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ABSTRAK

Tanah, sedimen dan air yang tercemar berat oleh radionuklida dan logam-logam toksik yang lain merupakan suatu reservoir bakteri dengan kemampuan  beradaptasi secara luar biasa pada tempat-tempat tercemar ini. Hal ini telah dibuktikan melalui penelitian ini yang telah berhasil mengisolasi sebanyak 16 isolat bakteri dari limbah uranium fase organik TBP (TriButylPhosphat) -kerosin. Selanjutnya, ke 16 isolat bakteri tersebut diseleksi berdasarkan kriteria kemampuan tumbuh dalam medium Tryptone Glucose Yeast (TGY) yang mengandung

200 ppm uranium (dalam bentuk uranil nitrat), selama waktu inkubasi 24 jam dan dengan OD ≥
1. Isolat terpilih  selanjutnya dikarakterisasi fenotipik dan diukur pertumbuhannya berdasarkan beberapa parameter kinetika pertumbuhan. Disamping itu isolat terpilih ini juga dianalisis hubungan kekerabatannya secara evolusioner berdasar pada sekuen gen 16S rRNA serta strategi bioremediasi yang dilakukan dalam medium yang mengandung uranium.

Metode  penelitian  dibagi  menjadi  beberapa  tahap  yaitu  (1)  pembuatan  mediumTGY dengan variasi konsentrasi uranium untuk seleksi isolat (200 ppm) dan pengukuran pertumbuhan (0, 80 ppm   dan 160 ppm) berdasarkan tingkat kekeruhan (OD/ Optical Density) yang diukur menggunakan Spektrofotometer pada panjang gelombang 620 nm (2) pembuatan medium uji karakter fenotipik isolat bakteri terpilih (3) isolasi DNA kromosomal isolat bakteri terpilih; amplifikasi gen 16S rRNA; pemurnian gen 16S rRNA dan sequencing gen 16S rRNA   (4) konstruksi   pohon filogeni dan analisis filogenetik (5) analisis strategi bioremediasi dengan interval waktu 24, 48 dan 96 jam.

Berdasarkan kriteria seleksi yang ditetapkan maka dipilih 4 isolat bakteri (X5, X8, X11 dan X14) yang mampu tumbuh dalam medium TGY dengan 200 ppm uranium dan mempunyai nilai OD ≥ 1 selama waktu inkubasi 24 jam.  Hasil karakterisasi fenotipik menunjukkan isolat X8 berbeda dari ketiga isolat yang lain (X5, X11 dan X14) tetapi ketiga isolat ini lebih mirip. Berdasarkan kinetika pertumbuhan yang dihitung melalui kurva pertumbuhan maka diketahui bahwa isolat X8 mempunyai nilai μ paling tinggi yang mengindikasikan jumlah biomassa paling banyak (nilai OD tertinggi) pada waktu pertumbuhan yang sama. Pada penelitian ini isolasi DNA kromosomal isolat bakteri terpilih menghasilkan genom yang murni (bersih), demikian pula gen

16S rRNA dapat diamplifikasi PCR dan dimurnikan. Akan tetapi gen 16S rRNA tersebut belum dapat menghasilkan sekuen yang dapat dikonstruksikan sebagai pohon filogeni, oleh karena itu hubungan kekerabatan evolusioner ke 4 isolat tersebut belum dapat ditentukan. Analisis strategi bioremediasi yang dilakukan isolat X5, X8, X11 dan X14 dengan mekanisme baik biosorpsi maupun bioakumulasi.

Kata kunci: keanekaragaman genetik, bakteri resisten uranium, bioremediasi uranium
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PRAKATA

Meningkatnya kontaminasi tanah, sedimen, dan air oleh logam berat dan radionuklida baik yang berasal dari alam maupun limbah industri dan enegi nuklir merupakan masalah yang semakin berat dihadapi oleh seluruh dunia. Pengolahan secara kimiawi dan fisikawi terus dilakukan akan tetapi pilihan untuk mengolah limbah secara hayati (bioremediasi) lebih diandalkan karena lebih ramah lingkungan meskipun masih banyak aspek yang perlu diteliti. Oleh karena itu penelitian multi tahun (2 tahun) dengan judul “Keanekaragaman Genetik Bakteri Resisten Uranium Dan Strategi Bioremediasi Uranium” kiranya dapat mengawali era bioremediasi logam berat dan radionuklida di Indonesia.

Dengan selesainya penelitian ini maka kami mengucapkan terima kasih kepada pemberi dana penelitian melalui DIPA UNY. Ucapan terima kasih juga disampaikan kepada Erna Wulandari , mahasiswa Program Studi Biologi FMIPA UNY dan Tutik Rahayu, laboran di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Pendidikan   Biologi FMIPA UNY  serta  kolega  dan  teknisi  dari  BATAN  Yogyakarta  atas  semua  kerjasamanya sehingga penelitian ini dapat terselesaikan dengan baik.

Semoga   penelitian   ini   dapat   terus   berlanjut   dan   berkembang   sehingga menghasilkan produk yang dapat dimanfaatkan dalam stragtegi bioremediasi uranium.

Yogyakarta, 16 November 2011

Peneliti
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PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Tanah, sedimen dan air yang tercemar berat oleh radionuklida dan logam-logam toksik yang lain merupakan suatu reservoir bakteri yang mempunyai kemampuan   beradaptasi secara luar biasa pada tempat-tempat tercemar ini. Bakteri-bakteri tersebut mengembangkan mekanisme-mekanisme yang sangat menarik (distinct) dalam melakukan interaksi maupun bio- transformasi terhadap radionuklida dan logam-logam berat yang lain (Merroun, 2007; Wang et al,  1997).  Mekanisme  interaksi,  bio-transformasi  maupun  dekontaminasi  yang  dilakukan sejumlah bakteri inilah yang menjadi sumber ide penelitian dekontaminasi/ bioremediasi polusi radionuklida   dan   logam   berat   yang   berasal   dari   pembangkit   tenaga   nuklir,   industri pertambangan, industri elektroplating dan pencucian sisa pestisida dari tanah pertanian. Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa limbah cair uranium dihuni oleh berbagai macam bakteri dengan karakter dan strategi bioremediasi uranium yang berbeda. Bakteri tersebut antara lain Clostridium dan Desulfovibrio desulfuricans yang mempunyai kemampuan mereduksi U (VI) menjadi  U  (IV)  (Alexander,  1999),  Deinococcus radiodurans mampu  mengakumulasikan uranium ekstraselular dan Arthrobacter ilicis  mampu mengakumulasikan uranium  intraselular (Suzuki  &  Banfield,  2004),  sedangkan  Pseudomonas aeruginosa J007  mengakumulasikan uranium di dalam cell envelope (Choudhary & Sar, 2010).

Proses   bioremediasi dengan memanfaatkan bakteri untuk remediasi logam sedang bertumbuh dan berkembang pesat serta berperanan dalam siklus logam global karena berkaitan dengan pemanfaatan kembali logam-logam yang berhasil diunduh/ dipungut oleh komunitas bakteri dalam limbah (Smith et al,1994). Keuntungan penggunaan bakteri untuk bioremediasi antara lain (1) bakteri untuk bioremediasi dapat diisolasi dari alam ataupun dari limbah yang bersangkutan (2) bioremediasi merupakan proses remediasi yang relatif murah dibandingkan dengan proses remediasi yang lain (3) bakteri memiliki   waktu generasi pendek dan aktivitas hidup bakteri dapat diatur sehingga mempermudah penyediaannya 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
10

dan recovery terhadap logam-logam spesifik dalam limbah (logam target biremediasi) dan (6)

bioremediasi bersifat ramah lingkungan (McEldowney et al. 1993; Patel et al. 2006; Perry et al.

2002 dan Willey et al. 2009).

