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ABSTRACT

The presence of heavy metals in the environment constitutes a critical pollution 
issue that can cause ecological disruption. Bioremediation is a promising technique for 
mitigating heavy metal contamination. Biosorption and bioaccumulation mechanisms are 
known to reduce metal concentrations without adversely affecting bacterial viability. This 
study aimed to isolate and molecularly identify indigenous bacteria from coal waste with 
potential capabilities for heavy metal reduction or bioaccumulation. The research methods 
included the isolation and screening of heavy metal–resistant bacteria, morphological 
identification, DNA sequence analysis, and evaluation of heavy metal reduction capacity 
for zinc (Zn), lead (Pb), and cadmium (Cd). The results revealed two selected bacterial 
isolates at a concentration of 25 ppm. Isolate IF6 demonstrated effective Pb reduction with 
an efficiency of 90.00%, while isolate IF9 showed high reduction efficiency for Pb 
(93.29%) and Cd (80.82%). Analysis of 16S rRNA gene sequences indicated that isolate 
IF6 exhibited 100% similarity to Kocuria flava, whereas isolate IF9 showed close 
similarity to Fictibacillus nanhaiensis. These findings highlight the significant potential of 
indigenous bacteria isolated from coal waste as effective bioremediation agents for heavy 
metal contamination. The application of such bacteria may contribute to sustainable waste 
management strategies and environmental protection efforts, particularly in ecosystems 
impacted by industrial and mining activities.

Keywords : 16S rRNA amplification, Bioaccumulator, Kocuria flava, and Fictibacillus 
nanhaiensis.
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ABSTRAK

Keberadaan logam berat di lingkungan merupakan masalah pencemaran yang 
sangat penting yang dapat menimbulkan masalah dan ketidakstabilan dalam ekologi. 
Bioremediasi merupakan teknik yang dapat digunakan untuk mendegradasi logam limbah. 
Mekanisme biosorpsi dan bioakumulasi tidak akan mempengaruhi viabilitas bakteri. 
Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh dan mengidentifikasi, secara molekuler, bakteri 
indigenous dari limbah yang berpotensi mereduksi logam berat atau bioakumulasi. Metode 
yang dilakukan meliputi isolasi dan skrining bakteri resisten logam berat, identifikasi 
morfologi, dan analisis sekuens DNA, serta uji reduksi logam berat (Zn, Pb, dan Cd). Hasil 
penelitian menunjukkan dua isolat bakteri terpilih pada konsentrasi 25 ppm yaitu IF6 yang 
efektif mereduksi logam Pb (90,00%), dan IF9 yang efektif mereduksi logam Pb (93,29%) 
dan Cd (80,82%). Analisis sekuens 16S rRNA menunjukkan bahwa isolat IF6 memiliki 
kesamaan 100% dengan Kocuria flava, sedangkan IF9 memiliki kemiripan dengan 
Fictibacillus nanhaiensis. Temuan ini menunjukkan potensi bakteri indigenous dari limbah 
batubara sebagai agen bioremediasi logam berat yang dapat dimanfaatkan untuk 
pengelolaan limbah dan perlindungan lingkungan.

Kata Kunci : Amplifikasi 16S rRNA, Bioakumulator, Kocuria flava, Fictibacillus 
nanhaiensis.

PENDAHULUAN

Pencemaran logam berat merupakan 
salah satu masalah lingkungan yang paling 
menantang secara global, khususnya di wilayah 
dengan aktivitas industri yang intensif (Das et 
al., 2023). Akumulasi logam beracun seperti 
seng (Zn), timbal (Pb), dan kadmium (Cd) 
dalam ekosistem menimbulkan ancaman 
yang signifikan tidak hanya terhadap 
kesehatan lingkungan tetapi juga terhadap 
kesejahteraan manusia (Mitra et al., 2022). 
Logam-logam ini, yang dicirikan oleh persistensi 
dan non-biodegradabilitasnya, dapat memasuki 
rantai makanan dan terakumulasi dalam jaringan 
biologis, yang menyebabkan berbagai efek 
kesehatan yang merugikan, termasuk kerusakan 
neurologis, gagal ginjal, dan kanker (Briffa et 
al., 2020). Di antara berbagai sumber 
pencemaran logam berat, pembangkit listrik 
tenaga batu bara merupakan kontributor 
yang signifikan, terutama karena produksi abu 
batu bara, produk sampingan dari pembakaran 
batu bara.

