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Abstrak

Pencarian bakteri untuk remediasi polutan logam berat terus dilakukan karena terus meningkatnya
pencemaran di ekosistem akibat industrialisasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi strain bakteri
toleran terhadap logam berat dari sedimen mangrove yang dilaksanakan di Pengudang dan Tanjung Uban,
Pulau Bintan pada tahun 2018. Isolasi bakteri dilakukan dengan metode pour plate dan dipurifikasi
menggunakan medium marine agar (MA). Skrining isolat bakteri toleran logam berat dilakukan dengan
menumbuhkan isolat pada medium MA dengan penambahan logam Pb 100 ppm. Selain itu, dilakukan
penentuan minimum inhibitory concentration (MIC) logam Pb, Cu, dan Cd terhadap isolat bakteri dengan
penambahan logam dengan konsentrasi 50-1000 ppm. Identifikasi isolat toleran logam berat dilakukan
dengan sekuensing gen 16S rRNA. Hasil isolasi bakteri dari sedimen mangrove diperoleh 48 isolat yang
digunakan untuk pengujian kemampuan toleran terhadap logam berat. Uji skrining menunjukkan isolat
PGDI1A, PGD5SA, PGD22A, PGDI1B, PGD9B, PGD5C, PGD6C, TJU1, TJUS, dan TJU7 yang bersifat
resisten terhadap logam berat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat bakteri yang diisolasi dari sedimen
mangrove memiliki nilai MIC yaitu 800-900 ppm untuk Pb, 100-800 ppm untuk Cu dan 100-200 ppm untuk
Cd. Terdapat tiga isolat bakteri yang memiliki resistensi yang tinggi terhadap ketiga jenis logam berat yaitu
Bacillus oceanisediminis PGD1A, Vibrio alginolyticus PGD5A, dan Halobacillus kuroshimensis PGD9B.
Hal ini mengindikasikan bahwa isolat tersebut dapat digunakan secara efisien untuk penghilangan logam
berat dari ekosistem.

Kata kunci : isolat bakteri, konsentrasi minimum penghambatan, logam berat, gen 16S rRNA.
Abstract

Isolation and Identification of Heavy Metals Tolerant Bacteria from Mangrove Sediment in
Pengudang and Tanjung Uban, Bintan Island, Indonesia. Bacterial searches for remediation of heavy
metal pollutants continue to be carried out due to the increasing pollution in the ecosystem as a result of
industrialization. This research aims to identification bacteria strains that are tolerant of heavy metals from
mangrove sediments in the Pengudang and Tanjung Uban, Bintan Island in 2018. Bacterial isolation was
carried out by pour plate method and purified using marine agar (MA) medium. Screening of bacterial
isolates was carried out by growing isolates on MA medium with the addition of 100 ppm Pb. In addition, the
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) was performed on the isolates were tolerant to
Pb, Cu, and Cd by addition of heavy metals in 50-1000 ppm concentrations. Identification of heavy metal
tolerant isolates was carried out by sequencing the 16S rRNA gene. The results of bacterial isolation from
mangrove sediments obtained 48 isolates used for testing the ability of heavy metals tolerant. Screening tests

71



de Fretes et al.
showed that PGDI1A, PGD54, PGD224, PGDIB, PGDYB, PGD5C, PGD6C, TJUI, TJUS5, and TJU7
isolates were heavy metal resistant. The results showed that bacterial isolated from mangrove sediments had
MIC values of 800-900 ppm for Pb, 100-800 ppm for Cu and 100-200 ppm for Cd. There are 3 isolates that
have high resistance to three kinds of heavy metals such as Bacillus oceanisediminis PGDIA, Vibrio
alginolyticus PGD5A, and Halobacillus kuroshimensis PGD9B. This indicates that the isolate can be used

efficiently for removal of heavy metals from the ecosystem.

Keywords: bacterial isolates, heavy metals, minimum inhibitory concentration, tolerant, 16S rRNA gene.

Pendahuluan

Saat ini, pertumbuhan industrialisasi yang
pesat telah menyebabkan peningkatan buangan
limbah industri ke lingkungan. Akumulasi logam
berat pada tanah, air tanah, sedimen, air
permukaan dan udara memberikan dampak yang
sangat berbahaya. Hal ini disebabkan karena
logam berat tidak dapat dipecah oleh organisme
menjadi bentuk tidak beracun sehingga memiliki
efek jangka panjang pada ekosistem. Konsentrasi
yang tinggi pada semua jenis logam berat
memiliki efek merusak pada lingkungan (Cheng,
2003). Logam berat beracun seperti Hg, Cr, Cu,
Zn, Pb, dan Cd tidak memiliki peran biologis
tetapi memiliki dampak toksisitas, mutagenik
serta karsinogenik pada manusia dan organisme
lainnya. Asha et al. (2013) telah melakukan
pengembangan teknologi baru untuk pemulihan
ekosistem  terkontaminasi  polutan  dengan
pendekatan teknik degradasi polutan
dibandingkan dengan pembuangan konvensional
yang berpotensi memasuki rantai makanan.

