meliputi morfologi koloni, morfologi
sel, sifat fisiologis dan sifat biokimiawi
dengan pendekatan metode profile matching
ditemukan bahwa ke 4 isolat tersebut paling
mirip dengan genus Enterobacter,
Citrobacter, Serratia dan Klebsiella , diantara
29 genus dalam familia Enterobacteriaceae.
Hasil analisis sistematik numerik terhadap

karakter isolat uji dan karakter kunci ke 4

genus acuan tersebut disajikan dalam bentuk
dendrogram (Gambar 3).
Dendrogram menunjukkan bahwa
pada level kemiripan Sgm 60 %, keempat
genus acuan (Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella, dan Serratia) dan isolat uji (X2,
X3, X4, dan X5) mengelompok ke dalam 2
kluster. Kluster pertama terdiri dari keempat
isolat bakteri resisten uranium sedangkan
kluster kedua terdiri dari keempat genus
acuan. Hal ini menunjukkan bahwa di satu
sisi meskipun isolat tersebut paling mirip
dengan keempat genus acuan di dalam
familia Enterobacteriaceae tetapi ternyata
semua isolat memiliki perbedaan yang cukup
signifikan. Di sisi lain di antara ke 4 isolat uji
pun terdapat perbedaan yang cukup jelas
yaitu pada level kemiripan di atas 70 %
mengelompok menjadi 2 sub-kluster yaitu
sub-kulster pertama terdiri dari isolat X2 dan
X4, sedangkan sub-kluster kedua terdiri dari
X3 dan XS5. Apabila dianalisis lebih jauh
ternyata bahwa masing-masing isolat dalam
masing-masing sub-klusternya pun masih
memiliki perbedaan karena berdasarkan nilai
Ssm, masing-masing tingkat kemiripannya
hanya mendekati 90%. Artinya, berdasarkan
taxospecies concept keempat dapat digolong-
kan ke dalam satu spesies meskipun secara

genetik mereka cukup beranekaragam.
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Tabel 2. Karakter fenotipik isolat bakteri resisten uranium dan genus bakteri acuan.

™ on <t w9 8 =
XoOoX X x 3 8§ £ 3
No Karakter E 8 8 8 £gB8~E B
= e e B a3
— -3 — -~ M Q N
Morfologi koloni: Configuration
Round : : E 3 g i BB
Round with raised margin - + - = 7 = 2t
Wrinkled > 5 = + + L LGl
Irregular and spreading + : + = 5 - L
Morfologi koloni: Margin
Smooth 3 2 - X - i S
Wavy - + + + < . Sl
Lobate - 2 - s + & o
Irregular
Morfologi koloni: Elevation
Convex = - = - + i L i
Flat o = - i = B + s
Raised + - B - = ¥ L
Umbonate - + + + - - - -
Morfologi koloni: Warna
Putih 4 + + + - + + -
Merah-kuning - - - = + . s &
Pertumbuhan pada agar miring:
Filiform + + + + = 5 e -
Effuse . 2 . z + E 5 =
Rhizoid - - - - - + e +
Pertumbuhan pada media cair:
Keruh halus + . + + + e = ®
Keruh % s . = - + +  +
Membentuk gumpalan - + - . = « & =
Kebutuhan oksigen:
Aerob - - - + + + +  +
Morfologi sel:
Gram negatif + + £ + + + + 4+
Batang pendek + + + + + + + o+
Sifat fisiologi dan biokimiawi:
Enzim katalase - - £ S £ T £ Ty
Produksi gas H2S : + = + - 2 SiEai
Tidak produksi gas H2S + = + = + + + 4+
Reduksi metilen blue - + - + = + + -
Motil - i + o+ o+ o+ .
Tidak motil + = + = % X T
Glukosa + + + + + + N
Sukrosa + + + 1 + + -+
Laktosa + + + + -4 + S
Simmon citrate + + + + + + + 4+

Uji oksidase -
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Gambar 3. Dendrogram yang menunjukkan simlaritas antara 4 isolat bakteri resisten uranium.
dengan 4 genus anggota Familia Enterobacteriaceae yang didasarkan ats analisis Sgm

dan algoritme UPGMA
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Gambar 4. Kurva Pertumbuhan Isolat Bakteri Resisten
Uranium %

79

72 144

4. Pola Pertumbuhan Dan Pola Resistensi
Isolat Bakteri Resisten Uranium
Ke 4 isolat bakteri yang ditumbuh-

kan dalam medium Nutrien cair dengan

variasi konsentrasi uranium 20, 40,60, 80 dan

100 ppm. Selanjutnya diukur pertumbuh-
annya berdasarkan nilai kekeruhan (optical
density) dengan menggunakan spektro-
fotometer pada panjang gelombang 620 nm.