Limbah batu bara, yang terdiri dari 
abu terbang dan abu dasar, biasanya disimpan 
di tempat penampungan permukaan atau tempat 
pembuangan akhir yang besar. Metode 

penyimpanan ini menimbulkan risiko yang 
signifikan terhadap pelindian logam berat 
ke dalam air tanah dan air permukaan (Chen 
et al., 2024). Menyadari bahaya lingkungan 
dan kesehatan yang ditimbulkan oleh 
pembuangan abu batu bara yang tidak tepat, 
para peneliti dan pembuat kebijakan telah 
mencari metode yang lebih berkelanjutan 
dan efektif untuk mengelola dan mengurangi 
risiko terkait (Briffa et al., 2020). Pendekatan 
tradisional untuk mengelola kontaminasi logam 
berat meliputi metode penanganan fisik dan 
kimia seperti pertukaran ion, presipitasi, dan 
adsorpsi. Namun, metode ini sering kali 
memerlukan biaya tinggi, kebutuhan energi 
yang besar, dan potensi masalah polusi sekunder, 
sehingga membuatnya kurang diinginkan dari 
perspektif keberlanjutan (B. Zhou et al., 
2023). 

Sebagai respons terhadap keterbatasan 
teknik remediasi konvensional, bioremediasi 
muncul sebagai alternatif yang menjanjikan. 
Pendekatan biologis ini memanfaatkan proses 
alami mikroorganisme untuk menyerap atau 
mengubah polutan menjadi bentuk yang 
kurang berbahaya (Raklami et al., 2022). 
Secara khusus, bidang bioremediasi telah 
menunjukkan bahwa bakteri tertentu memiliki 
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mekanisme alami, seperti biosorpsi dan 
bioakumulasi, yang memungkinkan mereka 
mengikat logam berat, sehingga mengurangi 
mobilitas dan ketersediaan hayati mereka di 
lingkungan. Keuntungan bioremediasi meliputi 
biaya yang lebih rendah, gangguan lingkungan 
yang minimal, dan potensi untuk aplikasi     
in-situ, menjadikannya solusi ramah lingkungan 
untuk polusi (Padmavathi & Jayalakshmi, 
2024). 

Penerapan bioremediasi dalam mengelola 
kontaminasi logam berat, khususnya dalam 
konteks abu batu bara, bukannya tanpa 
tantangan. Sebagian besar penelitian yang ada 
telah dibatasi pada pengaturan laboratorium 
yang terkontrol, dan skalabilitas teknik biologis 
ini terhadap kondisi lapangan masih belum 
dieksplorasi (Padmavathi & Jayalakshmi, 
2024). Selain itu, dampak ekologis dari 
pengenalan mikroorganisme asing atau 
yang dimodifikasi secara genetika ke dalam 
lingkungan baru belum sepenuhnya dipahami, 
sehingga menimbulkan kekhawatiran tentang 
potensi konsekuensi yang tidak diinginkan 
(Haghighizadeh et al., 2024).

Penelitian ini bertujuan untuk 
mengeksplorasi kelayakan penggunaan bakteri 
asli yang diisolasi dari limbah batu bara untuk 
bioremediasi logam berat. Dengan berfokus 
pada mikroorganisme yang secara alami 
menghuni lingkungan limbah batu bara, kami 
mengurangi risiko yang terkait dengan pengenalan 
spesies non-asli dan memanfaatkan organisme 
yang telah beradaptasi dengan kondisi keras di 
lokasi yang mengandung logam berat. Penelitian 
ini secara khusus bertujuan untuk mengisolasi 
bakteri yang mampu tumbuh subur dalam 
konsentrasi tinggi Zn, Pb, dan Cd, 
mengidentifikasi jalur genetik dan biokimia 
mereka yang terkait dengan resistensi dan 
akumulasi logam, dan mengevaluasi potensi 
mereka untuk mengurangi konsentrasi 
logam di lokasi yang terkontaminasi.

Penelitian ini tidak hanya akan 
berkontribusi pada pemahaman kita tentang 
kemampuan bakteri asli limbah batu bara 
dalam bioremediasi tetapi juga mengeksplorasi 
aspek praktis penerapan organisme ini 
dalam skala yang lebih besar

METODE PENELITIAN

Sampel limbah batubara diperoleh 
dari PLTU Tanjung Jati B Jepara, Jawa 
Tengah. Preparasi sampel dan pengujian 
dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas 
Diponegoro, Semarang, Jawa Tengah.

Isolasi bakteri
Isolasi bakteri dari sampel limbah 

batubara menggunakan metode dilusi, bertingkat, 
dan spread plate, secara aseptis. Satu gram 
sampel dimasukkan dalam tabung reaksi yang 
berisi 9 ml akuades steril, kemudian di vortex 
(pengenceran 10-1), selanjutnya dilakukan 
pengenceran bertingkat hingga dengan 10-6. Dari 
pengenceran 10-3 -10-6 diambil masing-masing 
100 μl, dan diteteskan ke dalam media 
padat Nutrient Agar (NA) dengan metode 
spread plate, kemudian inokulum diratakan 
dan diinkubasi pada suhu 37 °C. Setelah     
± 24 jam, diamati koloni yang tumbuh.