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

B. Rumusan Masalah

1. Bagaimana kinetika pertumbuhan isolat bakteri toleran uranium terpilih?

2. Bagaimana karakter fenotipik  isolat bakteri toleran uranium terpilih?

3. Bagaimana hubungan kekerabatan isolat bakteri toleran uranium terpilih berdasarkan pohon filogeni yang dihasilkan?

4. Bagaimana strategi bioremediasi uranium oleh isolat bakteri toleran uranium?

C. Tujuan Penelitian

1.   Mengetahui kinetika pertumbuhan isolat bakteri toleran uranium terpilih

2.   Mengetahui karakter fenotipik isolat bakteri toleran uranium terpilih

3.   Mengetahui   hubungan   kekerabatan   antar   isolat   bakteri   toleran   uranium   terpilih berdasarkan pohon filogeni yang dihasilkan

4.   Mengetahui strategi bioremediasi uranium oleh isolat bakteri toleran uranium

D. Manfaat Penelitian

1. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai isolat bakteri indigenous Indonesia yang toleran uranium dan berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen bioremediasi uranium

2. Penyingkapan keanekaragaman genetik isolat bakteri toleran uranium dari limbah

uranium  fase organik TBP- kerosin dapat memberikan kepastian penemuan isolat baru
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yang berbeda dengan isolat bakteri toleran uranium yang telah dikenal sebelumnya

3. Pemahaman mengenai  strategi toleransi dan detoksifikasi uranium oleh isolat bakteri toleran uranium sangat bermanfaat dalam upaya removal dan recovery uranium dari limbah uranium hal ini mengingat nilai ekonomi uranium yang cukup tinggi.
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BAB II KAJIAN  PUSTAKA

1.   Limbah radioaktif dan pengolahannya

Warisan pengembangan senjata nuklir dan energi nuklir di banyak tempat di seluruh  dunia  adalah  terkontaminasinya  air tanah  dan  tanah  oleh  uranium (Anonim,  2009). Kontaminasi uranium merupakan masalah pelik karena membutuhkan waktu jutaan tahun untuk meluruh secara radioaktif   dan dengan demikian merupakan ancaman bagi seluruh kehidupan organisme, mencemari cadangan air   sehingga   pada manusia dapat merusak ginjal dan menimbulkan kanker (Snyder,2009). Melihat bahaya yang ditimbulkannya maka pengolahan limbah uranium merupakan prioritas utama dalam pengembangan teknologi nuklir maupun riset berbasis bahan radioaktif (uranium).

Limbah radioaktif menurut Ronodirjo (1984) adalah zat radioaktif yang tidak terpakai dan peralatan yang telah terkena zat radioaktif sehingga tidak dapat dipergunakan lagi. Sedangkan zat radioaktif yang terdapat di dalam limbah antara lain thorium (Th230), radium (R226) dan uranium (U235). Botkin dan Keller (1997) menjelaskan bahwa limbah radioaktif dibagi menjadi 3 yaitu debu radioaktif, limbah padat dan limbah cair. Limbah radioaktif yang berupa debu radioaktif berasal dari udara di pertambangan uranium. Limbah padat berasal dari peralatan

yang digunakan untuk penanganan zat radioaktif dan limbah cair berasal dari proses pemurnian uranium dan pengolahan bahan nuklir. Berdasarkan aktivitas dan metode pengolahannya Ronodirjo (1984) membagi limbah radioaktif cair menjadi 3 yaitu (1) limbah cair aktivitas rendah. Limbah cair aktivitas rendah memiliki aktivitas jenis 10-6 – 10-3   μ Ci/ cm3. Limbah cair aktivitas rendah berasal dari limbah laboratorium dengan zat radioaktif, limbah laboratorium tanpa  zat  radioaktif  dan  limbah  saluran  air  laboratorium.  (2)  limbah  cair  aktivitas  sedang. Limbah cair aktivitas sedang memiliki aktivitas jenis 10-3  – 10-1  μ Ci/ cm3 dan diolah dengan evaporator. Konsentrat hasil pemekatan dengan evaporator disimpan di dalam tangki. (3)  limbah cair aktivitas tinggi memiliki aktivitas jenis 10-1 – 104  μ Ci/ cm3. Limbah ini  disimpan dalam tangki dalam kolam pendingin

Pengolahan limbah radioaktif didasarkan pada 3 unsur yaitu pengolahan limbah untuk memudahkan penanganan selanjutya; pengolahan limbah untuk penyimpanan sementara
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dan penyimpanan akhir; serta pengawasan pembuangan limbah dan pemantauan lingkungan (Ronodirdjo, 1984). Khusus untuk limbah PLTN   yang dikategorikan sebagai LRAT (Limbah Radioaktif Aktivitas Tinggi) maka banyak negara maju  melakukan disposal (pembuangan) yaitu disposal dengan meroketkan limbah radioaktif  ke ruang angkasa, disposal dalam timbunan es di kutub, disposal dalam lubang yang sangat dalam, disposal di dasar samudera, disposal dalam batuan geologi stabil. Sedangkan salah satu cara untuk tidak melakukan disposal ke lingkungan adalah dengan mengumpankan kembali LRAT ke dalam reaktor untuk dibakar atau diubah menjadi isotop stabil (Mulyanto, 1997). Pengolahan limbah radioaktif yang telah dilakukan oleh BATAN adalah pengolahan secara kimiawi dan fisikawi. Pengolahan secara fisikawi meliputi evaporasi, elektrolisis dan immobilisasi sedangkan pengolahan secara kimiawi dilakukan dengan menambahkan koagulan (resin), menggunakan pertukaran ion dan osmosis. Kedua cara pengolahan ini efektif dan efisien untuk pengolahan limbah yang mengandung bahan radioaktif dalam konsentrasi tinggi. Bagaimana dengan limbah yang mengandung bahan radioaktif dalam konsentrasi rendah?

Pengolahan limbah yang mengandung uranium radioaktif dalam konsentrasi rendah dilakukan dengan menggunakan mikroba. Derek Lovley, seorang ahli mikrobiologi, bersama dengan beberapa koleganya telah mengembangkan dan mematenkan proses pemekatan uranium radioaktif dengan menggunakan bakteri pereduksi sulfat Desulfovibrio desulfuricans (Perry et al. 2002).   Kemampuan bakteri untuk mengolah limbah uranium dalam konsentrasi rendah mungkin sejalan (analog) dengan kemampuan bakteri untuk melakukan metal bioleaching yaitu mengunduh (recovery) logam pada lokasi penambangan yang kadar logamnya sudah terlalu rendah untuk ditambang dengan cara fisikawi dan kimiawi. Contoh metal bioleching adalah kemampuan Thiobacillus untuk mengunduh bijih tembaga (Co) sampai 70% dari tambang yang kandungan tembaganya sudah sangat rendah (low-grade ores) (Willey et al. 2009). Dengan demikian penggunaan bakteri (mikroba) untuk pengolahan limbah uranium (bioremediasi) dapat menjadi penyempurnaan dari pengolahan limbah uranium secara kimiawi dan fisikawi sehingga limbah uranium tersebut menjadi layak untuk dibuang ke lingkungan. Oleh karena itu perlu dilakukan pencarian mikroba yang mempunyai kemampuan melakukan bioremediasi limbah

uranium.
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2. Uranium dan toksisitasnya

Uranium adalah unsur logam keempat dalam deret aktinida yang memiliki lambang U dan nomor atom 92   serta massa atom relatif 238,03. Uranium merupakan logam berat, beracun, berwarna putih keperakan dan bersifat radoaktif alami. Uranium memiliki beberapa bilangan oksidasi yaitu uranium (III), uranium (IV), uranium (V) dan uranium (VI) dan juga beberapa massa atom yaitu U238 yang merupakan 99% uranium yang terdapat di alam, U235
yang merupakan bahan bakar reaktor nuklir dan senjata nuklir, U234  dan U233. Di alam unsur

uranium dijumpai dalam bentuk senyawa oksida, fosfat, sulfat, vanadat, arsenat dan silika (Hoekstra and  Katz,1954). Uranium diperoleh melalui penambangan dan pelarutan konsentrat yellow cake. Menurut Wardhana (1995) penambangan uranium dapat menimbulkan pencemaran karena adanya debu-debu pemancar sinar alpha termasuk uranium (U238) dan (U234), thorium (Th230), radon (Rn222), dan polonium (Po218) dan (Po214). Uranium dalam jumlah kecil dapat ditemukan di bebatuan, tanah, air, tumbuhan dan hewan termasuk manusia.

Uranium  bila  tertelan  dapat  merusak  saluran  pencernaan.  Disamping  itu uranium  dapat penetrasi ke dalam jaringan paru-paru dan selanjutnya masuk aliran darah dan tersimpan dalam hati, ginjal, tulang dan jaringan yang lain   selama bertahun-tahun sehingga dapat memicu timbulnya kanker. Partikel uranium yang sangat kecil kurang dari 2,5 μ dapat terhirup melalui udara yang tercemar uranium dan tersimpan dalam paru-paru dan nodus-nodus limfatikus paru-paru selama bertahun-tahun , dan dapat menimbulkan emphysema atau pulmonary fibrosis (Patocka  et  al.  2004).  Meskipun  radioaktivitas  dan  toksisitas  uranium menimbulkan resiko negatif bagi lingkungan dan kesehatan manusia akan tetapi riset lanjutan tetap dibutuhkan agar  “the real risk” dari uranium dapat diketahui dan dicari jalan keluarnya

3. Bioremediasi logam berat dan radionuklida oleh mikroba

Dunia  mikroba  merupakan  dunia  yang  sangat  menarik  untuk  dikaji  karena penuh dengan keanekaragaman genetik dan kemampuan yang masih belum banyak disingkap oleh  para  ahli  mikrobiologi.     Pada  dua  dekade  terakhir  ini     beberapa  hasil  penelitian menunjukkan bahwa biopresipitasi radionuklida dan logam-logam secara mikrobiologis yaitu
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dengan menggunakan mikroba (bakteri) memberikan harapan besar bagi remediasi tanah, air tanah dan limbah cair yang terkontaminasi radionuklida (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 tersebut antara lain Rhizopus arrhizus yang  menunjukkan  kemampuan  melakukan  biosorpsi;  Clostridium dan Desulfovibrio desulfuricans 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); Pseudomonas aeruginosa dan Saccharomyces cerevisiae mampu mengakumulasikan uranium (Strandberg et al, 1989); Clostridium sp dan Desulfovibrio sp mampu mereduksi uranium (VI) menjadi  uranium  (IV)  (Alexander,  1999);  Acinetobacter sp  menghasilkan  emulsan  untuk mengikat  uranium  dalam  larutan  (Crawford  et al, 1998);    Alcaligenes entrophus   mampu mengikat cadmium (Berhin &Remacle,1990); Xanthomonas maltophila yang dapat mengakumulasikan zink (Sakurai et al, 1990) dan Thiobacilus ferrooxidans yang dimanfaatkan dalam penambangan emas.

