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ABSTRACT

Hexavalent chromium (Cr VI) in the oxidized state is carcinogenic in humans. Chromium is 
widely used in various industries, and therefore Cr (VI) can be found in wastes from the industry. 
Heavy metal Cr (VI) waste, is one type of hazardous wastes, due to the high toxicity of Cr (VI) which 
is much higher than that of Cr (III). This study was conducted to isolate naturally occurring bacteria 
from batik wastewater with ability to reduce Cr (VI). Identification of chromate reductase gene was 
carried out using qPCR method.  Results showed that three isolates Bacillus sp.1a, Pseudomonas 
sp.1b, dan Geobacillus sp.1c have chromate reductase-coding genes. Based on the results of qPCR 
analysis, the isolate Bacillus sp.1a was predicted to have the highest reduction activity. Hence, this 
isolate was then subjected to Cr(VI) reduction activity test.
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ABSTRAK

Kromium heksavalen (CrVI) dalam keadaan teroksidasi bersifat karsinogen pada manusia. 
Kromium banyak digunakan dalam berbagai industri, sehingga Cr(VI) dapat ditemukan pada lim-
bah-limbah hasil dari industri tersebut. Limbah logam berat Cr(VI), merupakan salah satu jenis 
limbah berbahaya, karena tingginya toksisitas Cr(VI) yaitu jauh lebih tinggi dibandingkan toksisitas 
(III). Penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi bakteri dari limbah pengolahan batik yang ber-
potensi mereduksi Cr(VI).  Identifikasi gen penyandi kromat reduktase dilakukan dengan menggu-
nakan metode qPCR.  Hasil menunjukkan bahwa diperoleh 3 (tiga) isolat yaitu isolat Bacillus sp.1a, 
Pseudomonas sp.1b, dan Geobacillus sp.1c yang memiliki gen penyandi enzim kromat reduktase. 
Berdasarkan hasil analisis qPCR, isolat Bacillus sp.1a diduga memiliki aktivitas reduksi paling baik, 
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Solo yaitu 74.298 ppm. 
Beberapa cara dapat digunakan untuk 

mereduksi bentuk kromium (VI) menjadi bentuk 
trivalen, metode paling mudah dan murah adalah 
dengan menggunakan bantuan bakteri pereduksi 
kromat yang memiliki enzim Cr(VI) reduktase. 
Penggunaan bakteri penghasil kromat reduktase 
dalam bioremediasi memiliki peran penting 
dalam proses reduksi biologis Cr(VI) menjadi 
Cr(III). Pattanapipitpaisal dan Reakyai (2013) 
menyatakan bahwa kromat reduktase dapat 
bekerja pada variasi suhu dari 28 sampai 80°C 
pada pH 7.0. Pengamatan serupa dilaporkan 
pada kromat reduktase dari Pseudomonas putida 
MK1 yang menunjukkan aktivitas tertinggi 
pada suhu yang sama (80°C) namun pH optimal 
berbeda (pH 5.0) (Park et al. 2000). 

Tujuan penelitian ini adalah mengisolasi 
bakteri  termofilik pereduksi Cr(VI) meng
gunakan enzim Cr(VI) reduktase dari sampel 
bakteri yang berasal dari limbah industri 
pengolahan batik.

2. METODOLOGI  

Sampel adalah limbah dari pengolahan 
batik terdiri atas limbah pewarnaan, pencucian 
dan perebusan batik.  Bacto agar, pepton, tripton, 
NaCl, K2HPO4, glukosa, kuadestilata, K2Cr2O4.

Media HTR (heterotrof) padat dengan 
komposisi 15 gram bacto agar, 15 gram pepton, 
3 gram tripton, 5 gram NaCl dan 2 gram 
K2HPO4 dilarutkan dalam 1000 mL kuadestilata. 
Media HTR cair  dengan komposisi media cair 
adalah 15 gram pepton, 3 gram tripton, 5 gram 
NaCl, 2.5 gram K2HPO4 dan 2.5 gram glukosa 

1. PENDAHULUAN

Kromium heksavalen dalam keadaan 
teroksidasi menjadi perhatian utama dalam 
kesehatan, keselamatan kerja dan lingkungan 
hidup karena toksisitasnya yang ekstrim dan 
bersifat karsinogen pada manusia (OSHA 
2013). Kromium digunakan sebagai campuran 
utama pada stainless steel, penyepuhan krom 
pewarna, sebagai katalis dalam pencelupan dan 
penyamakan kulit, impregnasi kayu, refraktori 
batu bata, dan untuk pembuatan pita magnetik 
(Jacobs dan Testa 2005). 