Pemurnian Bakteri
Pemurnan dilakukan dengan cara 

mengambil satu koloni isolat bakteri diambil 
secara aseptik dengan ose dan diinokulasikan 
ke permukaan media padat NA dengan metode 
streak plate dan diinkubasi pada suhu 37 °C ± 
24 jam. Satu koloni yang tumbuh diambil lagi 
dan kemudian dipindahkan ke media NA 
baru dengan metode streak plate. Pemindahan 
isolat dilakukan berulang-ulang hingga diperoleh 
kultur murni.

Identifikasi Morfologi
Identifikasi morfologi dilakukan secara 

makroskopis dan mikroskopis. Identifikasi 
morfologi makroskopis dilakukan secara langsung, 
sedangkan identifikasi morfologi mikroskopis 
menggunakan mikroskop. Sebelum dilakukan 
proses identifikasi morfologi, 10 isolat yang 
diperoleh dari pemurnian sebelumnya 
kemudian dipindahkan ke dalam media cair 
Nutrient Broth (NB) untuk dilakukan pengolahan 
lebih lanjut. Pengamatan makroskopis dilakukan 
secara langsung menggunakan metode Benson.

Parameter yang diamati utuk identifikasi 
morfologi yaitu: bentuk koloni bakteri, bentuk 
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tepi, warna, elevasi, dan sifat koloni jika 
diamati di bawah cahaya (mengkilap atau 
suram). Ciri-ciri mikroskopis diketahui dengan 
metode identifikasi bentuk bakteri yang ditemukan 
serta dengan pewarnaan gram. Hasil pengamatan 
pewarnaan dilakukan pada perbesaran 1000x 
menggunakan mikroskop dengan perendaman 
terlebih dahulu agar lebih jelas. 

Ekstraksi DNA Bakteri
Ekstraksi DNA mengikuti protokol 

ekstraksi ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep 
Kit. Untuk konsentrasi dan pemurnian gDNA, 
absorbansi spektrofotometri pada A260/A280 
nm diamati menggunakan spektrofotometer 
Nanodrop™ 1000 dan fluorometer Qubit 
pada A230/A260 nm.

Amplifikasi Gen 16s rRNA
Metode PCR yang digunakan adalah 

gen 16S rRNA sebagai target menggunakan 
primer 16S rRNA spesifik, yaitu primer 27F 
dan 1492R untuk mengidentifikasi bakteri 
yang belum diketahui sebagaimana dijelaskan. 
Amplifikasi PCR dilakukan dengan tahap pre-
denaturasi pada suhu 94°C selama 2 menit, 
denaturasi pada suhu 94°C selama 40 detik, 
annealing pada suhu 55°C selama 40 detik, 
dan ekstensi pada suhu 72°C selama 1 
menit. Tahap ekstensi terakhir dilakukan 
pada suhu 72°C selama 5 menit dengan total 30 
siklus. Hasil amplifikasi kemudian dibandingkan 
dengan kontrol negatif. Produk PCR dianalisis 
menggunakan gel agarosa 1% yang ditambahkan 
dengan Gelred. Sebanyak 4 μl produk PCR 
dimasukkan ke dalam sumur gel. Elektroforesis 
dilakukan selama 40 menit dengan tegangan 
100 volt. Observasi migrasi DNA dilakukan dengan 
menggunakan lampu UV transilluminator. 

Analisis Sekuens DNA
Urutan yang diperoleh dianalisis 

dengan urutan nukleotida yang selaras 
dengan urutan yang diduga ada di Genbank 
menggunakan program MEGA 6.0, kemudian 
kesamaan urutan area yang ditunjukkan dianalisis 
kembali menggunakan Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST) untuk mengetahui 

persentase kesamaan basa pasangan dengan 
referensi isolat yang ditemukan di Genbank.

Persiapan Larutan Logam
Larutan logam berat Pb, Zn, dan Cd 

dibuat dalam bentuk larutan stok pekat. 
Masing-masing larutan stok dibuat dengan 
melarutkan PbCl2, ZnCl₂ dan CdCl₂ 
dalam akuades hingga diperoleh konsentrasi 
1.000 ppm. Seluruh larutan stok logam 
disterilkan menggunakan filtrasi membran 
0,22 µm.

Larutan kerja logam Pb, Zn, dan Cd 
dengan konsentrasi 10, 15, 20, dan 25 ppm 
dibuat dari larutan stok pekat menggunakan 
rumus pengenceran (M₁V₁ = M₂V₂) 
dan digunakan pada tahap skrining serta uji 
reduksi logam berat.