Mangrove menyediakan ekosistem yang
sangat produktif untuk berbagai hewan, tanaman
dan mikroorganisme karena memiliki keragaman
yang tinggi. Keragaman mikroorganisme tersebut
menyebabkan kebutuhan nutrien yang tinggi
sehingga mikroorganisme bertanggung jawab
terhadap proses degradasi dan pembentukan
senyawa penting dalam aliran karbon pada
sedimen hutan mangrove (Holguin et al., 2001).
Hasil penelitian sebelumnya tentang populasi
mikroba  menunjukkan  bahwa  kelompok
Alphaproteobacteria mendominasi  komunitas
bakteri dalam sedimen mangrove yang tidak
terganggu (Dias et al., 2010). Selain itu, penelitian
oleh Taketani et al. (2010) menunjukkan bahwa
akibat adanya paparan minyak mentah pada
sedimen mangrove terjadi penurunan populasi
kelompok bakteri seperti Anaerolinea dan
meningkatnya populasi Deltaproteobacteria. Hal
ini menunjukkan bahwa keragaman bakteri pada
sedimen mangrove dipengaruhi oleh perubahan
faktor lingkungan. Keragaman bakteri di hutan
mangrove menunjukkan sumber potensial sumber
daya bioteknologi yang baik untuk dieksplorasi,
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termasuk untuk menemukan spesies baru yang
mampu dimanfaatkan dalam bidang industri,
pertanian maupun pembersihan ekosistem dari
polutan (Dias et al., 2009).

Proses penggunaan mikroorganisme untuk
mengurangi konsentrasi polutan dikenal dengan
bioremediasi. Bioremediasi merupakan proses
alami yang memanfaatkan keanekaragaman hayati
untuk pembersihan ekosistem yang tercemar
logam, minyak mentah, PAH, dan polutan
lainnya. Mikroorganisme memiliki kemampuan
untuk menghasilkan metabolit yang mampu
mendegradasi polutan kompleks menjadi senyawa
yang sederhana. Hal ini disebabkan karena
mikroorganisme telah memiliki resistensi untuk
bertahan terhadap racun logam berat yang ada di
lingkungannya (Thassitou & Arvanitoyannis,
2001). Berbagai penelitian telah melaporkan
mekanisme yang dikembangkan oleh
mikroorganisme dalam mendegradasi logam berat
antara lain serapan logam, penyerapan dan
akumulasi endapan ekstraseluler, mineralisasi dan
oksidasi atau reduksi enzimatik menjadi bentuk
tidak beracun, serta penghilangan logam berat dari
sel (Frangois et al., 2012; Monteiro et al., 2012).
Pada penelitian ini, dilakukan uji kemampuan
toleransi bakteri yang diisolasi dari sedimen
mangrove terhadap beberapa jenis logam berat
(Pb, Cu, dan Cd) sehingga dapat dimanfaatkan
sebagai agen hayati dalam degradasi logam berat
dari ekosistem yang tercemar.

Metodologi

Pengambilan sampel sedimen

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi Laut Pusat Penelitian Oseanografi
LIPI pada bulan Juli sampai dengan November
2018. Sedimen mangrove diperoleh dari daerah
perakaran tanaman mangrove di empat stasiun
pada dua lokasi yaitu Pengudang dan Tanjung
Uban, Pulau Bintan, Indonesia (Gambar 1 dan
Tabel 1). Sampel sedimen dimasukkan dalam
konikal steril dan diinkubasi pada suhu 4°C
hingga dibawa ke laboratorium.
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Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel sedimen mangrove.

Figure 1. Location of mangrove sediment sampling.

Tabel 1. Koordinat geografis dan jenis spesies mangrove pada stasiun pengambilan sampel sedimen.
Table 1. Geographical coordinates and type of mangrove species at the sediment sampling station.