Menurut Factfish (2014), Indonesia 
mengimpor kromium trioksida sebesar 739.347 
kg tahun 2012 dan tahun 2011 Indonesia 
mengekspor barang-barang, limbah/sisa 
dan bubuk yang mengandung Cr  sebesar 
86.711 kg. Limbah-limbah industri dengan 
kandungan logam-logam  berat  tidak  dapat  
dibuang  langsung  ke  sungai, waduk atau 
laut karena keberadaan logam berat sangat 
berbahaya bagi kehidupan manusia, hewan 
dan lingkungan (Karamah et al. 2008). Limba 
h logam berat Cr(VI) merupakan salah satu 
jenis limbah berbahaya sehingga diperlukan 
proses pengolahan limbah agar Cr(VI) tereduksi 
menjadi Cr(III) karena toksisitas Cr(III) jauh 
lebih rendah bila dibandingkan dengan Cr(VI), 
yaitu  sekitar  1/100  kali (Slamet et al. 2005). 
Fatmawati et al.  (2010) melakukan pemeriksaan 
parameter logam Cr pada limbah cair industri 
tekstil dan menemukan bahwa kandungan 
logam Cr(VI) 1.108 mg/L dengan pH 6,88. Hasil 
pengujian Sunardi (2011) menunjukkan bahwa 
kandungan Cr(VI) dari limbah industri batik di 
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dilarutkan dalam 1000 mL kuadestilata. Kedua 
media tersebut juga ditambahkan K2Cr2O4 
sebagai sumber Cr(VI).

Master  mix dengan komposisi 7 µL  
ddH2O, 10 µL  Evagreen, 1 µL  template, 
1 µL  Primer  F, 1 µL  primer R. Primer 
spesifik kromat reduktase (CRVIRD) F 5’-
CAGCTCAATGGGCGTGATTG-3’ ; R 5’-
CGCCCATAAATTCCGGCTTG-3’. Primer 
dirancang menggunakan data gen kromat 
reduktase dari gene bank (NCBI).

Isolasi dan Pemurnian Bakteri dari Limbah 
Pewarnaan Batik 

Isolasi dilakukan dengan menggores 1 
(satu) ose sampel limbah pada media HTR 
padat yang diperkaya dengan Cr(VI) 100 ppm 
dan diinkubasi selama 24-48 jam pada 30ºC. 
Isolat-isolat yang diperoleh kemudian diambil 
1 (satu) ose dan dipindahkan ke media HTR 
padat, lalu diinkubasi selama 24-48 jam pada 
30ºC, sehingga diperoleh isolat-isolat murni. 

Isolat yang telah dimurnikan kemudian 
disiapkan untuk membuat starter dengan 
melakukan inokulasi isolat-isolat pada media 
HTR cair yang diperkaya dengan Cr (VI) 100 
ppm dan diinkubasi 24-48 jam. Kultur kemudian 
diukur Optical Density-nya (OD) pada 540 
nm. OD starter yang digunakan memiliki nilai 
absorbansi 1. Kemudian starter ini digunakan 
untuk uji aktivitas reduksi Cr(VI) (modifikasi 
Holt dan Krieg 1994).