Keuntungan penggunaan bakteri untuk bioremediasi antara lain (1) bakteri untuk bioremediasi dapat diisolasi dari alam ataupun dari limbah yang bersangkutan (2) bioremediasi merupakan proses remediasi yang relatif murah dibandingkan dengan proses remediasi yang lain (3) bakteri memiliki   waktu generasi pendek dan aktivitas hidup bakteri dapat diatur sehingga mempermudah penyediaannya 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 et al. 1993; Patel et al. 2006; Perry et al. 2002 dan Willey et al.
2009).
Berbagai keunggulan mikroba dalam bioremediasi logam berat menyebabkan penggunaannya semakin populer meskipun ada kekuatiran menyangkut masalah mekanisme bioremediasi yang dilakukan mikroba yang mungkin menghasilkan senyawa-senyawa yang lebih
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toksik bagi lingkungan. Oleh karena itu untuk menjembatani masalah ini maka perlu diketahui cara mikroba mempertahankan diri dan melakukan detoksifikasi sehingga dapat dikembangkan populasi mikroba yang mampu tumbuh dan mengakumulasikan logam berat pada waktu yang sama dan kemungkinan melakukan rekayasa genetika terhadap mikroba yang berperan dalam program bioremediasi uranium (Shumate II & Strandberg, 1985 ; Smith et al, 1994).

4. Mekanisme bioremediasi logam berat oleh mikroba

Sesungguhnya proses bioremediasi air limbah dengan menggunakan mikroba merupakan proses yang terjadi secara alami.   Dan saat ini teknologi remediasi logam dengan menggunakan mikroba sedang bertumbuh dan berkembang karena lebih ramah lingkungan dan mikroba yang berperan dapat dimanipulasi dalam rekayasa genetika.

Mikroba yang toleran terhadap logam berat memiliki mekanisme bioremediasi untuk bertahan hidup dan berkembang di lingkungan yang tercemar logam (Gadd, 1992). Khusus untuk uranium, terdapat beberapa strategi  bioremediasi yaitu biosorpsi, bioakumulasi, reduksi, oksidasi dan biopresipitasi (Alexander, 1999).

4.1.Biosorpsi

Biosorpsi merupakan proses pengambilan logam oleh sel-sel mikroba secara pasif  artinya  tidak  membutuhkan  energi.  Biomassa  mikroba  yang  digunakan dalam  biosorpsi  adalah  biomassa  mikroba  yang  nonviable, bahkan  dalam beberapa proses digunakan biomassa yang terdiri dari sel-sel yang sudah mati, tetapi adapula proses yang menggunakan biomassa yang sebagian besar adalah sel-sel viable. Keunggulan mekanisme biosorpsi adalah: (1) berlangsung cepat dan bila digunakan biomassa yang sesuai   maka dapat mengeliminasi sebagian besar kation-kation logam dari limbah, (2) tidak ada kekuatiran toksisitas logam terhadap mikroba karena dapat digunakan biomassa mikroba yang nonviable. Biosorpsi U, Zn, Pb, Cd, C0, Ni, Cu, Hg, Th, Zn, Cs, Au, Ag, Sn dan Mn telah

diteliti
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4.2.Bioakumulasi

Bioakumulasi merupakan proses pengambilan kation logam yang membutuhkan energi sehingga harus digunakan mikroba yang viabel dan aktif melakukan metabolisme. Beberapa mikroba yang dapat melakukan bioakumulasi dan biosorpsi adalah bakteri, fungi dan algae.

4.3.Reduksi

Reduksi adalah penurunan bilangan oksidasi, contoh: Hg (II) menjadi Hg(0); Fe(III) menjadi  Fe (II); Se (VI) menjadi Se(0); Mn (IV) menjadi Mn (II); U(VI) menjadi U(IV) atau As (V) menjadi As (III). Proses reduksi ini membutuhkan energi (elektron) yang biasanya dari bahan organik akan tetapi dapat juga dari bahan anorganik. Proses reduksi ini seringkali (meskipun tidak selalu) terhambat oleh adanya O2 sehingga beberapa proses reduksi yang terjadi di tanah, sedimen dan air hanya dapat terjadi ketika O2 sudah habis (absent).

Dalam kaitannya dengan reduksi uranium (VI) menjadi uranium ()IV) maka U  (IV)  merupakan  uranium  yang  insoluble dan  immobile sehingga  mudah dipisahkan dari limbah. Oleh katrena itu beberapa penelitian memfokuskan pada pencarian molekul organik sebagai donor elektron untuk menstimulasi  aktivitas mikroba supaya mengkonsumsi oksigen tersedia selama respirasi aerobik sehingga pada saat keadaan menjadi anaerob maka uranium (VI) akan direduksi menjadi uranium (IV) dan dapat dipisahkan dari limbah.

4.4. Oksidasi

Oksidasi senyawa organik oleh mikrobia dapat memicu bioremediasi, misalnya :  oksidasi laktat sebagai sumber karbon oleh bakteri pereduksi sulfat yaitu  Desulfovibrio desulfuricans  mampu   mereduksi   uranium(VI)   menjadi uranium  (IV)  yang  insoluble dan  immobile sehingga  lebih  murah  dipungut (recovery).
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4.5. Biopresipitasi

Biopresipitasi adalah mengubah ion logam yang larut menjadi ion logam tidak larut dengan bantuan enzim. Tujuan biopresipitasi adalah memudahkan pemisahan logam yang mengkontaminasi perairan (Martinez et al, 2007).

Investigasi tentang interaksi mikroba – logam akan memperluas wawasan pengertian dan pengetahuan untuk menggali potensi mikroba dalam mengubah toksisitas radionuklida dan logam-logam berat serta   untuk mempengaruhi perilaku mikroba tersebut di lingkungannya. Pengenalan akan   mekanisme yang mendasari interaksi mikroba – logam ini sangat penting untuk pengembangan   program bioremediasi uranium.
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BAB III METODE PENELITIAN

Pada penelitian ini dilakukan kembali re-isolasi untuk mendapatkan lebih banyak isolat bakteri dari  limbah  uranium  fase  organik  TBP-  kerosin.Adapun  cara  isolasi  dan  purifikasi  bakteri sebagai berikut :

1. Isolasi dan purifikasi isolat bakteri toleran uranium.

1.1. Metode enrichment culture bakteri toleran uranium

Kondisi fisis dan khemis limbah uranium fase organik TBP- kerosin telah menjadi inhibitor bagi bakteri yang tidak toleran uranium. Metode enrichment culture dilakukan untuk meningkatkan kecepatan pertumbuhan bakteri-bakteri toleran 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 (±100 rpm) dalam shaker selama 48 jam atau sampai timbul kekeruhan (artinya bakteri tumbuh) pada suhu kamar (±28°C)

1.2. Isolasi selektif dan purifikasi bakteri toleran 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 toleran uranium (20 ppm) dan selanjutnya masuk dalam tahapan skrining.
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2. Seleksi isolat bakteri toleran uranium

Sejumlah isolat bakteri yang berupa isolat bakteri tunggal dan murni kemudian masing- masing  diinokulasikan  dalam  medium  TGY  cair  yang  mengandung  200  ppm uranium,  dan diinkubasikan  selama  24  jam.  Selanjutnya  diukur  pertumbuhannya  dengan  spektrofotometer pada panjang gelombang 620 nm. Isolat bakteri yang mampu tumbuh dalam medium TGY cair yang mengandung 200 ppm uranium, dan mencapai OD ≥ 1 setelah diinkubasikan selama 24 jam, maka ditetapkan sebagai isolat bakteri toleran uranium terpilih.

3. Pemeliharaan dan preservasi  isolat bakteri toleran uranium

Isolat bakteri toleran uranium hasil seleksi ada yang dipelihara dalam medium nutrien agar miring dan diremajakan secara periodik untuk tahapan penelitian selanjutnya serta ada pula yang dipreservasi  dengan liofilisasi (freeze drying) sebagai stock culture.