. Coordinates .
Station Zone Latitude Longitude Mangrove species
Pengudang Near land (A) 1.165404  104.496581 Xylocarpus granatum
(PGD) Center (B) 1.165731  104.497082 Ceriops tagal
Near the sea (C) 1.166025  104.497277 Rhizophora apiculata
Tanjung Uban - 1.034389  104.237826  Rhizophora apiculata
(TJU)
Isolasi bakteri dari sedimen mangrove bakteri  dilakukan  untuk  menentukan

Bakteri  diisolasi  dari  sedimen
menggunakan metode pour plate dengan
medium MA (peptone 5 g/L, yeast extract 3
g/L, agar 15 g/L, air laut 750 mL/L, akuades
250 mL/L), kemudian diinkubasi pada suhu
29°C selama tujuh hari dan dilakukan
pengamatan pertumbuhan bakteri. Purifikasi
isolat bakteri dengan morfologi berbeda
dilakukan pada medium MA  hingga
memperoleh isolat tunggal.
Penapisan kemampuan bakteri toleran
logam berat

Skrining kemampuan bakteri yang
toleran terhadap logam berat dilakukan
menggunakan  medium  MA  dengan

penambahan 100 ppm logam berat Pb. Cawan
perlakuan diinkubasi pada suhu 29°C selama
24 jam. Pengamatan visual pertumbuhan

kemampuan bakteri yang toleran. Isolat
bakteri yang mampu tumbuh pada medium
dipurifikasi kembali pada medium MA (Azad
et al., 2013). Medium MA tanpa penambahan
logam berat digunakan sebagai kontrol.

Penentuan Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) logam berat terhadap bakteri

Pengujian MIC  dilakukan  dengan
menumbuhkan isolat bakteri pada medium MA
dengan penambahan logam berat PbCl,, CuSOs,
dan CdCl, dengan konsentrasi 100 hingga 1000
ppm (setiap cawan petri mengandung jenis logam
berat pada konsentrasi tertentu dengan tiga kali
ulangan). Isolat bakteri diinokulasikan ke medium
dan diinkubasi pada suhu 29°C selama 24 jam.
Hasil pengamatan pertumbuhan bakteri dijadikan
acuan dalam penentuan MIC (Marzan et al.,
2017).
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Identifikasi molekular bakteri toleran logam

berat

1. Ekstraksi DNA bakteri
Isolat diinokulasi pada media marine broth
(50 mL) pada suhu 29°C selama 24 jam.
Kultur disentrifugasi dengan kecepatan
13000 rpm selama 5 menit. Pelet ditambahi
empat mL larutan EDTA 50 mM dan
disentrifugasi pada 13000 rpm selama 15
menit. Pelet yang diperoleh diresuspensi ke
dalam 2 mL bufer (sukrosa 25%, 0,5 M
EDTA, lisozim 10 mg/mL 100 pL) dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam.
Kemudian, 1200 pL. NaCl 5 M, 700 uL 0,5 M
EDTA, 1500 pL 20% SDS ditambahkan dan
campuran diinkubasi pada 56°C selama satu
jam.  Kloroform sebanyak 250 puL
ditambahkan ke dalam campuran dan
dikocok selama 20 menit, kemudian
disentrifugasi pada 13000 rpm selama satu
menit. Supernatan ditempatkan ke dalam
tabung baru dan ditambahkan etanol absolut
(1:2).  Kemudian, tabung  perlakuan
disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm
selama satu menit untuk mengendapkan
molekul DNA. Pelet dicuci dengan etanol
70% dan disentrifugasi. Pelet dikeringkan
dan dilarutkan menggunakan buffer TE.

2. Amplifikasi gen 16S rRNA
Amplifikasi gen 16s rRNA dilakukan dengan
menggunakan forward primer 27f (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) dan
reverse primer 1492r (5°-
TACGGHTACCTTGTTACGACTT-3").
DNA diamplifikasi dengan progam sebagai
berikut: pre-denaturasi 95°C selama 5 menit,
denaturasi pada 95°C selama satu menit,
annealing pada 55°C selama 45 detik dan
extention pada 72°C selama satu menit
sebanyak 30 siklus. Kemudian diikuti post
extention pada 72°C selama 10 menit dan
cooling pada 12°C selama 10 menit. Semua
produk yang telah teramplifikasi diseparasi
menggunakan gel elektroforesis dengan 1,5%
agarose. Produk PCR dikirimkan ke
Macrogen, Korea untuk analisis sekuensing.

3. Rekonstruksi pohon filogenetik isolat toleran
logam berat
Hasil analisis urutan basa nitrogen gen 16s
rRNA selanjutnya dipergunakan sebagai
query pada BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
Penjajaran terhadap urutan basa nitrogen
dilakukan dengan menggunakan ClustalW
yang terdapat pada progam MEGA. Hasil
analisis digunakan untuk menyusun pohon
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filogenetik dengan progam MEGA (Tamura
et al, 2007). Sejarah evolusi dianalisis
dengan menggunakan metode Neighbor-
Joining dengan bootstrapping data dilakukan
1000 kali per mutasi.