Pertumbuhan diukur dengan interval waktu
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24 jam. Kurva pertumbuhan ke 4 isolat
bakteri resisten uranium dalam medium
Nutrien cair dengan uranium konsentrasi 20
ppm ditampilkan pada Gambar 4. Berdasar-
kan kurva pertumbuhan ini nampak bahwa
sampai pada jam ke 48 maka ke 4 isolat
menunjukkan pola pertumbuhan yang identik
dan masih berada pada fase lag akhir. Namun
demikian setelah jam ke 48 maka ke 4 isolat

bakteri memasuki fase eksponensial yang

ditandai dengan kenaikan signifikan nilai OD
masing-masing kultur isolat.

Selain dibuat kurva pertumbuhan
berdasarkan  pola  pertumbuhan  pada
konsentrasi uranium 20 ppm maka dibuat
pula pola resistensi dengan mengukur optical
density (OD) ke 4 isolat pada berbagai
konsentrasi uranium dan waktu inkubasi

yang ditampilkan mulai Gambar 5, 6, 7, 8,
dan 9.

0.585 2
0.58
g o
= 0.575 -8 g
o 8
=~ 057 - 2
o (=]
o) Q
0.565 -
0.56 ;
X2 X3 X4 X5 v 5 .
ISOLAT BAKTERI ISOLAT BAKTERI
KONTROL/ 24 JAM KONTROL/ 725AM
0.6
0.59
R 0.58
£ 057 - =
S 056 - §
& 055 8
= | ©
8 0.54 8
0.53 -
052 -
0.51
X2 X3 44 X5 X2 X3 X4 X5
ISOLAT BAKTER! ISOLAT BAKTERI
KONTROL/ 48 JAM KONTROL/ 144 JAM

Gambar 5. Pola resistensi Isolat bakteri X2, X3, X4, X5 pada medium Nutrien Cair tanpa
uranium (kontrol) pada interval waktu 24 jam
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Seperti kurva pertumbuhan, maka ke
4 isolat bakteri resisten uranium dalam
medium Nutrien cair tanpa uranium (kontrol)
sampai pada jam ke 48 belum menunjukkan

pertumbuhan yang signifikan (OD < 1,0 ).

Pertumbuhan yang signifikan dimulai setelah
48 jam. Hal ini juga mengindikasikan bahwa
fase lag yang dimiliki oleh ke 4 isolat bakteri
ini merupakan sifat genetik yang dimiliki

oleh isolat-isolat ini.

0.582 0.586
0.58 0.584
0.578 0.582
'g 0.576 *‘g 0.58
[ = -
o 0574 a 0578 -
~ ~
L 0572 -+ L 0576 -
8 0.5 8 0.574 -
0.568 - 0.572 -
0.566 -+ 0.57 -
0.564 -+ 0.568 -
X2 X3 X4 X5 X2 X3 X4 X5
ISOLAT BAKTERI
ISOLATBAKTER! 20 ppm / 48 JAM
20 ppm / 24 JAM
1.5
1.45
1.4
£ E 135
g 8 13
]
8 8 325
; 11 = ;
X2 X3 X4 X5 X2 X3 X4 X5
ISOLATBAKTERI ISOLAT BAKTERI
20 ppm /72 JAM 20 ppm / 144 JAM

Gambar 6. Pola resistensi Isolat bakteri X2, X3, X4, X5 pada medium Nutrien Cair dengan
konsentrasi uranium 20 ppm pada interval waktu 24 jam
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Pola resistensi 4 isolat bakteri uji pertumbuhan yang signifikan (OD < 1,0).
pada konsentrasi uranium 20 ppm juga Tetapi setelah 48 jam maka ke 4 isolat telah
menunjukkan bahwa pada 48 jam pertama tumbuh signifikan (OD > 1,0).

(fase lag/adaptasi) belum menunjukkan

X2 X3 X4 x5 X2 X3 X4

ISOLAT BAKTERI ISOLAT BAKTERI
40 ppm / 24 JAM 40 ppm / 48 JAM

b
N

fa
w
&

b
w

0D {620 nm}
OD {620 nm)

[S0Y
393

X4 ; X4

ISOLAT BAKTER! ISOLAT BAKTER!
40 ppm [/ 72 JAM 40 ppm / 144 JAM

Gambar 7. Pola resistensi Isolat bakteri X2, X3, X4, X5 pada medium Nutrien Cair dengan
konsentrasi uranium 40 ppm pada interval waktu 24 jam

Pola resistensi 4 isolat bakteri uji menunjukkan bahwa pada 48 jam pertama

pada konsentrasi uranium 40 ppm juga (fase lag/adaptasi) belum menunjukkan
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pertumbuhan yang signifikan. Tetapi setelah signifikan (pada OD > 1,0) .

