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Abstrak

Mangrove memiliki biodiversitas mikroorganisme salah satunya bakteri.Bakteri dari lumpur
mangrove ini mempunyai kinerja penurunan hidrogen sulfida, karena lumpur mangrove memiliki
kandungan hidrogen sulfida didalamnya yang memungkinkan adanya aktifitas penguraian oleh
bakteri aerobik. Isolasi dilakukan menggunakan medium Thiosulfat Mineral Medium. Isolat yang
tumbuh dilakukan dengan pengamatan makroskopis. Isolat terpilih akandilakukan pengamatan
mikroskopik, uji katalase dan uji motilitas. Isolat juga akan diuji kinerja penurunan sulfida. Isolat
dengan kinerja penurunan sulfida terbaik akan dilanjutkan untuk uji sekuensing 16S rRNA. Hasil
sekuensing menunjukkan isolat dari lumpur mangrove yang memiliki kinerja penurunan sulfida
terbaik dengan nilai 30,58% adalah bakteri spesies Bacillus aryabhattai

Kata kunci : mangrove, sulfida,bakteri, aerobik, Bacillus
Abstract

Mangroves have a biodiversity of microorganisms, one of which is bacteria. The bacteria from
this mangrove mud has the performance of reducing hydrogen sulfide because the mangrove mud
contains hydrogen sulfide, which allows for aerobic bacteria to decompose. Isolation was carried
out using Thiosulfate Mineral Medium. Moreover, the growing isolates were carried out by
macroscopic observation. Selected isolates will be subjected to microscopic observation, catalase
test and motility test. The isolates will also be tested for their sulfide reduction performance. The
isolates with the best sulfide reduction performance will be continued for 16S rRNA sequencing
assays. The sequencing results showed that isolates from mangrove mud that had the best sulfide
reduction performance with a value of 30.58% were bacteria species Bacillus aryabhattai.
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Pendahuluan

Mikroorganisme tersebar dengan sangat luas di bumi ini, salah satunya adalah bakteri.
Banyak spesies bakteri yang diketahui memiliki kemampuan metabolisme senyawa organik
maupun senyawa anorganik, hidup dalam kondisi ekstrim, mampu memproduksi enzim dan
sebagainya. Karena kemampuanya tersebut, bakteri berperan penting dan dimanfaatkan untuk
keselamatan lingkungan seperti penanggulangan pencemaran lingkungan, caranya yakni
menguraikan polutan melalui proses biodegradasi dan bioremediasi (Irianto, 2016). Indonesia
memiliki keanekaragaman mikroorganisme yang tinggi. Banyak mikroorganisme baik dari laut
atau pesisir dan mikoorganisme endofitik belum diekplorasi lebih dalam (Rooshereo dan
Wahyudi, 2017).

Sumber pencemaran domestik semakin tahun semakin meningkat namun
pengelolaannya belum optimal, akibatnya sungai dan air tanah dapat tercemar. Hal ini dapat
menimbulkan banyak masalah. Salah satu masalahnya adalah bau busuk dari produksi hidrogen
sulfida. Sumber hidrogen sulfida dalam perairan antara lain berasal dari proses dekomposisi
bahan organik pada pH rendah dan kondisi anaerob (Widyaningsih, 2013). Hidrogen sulfida
bersifat toksik, iritan dan berbau busuk. Konsentrasi besar berefek meningkatkan keasaman air
sehingga dapat menyebabkan korosifitas pada pipa-pipa logam. Toksisitas akut pada manusia
karena menghirup gas dengan konsentrasi tinggi, iritasi pada mata diakibatkan paparan
padakonsentrasi 15-30 mg/m®. Kadar maksimum dalam air yang diperbolehkan adalah 0,05
mg/liter (Waluyo, 2009).

Pengelolaan limbah dengan kandungan sulfida ini dapat dilakukan dengan
menggunakan bantuan bakteri atau yang sering disebut sebagai bioremediasi (Fahruddin,
2014). Eksplorasi bakteri pengurai sulfida ini diambil dari lumpur mangrove hutan lindung
Angke Kapuk. Karakter lumpur mangrove yang berbau khas sulfida pada kawasan ini terjadi
karena penguraian bahan orgnik pada kondisi anoksik tidak dapat berjalan secara sempurna
dan dapat menimbulkan senyawa berbahaya seperti hidrogen sulfida, bahkan jumlah hidrogen
sulfida dapat meningkat seiring bertambahnya bahan organik dan menurunnya oksigen terlarut.
Kondisi tersebut menjadi buruk dengan keadaan lingkungan mangrove yang biasa selalu
tergenang air laut (Purnomo et al, 2013). Tipikal kondisi lingkungan seperti ini menjadi habitat
alami bakteri pengurai sulfida di kawasan mangrove.