Identifikasi Gen dengan qPCR 
DNA isolat diperoleh melalui tahapan 

ekstraksi. Isolat bakteri yang telah diinokulasi 
pada media HTR cair dan diinkubasi selama 
24 jam kemudian ODnya diukur pada panjang 
gelombang 600 nm (OD yang diharapkan adalah 

0.5). Sebanyak 1.0 mL isolat dipipet kemudian 
di sentrifugasi dengan kecepatan 12.197 g 
selama 10 menit. Supernatan dibuang, kemudian 
pelet isolat dicuci dengan akuadestilata. Pelet 
yang sudah dicuci ditambah dengan 0.5 mL 
akuadestilata dan dilakukan vorteks. Isolat yang 
telah homogen kemudian direnjatpanaskan pada 
suhu 90°C selama 20 menit dalam penangas air. 
Isolat kemudian direnjatdinginkan pada suhu 
-18°C selama 20 menit, lalu isolat dibiarkan 
pada suhu ruang sampai tidak ada bekuan. 
Isolat kemudian divorteks sampai homogen dan 
disentrifugasi kembali pada 12.197 g selama 1 
menit.  Supernatan yang diperoleh kemudian 
direaksikan dengan pereaksi master mix dan 
primer spesifik kromat reduktase (CRVIRD) 
kemudian diproses pada mesin qPCR (quantitatif 
PCR) (modifikasi Sachse 2002).

Uji Aktivitas Reduksi Cr(VI) 
Media yang digunakan adalah media HTR 

cair dengan berbagai tingkat pH dan konsentrasi 
Cr, yaitu media dengan pH 5, 7 dan 9. Pada 
masing-masing pH dibuat variasi konsentrasi Cr 
(VI) yaitu 50, 125 dan 200 ppm. Masing-masing 
media kemudian diinokulasikan dengan starter 
isolat sebanyak 10% dan diinkubasi pada suhu 
30, 40 dan 50oC selama 24 jam.

Setelah 24 jam, isolat diambil sebanyak 
1.5 mL dan disentrifugasi pada 12.197 g selama 
10 menit. Sebanyak 1.0 mL supernatan dipipet  
ditambahkan dengan 50 mL kuadestilata, 2 tetes 
HNO3 pekat (pH ~ 1.0) dan 0.5 mL pereaksi 
difenilkarbazid (250 mg 1,5 - difenilkarbazid 
dalam 50 mL aseton).  Larutan berwarna 
kemudian diukur absorbansinya pada panjang 
gelombang 540 nm. Kontrol adalah media HTR 
dengan perlakuan pH dan konsentrasi akan tetapi 
tidak diberi isolat. Aktivitas reduksi dinyatakan 
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sebagai persentase reduksi Cr. Nilai reduksi 
Cr(VI) ditentukan berdasarkan jumlah Cr(VI) 
yang tersisa setelah masa inkubasi (modifikasi 
APHA 1999). 

3. HASIL

Isolat Bakteri dari Limbah Pengolahan 
Batik

Limbah pengolahan batik yang digunakan 
dalam isolasi bakteri berasal dari proses 
pewarnaan, perebusan dan pencucian batik. 
Isolat yang diperoleh dari limbah pewarnaan 
adalah isolat 1a, 1b dan 1c. Isolat dari limbah 
perebusan adalah isolat 2a, 2b dan 2c sedangkan 
isolat dari limbah pencucian adalah isolat 3. 
Masing-masing isolat dibedakan berdasarkan 
karakteristik koloni seperti yang tercantum pada 
Tabel 1.

Isolat-isolat dari hasil isolasi tersebut 
dimurnikan dengan memindahkan masing-
masing isolat pada media HTR padat dan 
diperoleh koloni isolat murni.

Karakteristik Gen Penyandi Kromat 
Reduktase

Terhadap isolat-isolat yang telah dimurni
kan selanjutnya dilakukan identifikasi gen 

penyandi kromat reduktase dengan metode 
qPCR menggunakan primer spesifik CRVIRD. 
Dari 7 (tujuh) isolat yang dianalisis, hanya isolat 
1a, 1b dan 1c dari limbah pewarnaan batik yang 
menunjukkan adanya gen penyandi kromat 
reduktase.

Isolat 1a, 1b, dan 1c kemudian dianalisis 
kembali dengan qPCR menggunakan primer 
spesifik CRVIRD sebagai uji karakterisasi 
gen penyandi kromat reduktase. Hasil qPCR 
kemudian digunakan untuk mengidentifikasi gen 
berdasarkan jumlah DNA yang teramplifikasi. 

