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ABSTRACT 

Pyrene is a high molecular weight chemical compound belongs to polycyclic aromatic hydrocarbon (PAHs) 
group that are difficult to degrade by environment. Biodegradation techniques using indigenous marine bacteria 
are used to be as an effort to reduce pollutants that are carsinogenic. The objectives of this research are to 
screen of 18 marine bacteria isolates qualitatively by sublimation method  and quantitatively by growth test and 
to optimize  degradation activity of marine bacteria isolates by pyrene concentration and cell concentration. 
Identification by 16S rDNA and phylogenetic tree analysis were conducted to determine the molecular basis of 
bacterial identity. The result of sublimation showed that 15 isolates were positive result for pyrene degradation 
and classified to 3 groups. The first group consisted of 5 isolates that  can produce clear zone, while the second 
group are 5 isolates with isolate color changes. The third group have   both of activities. Growth test showed 
that isolate LBF-1-0132 has high potency to degrade pyrene compound. Isolate LBF-1-0132 is capable of 
degrading pyrene compounds optimally at concentration of 600 ppm and optimum cell concentration of 20. 
Based on 16S rDNA gene analysis, isolate LBF-1-0132 is Pseudomonas aeruginosa with 98% identity. 
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ABSTRAK 
Piren merupakan salah satu jenis kelompok senyawa PAH yang memiliki bobot molekul tinggi sehingga sulit 
didegradasi di lingkungan. Teknik biodegradasi dengan menggunakan bakteri laut indigenous digunakan 
sebagai upaya mengurangi polutan piren yang bersifat karsinogenik. Tujuan penelitian ini adalah melakukan 
seleksi 18 isolat bakteri laut dengan sublimasi dan uji pertumbuhan, melakukan optimasi pertumbuhan bakteri 
laut yang memiliki potensi dalam mendegradasi senyawa piren melalui parameter optimasi konsentrasi piren 
dan optimasi konsentrasi sel. Identifikasi dengan 16S rDNA dan analisis pohon filogenetik dilakukan untuk 
mengetahui identitas bakteri secara molekuler. Sebanyak 15 isolat bakteri laut positif dapat mendegradasi piren 
melalui sublimasi yang terbagi menjadi tiga kelompok berdasarkan hasil sublimasi yaitu menghasilkan zona 
bening (5 isolat), mengalami perubahan warna (5 isolat), dan keduanya (5 isolat). Seleksi dengan uji 
pertumbuhan menyatakan bahwa isolat LBF-1-0132 memiliki potensi tinggi dalam mendegradasi senyawa 
piren.  Isolat LBF-1-0132 mampu mendegradasi senyawa piren secara optimum pada konsentrasi piren 650 
ppm dan konsentrasi sel optimum 20. Hasil identifikasi 16S rDNA bakteri laut menyatakan LBF-1-0132 
merupakan Pseudomonas aeruginosa dengan tingkat kemiripan sebesar 98%. 
 
Kata Kunci : piren, bakteri laut, optimasi, identifikasi 16S rDNA 
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PENDAHULUAN 

 

Minyak yang digunakan sebagai sumber 
energi utama bagi kehidupan sering mengalami 
eksploitasi secara berlebihan. Pengeboran 
minyak lepas pantai yang dilakukan oleh 
industri sering mengalami kebocoran dan 
mengakibatkan pencemaran di wilayah laut 
Indonesia. Salah satu zat polutan yang terdapat 

di dalam minyak bumi mentah adalah Polisiklik 
Aromatik Hidrokarbon (PAH). Menurut Febria 
(2012), senyawa PAH merupakan senyawa yang 
berbahaya bagi lingkungan karena bersifat 
toksik, karsinogenik, dan mutagenik.  Piren 
merupakan salah satu kelompok PAH berbobot 
molekul tinggi yang memiliki struktur dengan 
empat cincin aromatik, lebih sulit didegradasi, 
persisten di lingkungan, hidrofobik, berasosiasi 
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dengan tanah dan membahayakan lingkungan 
dan komponen biotik (Krivobrook et al. 2003). 
Piren bersifat karsinogenik dan berbahaya bagi 
kesehatan. Menurut Lukitaningsih et al. (2004), PAH 
memberikan efek dengan membentuk ikatan kovalen 
dengan basa dari DNA sehingga menimbulkan 
kerusakan pada DNA yang berdampak kanker. 