Skrining Bakteri Resisten Logam Berat
Skrining bakteri resisten logam berat 

dilakukan menggunakan metode streak plate 
pada media NA yang diperkaya logam Pb, Zn, 
dan Cd dengan konsentrasi 10, 15, 20, dan 25 
ppm. Isolat bakteri digoreskan pada permukaan 
media dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 
24 jam. Isolat yang mampu tumbuh pada media 
yang mengandung logam berat dibandingkan 
dengan media kontrol negatif dinyatakan 
sebagai isolat resisten.

Isolat yang tumbuh kemudian 
diinokulasikan ke dalam media cair Nutrient 
Broth (NB) yang mengandung logam berat 
sesuai perlakuan dan diinkubasi selama 24 
jam. Pertumbuhan bakteri diukur berdasarkan 
nilai Optical Density (OD) pada panjang gelombang 
600 nm menggunakan spektrofotometer. Semakin 
tinggi nilai OD yang terukur pada berbagai 
konsentrasi, semakin tinggi pula kepadatan 
bakteri, yang menunjukkan jumlah bakteri yang 
semakin banyak serta kemampuan bakteri 
untuk bertahan pada konsentrasi logam berat 
tertentu. Setelah itu, setiap isolat pada setiap 
perlakuan kembali diukur nilai OD pada 
panjang gelombang 600 nm untuk mengetahui 
tingkat kepadatan bakteri. Setelah ditentukan 
isolat yang tahan hidup terhadap logam berat 
berdasarkan tingkat kepadatannya, kemudian 
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dilanjutkan ke tahap uji penurunan kadar 
masing-masing logam berat.

Analisis Reduksi Logam Berat 
Isolat yang telah dipilih dan tahan 

terhadap logam berat kemudian diuji lebih 
lanjut untuk analisis logam berat, agar dapat 
melihat kemampuannya dalam mereduksi 
logam berat menggunakan alat AAS (Atomic 
Absorption Spectrophotometer). Konsentrasi 25 
ppm dipilih sebagai konsentrasi larutan kerja 
untuk tahap uji reduksi.

Uji reduksi logam berat dilakukan 
terhadap dua isolat terpilih yang menunjukkan 
kemampuan pertumbuhan terbaik pada 
tahap skrining. Pengujian dilakukan dalam 
media cair Nutrient Broth (NB) dengan 
komposisi 100 mL NB, 10 mL suspensi 
bakteri, dan 40 mL larutan logam Pb, Zn, 
atau Cd dengan konsentrasi stok 25 ppm, 
sehingga volume total uji menjadi 150 mL.

Seluruh perlakuan diinkubasi 
menggunakan inkubator shaker pada suhu 
37°C dengan kecepatan 120 rpm selama 24 jam. 
Setelah itu, sampel di-centrifugasi dengan 
kecepatan 10. 000 rpm selama 5 menit untuk 
mendapatkan cairan supernatant.

Analisis kadar logam berat Pb, Zn, 
dan Cd dilakukan menggunakan Atomic Absorption 
Spectrophotometry (AAS) oleh laboratorium 
Chem-Mix Pratama, Yogyakarta. Preparasi sampel 
dan pengukuran dilakukan sesuai prosedur 
operasional standar laboratorium yang mengacu 
pada metode baku analisis logam berat. Penurunan 
konsentrasi logam berat dihitung menggunakan 
rumus sebagai berikut:

Keterangan:
= konsentrasi awal logam (ppm)
= konsentrasi akhir logam (ppm)

HASIL  DAN  PEMBAHASAN

Isolasi Bakteri Asal Limbah Batubara
Tahap awal isolasi dilakukan dengan 

mengencerkan sampel limbah batubara 
dalam akuades steril secara bertingkat mulai 

dari pengenceran 10-1 sampai dengan 10-6. 
Pengenceran 10-3-10-6 selanjutnya ditanam 
pada media Nutrient Agar dan inkubasi 
pada suhu 37 °C selama 24 jam, selanjutnya 
diamati koloni bakteri yang tumbuh pada 
media tersebut.

Identifikasi Morfologi
Hasil isolasi sampel bakteri, limbah 

batubara, dengan inkubasi selama 24 jam 
menunjukkan adanya koloni bakteri yang 
tumbuh pada media NA. Hasil pengamatan: 
koloni bakteri meliputi warna, bentuk, tepi, 
dan elevasi koloni. Ditemukan 10 koloni 
bakteri yang berbeda dengan morfologi 
yang khas, seperti terlihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pengamatan Morfologi Isolat 
Limbah Batubara