Hasil

Skrining kemampuan bakteri yang toleran
terhadap logam berat

Hasil isolasi bakteri dari sampel sedimen
mangrove diperoleh 48 isolat yang berhasil
tumbuh pada medium MA. Semua isolat diuji
kemampuan toleran terhadap logam berat dan
hasilnya menunjukkan bahwa 10 isolat yang
mampu  tumbuh pada medium  dengan
penambahan logam berat Pb 100 ppm (Gambar 2).

Gambar 2. Kemampuan 10 isolat bakteri tumbuh
pada medium dengan penambahan Pb
100 ppm 1) PGD5A, 2) PGDIB, 3)
TJUS, 4) PGDS5SC, 5) PGD9B, 6)
PGDI1A, 7) PGD22A, 8) TJU7, 9)
PGD6C, 10) TJU1

Figure 2. The ability of 10 bacterial isolates to
grow in the medium with the addition
100 ppm of Pb 1) PGD5A, 2) PGD1B,
3) TJUS, 4) PGDSC, 5) PGD9B, 6)
PGDI1A, 7) PGD22A, 8) TJU7, 9)
PGD6C, 10) TJU1

Uji MIC logam berat terhadap bakteri

MIC  merupakan nilai  konsentrasi
minimum logam berat yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri. Hasil pengujian MIC pada
Tabel 2 menunjukkan isolat bakteri yang diisolasi
dari sedimen mangrove memiliki nilai MIC 800-
900 ppm untuk Pb, 100-800 ppm untuk Cu dan
100-200 ppm untuk Cd.
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Tabel 2. Nilai MIC logam berat terhadap isolat
bakteri.

Table 2. MIC value of heavy metals against
bacterial isolates.

Bacterial Heavy metals MIC (ppm)
isolates Pb Cu Cd
PGD5A 800 600 200
PGD1B 800 100 -
TJU5 800 300 -
PGD5C 800 500 -
PGDYB 900 600 200
PGD1A 800 700 100
PGD22A 800 100 -
TJU7 800 - -
PGD6C 900 300 -
TJU1 800 800 -

Penelitian menunjukkan bahwa 10 isolat
bakteri toleran terhadap logam berat Pb pada
konsentrasi 700 ppm sedangkan PGD9B dan
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PGD6C hingga 800 ppm; isolat PGD1A, PGDS5A,
PGD9B dan TJUI1 toleran Cu pada konsentrasi
500-700 ppm; sedangkan isolat PGDSA dan
PGD9B toleran terhadap Cd pada 100 ppm. Hasil
menunjukkan terdapat tiga isolat bakteri yang
bersifat toleran terhadap semua jenis logam berat
yang diyjikan yaitu PGDIA, PGDS5A, dan
PGD9B.

Identifikasi molekular bakteri toleran logam
berat

Urutan sekuen tiga isolat toleran logam
berat disejajarkan dengan strain bakteri referensi
di GenBank. Analisis BLAST menunjukkan
bahwa ketiga strain toleran logam berat berasal
dari filum Proteobacter dan Firmicutes yang
terdiri dari genus Vibrio, Bacillus, dan
Halobacillus. Rekonstruksi pohon filogenetik
dibuat dengan menggunakan urutan sekuen gen
16S rRNA seperti yang ditunjukkan pada Gambar
3.

Bacillus oceanisediminis H2 (NR117285)

Isolat PGD1A

Bacillus firmus TAM 1264 (D16268)
Bacillus subterraneus DSM 139667 (FR733689)
Bacillus circulans ATCC 4513 (NR104566)
Bacillus flexus IFO 15715 (NR024691)
Halobacillus alkaliphilus FP5T (AM295006)
Halobacillus dabanensis D-8 (NR042860)
-Halobacillus mangrovi M510 (NR044002)
Halobacillus kuroshimensis 1S-Hb7 (NR041262)
Isolat PGD9B

Vibrio aerogenes CECT 7868T (HE795126)
Vibrio proteolvticus ATCC 15338 (NRO26128)
Vibrio parahaemolvticus ATCC 17802 (NR041838)
Vibrie alginolvticus ATCC 17749 (NR118258)
Isolat PGD3A

Gambar 3. Pohon filogenetik berdasarkan urutan gen 16S rRNA dari bakteri toleran logam berat
menggunakan metode Neighbor-Joining. Nilai bootstrap dari 1000 ulangan ditunjukkan di titik

percabangan.

Figure 3. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of heavy metal tolerant bacterial using the
Neighbor-Joining method. Bootstrap from 1000 replicates is indicated at the node.