Bakteri laut telah banyak digunakan sebagai 
sarana dalam mendegradasi senyawa hidrokarbon 
(Murniasih et al. 2009, Sulistinah & Rini 2011, 
Ahmad 2012, Ismail et al. 2015). Bakteri indigenous 
ini mampu memanfaatkan senyawa polutan sebagai 
sumber nutrien untuk pertumbuhan sel. Karakter piren 
yang memiliki empat cincin benzena membuat piren 
sulit didegradasi di lingkungan sehingga dibutuhkan 
bakteri indigenous untuk mendegradasi senyawa 
tersebut. Masing-masing tahapan dalam proses 
degradasi dikatalisis oleh enzim spesifik yang 
disintesis oleh sel (Meier et al. 2000). Kim et al. 
(2007) melalui penelitian jalur metabolisme 
Mycobacterium vanbalenii PYR-1 menunjukkan 
peran enzim piren dioksigenase dalam memecah 
struktur piren menjadi lebih sederhana dan dijadikan 
sebagai sumber karbon untuk pertumbuhan melalui 
jalur siklus asam sitrat (TCA).  

Sudah banyak penelitian yang dilakukan untuk 
mengetahui kemampuan bakteri dalam mendegradasi 
senyawa piren (Kim et al. 2007, Walter et al. 1991, 
Rehmann et al. 1998, Klankeo et al. 2009). Penelitian 
Walter et al. (1991) menunjukkan adanya korelasi 
antara kenaikan nilai pertumbuhan OD sel dengan 
penurunan jumlah piren selama masa inkubasi 12 hari. 
Isolat bakteri laut indigenous yang digunakan dalam 
penelitian ini belum dioptimasi aktivitasnya terkait 
biodegradasi senyawa piren sebagai kelompok PAH 
berbobot molekul tinggi. Identifikasi molekuler 
melalui analisis 16S rDNA juga dilakukan untuk 
memperkaya biodiversitas bakteri yang memiliki 
kemampuan untuk mendegradasi senyawa piren 
sebagai senyawa polutan berbobot molekul tinggi. 

Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan 
seleksi isolat bakteri laut yang memiliki kemampuan 
dalam mendegradasi senyawa piren dan mengoptimasi 
pertumbuhan isolat bakteri laut yang unggul dalam 
mendegradasi senyawa piren dengan parameter 
konsentrasi piren dan konsentrasi sel. Identifikasi 
melalui 16S rDNA dilakukan untuk mengetahui jenis 
bakteri dalam rangka meningkatkan biodi-versitas 
bakteri laut yang unggul dalam mendegradasi senyawa 
piren. Kondisi optimum yang diperoleh diharapkan 

dapat meningkatkan nilai efektivitas biodegradasi 
senyawa piren oleh bakteri laut sebagai salah satu 
agen bioremediasi untuk penyelamatan lingkungan 
biota laut. 

 

BAHAN DAN CARA KERJA 

 

Sebanyak 18 isolat bakteri laut yang digunakan 
dalam penelitian ini berasal dari koleksi Laboratorium 
Biokatalis dan Fermentasi, Pusat Penelitian Biotek-

nologi LIPI. Isolat bakteri laut diremajakan dalam 
media marine agar dan diinkubasi selama 48 
jam pada suhu 30 ºC. Kultivasi dilakukan dengan 
menginokulasikan isolat bakteri laut pada media 
marine broth dan diinkubasi pada inkubator 
pengaduk pada kecepatan 200 rpm, 30 ºC selama 24 
jam. Artificial Sea Water (ASW) cair merupakan 
media minimum pada pengujian uji pertumbuhan 
dan optimasi. 

Uji biodegradasi senyawa piren secara 
kualitatif dilakukan dengan metode sublimasi 
dengan media agar ASW (Alley dan Brown 2000). 
Sublimasi dilakukan kepada 18 isolat bakteri 
laut pada suhu 137 ºC selama 7 menit. Kontrol 
sublimasi adalah isolat bakteri laut pada media 
agar ASW tanpa perlakuan sublimasi dan media 
agar ASW yang disublimasi dengan piren tanpa 
adanya isolat bakteri laut. Media agar ASW 
memiliki komposisi natrium klorida (NaCl), 
natrium sulfat (Na2SO4), kalium klorida (KCl), 
natrium bikarbonat (NaHCO3), kalium bromida 
(KBr), natrium florida (NaF), dan agar 1%. 
Inkubasi dilakukan pada suhu 30ºC selama 7 
hari. Hasil positif ditunjukkan dengan pembentukan 
zona bening atau perubahan warna pada isolat 
setelah perlakuan. 