4. Karakterisasi Fenotipik isolat bakteri toleran uranium

Tahap karakterisasi fenotipik ini terdiri dari 4 bagian yaitu :

4.1 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

4.2.Pengamatan morfologi sel

Dilakukan pengecatan Gram terhadap isolat bakteri uji dan diamati bentuk sel serta sifat Gram.

4.3.Pengujian sifat fisiologis

Ciri-ciri yang diamati yaitu kebutuhan akan oksigen dan motilitas. Kebutuhan akan oksigen diketahui dengan menginokulasikan isolat bakteri ke dalam medium Nutrien cair dalam tabung; sedangkan motilitas diamati dengan menginokulasikan isolat bakteri 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).

4.4 Pengujian sifat biokimia

Ciri-ciri yang diamati : uji oksidase ; kemampuan memfermentasi karbohidrat

(glukosa, sukrosa dan laktosa); kemampuan menggunakan citrate sebagai satu-satunya sumber karbon dan energi ( medium simmon citrate); reduksi metilen blue; uji katalase; hidrolisis amilum; produksi H2S .

Prosedur kerja yang dilakukan untuk pengamatan karakter biokimia :
a) 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  dibiarkan  10  –  15  detik.  Apabila  terjadi

perubahan warna menjadi hitam berarti hasil uji oksidase positif. Uji oksidase ini merupakan uji yang paling signifikan untuk membedakan antara kelompok bakteri Enterobacteriaceae (uji oksidase negatif) dan kelompok non-Enterobacteriaceae (uji oksidase positif)

b) Untuk mengetahui kemampuan memfermentasi karbohidrat yaitu   dengan menginokulasikan isolat bakteri uji ke dalam   medium glukosa cair, laktosa cair 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

c) Untuk mengetahui kemampuan menggunakan 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)

d) Untuk mengetahui kemampuan mereduksi 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 kemampuan mereduksi metilen blue yang ditandai dengan hilangnya warna

biru (colorless).
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e) Uji katalase dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri memecah hidrogen peroksida dengan enzim katalase. Pengujian dilakukan dengan mengoleskan isolat bakteri pada gelas benda dan menetesi dengan larutan H2O2. Apabila   terbentuk gelembung-gelembung kecil pada olesan bakteri   berarti isolat bakteri uji mempunyai enzim katalase (positif)

f) Untuk mengetahui kemampuan menghirolisis 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 disekeliling koloni bakteri apabila isolat bakteri tersebut mampu menghidrolisis amilum (pati).

g)  Untuk  mengetahui  produksi  H2S    maka  bakteri  uji  diinokulasikan  secara tusukan pada medium SIM . Apabila setelah inkubasi terbentuk endapan hitam pada medium 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.

5. Penghitungan kinetika pertumbuhan isolat bakteri toleran uranium terpilih

Penghitungan kinetika pertumbuhan diawali dengan pengukuran dan pembuatan kurva pertumbuhan isolat bakteri terpilih. Langkah-langkah kerjanya adalah sbb :

a. Pembuatan starter inokulum untuk masing-masing isolat bakteri terpilih dengan cara diinokulasikan dalam medium TGY cair yang mengandung 20 ppm uranium, diinkubasikan  dan  dihitung  jumlah  selnya  dengan  haemositometer  hingga  mencapai minimal 106 sel per ml kultur bakteri

b.    Apabila  telah  dicapai  jumlah  minimal  sel  maka  selanjutnya  didistribusikan

sebanyak  10  %  (v/v)    ke  dalam serial medium TGY  cair  yang  mengandung    variasi konsentrasi uranium (0. 80 dan 160 ppm) untuk mendapatkan kurva pertumbuhan bakteri

c.   Selanjutnya dilakukan pengukuran pertumbuhan dengan spekrofotometer pada panjang gelombang 620 nm dengan interval waktu antara 0,5 – 6 jam disesuaikan dengan

kondisi pertumbuhan masing-masing isolat bakteri. Parameter kinetika pertumbuhan yang
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ditentukan  adalah  n  (jumlah  generasi);  g  (waktu  generasi)  ;    k  (konstanta  kecepatan pertumbuhan rerata; dan μ (konstanta kecepatan pertumbuhan instantaneous)

d. Kurva pertumbuhan dibuat berdasarkan fungsi waktu ( x ) dan pertumbuhan dalam

Klett unit ( y )  untuk masing-masing konsentrasi uranium (0, 80 dan 160 ppm). Konversi nilai OD ke Klett unit melalui rumus : 1 Klett unit = 500 x OD (Madigan et al., 2007)

e. Kurva pertumbuhan yang dihasilkan ditentukan fase eksponensialnya kemudian dipilih dua titik  pertumbuhan yang berturutan pada fase tersebut dan waktu (t) antara ke dua titik  tersebut

f. Untuk menghitung jumlah generasi yang terbentuk diantara kedua titik pertumbuhan tersebut  maka digunakan rumus :

n = log Nt – log No
0,301

( nilai No dan Nt adalah nilai pertumbuhan populasi bakteri dalam Klett unit yang telah ditetapkan berturutan pada fase eksponensial)

g.  Penghitungan waktu generasi ( g = waktu yang dibutuhkan oleh suatu populasi bakteri untuk menjadi melipat dua populasinya), dengan menggunakan rumus : g =  t / n

h.  Penghitungan k dengan rumus : k = 1 / g ,  sedangkan μ dengan rumus ;

μ =  0,693k

i. Parameter kinetika pertumbuhan diperlukan untuk menentukan isolat bakteri terpilih  dengan konstanta kecepatan pertumbuhan tertinggi

6.  Hubungan kekerabatan antar isolat bakteri toleran uranium terpilih

Hubungan kekerabatan antar isolat bakteri toleran uranium terpilih dilacak melalui pohon filogeni yang  dikonstruksi  berdasarkan  data  sequencing gen  16S  rRNA.  Adapun  langkah- langkah  kerja  untuk  sequencing adalah  sbb  :  (1)  Isolasi  DNA  kromosomal  bakteri  (2) Amplifikasi gen 16S rRNA (3) Pemurnian gen 16S rRNA (4) Sequencing gen 16S rRNA (5) Konstruksi pohon filogeni berdasarkan data sequence gen 16S rRNA
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(1) Isolasi DNA Kromosomal Bakteri

Isolat bakteri toleran uranium terpilih ditumbuhkan dalam medium TGY cair yang mengandung uranium 20 ppm. Kemudian diinkubasi dengan dishaker selama 48 jam pada 180 rpm (Appukuttan et al., 2006). Kultur bakteri sebanyak 1 ml disentrifugasi dengan kecepatan

13.000 rpm selama 5 menit kemudian pelet yang diperoleh dicuci dengan buffer TE dan disentrifugasi kembali. Pelet diresuspensikan dalam 400 μl larutan buffer set (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 7,5) dan ditambahkan 50 μl lisozim dengan konsentrasi 100 μg/ μl, diinkubasikan pada suhu 37⁰C selama 1 jam. Campuran pelet tersebut ditambah dengan 10 μl proteinaseK ( 1 mg/ml) dan diinkubasikan pada suhu 37⁰C selama 1 jam kemudian ditambahkan

50 μl SDS 10% dan diinkubasikan pada suhu 65⁰C selama 1 jam. Selanjutnya ditambahkan 400 μl kloroform dingin dan diinkubasikan pada suhu kamar selama 30 menit lalu disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 rpm selama 10 menit. Supernatan dipindahkan pada tabung baru dan DNA dipresipitasi menggunakan isopropanol dengan perbandingan 1 : 1 kemudian diinversi ± 50 kali dan diinkubasi pada suhu -20⁰C overnight. Larutan DNA disentrifugasi dan pelet dicuci dengan etanol 70% kemudian di spin ± 30 detik lalu etanol dibuang.Pelet dikering anginkan dan diresuspensikan dengan buffer TE sebanyak 40 μl.

(2) Amplifikasi gen 16S rRNA

Amplifikasi   gen   16S   rRNA   dilakukan   dengan   menggunakan   kit   MegaMix   Blue (Microzone Ltd.). DNA kromosomal bakteri digunakan sebagai template untuk amplifikasi. Primer yang digunakan adalah primer universal untuk gen 16S rRNA yaitu forward 27F (5’- AGAGTTTAGTCCTGGCTCAG-3’) dan primer reverse 1529R (5’- CAIAAAGGAGGTGATCC-3’) yang  komplementer dengan ujung gen 16S rRNA dari semua strain dan menghasilkan pita tunggal dengan panjang sekitar 1500 bp. Primer ini berkesesuaian dengan daerah conserved pada gen 16S rRNA dan dapat mengamplifikasi sequence gen 16S rRNA pada berbagai jenis bakteri (Thomas, 2007). Campuran untuk reaksi PCR ditampilkan pada tabel 1.
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Tabel 1. Campuran reaksi PCR untuk amplifikasi gen 16S rRNA isolat bakteri toleran uranium
	No
	Larutan
	Volume (μl)
	Konsentrasi

	1
	Megamix blue kit
	22
	

	2
	Primer 27f
	1
	25 pmol/ μl

	3
	Primer 1529r
	1
	25 pmol/ μl

	4
	DNA template
	1
	20 ng/ μl


Amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan dengan menggunakan apparatus PCR (Mastercycler personal, Eppendorf). Program untuk amplifikasi gen 16S rRNA dapat dilihat pada tabel 2. Hasil amplifikasi gen 16S rRNA divisualisasikan menggunakan elektroforesis gel agarose 2%. Adanya pita DNA dengan berat molekul ± 1500 bp menunjukkan bahwa gen 16S rRNA telah teramplifikasi.