Material dan metode
Lokasi pengambilan lumpur mangrove yakni di Hutan Lindung Angke Kapuk. Waktu

penelitian yakni bulan Maret 2021 sampai Juni 2021. Gambar dari lokasi penelitian dapat
terlihat pada Gambar 1.

153



Vol. 3 No. 2, 2021; pp. 152-157

‘ g P-ISSN: 2715-6826 (print); E-ISSN: 2714-6073 (online)
Received: 20/12/2021
Revised: 27/12/2021

Borneo Journal Of Biology Education Accepted: 31/12/2021

Kawasan Hutan Lindung Angke

Kapuk

> L -
8o X Yy

Gambar 1. Lokasi pengambil sapl Iupur hamanoe (Subr: oog Earh)

Tahapan dalam penelitian ini secara keseluruhan terdiri dari 8 tahapan penelitian.

Secara rinci tahapan tersebut, yaitu:

1.

Pengambilan sampel lumpur
Lumpur diambil pada kedalaman sekitar 10 cm menggunakaan modified mud sampler
sebanyak 100 gram. Kemudian sampel dimasukkan ke dalam plastik steril.

Pengkayaan menggunakan Thiosulphate Mineral Medium

Sebanyak 50 gram lumpur dimasukkan ke dalam 500 ml Thiosulfat Mineral Medium
kemudian diinkubasi selama 5 hari suhu 37°C menggunakan aerasi. Komposisi bahan yang
ditimbang antara lain (g/L): 2.0 KH2POa, 2.0 KoHPOg4, 0.4 NH4CI, 0.2 MgCl2-6H20, 0.01
FeSO4-7H.O dan 8.0 Na»S:03-5H,0. Media tersebut kemudian disterilisasi dengan
menggunakan autoklaf selama 15 menit (Vikromvarasiri et al, 2015).

Uji Angka Lempeng Total menggunakan metode pour plate

Sesudah tahap pengkayaan dilanjutkan dengan uji angka lempeng total menggunakan Luria
Bertani dengan tambahan Na»S:0s dengan teknik pour plate. Komposisi media Luria
Bertani dengan Natrium Tiosulfat (g/L): Tryptone 10 gram, Yeast Extract 5 gram, NaCl
10 gram, Na»S:03 8 gram, Agar Base 15 gram dan Aquadest 1 liter. Media agar ini
kemudian disterilisasi dengan menggunkan autoklaf bersuhu 121 °C selama 15 menit.
Pengenceran dilakukan 10t sampai 10" menggunakan pelarut NaCl 0,85% .

Uji Mikroskopis Bakteri

Uji Makroskopis diamati dengan melakukan pengamatan bentuk, elevasi, tepi koloni,
ukuran dan warna, maka didapatkan 15 terpilih. Uji mikroskopis dilakukan dengan
pewarnaan sederhana menggunakan larutan 154isolat violet 2% dan diamati di bawah
mikroskop dengan menggunakan perbesaran 1000x.

Uji Katalase

Uji katalase menggunakan 154isolat154 peroksida dengan konsentrasi 3%.1 sampai 2 tetes
Hidrogen Peroksida 3% diletakan pada kaca preparat berisi I ose 154solate bakteri.
Diamatitimbulnyaa gelembung-gelembung gas karena reaksi enzim peroksidase dalam sel
bakteri.
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6. Uji Moatilitas
Motilitas diamati berdasarkan rata tidaknya pertumbuhan bakteri pada media di dalam
tabung reaksi contain Luria Bertani Agar. Bakteri motil akan bergerak dan menyebar di
sekita daerah tusukan. Bakteri yang tidak motil hanya tumbuh terbatas pada bekas tusukan
jarum inokulasi (Feliatra,2018)

7. Uji Kinerja Penurunan Sufida

Prinsip pengerjaannya adalah dalam suasana asam, senyawa dimetil p-fenildiamin berubah
menjadi garam diammonium dengan adanya katalisator FeCls. Garam ini kemudian
bereaksi dengan senyawa sulfida membentuk senyawa tiasin yang berwarna biru.
Banyaknya senyawa tiasin yang terbentuk ekuivalen dengan kadar sulfida dalam contoh
air. Reagen yang digunakan adalah asam sulfat (1:1), larutan N,N-dimetil-p-fenildiamin
dihidroklorida, Larutan FeClz dan Larutan diammonium 155solate155 fosfat 40%. Kurva
155solate155 dibuat pada konsentrasi 0,0 ppm ; 0,2 ppm ; 0,4 ppm ; 0,6 ppm ; 0,8 ppm dan
1,0 ppm. Hasil perhitungan regresi linier didapatkan y = 0,462x dimana nilai X adalah
konsentrasi larutan 155isolat155 sulfida dan nilai y adalah nilai besarnya absorbansi
spektrofotometer.