Uji pertumbuhan bertujuan untuk mengetahui 
kemampuan bakteri dalam mendegradasi senyawa 
piren secara kuantitatif. Uji pertumbuhan dilakukan 
dalam media ASW cair yang berisi larutan piren 
50 ppm dan sel isolat bakteri laut OD600nm sel 1. 
Inkubasi dilakukan pada inkubator pengaduk 
pada kecepatan 200 rpm, 30 ºC selama 7 hari. 
Kontrol uji pertumbuhan dilakukan dengan dua 
cara yaitu kontrol piren dengan campuran piren 
dan media ASW cair tanpa isolat dan kontrol 
isolat dengan campuran isolat bakteri laut dan 
media ASW cair tanpa penambahan piren. 
Pengukuran OD sel dilakukan secara spektrofotometri 
pada panjang gelombang 600 nm dan dilakukan 
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pengukuran pertumbuhan bakteri pada hari H0 
dan H7. Pengujian ini dilakukan sebanyak 3 kali 
ulangan. Hasil isolat bakteri laut dengan nilai 
OD600nm sel tertinggi digunakan untuk diidentifikasi 
secara molekuler dan dilakukan optimasi konsentrasi 
piren dan konsentrasi sel. 

Isolat bakteri laut unggul yang telah 
teridentifikasi selanjutnya dilakukan optimasi 
kemampuan degradasi piren dengan parameter 
konsentrasi piren dan konsentrasi sel. Optimasi 
konsentrasi senyawa piren dilakukan pada variasi 
konsentrasi 0 ppm, 50 ppm, 250 ppm, 450 ppm, 
500 ppm, 650 ppm dan 750 ppm. Konsentrasi 
sel pada rentang konsentrasi 0 ppm, 10 ppm, 20 
ppm, dan 30 ppm. Larutan stok piren dibuat 
dengan mencairkan bubuk piren dengan senyawa 
dimetil sulfoksida (DMSO) pada konsentrasi 3000 
ppm. Kontrol optimasi pertumbuhan dilakukan 
dengan dua cara yaitu kontrol piren dengan 
campuran piren dan media ASW cair tanpa 
isolat dan kontrol isolat dengan campuran isolat 
bakteri laut dan media ASW cair tanpa penambahan 
piren. Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali 
ulangan. Pengukuran OD sel dilakukan secara 
spektrofotometri pada panjang gelombang 600 
nm dan dilakukan pengukuran pertumbuhan 
bakteri pada hari H0, H3, dan H7. 

Isolat bakteri yang unggul dalam mendegradasi 
senyawa piren kemudian diidentifikasi berdasarkan 
analisis 16S rDNA. DNA genom dihasilkan dari 
ektraksi DNA dengan menggunakan DNA Extraction 
Kit PROMEGA. DNA genom digunakan sebagai 
DNA cetakan untuk proses amplifikasi gen 16S 
rDNA. Primer yang diguanakan dalam amplifikasi gen 
16S rDNA adalah primer 9F (5P-GAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG-3P) dan 1541(5PAAGGAGGTGAT 
CCAGCCGCA3P). Target gen 16S rDNA sekitar 
1500 pasang basa. 

Amplifikasi DNA dilakukan sebagai berikut, 
terjadi 10 siklus yang terdiri atas terdiri atas pemisahan 
utas DNA (denaturasi) pada suhu 95°C selama 
30 detik, penempelan primer pada DNA (annealing) 
pada suhu 55°C selama 1 menit dan sintesis 
DNA (elongation) pada suhu 72°C selama 2 menit. 
Kedua, proses 30 siklus kembali terjadi pada 
suhu dan waktu yang sama, yaitu atas pemisahan utas 
DNA (denaturasi) pada suhu 95°C selama 30 
detik, penempelan primer pada DNA (annealing) 
pada suhu 65°C selama 1 menit dan sintesis 
DNA (elongation) pada suhu 72°C selama 2 

menit. Selanjutnya, penyesuaian utas atas dan 
bawah (extension) pada suhu 72°C selama 2 
menit dengan satu siklus ulangan. Hasil amplifikasi 
kemudian divisualisasi dengan menggunakan 
elektroforesis agarosa 1% pada kondisi 35V 
selama 110 menit dan dilakukan dekolorisasi dengan 
menggunakan Sybergreen selama 20 menit. 
Hasil visualisasi dilihat dibawah UV-Transiluminator. 