Tabel 2. Program reaksi PCR untuk amplifikasi gen 16s rRNA isolat bakteri toleran uranium
	No
	Reaksi
	Suhu (⁰C)
	Waktu (menit)

	1
	Denaturasi awal
	96
	4

	2
	30 siklus : Denaturasi

Annealing

Ekstensi
	94

56

68
	1

1,5

8

	3
	Ekstensi akhir
	68
	10


(3) Pemurnian gen 16S rRNA hasil amplifikasi

Pemurnian gen 16S rRNA dilakukan setelah hasil amplifikasi mendapatkan pita tunggal dengan berat molekul ± 1500 bp. Proses pemurnian menggunakan kit microclean (Microzone Ltd.) yang bertujuan untuk membersihkan produk PCR sebelum sequencing. DNA hasil amplifikasi ditambah dengan larutan microclean dengan volume 1:1 lalu divorteks 1 menit kemudian diinkubasikan pada suhu kamar selama 5 menit. Selanjutnya disentrifugasi 13.000 rpm selama  5  menit  kemudian  supernatan  dibuang  dan  dispin  kembali  selama  20  detik  lalu supernatan yang masih tersisa dibuang sampai benar-benar bersih. Setelah bersih maka pelet

diresuspensi dengan aquabidest 30 μl
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(4) Sequencing gen 16S rRNA

Produk PCR murni yang diperoleh kemudian dikirimkan ke laboratorium di Singapura untuk sequencing gen 16S rRNA.

(5) Konstruksi Pohon filogeni

Dilakukan allignment terhadap hasil sequencing gen 16S rRNA isolat bakteri toleran uranium dengan menggunakan program CLUSTAL-X versi 1.6 (Thomson et al., 1997).  Pohon filogeni dikonstruksikan dengan menggunakan program Phylip version 3,5 dengan algoritma neighbour joining (Saitou & Nei, 1987). Pohon filogeni divisualisasikan dengan program Treeview. Matriks similaritas dan perbedaan jumlah nukleotida gen 16S rRNA antar ke 4 isolat bakteri ditentukan dengan program Phydit versi 3.0 (Chun, 1999).

7. Strategi bioremediasi uranium oleh isolat bakteri toleran uranium

Tahap pendahuluan untuk mengetahui strategi bioremediasi uranium adalah mengetahui letak pengikatan uranium pada sel bakteri. Adapun langkah-langkah untuk mengetahui letak pengikatan uranium sbb :

(a) Pembuatan kurva standar uranium

Kurva standar dibuat dengan menggunakan larutan uranium dengan berbagai konsentrasi yaitu 20, 40, 50, 80, 100, 120, 140, 160, 180, dan 200 ppm. Diambil 200 μl arsenazo ditambah asam nitrat 3 M sampai tanda tera labu ukur volume 10 ml sebagai blanko. Uranium yang sudah diketahui konsentrasinya diambil 1000 μl kemudian ditambah 200 μl arsenazo serta asam nitrat hingga tanda tera pada labu ukur 10 ml. Larutan dimasukkan ke dalam tabung cuvet, didiamkan selama 15 menit kemudian dibaca absorbansinya pada panjang gelombang 640 nm.

(b) Pengikatan uranium oleh bakteri

20 ml starter bakteri umur 24 jam dimasukkan ke dalam 200 ml TGY dengan  konsentrasi uranium 200 ppm   kemudian diinkubasi ke dalam inkubator shaker 120 rpm dengan variasi waktu inkubasi 24, 48, dan 96 jam. Uji pengikatan uranium oleh bakteri dilakukan dengan mengukur sisa uranium pada supernatan media menggunakan spektrofotometer spectronic 20. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 35 menit untuk memisahkan pelet
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hasil sentrifugasi dan supernatan media. Diambil 1000 μl supernatan kemudian ditambahkan reagen arsenazo 200 μl dan asam nitrat 3 M hingga tanda tera pada labu ukur volume 10 ml. Larutan digojok dan dituang dalam kuvet kemudian didiamkan selama 15 menit dan dibaca absorbansinya pada spektrofotometer spectronik 20 dengan panjang gelombang 640 nm. Kadar uranium yang tersisa dalam supernatan media diperoleh dengan memasukkan absorbansi larutan yang diperoleh pada persamaan regresi dan kurva standar (Strandberg et al., 1990). Dengan demikian kadar uranium yang diikat bakteri dapat diketahui.

Untuk mengetahui letak pengikatan uranium pada bakteri, pelet yang diperoleh dari hasil sentrifugasi diatas dicuci dengan 14 ml aquades steril dan disentrifugasi selama 20 menit. Pencucian pelet dimaksudkan agar dapat dipastikan pelet yang akan disonikasi telah terpisah dari medium pertumbuhannya. Supernatan yang diperoleh dari hasil sentrifugasi dibuang, pelet ditimbang dan ditambah 2 ml aquades steril dan disonikasi pada 120 KHz selama enam kali 30

detik. Sel lysate (sel  hasil  sonikasi)  kemudian  disentrifugasi  menggunakan  MicrofugeTM  11
Beckman dengan kecepatan 13.000 rpm selama 35 menit untuk memisahkan cell debris dari cell free-extract (Anonim, 2005). Selanjutnya cell free-extract diukur kadar uraniumnya menggunakan spektrofotometer spectonic 20. Sampel sebanyak 1000 μl ditambahkan 200 μl arsenazo dan asam nitrat 3 M hingga tanda tera labu ukur 10 ml. Larutan dimasukkan ke dalam tabung cuvet dan didiamkan selama 15 menit kemudian dibaca absorbansinya menggunakan spektrofotometer spectonic 20. Kadar uranium yang terdapat dalam cell free-extract diperoleh dengan memasukkan nilai absorbansinya   pada persamaan regresi dari kurva standar. Dengan

demikian kadar uranium yang terdapat dalam cell debris dapat diketahui pula.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Tahap seleksi isolat bakteri

Jumlah total isolat bakteri toleran uranium yang diperoleh  dalam penelitian ini  berjumlah 16 isolat. Selanjutnya dilakukan seleksi isolat dengan menumbuhkan ke 16 isolat bakteri tersebut dalam medium TGY yang mengandung 200 ppm uranium dan diinkubasi selama 24 jam, selanjutnya diukur pertumbuhannnya dengan spektrofotometer (620 nm). Isolat bakteri dengan OD ≥ 1 merupakan isolat terpilih untuk dipakai pada tahap penelitian yang selanjutnya. Berdasarkan hasil seleksi ini terpilih 4 isolat bakteri dengan OD≥ 1 yaitu X5, X8, X11 dan X14.

2. Pengukuran  pertumbuhan isolat bakteri terpilih

Pada pengukuran pertumbuhan ini maka ke 4 isolat bakteri tersebut masing- masing  diinokulasikan  ke  dalam  medium  TGY    dengan  variasi  konsentrasi  0  ppm (kontrol), 80 ppm dan 160 ppm. Selanjutnya dilakukan pengukuran pertumbuhan dengan spektrofotometer (620 nm) dengan interval  waktu antara 0,5 – 6 jam. Gambar  1 s.d. gambar 4 adalah hasil pengukuran pertumbuhan   yang ditampilkan dalam bentuk kurva pertumbuhan  dengan  sumbu  X  (mendatar)  menunjukkan  waktu  (jam)  dan  sumbu  Y

(vertikal) menunjukkan nilai OD yang diukur dengan Spektrofotometer (620 nm).
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Nilai  OD  merupakan  manifestasi  kepadatan  populasi  bakteri  dalam  suatu  kultur  cair bakteri. Masing-masing isolat bakteri (X5, X8, X11 dan X14) mempunyai nilai OD yang berbeda dalam waktu inkubasi dan konsentrasi uranium yang berbeda. Pada isolat bakteri X5, X8 dan X11 fase eksponensial dimulai setelah 4 jam inkubasi, sedangkan isolat X11 bahkan relatif lebih cepat (< 4 jam). Tetapi isolat X14 mempunyai fase lag yang relatif panjang ( ± 16 jam) sebelum masuk ke fase eksponensial. Ada beberapa faktor yang mempengaruhi panjang dan pendeknya fase lag yaitu a.l. (Willey et al., 2009) : (1) kondisi medium dan lingkungan pertumbuhan
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(2) kondisi intrinsik sel bakteri (misal : umur sel, perlakuan terhadap sel). Sesungguhnya ke 4 isolat tersebut selalu dipelihara dalam medium yang mengandung uranium 20 ppm sehingga gen- gen yang berkaitan dengan toleransi terhadap uranium selalu switch-on artinya siap mengekspresikan protein/ enzim yang diperlukan dan berkaitan dengan ketahanan hidup dalam medium yang mengandung uranium. Akan tetapi untuk isolat bakteri X14 kemungkinan ada faktor intrinsik lain dalam sel yang menyebabkan fase lag relatif panjang, dan hal ini perlu diteliti lebih lanjut.