Amplifikasi dilakukan dalam mesin 
qPCR dan hasil amplifikasi ditampilkan dalam 
bentuk grafik pada layar komputer.  Grafik yang 
ditampilkan berupa grafik kontrol negatif dan 
sample uji yang masing-masing memiliki nilai 
Ct (cycle threshold), yaitu perpotongan antara 
kurva amplifikasi dan garis batas kontrol (LTC 
2011).  Hasil analisis qPCR dari isolat 1a, 1b 
dan 1c menunjukkan bahwa konsentrasi DNA 
yang teramplifikasi pada isolat 1a lebih tinggi 
dibandingkan dengan konsentrasi DNA pada 
isolat lainnya (1b dan 1c) (Gambar 1).  Nilai Ct 
isolat 1a adalah 27.46, nilai Ct 1b adalah 28.8 
dan nilai Ct 1c adalah 31.01.

Nilai Tm (melting temperature) isolat 1a 

Tabel 1 Isolat Limbah Pengolahan Batik.

No Isolat Karakteristik Koloni
1. 1a berwarna putih berbentuk bulat dengan tepian rata dan elevasinya flat atau datar
2. 1b berwarna hijau transparan berbentuk bulat dengan tepian rata dan elevasinya menonjol
3. 1c berwarna krem bentuk irregular dengan tepian undulate/bergelombang dan elevasinya 

menonjol
4. 2a berwarna krem bentuk irregular tepiannya undulate/bergelombang dan elevasinya menonjol
5. 2b berwarna krem bentuk irregular tepiannya undulate/bergelombang dan elevasinya 

umbonate
6. 2c berwarna putih bentuk irregular dengan tepian undulate/bergelombang dan elevasinya 

menonjol
7. 3 Berwarna krem bentuk irregular tepiannya undulate/bergelombang dan elevasinya 

menonjol

Wijiastuti - Seleksi bakteri termofilik pereduksi kromium heksavalen



26

(a)

(b)

(c)
Gambar 1  Pola amplifikasi gen kromat reduktase dari tiap isolat bakteri  terseleksi.
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Gambar 2  Aktivitas reduksi isolat Bacillus sp.1a pada pH 5.

Konsentrasi awal (ppm)

R
ed

uk
si

 (%
)

adalah 78.50, isolat 1b adalah 77.50 dan 86.00 
serta untuk isolat 1c adalah 84.00 dan 78.00. 
Melting curve pada Gambar 2 menunjukkan 
bahwa puncak grafik pada isolat 1a berupa single 
peak dan pada isolat 1b dan 1c berupa multiple 
peaks, yang berarti bahwa amplikon pada isolat 
1a bersifat homogen, yang menandakan bahwa 
primer yang digunakan bersifat spesifik untuk 
isolat 1a tetapi tidak spesifik untuk isolat 1b dan 
1c. 

Hasil qPCR menunjukkan bahwa jumlah 
DNA penyandi enzim kromat reduktase yang 
teramplifikasi pada isolat 1a lebih tinggi 
dibanding isolat 1b dan 1c, sehingga diduga 
aktivitas kromat reduktase pada isolat 1a lebih 
tinggi dibandingkan isolat lainnya. 

Aktivitas Reduksi Cr(VI)
Hasil uji aktivitas reduksi isolat 1a 

dilakukan pada pH dan suhu yang berbeda yaitu 
pH 5, 7 dan 9 serta suhu 30, 40 dan 50°C.

Pada pH 5 aktivitas reduksi isolat 1a 
menunjukkan nilai terendah pada perlakuan 
konsentrasi awal  Cr (VI) 125 ppm dengan 
suhu inkubasi 30°C yaitu 6.58 %, dan aktivitas 
tertinggi terjadi pada perlakuan konsentrasi awal 

Cr (VI) 50 ppm dengan suhu inkubasi 50°C yaitu 
66.64 % (Gambar 2). 