Hasil amplifikasi positif terlihat pita gen 
16S rDNA kemudian dilakukan sekuensing 
untuk menerima data urutan nukleotida. Analisis 
urutan nukleotida dilakukan untuk mengetahui 
kekerabatan organisme terdekat melalui bank 
data metode BLAST. Pembentukan pohon 
filogenetik dilakukan dengan program MEGA6.0 
dengan Test Neighbor-joining tree dan diuji dengan 
Boostrap method pada ukuran 1000 nukleotida. 

 

HASIL 

 

Seleksi isolat bakteri laut dalam mendegradasi 
piren dengan sublimasi (kualitatif) 

Uji sublimasi dilakukan untuk mendapatkan 
informasi kemampuan isolat bakteri laut dalam 
mendegradasi senyawa piren secara kualitatif. 
Sebanyak 18 isolat bakteri laut didegradasi dengan 
cara memaparkan uap piren pada permukaan 
ASW agar yang diinokulasikan isolat bakteri 
laut. Kontrol sublimasi merupakan isolat bakteri 
laut yang diinokulasikan ke dalam media agar 
ASW tanpa perlakuan sublimasi dan media agar 
ASW tanpa isolat yang diberikan perlakuan 
sublimasi. Hasil menunjukkan bahwa terdapat 
15 bakteri laut yang dapat mendegradasi senyawa 
piren. Hasil positif pada uji sublimasi memperlihatkan 
bahwa terdapat 3 kelompok isolat yang menghasilkan 
perubahan yang berbeda setelah inkubasi 7 hari 
(Tabel 1). Perubahan tersebut meliputi kelompok 
isolat yang mengalami perubahan warna dan 
menghasilkan zona bening sebanyak 5 isolat, 
kelompok isolat yang hanya menghasilkan zona 
bening sebanyak 5 isolat, dan kelompok isolat 
yang hanya mengalami perubahan warna sebanyak 5 
isolat (Gambar 1). Uji sublimasi merupakan uji 
seleksi awal yang dilakukan untuk mengetahui 
kemampuan isolat bakteri laut dalam men-

degradasi senyawa piren. Uji pertumbuhan perlu 
dilakukan sebagai uji konfirmasi kemampuan 
bakteri dalam memanfaatkan piren sebagai 
sumber makanan dengan parameter nilai OD sel 
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pertumbuhan bakteri. Sebanyak 15 Isolat positif 
yang memiliki kemampuan dalam mendegradasi 
senyawa piren tersebut kemudian digunakan 
dalam pengujian seleksi isolat bakteri laut 
secara kuantitatif dengan uji pertumbuhan. 

 

Seleksi isolat bakteri laut dalam mendegradasi 
piren dengan uji pertumbuhan 

Uji pertumbuhan dilakukan untuk menyeleksi 
bakteri yang memiliki kemampuan dalam men-

degradasi senyawa piren dengan pengukuran OD sel. 
Uji pertumbuhan dilakukan sebagai uji konfirmasi 
kemampuan isolat bakteri dalam memanfaatkan 
piren sebagai sumber makanan. Gambar 2 merupakan 
pertumbuhan isolat bakteri laut pada masa inkubasi 
hari ke-7. Menurut Bintang (2010), besarnya 
konsentrasi suatu larutan akan sebanding dengan 
absorbansi yang terukur pada panjang gelombang 
tertentu. Hasil menunjukkan bahwa isolat LBF-

1-0132 memiliki nilai OD sel tertinggi pada 
panjang gelombang 600 nm sebesar 2.918 (OD600nm). 
Tingginya konsentrasi sampel menunjukkan 
bahwa isolat bakteri laut mampu tumbuh dalam 
media yang dicampur dengan piren. Isolat LBF-

1-0132 diduga memiliki potensi unggul dalam 
mendegradasi senyawa piren sebagai sumber 
karbon untuk pertumbuhan selnya.  