Berdasarkan kurva pertumbuhan tersebut dihitung kinetika pertumbuhan (n, g, k dan μ) untuk  masing  –masing  isolat  bakteri  dengan menggunakan  rumus-  rumus  seperti  dituliskan dalam metode penelitian. Kinetika pertumbuhan masing-masing isolat bakteri disajikan pada tabel 3.

Tabel 3. Parameter kinetika pertumbuhan isolat bakteri toleran uranium terpilih
	Isolat
	Konsentrasi

uranium (ppm)
	Parameter kinetika pertumbuhan

	
	
	n
	k
	μ
	g (jam)

	X5
	0 (kontrol)
	4,78
	0,79
	0,55
	1,25

	
	80
	4,43
	0,73
	0,51
	1,35

	
	160
	4,74
	0,79
	0,54
	1,26

	X8
	0 (kontrol)
	3,97
	1,13
	0,78
	0,87

	
	80
	1,61
	1,07
	0,74
	0,93

	
	160
	3,16
	0,90
	0,62
	1,10

	X11
	0 (kontrol)
	2,16
	0,43
	0,30
	2,30

	
	80
	1,73
	0,34
	0,24
	2,87

	
	160
	1,71
	0,34
	0,23
	2,91

	X14
	0 (kontrol)
	1,27
	0,84
	0,58
	1,18

	
	80
	1,68
	0,33
	0,23
	2,96

	
	160
	2,12
	0,35
	0,24
	2,81


Parameter kinetika pertumbuhan yang dianalisis adalah : (1) n merupakan jumlah generasi dalam suatu populasi (2) k adalah konstanta kecepatan pertumbuhan pada waktu t  adalah waktu generasi  (3)  μ  merupakan  konstanta  kecepatan  pertumbuhan  instantaneous  yaitu  kecepatan

pertumbuhan  pada  setiap  waktu  ,  dan  (4)  g  merupakan  waktu  generasi  yaitu  waktu  yang
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dibutuhkan untuk melipatduakan populasi. Berdasarkan tabel tersebut maka dari ke 4 isolat terpilih tersebut masih mungkin untuk dipilih satu isolat unggulan yaitu yang mempunyai nilai μ tertinggi karena hal ini menunjukkan kecepatan pertumbuhan isolat bakteri yang sesungguhnya (tidak pada waktu generasi). Dan isolat bakteri yang memiliki nilai μ tertinggi adalah isolat bakteri X8. Meskipun kecepatan pertumbuhan ini belum dapat dikaitkan dengan kemampuan isolat tersebut dalam bioremediasi limbah uranium.

3. Karakter fenotipik isolat bakteri toleran uranium terpilih

Berbagai karakter fenotipik yang diamati meliputi ; (1) morfologi koloni (2) morfologi sel dan (3) sifat biokimiawi/ fisiologis. Hasil uji fenotipik ini disajikan pada tabel 4.

Tabel 4. Hasil uji karakter fenotipik isolat bakteri toleran uranium
	No
	Karakter fenotipik
	X5
	X8
	X11
	X14

	1.
	Simon Sitrat
	+
	-
	+
	+

	2.
	SIM
	+
	+
	+
	+

	3.
	Laktosa
	+
	+
	+
	+

	4.
	Glukosa
	+
	-
	+
	+

	5.
	Sukrosa
	+
	-
	+
	+

	6.
	NB
	Anaerob fakultatif
	Aerob
	Anaerob fakultatif
	Anaerob fakultatif

	7.
	Pembentukan H2S
	+
	-
	-
	-

	8.
	NA
	Anaerob

fakultatif
	Aerob
	Anaerob

fakultatif
	Anaerob

fakultatif

	9.
	Uji Katalase
	-
	-
	-
	-

	10.
	Uji Oksidase
	-
	-
	-
	-

	11.
	Pengecatan Gram
	-
	+
	-
	-

	12.
	Morfologi sel
	Batang

pendek
	coccus
	Batang

pendek
	Batang

pendek


Berdasarkan hasil uji fenotipik tersebut menunjukkan isolat X5, X11 dan X14 mempunyai kemiripan sedangkan isolat X8 berbeda dari isolat yang lain. Hal ini cukup sejalan nilai μ dari X8 yang berbeda (lebih tinggi) dari ketiga isolat yang lain. Hasil uji dapat dikonfirmasikan

dengan hasil analisis sekuen DNA.
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4.  Hubungan kekerabatan antar isolat bakteri toleran uranium terpilih

Hubungan kekerabatan yang bersifat evolusioner antar ke 4 isolat bakteri toleran uranium terpilih dianalisis berdasarkan sekuen gen 16S rRNA yang dikonstruksi sebagai pohon filogeni. Untuk mendapatkan sekuen gen 16S rRNA maka DNA kromosomal diisolasi dari 4 isolat bakteri toleran uranium terpilih dan selanjutnya gen 16S rRNA diamplifikasi dengan menggunakan primer universal. Produk amplifikasi gen 16S rRNA keempat isolat bakteri tersebut ditampilkan pada gambar 5.

[image: image2.png]M X5 X5 X8 X11 X14

12/0¢]




Gambar 5. Produk amplifikasi gen 16S rRNA.

M = Marker; X5-X8 –X11-X14 = isolat bakteri toleran uranium terpilih

Produk amplifikasi gen 16S rRNA ini selanjutnya di-sequence. Hasil sequencing gen 16S rRNA  keempat  isolat  bakteri  ini  adalah  sekuen  nukleotida.  Hasil  sequencing ini  dilakukan alignment menggunakan program CLUSTAL-X versi 1,6 (Thomson et al. 1997) dan selanjutnya pohon filogeni dapat dikonstruksi dengan menggunakan program Phylip version 3,5 dengan algoritma neighbour joining. Hubungan kekerabatan antar isolat bakteri dapat diperoleh dari pohon filogeni didukung oleh nilai similaritas dan jumlah nukleotida yang berbeda antara sekuen gen 16S rRNA yang diperbandingkan. Akan tetapi pada penelitian ini hasil sekuen gen 16S rRNA belum dapat menghasilkan sekuen nukleotida yang dapat dianalisis lebih lanjut dengan demikian hubungan kekerabatan antar isolat bakteri toleran uranium belum dapat diketahui.
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5. Strategi bioremediasi uranium oleh isolat bakteri toleran uranium

Strategi bioremediasi yang dilakukan dalam penelitian ini diprediksi melalui letak pengikatan uranium pada sel bakteri. Untuk kepastian strategi bioremediasi dan mekanismenya diperlukan penelitian lebih lanjut.     Konsentrasi uranium dalam medium sebesar 200 ppm sedangkan variasi waktu pengukuran uranium adalah 24 jam, 48 jam dan 96 jam. Penentuan waktu  pengukuran  ini  berdasarkan  kurva  pertumbuhan  isolat  yang  pada  ketiga  titik  waktu tersebut masih   dalam fase pertumbuhan eksponensial dan stasioner kecuali untuk isolat X14 yang mulai menunjukkan grafik pertumbuhan yang menurun. Setelah dianalisis dengan kurva standar uranium yang telah dibuat ( y = 0,0006x + 0,020 ) maka hasil pengukuran uranium sisa dalam medium dan letak pengikatan uranium pada sel bakteri dapat dilihat pada tabel 5.

Tabel 5. Konsentrasi uranium sisa dalam medium dan letak pengikatan uranium pada sel bakteri
	Waktu

Inkubasi

(jam)
	Konsentrasi uranium (ppm)

	
	X5
	X8
	X11
	X14

	
	Med.
	CFE
	CD
	Med.
	CFE
	CD
	Med.
	CFE
	CD
	Med.
	CFE
	CD

	0
	200
	0
	0
	200
	0
	0
	200
	0
	0
	200
	0
	0

	24
	71,61
	83,56
	44,83
	57,86
	59,26
	82,88
	75,13
	81,26
	43,61
	80,83
	50,23
	68,94

	48
	69,21
	80,23
	50,56
	54,23
	57,56
	88,21
	70,11
	80,73
	49,16
	78,16
	51,49
	70,35

	96
	70,56
	82,43
	47,01
	23,27
	76,83
	99,90
	75,89
	82,37
	41,74
	80,77
	51,84
	67,39

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Ket : Med. = medium

CFE  = cell free-extract (sitoplasma sel)

CD    = cell debris (dinding sel, membran, dsb.)