48 jam maka ke 4 isolat telah tumbuh

0.585 0.59
0.58
0.575 0.58
- 0.57 o 0.57
B ]
© s O
N 0.56 ~
© £ 055
& 0.555 s
O 055 - O 454 -
0.54 0.53 -
0.535 - 0.52 -8
X2 X3 X4 X5 X2 X3 X4 X5
ISOLAT BAKTERI ISOLAT BAKTERI
60 ppm / 24 JAM 60 ppm /48 JAM
£ E
& =
o o
o] ~
s o
(]
8 8
b ¥
X2 X3 X4 X5 X2 X3 X4 X5
ISOLAT BAKTERI ISOLAT BAKTERI
60 ppm /72 1AM 60 ppm / 144 JAM

Gambar 8. Pola resistensi Isolat bakteri X2, X3, X4, X5 pada medium Nutrien Cair dengan
konsentrasi uranium 60 ppm pada interval waktu 24 jam

Pola resistensi 4 isolat bakteri uji pertumbuhan yang signifikan. Tetapi setelah

48 jam maka ke 4 isolat telah tumbuh
signifikan (pada OD > 1,0) .

pada- konsentrasi uranium 60 ppm juga
menunjukkan bahwa pada 48 jam pertama

(fase lag/adaptasi) belum menunjukkan
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Gambar 9. Pola resistensi Isolat bakteri X2, X3, X4, X5 pada medium Nutrien Cair dengan
konsentrasi uranium 80 ppm pada interval waktu 24 jam

Pola resistensi 4 isolat bakteri uji pertumbuhan yang signifikan. Setelah 48 jam
pada konsentrasi uranium 80 ppm juga maka ke 4 isolat telah tumbuh signifikan
menunjukkan bahwa pada 48 jam pertama (pada OD > 1,0) .

(fase lag/adaptasi) belum menunjukkan
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X2 X3 X4 X5

ISOLAT BAKTERI
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Gambar 10.Pola resistensi Isolat bakteri X2, X3, X4, X5 pada medium Nutrien Cair dengan
konsentrasi uranium 100 ppm pada interval waktu 24 jam

Pola resistensi 4 isolat bakteri uji
pada konsentrasi uranium 100 ppm juga
menunjukkan bahwa pada 48 jam pertama
(fase lag/adaptasi) belum menunjukkan
pertumbuhan yang signifikan. Setelah 48 jam
maka ke 4 isolat telah tumbuh signifikan
(pada OD > 1,0) .

Berdasarkan analisis pola resistensi
dari ke 4 isolat bakteri uji maka diduga kuat
bahwa fase lag yang dijalani oleh ke 4 isolat
tersebut selama kurang lebih 48 jam pertama
merupakan sifat genetik isolat-isolat tersebut
sehingga kemungkinan bukan merupakan

fase adaptasi, hal ini diperkuat oleh prosedur
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kerja yang telah memberikan pre-treatment
pada semua isolat penelitian dalam medium
pertumbuhan dengan konsentrasi uranium 20
ppm. Setelah pertumbuhan 48 jam (pada jam
ke 72) maka ke 4 isolat menunjukkan
rersistensi pada semua variasi konsentrasi
uranium yang dipakai. Dengan demikian ke 4
isolat ini berpotensi untuk dikembangkan
dalam

program bioremediasi uranium,

setelah ditumbuhkan selama 48 jam.

KESIMPULAN

1. Usaha pencarian isolat bakteri resisten
uranium dari limbah uranium fase
organik TBP- kerosin telah berhasil
memperoleh 4 isolat bakteri
Berdasarkan pola pertumbuhan dan pola
resistensinya maka ke 4 isolat bakteri

tersebut berpotensi untuk dikembangkan

sebagai agen bioremediasi uranium

. Dari hasil karakterisasi dan identifikasi
dengan metode sistematika numerik-
fenetik (uji karakter fenotipik) dapat
disimpulkan bahwa ke 4 isolat bakteri
tersebut berbeda dengan nilai similaritas
<90 %

Dari pengalaman yang diperoleh
selama penelitian ini maka dapat disarankan
hal-hal berikut:

1. Untuk mendapatkan lebih banyak lagi
isolat bakteri yang dapat dimanfaatkan

dalam program bioremediasi uranium

maka perlu dilakukan re-isolasi dari
limbah uranium dengan menggunakan
berbagai macam medium isolasi selektif
. Ke 4 isolat bakteri resisten uranium yang
diperoleh perlu dikarakterisasi dan
diidentifikasi lebih lanjut secara kimiawi
dan molekular sehingga dapat dilakukan
rekayasa genetika untuk meningkatkan
keunggulan mereka dalam bioremediasi
uranium serta kemungkinan untuk
dikembangkan dalam bidang nano-

technology.
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