Perhitungan Kkinerja penurunan sulfida didapatkan dengan rumus =

(Konsentrasi larutan sulfida baku 2 ppm—Konsentrasi sulfida akhir)

0,
Konsentrasi larutan sulfida baku 2 ppm x 100%

8. Analisis sekuensing 16S rRNA

Proses pengerjaan antara lain ekstraksi DNA menggunakan teknik konvensional kemudian
diambil target untuk PCR selanjutnya dilakukan purifikasi produk PCR (membuang sisa-
sisa reagen PCR terutama kedua primer), konsentrasi produk PCR dikur menggunakan
spektrofotometer (ng/pl). Setelah itu, dilakukan cycle sequencing (dengan Big Dye
Terminator Kit). Purifikasi produk cycle sequencing untuk membuang sisa-sisa reagen
cycle sequencing terutama ddNTP sisa. Run dilakukan di 310/3130/3130xIGA. Analisis
data dengan Sequencing AnalysisSoftware.

Hasil dan Diskusi

Hasil isolasi dan pengamatan makroskopis koloni dari lumpur mangrove didapatkan 15
isolat yang diduga memiliki Kinerja penurunan sulfida karena kemampuan tumbuh dalam
medium menggandung Natrium tiosulfat (Tabel 1). Penggunaan Natrium tiosulfat untuk
sumber sulfida mengingat muatan ion S?* dalam tiosulfat sama dengan ion sulfida.Semua 155
isolat memiliki bentuk batang, 3 isolat menunjukkan hasil uji katalase isolate 155 yang berarti
155 isolat tidak memiliki enzim katalase sedangkan 155 isolate lain memiliki enzim katalase,
1 isolat memiliki sifat motil dan 155 isolat lainnya bersifat non motil.
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Tabel 1. Hasil penelitian bakteri lumpur mangrove

Kode Isolat Uji Uji Katalase Uji Motilitas Uji Penurunan sulfida
mikroskopis (%)
P1.1 Batang Positif Motil 30,58
P1.2 Batang Positif Non Motil 0
P1.3 Batang Negatif Non Motil 9,17
P2.1 Batang Positif Non Motil 0
P2.2 Batang Positif Non Motil 0
P2.3 Batang Negatif Non Motil 3,88
P3.1 Batang Positif Non Motil 21,84
P3.2 Batang Negatif Non Motil 0
P3.3 Batang Positif Non Motil 9,17
P4.1 Batang Positif Non Motil 0
P4.2 Batang Positif Non Motil 10,68
P4.3 Batang Positif Non Motil 13,59
P5.1 Batang Positif Non Motil 8,74
P5.2 Batang Positif Non Motil 0
P5.3 Batang Positif Non Motil 0

Pada pengujian penurunan sulfida didapatkan hasil tidak semua 156 isolat dapat
memiliki kinerja penurunan sulfida pada konsentrasi sulfida 2 ppm dalm waktu inkubasi 2 hari
kondisi semiaerobik. Hanya 8 isolat yang memiliki kinerja penurunan sulfida pada konsentrasi
sulfida 2 ppm. Isolat lainnya kemungkinan membutuhkan waktu lebih lama untuk menurunkan
konsentrasi sulfida atau kinerja penurunan sulfida dapat terjadi pada konsentrasi sulfida kurang
dari 2 ppm. Isolat dengan kinerja penurunan sulfida. Paling besar diidentifikasi menggunakan
molecular sekuensing 16S rRNA dan diperoleh hasil 156solate memiliki similarity tinggi
dengan spesies Bacillus aryabhattaii.

Bacillus aryabhattaii ditemukan pertama kali bukan di tanah melainkan di tabung krio
yang digunakan untuk menyerap udara pada ketinggian antara 27-41 km diatas permukaan laut
ketika penerbangan menggunakan balon udara (Shivaji et al., 2009). Bakteri ini ditemukan pula
oleh peneliti Balingtan yang berasal dari tanah Karawang dan mempunyai kemampuan dalam
mendegradasi cemaran Pestisida (Wahyuni et al., 2011). Bakteri ini memiliki gram positif,
dapat hidup pada suhu antara 4-37°C, mampu bertahan dibawah paparan sinar UV hingga 30
menit, dan tidak memproduksi antibiotik (Ray, 2012). Spesies bakteri ini perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut terkait kinerja Bacillus aryabhattai dalam mengurangi kandungan
sulfida terutama aplikasi pada instalasi pengolahan limbah dan akuakultur.

Kesimpulan

Hasil sekunsing 16s rRNA pada isolat yang memiliki kinerja penuruan sulfida terbaik
mendapatkan hasil bahwa isolat yang berasal dari lumpur mangrove tersebut adalah Bacillus
aryabhattai. Spesies bakteri ini memiliki karakter koloni berwarna putih kekuningan,
cembung, bulat dan berukuran sedang, memiliki enzim katalase, non motil dan berbentuk
batang. Kinerja penuruan sulfida oleh bakteri ini adalah 30,58%.
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