Berdasarkan pengukuran konsentrasi uranium sisa dalam medium dan pada sel bakteri maka ternyata bahwa ke 4 isolat bakteri tersebut menunjukkan pola pengurangan uranium yang berbeda dengan kata lain mempunyai strategi bioremediasi uranium yang berbeda.  Dari jam ke

24 hingga jam ke 48 konsentrasi uranium sisa dalam medium cenderung menurun, dan hal ini terdeteksi dengan meningkatnya konsentrasi total uranium yang terdapat pada ke 4 isolat bakteri. Hal ini dapat dipahami karena pada jam ke 24 sampai dengan jam ke 48 populasi  keempat  isolat masih tumbuh aktif sehingga aktivitas pengambilan uranium oleh sel bakteri masih cukup tinggi. Dan dengan demikian konsentrasi uranium sisa dalam medium menurun. Akan tetapi pada jam
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ke  96  terdapat  peningkatan  kembali  konsentrasi  uranium  sisa  dalam  medium  dan  hal  ini terdeteksi   dengan menurunnya konsentrasi uranium hanya pada isolat X5, X11 dan X14 sedangkan pada isolat X8 konsentrasi uranium tetap meningkat dan dengan demikian konsentrasi uranium sisa dalam medium semakin menurun. Selanjutnya  untuk isolat X5, X11 dan X14 maka menurunnya konsentrasi uranium yang diambil oleh sel serta diikuti meningkatnya konsentrasi uranium dalam medium dapat disebabkan oleh dua hal, pertama, populasi bakteri menurun (Gb.1, 3 dan 4) dengan demikian biomassa bakteri hanya sedikit untuk mengambil uranium dalam medium sehingga yang tersisa dalam medium cenderung meningkat. Kedua, penurunan populasi bakteri juga menandakan makin banyak bakteri yang mati dan jika bakteri mati maka selnya lisis dan dengan demikian uranium yang terdapat pada sel akan terlepas dan masuk kembali  ke dalam medium dan akibatnya konsentrasi uranium dalam medium meningkat. Pada isolat X8 pertumbuhan populasi belum menunjukkan penurunan (Gb.2) berarti biomassa bakteri masih banyak untuk mengambil uranium dari medium sehingga konsentrasi uranium dalam medium masih cenderung menurun.

Dari tabel 5 juga terlihat bahwa untuk isolat X5 dan X11 maka uranium lebih banyak terdeteksi  dalam  cell free-extract, sedangkan  untuk  isolat  X8  dan  X14  maka  lebih  banyak uranium terdeteksi pada cell debris artinya bahwa keempat isolat tersebut dapat melakukan mekanisme  biosorpsi  (surface adsorption) dan  bioakumulasi  uranium.  Mekanisme  biosorpsi bersifat pasif karena tidak membutuhkan energi sehingga tidak tergantung pada metabolisme sel, sedangkan  bioakumulasi  bersifat  aktif  karena  membutuhkan  energi  dan  oleh  karena  itu bergantung pada metabolisme sel (Alexander, 1999). Pada biosorpsi, gugus bermuatan negatif (karboksil, hidroksil, fosforil) pada dinding sel bakteri akan mengikat (adsorb) kation uranil

(UO22+), sedangkan pada bioakumulasi, ion logam (kation uranil) yang semula terikat pada
dinding sel dapat ditansfer ke dalam sitoplasma sel ketika terjadi pertukaran ion logam dengan ion magnesium/ potasium/ calsium (Gavrilescu, 2004).

Strategi bioremediasi yang dilakukan oleh isolat bakteri merupakan hal yang penting untuk diperhatikan apabila melakukan treatment limbah radionuklida dengan memanfaatkan bakteri. Pada mekanisme bioremediasi dengan biosorpsi dan bioakumulasi, uranium yang terikat sel belum dalam bentuk yang stabil dan apabila sel mati dan lisis maka uranium terlepas kembali

dalam medium dan teroksidasi sehingga menjadi soluble. Pada penelitian ini hal ini terdeteksi
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dengan kecenderungan meningkatnya konsentrasi uranium dalam medium pada jam ke 96. Menurut Appukuttan et al. (2006) , diantara proses-proses bioteknologi pengolahan limbah yang mengandung logam berat dan radionuklida maka bakteri dengan kemampuan biopresipitasi lebih unggul  dari  pada  bakteri  dengan  kemampuan  biosorpsi  dan  bioakumulasi.  Renninger  et al. (2004) mendemonstrasikan bahwa pada biopresipitasi akan terbentuk ikatan uranil phosphate yang stabil dan insoluble pada membran sel bakteri sehingga limbah uranium lebih mudah didekontaminasi (bioremediasi) karena uranium dalam bentuk uranil phosphate yang insoluble dan immobile dapat di-recovery dengan lebih mudah dari sel. Oleh karena itu eksplorasi bakteri dengan kemampuan biopresipitasi menjanjikan peluang dekontaminasi limbah uranium yang

lebih eco-friendly (Appukuttan et al., 2006).
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN
A. KESIMPULAN

1. Berdasarkan kriteria seleksi yang ditetapkan dalam penelitian ini maka telah diperoleh empat isolat bakteri toleran uranium yang unggul yaitu X5, X8, X11 dan X14

2. Berdasarkan kinetika pertumbuhan ke empat isolat tersebut maka isolat X8 mempunyai nilai μ paling tinggi yang mengindikasikan jumlah biomassa paling banyak (nilai OD tertinggi) pada waktu pertumbuhan yang sama

3. Berdasarkan karakter fenotipiknya maka isolat X8 berbeda dari ketiga isolat yang lain

(X5, X11 dan X14), sedangkan ketiga isolat ini lebih mirip

4. Gen 16S rRNA keempat isolat tersebut dapat diamplifikasi dan dimurnikan dengan baik akan tetapi belum dapat menghasilkan sekuen yang dapat dikonstruksikan sebagai

pohon filogeni.

5. Bioremediasi media yang mengandung uranium oleh isolat bakteri X5, X8, X11 dan

X14 dilakukan baik dengan cara biosorpsi maupun bioakumulasi.

B. SARAN

Penelitian ini merupakan tahap awal untuk memperoleh isolat bakteri toleran uranium yang dapat dimanfaatkan dalam bioremediasi limbah uranium. Oleh karena itu disampaikan beberapa saran untuk dilakukan dalam penelitian selanjutnya.

1. Keempat isolat bakteri toleran uranium hasil seleksi dalam penelitian ini perlu dieksplorasi lebih lanjut mekanisme bioremediasinya serta optimasi faktor-faktor fisik dan kimia yang mempengaruhi proses tersebut.

2. Perlu dianalisis kembali penyebab tidak diperolehnya sekuen nukleotida dari gen 16S

rRNA keempat isolat bakteri tooleran uranium terpilih.
37

DAFTAR PUSTAKA

1.  Alexander, M.1999.  Bidegradation and Bioremediation. Academic Press, USA

2.  Anonim.   2009.   Patience  pays  off   with  methanol  for   uranium  bioremediation.

www.cameco.com/australia/. Diakses tanggal 3/4/2010, 8:40 pm

3.  Appukuttan,  D.,  Rao,  A.S.,  and  Apte,  S.K.  2006.  Engineering  of  Deinococcus radiodurans R1 for Bioprecipitation of Uranium from dilute Nuclear waste. Appl.Environ.Microbiol.72(12): 7873-7878.

4. Barkey.T. and Schaefer,J. 2001. Metal and radionuclide bioremediation: Issues, considerations and potentials. Cuirr Opin Microbiol 4: 318-323

5.   Botkin, B.D. and Keller, H. 1997. Environmental Science Earth as Living Planets, 2nd
edition. USA. pp. 304-310

6.  Crawfort,  L.R.  &  Crawfort,D.L.  1998.  Bioremediation principles and  Application.

Melbourne: Cambridge University Press. pp 312-332

7.  Chang,  J.S.and  Hong,  J.  1994.  Biosorpsion  of  mercury  by  the  inactivated  cells  of

Pseudomonas aeruginosa PU21 (Rip64). Biotechnol. Bioeng. 44:999-1006

8. Daly,  M.J.  2000.  Engineering  radiation-resistant  bacteria  for  environmental biotechnology. Curr.Opin.Biotechnol. 11: 280-285.

9.   Gadd, M.G. 1992. Encyclopedia of Microbiology: Heavy metal Pollutants Environmental and Biotechnological Aspects II. Academic Press USA. pp. 351-360

10. Gadd, G. M. 2000. Bioremedial potential of microbial mechanisms of metal mobiliZation and immobilization. Curr Opin Biotechnol 11:271-279

11. Head, I.M. 1998. Biorremediation: towards a credible technology. Microbiology 144:

599-608.