Aktivitas reduksi pada pH 7 mencapai nilai 
terendah pada perlakuan konsentrasi Cr (VI) 125 
ppm dengan suhu inkubasi 30°C (13,05%) dan 
aktivitas tertinggi pada perlakuan Cr (VI) 50 
ppm dengan suhu inkubasi 50°C yaitu 97.36% 
(Gambar 3).

Pada pH 9 aktivitas reduksinya terendah 
pada perlakuan konsentrasi awal Cr (VI) 125 
ppm yang diinkubasi pada suhu 30°C yaitu 
14,62 % dan aktivitas tertinggi pada perlakuan 
Cr (VI) 50 ppm dengan suhu inkubasi 50°C 
yaitu 90.64% (Gambar 4).

Aktivitas reduksi isolat 1a dengan 
perlakuan pH berbeda menunjukkan pola 
aktivitas reduksi Cr(VI) yang sama seperti 
yang terlihat pada Gambar 2,3 dan 4, yaitu nilai 
aktivitas terendah maupun tertinggi terjadi pada 
konsentrasi Cr(VI) 125 ppm dan 50 ppm.

pH optimum aktivitas enzim kromat 
reduktase isolat 1a adalah pada pH 7 dengan nilai 
reduksi mencapai 97 %. Sedangkan aktivitas 
reduksi optimum pada suhu inkubasi 50°C, dan 
terendah pada suhu inkubasi 30°C.

Isolat 1a teridentifikasi sebagai Bacillus 

Wijiastuti - Seleksi bakteri termofilik pereduksi kromium heksavalen
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Gambar 4  Aktivitas reduksi isolat Bacillus sp.1a pada pH 9.
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dan selanjutnya diberi nama Bacillus sp.1a, 
Isolat 1b adalah Pseudomonas sp.1b, dan isolat 
1c adalah Geobacillus sp.1c.

4. PEMBAHASAN
Bakteri dapat mereduksi Cr(VI) secara 

ekstra dan intraseluler (Cheng et al. 2012). 
Pada penelitian ini reduksi yang terjadi diduga 
dilakukan oleh enzim kromat reduktase. Hal 
tersebut sesuai dengan pernyataan Ramirez-Díaz 
et al. (2008) bahwa bakteri mereduksi Cr(VI) 

dengan enzim ekstraseluler yang terdapat pada 
bagian periplasma sel.  Sebaliknya, jika Cr(VI) 
masuk ke dalam sel, akan terjadi stress oksidatif 
yang dapat merusak protein dan DNA. 

Penelitian sebelumnya juga telah 
melakukan uji aktivitas enzim kromat reduktase 
pada bakteri-bakteri seperti Bacillus fusiformis 
NTR9, Pseudomonas putida, Thermus 
scotoductus (Park et al. 2000; Opperman et al. 
2008; Pattanapipitpaisal dan Reakyai 2013).  

Pada penelitian oleh Chaturvedi (2011) 

 
Gambar 3  Aktivitas reduksi isolat Bacillus sp.1a pada pH 7.
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strain Bacillus circulans MN1 mereduksi Cr 
(VI) lebih efisien pada suhu 30°C dibanding 
pada 25°C dan 35°C dan pH optimum awal 5,6. 
pH optimum enzim dalam mereduksi Cr (VI) 
adalah pH 7,0 dalam buffer fosfat, penurunan 
aktivitas terjadi pada saat pH sama dengan 
penggunaan buffer Tris-HCl. Pada suhu 20ºC 
terdeteksi adanya aktivitas enzim mencapai 80%. 
Kecepatan reaksi meningkat hingga mencapai 
suhu 30°C. Peningkatan suhu hingga 40°C 
mengakibatkan penurunan aktivitas, mungkin 
karena terjadi denaturasi enzim (Conceição et 
al. 2009). Pada penelitian ini aktivitas reduksi 
isolat Bacillus sp.1a pada pH 5 optimal terjadi 
pada suhu 50°C yaitu 66.64 %, pada pH 7 dan 
pH 9 aktivitas reduksi paling optimal juga terjadi 
pada suhu 50°C yaitu 97.36% dan 90.64%. Hasil 
tersebut menunjukkan bahwa dalam mereduksi 
Cr(VI) isolat bakteri Bacillus sp.1a. bersifat 
termostabil, karena aktivitas reduksinya optimal 
pada suhu 50°C dengan pH optimal 7.