Isolat Karakteristik Morfologi Gram
IF1 Putih susu, cembung, 

bergelombang, tidak teratur, 
dan kering

Positif

IF2 Merah, cembung, 
bergelombang, tidak teratur, 
dan kering

Positif 

IF3 Coklat muda, cembung, 
bergelombang, tidak 
beraturan, dan kering

Positif

IF4 Kuning jingga, cembung, 
bergelombang, melingkar, 
dan lembab

Positif

IF5 kuning, berbentuk payung, 
bergelombang, tidak teratur, 
dan kering

Positif

IF6 kuning, cembung, 
bergelombang, tidak teratur, 
dan lembab

Positif

IF7 Putih, kuning, tepi menonjol, 
bergelombang, tidak 
beraturan, dan kering

Positif

IF8 Putih, kuning, tepi menonjol, 
bergelombang, tidak 
beraturan, dan kering

Positif

IF9 kuning, datar, utuh, 
melingkar, dan halus

Positif

IF10 Coklat tua, cembung, 
bergelombang, tidak 
beraturan, dan kering

Positif

Identifikasi morfologi isolat yang 
diperoleh berwarna putih, kuning, berbentuk 
cembung, bergelombang, dan gram positif. 
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Perbedaan gram tersebut bergantung pada 
warna yang dapat dipertahankan oleh bakteri. 
Komposisi kimia dinding sel bakteri gram 
positif terdiri dari peptidoglikan dan non-
peptidoglikan, sedangkan komposisi kimia 
dinding sel bakteri gram negatif lebih kompleks, 
dimana terdapat membran pelindung luar berupa 
peptidoglikan (Rohde, 2019). Bentuk dari 
setiap isolat basil berbeda-beda dari bakteri 
yang ada diantaranya, monobasilus, diplobasilus, 
dan streptobasil.

Menurut Fajriani et al., (2018), bakteri 
gram positif  bersifat toleran terhadap toksisitas 
logam berat serta mampu membuang logam 
berat dari lingkungan dengan kemampuan 
menyerap logam berat. Bakteri gram positif, 
berbentuk batang, aerob dan aerob fakultatif, 
dan umumnya terdapat di dalam tanah 
(Hardiansyah et al., 2020). Berdasarkan hasil 
pengamatan, bakteri hasil isolasi mikroskopis 
yang diperoleh umumnya berbentuk basil 
dan gram positif sesuai dengan pengamatan 
di bawah mikroskop dengan perbesaran 
1000x.

Skrining Bakteri yang Tahan terhadap 
Logam Berat

Hasil pengamatan skrining bakteri 
yang tahan terhadap logam dan logam berat 
dapat dilihat pada Gambar 1. 

 
(a) (b)

Gambar 1. Hasil pengamatan skrining 
bakteri yang resisten terhadap 
logam pada konsentrasi 25 ppm 
(a=isolat IF6), (b=isolat IF9)

Berdasarkan Gambar 1 terlihat bahwa 
bakteri yang tumbuh resisten terhadap logam 
berat sampai dengan konsentrasi tertinggi 
yaitu 25 ppm masih tumbuh isolat yaitu IF6 
dan IF9. Beberapa bakteri menunjukkan 

resistensi terhadap logam berat di lingkungan, 
air, tanah, atau limbah industri. Resistensi 
berkaitan dengan gen pada kromosom, plasmid, 
atau transposon yang mengatur mekanisme 
tersebut. Gen tersebut meliputi, gen operon 
untuk resistensi terhadap Hg, cadA-operon 
untuk Cd, cop-operon untuk Cu, dan 
transpor aktif yang melibatkan ATP untuk 
Pb (Yusuf Fardami et al., 2023).

Pengukuran optical density (OD) 
dilakukan untuk membantu menemukan 
isolat terbaik. Berdasarkan pengukuran 
berulang menunjukkan bahwa dua isolat 
memiliki nilai OD tertinggi. Isolat IF6 dan 
IF9 memiliki nilai OD yang lebih tinggi 
daripada yang lain. Nilai OD yang lebih 
tinggi disebabkan oleh seberapa banyak 
bakteri tumbuh. Bakteri tumbuh lebih 
banyak ketika lingkungannya baik, terdapat 
cukup makanan, dan mereka tumbuh dengan 
cepat. Rahadi et al (2019), menyatakan bahwa 
hasil OD menunjukkan seberapa padat 
bakteri tersebut, artinya isolat dengan nilai 
OD yang lebih tinggi cenderung lebih tahan 
dan mampu menangani logam.

Reduksi Logam Berat
Uji reduksi logam berat dilakukan 

terhadap dua isolat terpilih yang menunjukkan 
kemampuan pertumbuhan terbaik pada tahap 
skrining. Hitung jumlah reduksi bakteri 
menjadi berat menggunakan spektrofotometer 
serapan atom (SSA). Perlakuan disentrifugasi 
menggunakan sentrifus berpendingin. Hasilnya 
akan berupa media cair yang mengandung 
logam berat setelah proses inkubasi, dan 
pada bagian dasar tabung terdapat endapan 
dari bakteri. Hanya isolat terpilih yang 
kemudian diuji penyerapan dayanya pada 
tingkat atom. Penurunan kadar logam berat 
dapat dilihat pada Tabel 2.