12. Hoekstra, h.R. and Katz, J. 1954. The Chemistry of Uranium. Actinida Elements, 1st
edition. McGraw Hill Book Company, New York.

13. Kasahara,M.A.,  Nakata,  A.,  and  Shinagawa,  H.  1991.  Molecular  analysis  of  the Salmonella typhimurium phoN gene, which encodes nonspecific acid phosphatase. J. Bacteriol. 173: 6760-6765

14. Kotegov,  K.V.,  Pavlov,O.N.  and  Shvendov,V.P.  1968.  Technetium. In: Advances in inorganic Chemistry and Radiochemistry. Emelius, H.J., Sharpe,A.G. (Eds.). New York, USA: Academic Press, pp: 1-90

38

15. Kovach, W.L. 1990. MVSP Plus Version 2.0. User Manual.

16. Lange,  C.C.,  Wackett,  I.P.,  Minton,  K.W.,  and  Daly,  M.J.1998.  Engineering  a recombinant  Deinococcus radiodurans for  organopollutant  degradation  in  radioactive mixed waste envoronments. Nat.Biotechnol.16: 929-933.

17. Lokhande,  M.,  Achuthan,  P.V.,  Jambunathan,  U.,  Ramanujam,  A.,  Rao,  A.S.,  and Mahajan, S.K. 2001. Studies on the recovery of uranium using enzyme mediated and chemical methods. Proceeding of the nuclear and radiochemistry symposium. Department of Chemistry, University of Pune, Pune ,India

18. Lovley, D.R. and Coates,J.D. 1999. Bioremediation of metal contamination. Curr Opin

Biotechnol . 8 : 285-289

19. Macaskie,  L.E.,  Bonthrone,  K.M.,  Yong,  P.,  and  Goddard,  D.T.  2000.  Enzymically mediated bioprecipitation of uranium by a Citrobacter sp.: a concerted role for exocellular lipopolysaccharide and associated phosphatase in biomineral formation. Microbiology

146: 1855-1867.

20. Martinez. R.J., Beazley, M.J., Tailefert, M., Arakaki, A.K., Skonick, J., and Sobecky,P.A.

2007. Aerobic uranium (VI) bioprecipitation by metal-resetant bacyteria isolated from radionuclide and metal-contaminated subsurface soils. Environmental Microbiology,p. 1-

12

21. Mulyanto. 1997. Disposal Limabah PLTN untuk kasus Indonesia. Buletin Limbah Vol. 2.

No. 1.  hal 10-19.

22. Madigan, M.T., Martinko, J.M., Dunlap, P.V. and Clark, D.P. 2009. Brock Biology of
Microorganisms, 12th edition. Benjamin Cummings, USA.

23. McEldowney. 1994. Effect of cadmium and zinc on attachment to toxicity of Cu and Fe to  Anabaena  dolidum  &  Chlorella  vulgaris  using  free  and  immobilized  cell.  World Journal of Microbiology and Biotechnology 8: 110-114

24. Merroun, M.L. 2007. Interactions between metals and bacteria: Fundamental and Applied Research. Communicating Current Research and Educational Topics in Applied Microbiology, A.Mendez-Villas (Ed.).

25. Patocha, J., Kassa,J., Stetina, R., Safr, G.and Haver, J. 2004. Review Toxicology aspects of depleted uranium. Journal of Applied Biomedicine 2: 37- 42.

26. Patel, J.S., Patel, P.C., and Kalia, K. Isolation and Characterization of Nickel uptake by nikckel resistant bacterial isolate (NiRBI). 2006. Biomedical and Environmental Sciences

19: 297-301
39

27. Perry, J.J., Staley, J.T., and Lory, S. 2002. Microbial Life. Sinauer Associate Publishers, Sunderland, Massachusetts.

28. Ritter,J.A. and Bibler, J.P. 1992. Removal of mercury from waste water: large scale performance of an ion exchange process. Water Sci.Technol. 25 (3):165-172.

29. Ronodirjo, S.1994.Pengolahan limbah radioaktif. BATAN Yogyakarta. h. 1-21

30. Suzuki,Y  and  Banfield,  J.F.  2004.  Resistance  to  and  Accumulation  of  Uranium  by

Bacteria from a Uranium-Contaminated Site. Geomorfology Journal Vol. 21, Issue 2

March 2004, p. 113-121

31. Stephen,  J.R.  and  Macnaughton,  S.J.  1999.  Developments  in  terrestrial  bacterial remediation of metals. Curr Opin Biotechnol 10:230-23

32. Smith, L.A., B.C.Alleman and L.Copley-Graves.1994. Biological treatment Options.In: Emerging Technology For Bioremediation of Metals (Eds. J.L.Means and R.E. Hinchee. Lewis Pyblishers. USA, pp: 1-5

33. Shumate II,S.E. & Strandberg,G.W. 1985. Accumulation of Metals by Microbial Cells. In Comprehensive biotechnology, The Principles, Applications and regulations of Biotechnology in Industry, Agriculture and Medicine., M. Moo-Youing (Ed.), Pergamon Pr4ss,New York, pp: 235-243

34. Sakurai,I.,  Kawamura,Y.M.,  Koike,H.M.,  Inoue,Y.,  Kosako,Y.,  Nakase,T.,Kondou,Y., and Sakurai,S. 1990. Bacterial Accumulation of Metallic Compounds. Appl. and Environ.Microbiol. 56 (8):2580-2583

35. Suzuki,Y. and Banfield,J.F. 1999. Geomicrobiology of uranium. Uranium, mineralogy, geochemistry and the environment. In Reviews in Mineralogy, Vol 38 Burns,P. Finch,R (Eds.) Washington DC USA; Mineraqlogy Society of America, pp: 393-424

36. Sembiring,  L.  2002.  Petunjuk  praktikum  Sistematika Mikroba  S-2.  Laboratorium

Mikirobiologi, Fakultas Biologi, UGM, Yogyakarta.

37. Snyder,K. 2009. Researchers identify problems in the uranium bioremediation avenue.

www.krokoimplants.com. Diakses tanggal 3/4/ 2010 : 8.44 pm

38. Strandberg,   G.W.,Shumate   II   S.E.,and   Parrot,   Jr.,J.R.   1981.   Microbial   Cells   as biosorbents of  Heavy metals : Accumulation of uranium by Saccharomyces cerevisiae and Pseudomonas aeruginosa. Appl.Environ.Microbiol.41 (1): 237-245

40

39. Torrowati  dan  Yudhi,  N.  2009.  Pemungutan uranium dalam limbah uranium cair menggunakan ammonium karbonat. Buletin PTBN BATAN no. 04/ Tahun II Oktober

2009.

40. Uchiya, K., Tohsuji, M., Nikai, T., Sugihara, H., and Sasakawa, C. 1996. Identification and Characterization of phoN-Sf, a gene on the Large Plasmid of Shigella flexineri 2a Encoding a nonspesific phosphatase. J. Bacteriol. 178 (8): 4548-4554.

41. Warhana ,W.A. 1995. Dampak Pencemaran Lingkungan. Andi Offset Yogyakarta.h. 27,

28, 63.

42. Willey,  J.M.,  Sherwood,  L.M.  and  Woolverton,  C.J.  2009.  Prescott’s Principles of

Microbiology. MCGarw Hill Higher Education, New York.

43. Thomas,  P.  2007.  Isolation  and  Identification  of  five  alcohol-defying  Bacillus spp.

Covertly Associated with in vitro culture of seedless Watermelon. Current Science 92 (7)

983-986

44. Thompson,  J.D.,  Higgins,  D.G.  and  Gibson,T.J.  1997.  Clustal  X  Version  1.6.  User

Manual.

45. Saitou,  N.  and  Nei,M.  1987.  The  Neighbour-joining  Method:  A  New  Method  for

Reconstructing Phylogenetic Treees, Molecular Biology & Evolution 4 : 406 – 426

46. Chun ,J. 1999.  PHYDIT (The Phylogenetic Editor) Version 3.0. User’s Manual.

47. Gavrilescu, M. 2004. Removal of Heavy Metals from the Environment by Biosorpsion.

Eng. Life Sci. 4 : No. 3
41

1.�
Judul Penelitian�
: Keanekaragaman Genetik B�
�



2.�



Ketua Peneliti


a. Nama lengkap�






: Bernadetta Octavia, M.Si.�
�
�
b. Jenis kelamin


c. NIP


d. Jabatan Fungsional e. Bidang keahlian


f. Jurusan


g. Perguruan Tinggi h. Nomor HP


i. E-mail�
: Perempuan


: 19611006 198601 2 001


: Lektor


: Mikrobiologi


: Pendidikan Biologi


: UNY


: 08156881874


: � HYPERLINK mailto:dettac_via@yahoo.com �<dettac_via@yahoo.co�m>�
�



3.�



Tim Peneliti�



:�
�






OD (620 nm)





OD (620 nm)





OD (620 nm)





OD (620 nm)