Faktor lingkungan seperti oksigen, pH dan 
intensitas cahaya dapat mempengaruhi aktivitas 
reduksi Cr(VI), akan tetapi pada penelitian 
ini nilai reduksi pada kontrol perlakuan 
menunjukkan bahwa selama proses inkubasi 
faktor tersebut tidak mempengaruhi aktivitas 
reduksi karena pada kontrol tidak ditemukan 
terjadinya reduksi Cr(VI) (Gambar 2-4).  

Berdasarkan hasil qPCR isolat Bacillus 
sp.1a, Pseudomonas sp.1b dan Geobacillus 
sp.1c terdeteksi memiliki gen penyandi kromat 
reduktase. Ketiganya memiliki gen kromat 
reduktase yang mirip dengan gen kromat 
reduktase pada mikroba lain yang sudah 
tersimpan pada gene bank (NCBI) seperti nemA, 
yieF, chrR pada Escherichia coli dan BBPR_
1806 pada Bifidobacterium bifidum PRL2010. 
Data gen kromat reduktase dari genus Bacillus, 

Pseudomonas dan Geobacillus belum tersimpan 
pada gene bank.

Metode qPCR adalah metode analisis yang 
dapat mengukur DNA berpotensi dengan akurat 
(Bustin et al. 2009). Nilai Ct didefinisikan sebagai 
jumlah siklus yang diperlukan sinyal fluoresensi 
untuk mendeteksi tercapainya ambang batas 
tertentu dan korelasinya berbanding terbalik 
dengan jumlah cetakan asam nukleat yang ada 
dalam reaksi (Walker 2002). Nilai Ct Bacillus 
sp.1a adalah 27.46, nilai Ct Pseudomonas sp.1b  
adalah 28.8 dan nilai Ct Geobacillus sp.1c 
adalah 31.01. Artinya analisis qPCR gen kromat 
reduktase pada penelitian ini menunjukan 
jumlah cetakan DNA gen kromat reduktase pada 
Bacillus sp.1a. lebih banyak dibandingkan pada 
Pseudomonas sp.1b  dan Geobacillus sp.1c.

Nilai Tm (melting temperature) isolat 1a 
adalah 78.50, isolat 1b adalah 77.50 dan 86,00 
serta untuk isolat 1c adalah 84.00 dan 78,00. 
Melting curve pada Gambar 2 menunjukkan 
bahwa puncak grafik pada isolat 1a berupa single 
peak dan pada isolat 1b dan 1c berupa multiple 
peaks, yang berarti bahwa amplikon pada isolat 
1a bersifat homogen dan amplikon pada isolat 
1b dan 1c tidak homogen, yang menandakan 
bahwa primer yang digunakan bersifat spesifik 
untuk isolat 1a tetapi tidak spesifik untuk isolat 
1b dan 1c. 

Berdasarkan hasil penelitian dapat 
disimpulkan bahwa diperoleh 3 (tiga) isolat, yaitu 
isolat  Bacillus sp.1a, Pseudomonas sp.1b dan 
Geobacillus sp.1c yang memiliki gen penyandi 
kromat reduktase. Hasil karakterisasi dengan 
qPCR menunjukkan bahwa isolat Bacillus sp.1a 
berpotensi lebih baik dibandingkan dengan isolat 
Pseudomonas sp.1b dan Geobacillus sp.1c dalam 
mereduksi Cr(VI). Aktivitas reduksi Cr(VI) 
isolat Bacillus sp.1a bersifat termostabil karena 

Wijiastuti - Seleksi bakteri termofilik pereduksi kromium heksavalen
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aktivitas tertinggi terjadi pada suhu inkubasi 
50°C, aktivitas menengah pada suhu inkubasi 
40°C dan aktivitas terendah pada suhu inkubasi 
30°C untuk selang suhu yang diujicobakan (30°-
50°C).  Nilai pH optimum untuk proses reduksi 
adalah pada pH 7.
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