Pembahasan

Mikroorganisme =~ memainkan  peran
penting dalam bioremediasi logam berat dari
tanah yang terkontaminasi dan air limbah.
Pendekatan berbasis mikroorganisme untuk

menghilangkan dan memulihkan logam beracun
dari limbah industri dapat bernilai lebih ekonomis
dan efisien daripada metode fisikokimia.
Zouboulis et al. (2004) melaporkan bahwa
beberapa jenis biomassa mikroogranisme dapat
mempertahankan jumlah ion logam yang relatif
tinggi dalam proses yang dikenal sebagai
biosorpsi. Penelitian menunjukkan bahwa bakteri
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dapat mengikat logam dan memiliki kemampuan
resisten  terhadap logam berat. Berbagai
mekanisme telah dimanfaatkan untuk
pengembangan resistensi logam pada
mikroorganisme  (Frangois et al, 2012).
Mikroorganisme dapat berinteraksi dengan logam
berat melalui banyak mekanisme, beberapa di
antaranya dapat digunakan sebagai dasar untuk
strategi  bioremediasi potensial. Mekanisme
dimana mikroorganisme bekerja pada logam berat
termasuk  biosorpsi (penyerapan logam ke
permukaan sel oleh mekanisme fisikokimia),
bioleaching (mobilisasi logam berat melalui
ekskresi asam organik atau reaksi metilasi),
biomineralisasi (imobilisasi logam berat melalui
pembentukan sulfida yang tidak larut atau
kompleks polimerik), akumulasi intraseluler dan
transformasi enzim yang dikatalisis (Lloyd, 2002).

Hasil penelitian menujukkan bahwa setiap
mikroorganisme memiliki kemampuan ketahanan
terhadap logam berat yang berbeda-beda. Sa-
Pereiraa et al. (2009) menjelaskan bahwa
mikroorganisme dapat bertahan pada konsentrasi
logam berat yang tinggi tergantung pada aktivitas
bakteri tersebut mampu menghilangkan efek
beracun dari logam berat pada daerah yang
terkontaminasi. Penelitian Anyanwu et al. (2011)
menunjukkan bahwa bakteri heterotrofik mampu
toleran terhadap merkuri, seng, dan nikel pada
konsentrasi  300-500 pg/g tanah. Hal ini
menunjukkan  bahwa  pertumbuhan  bakteri
menunjukkan respon yang berbeda dipengaruhi
oleh jenis dan konsentrasi logam berat. Oleh
karena itu, penentuan nilai MIC penting dilakukan
agar mengetahui besar konsentrasi dari jenis
logam berat berbeda terhadap pertumbuhan
bakteri.

Identifikasi melokular isolat bakteri
toleran logam berat dengan sekuen gen 16S rRNA
diperoleh genus Bacillus, Halobacillus, dan
Vibrio. Isolat dari genus Bacillus telah banyak
dilaporkan mampu tahan dan dapat melakukan
detoksifikasi logam berat (Nithya & Pandian,
2010; Monachese et al., 2012; Syed & Chinthala,
2015). Anggota genus Bacillus, Halobacillus,
Oceanobacillus,  Exiguobacterium,  Serratia,
Brevundimonas, Vibrio, dan Staphylococcus
memiliki resistensi terhadap logam berat Cu®’,
Pb*, Cd*, Zn*", Hg""; serta berperan sebagai
plant growth promoting bacteria (Bian et al.,
2011). Ketiga isolat ini diharapkan dapat
dikembangkan agar memberikan kontribusi bagi
penyelesaian masalah lingkungan khususnya
pencemaran logam berat.
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Kesimpulan

Pencarian isolat bakteri yang toleran terhadap
logam berat penting dilakukan untuk monitoring
pencemaran  pada ekosistem. Penelitian
menunjukkan bahwa terdapat 10 isolat bakteri
dapat toleran terhadap logam berat pada jenis dan
konsentrasi berbeda. Nilai MIC logam berat
terhadap bakteri yaitu 800-900 ppm untuk Pb,
100-800 ppm untuk Cu dan 100-200 ppm untuk
Cd. Terdapat tiga isolat bakteri yang memiliki
kemampuan toleran yang tinggi terhadap logam
berat Pb, Cu, dan Cd yaitu Bacillus
oceanisediminis PGDI1A, Vibrio alginolyticus
PGDS5A, dan Halobacillus kuroshimensis PGD9B.
Isolat bakteri toleran logam berat tersebut dapat
diuji  sebagai agen hayati dalam proses
bioremediasi logam berat dari ekosistem tercemar.
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