IF6 IF9
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Tabel 2. Pengukuran spektrofotometer uji 
penurunan kadar logam berat

Isola
t

Jenis 
Loga

m 
Berat

Konsentra
si Awal 
(ppm)

Konsentra
si Akhir 
(ppm)

Total 
Reduk

si 
(ppm)

Penuruna
n Logam 

(%)

Zn 25,00 8,5164 16,483
6 65,93

IF6 Pb 25,00 2,4836 22,516
4 90,00

Cd 25,00 7,3411 17,658
9 70,62

Zn 25,00 7,1113 17,888
7 71,55

IF9 Pb 25,00 1,6769 23,323
1 93,29

Cd 25,00 4,7949 20,205
1 80,82

Hasil penelitian menunjukkan kemampuan 
isolat terhadap logam berat, isolat IF6 menunjukkan 
menunjukkan kemampuan reduksi tertinggi 
terhadap logam Pb dengan persentase penurunan 
sebesar 90,00%, diikuti oleh Cd (70,62%) dan 
Zn (65,93%). Isolat IF6 efisien dalam menurunkan 
logam Pb hal tersebut mengindikasikan bahwa 
IF6 memiliki afinitas yang lebih tinggi 
terhadap Pb, yang kemungkinan berkaitan 
dengan karakteristik dinding sel bakteri 
gram positif dari kelompok Actinobacteria 
yang kaya akan gugus bermuatan negatif, 
seperti gugus karboksil dan fosfat pada 
lapisan peptidoglikan dan asam teikoat. 
Gugus-gugus tersebut diketahui berperan 
penting dalam proses pengikatan ion logam 
berat, terutama Pb²⁺(Abidin et al., 2019).

Sementara itu pada IF9, kemampuan 
ditunjukkan untuk Pb (93,29%) dan Cd 
(80,82%). Hasil ini menunjukkan bahwa IF9 
memiliki kapasitas toleransi dan interaksi logam 
yang lebih luas dibandingkan IF6, meskipun 
efisiensi tertinggi tetap terlihat pada logam 
Pb. Menurut Rahadi et al., (2019), mekanisme 
reduksi logam berat sangat dipengaruhi oleh 
mikroorganisme yang merupakan bagian 
penting dari proses pertukaran ion. Mekanisme 
ini dapat dibagi di atas tiga cara, yaitu 
berdasarkan metabolisme, sel dibagi atas proses 
yang berhubungan dengan metabolisme dan 

proses yang tidak berhubungan dengan 
metabolisme sel, sedangkan berdasarkan letaknya, 
logam berat dapat dibagi atas; akumulasi 
ekstraseluler (presipitasi), akumulasi intraseluler, 
dan penyerapan logam oleh permukaan sel. 
Selama proses metabolisme, logam berat 
terakumulasi di dalam membran sel (ekstraseluler) 
dan di dalam sitoplasma (intraseluler). Selama 
proses bioremediasi, enzim yang dihasilkan 
oleh mikroorganisme mengubah struktur 
polutan beracun menjadi kompleks tidak 
beracun, sehingga menjadi metabolit yang 
tidak berbahaya (Pande et al., 2022).

Perbedaan tingkat efisiensi reduksi 
antar logam pada kedua isolat mengindikasikan 
bahwa meskipun Zn, Pb, dan Cd sama-sama 
dapat diturunkan, mekanisme interaksi dan 
tingkat afinitas bakteri terhadap masing-
masing logam tidak sama. Zn sebagai unsur 
esensial bagi metabolisme sel cenderung 
diatur secara ketat oleh sistem homeostasis 
bakteri, sehingga meskipun terjadi penurunan 
konsentrasi, efisiensinya relatif lebih rendah 
dibandingkan Pb. Sebaliknya, Pb dan Cd 
yang bersifat non-esensial dan toksik lebih 
cenderung diikat atau dikeluarkan melalui 
mekanisme toleransi logam(Chandrangsu et 
al., 2019). Hal ini sejalan dengan laporan 
Ducret et al., (2023) bahwa Zn adalah logam 
esensial yang diatur ketat melalui sistem 
homeostasis bakteri, yang mengatur import 
dan eksport logam untuk mempertahankan 
konsentrasi internal yang optimal bagi 
fungsi seluler. Pengaturan ini berbeda dengan 
logam non-esensial seperti Pb dan Cd, yang 
lebih cenderung memicu mekanisme resignasi 
seperti ekspor dan detoxifikasi untuk mengatasi 
toksisitas. 

Tingkat penurunan logam yang 
tinggi pada kedua isolat, mengindikasikan 
adanya bakteri indigenous (lokal) pada limbah 
batubara. Kemampuan reduksi logam berat yang 
ditunjukkan oleh kedua isolat ini diduga berkaitan 
dengan asal lingkungan isolasi yang terpapar 
limbah batu bara, yang berpotensi menyeleksi 
mikroorganisme dengan sistem pertahanan dan 
adaptasi terhadap tekanan logam berat. Bakteri 
gram positif dari lingkungan tersebut umumnya 
memiliki struktur dinding sel yang tebal dan 
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sistem toleransi logam yang mendukung 
kelangsungan hidup pada kondisi tercemar 
(Firincă et al., 2024). Selain data penurunan 
logam, data karakteristik mikroskopik juga 
bisa digunakan sebagai parameter untuk 
mengetahui genus bakteri. 

Identifikasi Molekuler
Identifikasi secara molekuler mengisolasi 

IF6 dan IF9 sebagai logam berat yang 
berpotensi mereduksi dilakukan dengan teknik 
PCR (Polymerase Chain Reaction). Tahap 
pengujian molekuler diawali dengan melakukan 
isolasi DNA bakteri menggunakan 
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit. Hasil 
isolasi DNA diuji secara kuantitatif dan kualitatif 
untuk mengetahui tingkat kemurniannya.

Amplifikasi DNA dilakukan pada 
daerah gen RNA 16S. Visualisasi hasil, 
elektroforesis dilakukan menggunakan dokumentasi 
gel seperti pada Gambar 2.

Gambar 2. Visualisasi DNA dengan 
elektroforesis pada gel agarose 1%

Hasil amplifikasi gen 16S rRNA 
menunjukkan bahwa isolat IF6 dan IF9 
menghasilkan fragmen DNA dengan panjang 
sekitar 1.500 bp. Panjang tersebut sesuai 
dengan karakteristik gen 16S rRNA bakteri 
yang umumnya sekitar 1500 bp dan terdiri 
atas wilayah konservatif serta hipervariabel 
(V1–V9) yang banyak dimanfaatkan untuk 
identifikasi dan analisis filogenetik bakteri 
(Jeong et al., 2022).

Sekuensing tahap produk PCR dilakukan 
untuk isolat IF6 dan IF9 yang diketahui urutan 
basa nukleotidanya. Hasil analisis sekuensing 

DNA isolat IF6 dan IF9 menggunakan BLAST 
diperoleh hasil bahwa isolat IF6 ini memiliki 
homologi atau tingkat kemiripan sebesar 
99% dengan spesies Kocuria flava strain 
HO-9041, yaitu memiliki skor maksimum 
2483, skor total 2449, query cover 100%, 
dan e-value 0,00. Sedangkan IF9 memiliki 
homologi atau tingkat kemiripan sebesar 
99% dengan spesies Fictibacillus nanhaiensis 
strain FJAT-46876, yaitu memiliki skor maksimum 
2584, skor total 2584, query cover 100%, dan e-
value 0,00.

Pohon filogenetik dibuat untuk mengetahui 
hubungan kekerabatan antara isolat IF6 dan 
IF9 dengan tingkat kesamaan spesies yang 
diduga berdasarkan urutan basa nukleotida. 
Filogenetik membandingkan gen-gen yang 
setara yang berasal dari sejumlah spesies 
untuk merekonstruksi pohon (silsilah) 
spesies tersebut dan mengetahui siapa yang 
berkerabat dengan yang lain. Tujuan filogeni 
adalah merekonstruksi sejarah kehidupan dan 
menjelaskan adanya keanekaragaman makhluk 
hidup. Pohon filogenetik IF6 dan IF9 dapat 
dilihat pada Gambar 3.

(a)

(b)
Gambar 3. Pohon Filogenetik IF6 (a) dan IF9      

(b) berdasarkan perbandingan urutan 
16S rRNA
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Hasil dari pohon filogenetik yang 
dibuat berdasarkan perbandingan urutan gen 
16S rRNA, menunjukkan bahwa isolat IF6 
memiliki tipe yang dekat dengan spesies 
Kocuria flava, dan IF9 memiliki tipe yang 
dekat dengan spesies Fictibacillus nanhaiensis. 
K. flava merupakan salah satu aktinomisetes 
yang pertama kali dideskripsikan oleh (G. Zhou 
et al., 2008) sebagai sel berwarna kuning, 
aerobik, tidak bergerak, dan berbentuk kokoid. 
Sel ini dapat ditemukan di berbagai lingkungan, 
seperti udara, tanah, tanaman, akar, sedimen 
laut, spons, dan alga (Deutsch et al., 2023). 

K. flava dikenal karena kemampuannya 
yang serbaguna, menunjukkan aktivitas katalitik 
metanol, toleransi termal, aktivitas antifouling, 
toleransi kromat, induksi pertumbuhan tanaman, 
dan banyak lagi (Najjar et al., 2021). Penelitian 
yang sama terhadap penemuan K. Flava 
dilakukan oleh (M. Zhou et al., 2016) di 
Xinjiang di Tiongkok, bahwa K. flava dapat 
hidup dalam kondisi yang ekstrim: seperti 
ketersediaan air yang rendah, nutrisi yang 
buruk, radiasi matahari yang ekstrem, osilasi 
suhu yang besar, salinitas yang tinggi, dan kadar 
logam berat yang tinggi. Selain itu, strain tersebut 
menunjukkan kemampuan menghilangkan logam 
berat seperti ion Cu2+, Ni2+, Zn2+, dan Co2+. 

F. nanhaienses memiliki penting dalam 
sintesis enzim pendegradasi selulosa dan 
fenilalanina dehidrogenase, yang sebagian besar 
diisolasi dari lingkungan sedimen (Li et al., 
2024). Genus Fictibacillus adalah bakteri 
gram positif, motil, berbentuk batang, pembentuk 
endospora (Chen et al., 2020). Penelitian (Li et 
al., 2024) berhasil mengisolasi F. nanhaienses 
dari ladang minyak Daqing di Tiongkok. 
Penelitian tersebut mengungkap F. nanhaienses 
memiliki kemapuan sebagai biosurfaktan. 

Isolat IF6 yang berasal dari genus 
Kocuria (Actinobacteria) memiliki struktur 
dinding sel yang tebal dan kaya peptidoglikan, 
sehingga diduga lebih efektif dalam berinteraksi 
dan menurunkan konsentrasi Pb dibandingkan 
logam lainnya. Temuan ini sejalan dengan laporan 
sebelumnya yang menyebutkan bahwa genus 
Kocuria memiliki toleransi dan kemampuan 
interaksi yang baik terhadap logam Pb 
(Hansda et al., 2017).

Genus Fictibacillus diketahui mampu 
beradaptasi pada lingkungan ekstrem melalui 
mekanisme toleransi logam, seperti pengikatan 
ion logam pada dinding sel dan regulasi ion 
logam di dalam sel (Hansda et al., 2017). 
Rendahnya penurunan Zn pada kedua isolat 
diduga berkaitan dengan peran Zn sebagai 
unsur esensial yang diatur secara ketat oleh 
sel bakteri (Sullivan et al., 2024), sehingga 
interaksi atau penurunan Zn menjadi lebih 
terbatas pada konsentrasi yang diuji.

Kemampuan kedua isolat ini juga 
dapat dikaitkan dengan asal lingkungan isolasi 
yang terpapar limbah batu bara, yang berpotensi 
menyeleksi mikroorganisme dengan sistem 
pertahanan terhadap tekanan logam berat 
(Firincă et al., 2024). Bakteri gram positif 
dari lingkungan tersebut cenderung memiliki 
struktur dinding sel dan mekanisme adaptasi 
yang mendukung toleransi terhadap logam 
berat tertentu(Asbchin et al., 2024).

Meskipun demikian, penelitian ini 
masih memiliki keterbatasan yaitu uji reduksi 
logam yang dilakukan dalam media cair Nutrient 
Broth sehingga belum merepresentasikan kondisi 
lingkungan sebenarnya seperti tanah atau limbah 
batu bara secara langsung. Selain itu, pengujian 
reduksi logam hanya dilakukan pada satu 
tingkat konsentrasi (25 ppm), sehingga belum 
menggambarkan respons isolat terhadap variasi 
konsentrasi yang lebih luas.  Mekanisme penurunan 
logam berat oleh isolat bakteri juga belum dikaji 
secara spesifik, apakah berlangsung melalui 
proses biosorpsi pada permukaan sel, bioakumulasi 
intraseluler, atau mekanisme biokimia lainnya. 
Oleh karena itu, diperlukan penelitian lanjutan 
untuk mengungkap mekanisme reduksi logam 
secara lebih mendalam serta mengevaluasi 
potensi aplikasinya pada skala lingkungan 
nyata. 

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Hasil penelitian diperoleh dua isolat 

bakteri hasil skrinning resisten logam berat 
pada konstentrasi 25 ppm yaitu isolat IF6 
dan IF9. IF6 yang efektif mereduksi logam 
Pb (90,00%), dan IF9 yang efektif mereduksi 
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logam Pb (93,29%) dan Cd (80,82%). Analisis 
sekuens 16S rRNA menunjukkan bahwa 
isolat IF6 memiliki indeks kesamaan sebesar 
100% dengan Kocuria flava, dan IF9 memiliki 
kesamaan dengan spesies Fictibacillus nanhaiensis.

Saran
Penelitian mendatang dapat difokuskan 

pada karakterisasi mekanisme bioremediasi oleh 
Kocuria flava dan Fictibacillus nanhaiensis, 
seperti bioakumulasi, biosorpsi, atau enzim-
enzim tertentu yang terlibat dalam reduksi 
logam.
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