 

Optimasi Pertumbuhan Isolat LBF-1-0132 
dalam Variasi Konsentrasi Piren  

Optimasi konsentrasi piren bertujuan men-

dapatkan kondisi pertumbuhan optimum pada 
beberapa variasi konsentrasi piren. Gambar 3 
menunjukkan nilai pertumbuhan isolat LBF-1-

0132 sampai pada hari ke-3 yang telah dikurangi 
dengan nilai kontrol piren. Inkubasi hari ke-7 
menunjukkan penurunan nilai OD sel isolat 
bakteri laut. Hal ini menunjukkan bahwa isolat 
sudah tidak mampu mendegradasi piren dengan 
baik. Isolat LBF-1-0132 mampu tumbuh pada 
konsentrasi piren sebesar 50-650 ppm dan 
menurun pada konsentrasi 750 ppm. Isolat LBF-

1-0132 terus meningkat sampai konsentrasi 500 
ppm dan mengalami titik kritis atau optimum 

aPerubahan warna terjadi dari warna putih menjadi warna 
coklat setelah masa inkubasi 7 hari. Gambar 1 Hasil uji degradasi senyawa piren hari ke-7 oleh 

isolat bakteri laut dengan sublimasi. (a) Kelompok 
isolat pembentuk zona bening dan mengalami 
perubahan warna; (b) Kelompok isolat pembentuk 
zona bening; (c) Kelompok isolat mengalami 
perubahan warna. 

Kode Isolat Hasil Keterangan
a

LBF-1-0133 +
Zona bening, Perubahan 

warna coklat

LBF-1-0130 +
Zona bening, Perubahan 

warna coklat

LBF-1-0129 + Zona bening, Perubahan 

LBF-1-0127 +
Zona bening, Perubahan 

warna coklat

LBF-1-0140 +
Zona bening, Perubahan 

warna coklat

LBF-1-0111 + Zona bening

LBF-1-0134 + Zona bening

LBF-1-0132 + Zona bening

LBF-1-0143 + Zona bening

LBF-1-0139 + Zona bening

LBF-1-0128 + Perubahan warna coklat

LBF-1-0135 + Perubahan warna coklat

LBF-1-0136 + Perubahan warna coklat

LBF-1-0137 + Perubahan warna coklat

LBF-1-0141 + Perubahan warna coklat

LBF-1-0138 - Tidak terjadi perubahan

LBF-1-0131 - Tidak terjadi perubahan

LBF-1-0142 - Tidak terjadi perubahan

Tabel 1. Uji degradasi senyawa piren oleh 18 isolat 
bakteri laut dengan metode sublimasi. 
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pada konsentrasi 650 ppm dengan nilai OD600nm 
sel sebesar 1.4533 dan menurun pada konsentrasi 750 
ppm dengan nilai OD600nm sel sebesar 0.7733 
sampai pada hari ke-3. Hal ini menunjukkan 
bahwa isolat LBF-1-0132 memiliki kondisi 
optimum dalam mendegradasi senyawa piren 
sampai pada konsentrasi piren sebesar 650 ppm. 
Konsentrasi piren optimum yang telah ditemukan 
kemudian digunakan sebagai standar konsentrasi 
piren untuk pengujian optimasi konsentrasi sel 
isolat bakteri laut LBF-1-0132  

 

Optimasi Pertumbuhan Isolat LBF-1-0132 
dalam Variasi Konsentrasi Sel 

Optimasi konsentrasi sel isolat bakteri laut 
bertujuan mendapatkan kondisi optimum per-
tumbuhan bakteri pada beberapa variasi konsentrasi 
sel berdasarkan OD600nm sel bakteri. Optimasi 
konsentrasi sel isolat LBF-1-0132 dilakukan 
dengan melakukan uji pertumbuhan pada variasi 
konsentrasi sel dari 0-30 (OD600nm) pada media 
yang mengandung kondisi optimum dari konsentrasi 
piren sebesar 650 ppm selama masa inkubasi 7 
hari. Konsentrasi sel diukur mengacu kepada 

pengukuran OD600 nm yang dikonversikan sesuai 
dengan jumlah pengencerannya. Isolat LBF-1-0132 
terus meningkat sampai konsentrasi sel 10 
(OD600nm). Hasil pada Gambar 4 menunjukkan 
bahwa isolat LBF-1-0132 menghasilkan nilai 
OD sel tertinggi pada konsentrasi sel sebesar 20 
(OD600nm) dengan nilai pertumbuhan sebesar 
1.425 sampai pada masa inkubasi hari ke-3. 
Yang dimaksud dengan nilai pertumbuhan 
adalah selisih antara nilai OD sel pertumbuhan 
isolat bakteri laut pada hari ke-3 yang dikurangi 
dengan nilai OD sel pada hari ke-0. Terjadi 
penurunan nilai OD sel isolat bakteri laut pada 
hari ke-7. Hal inilah yang menjadi dasar 
pengambilan data pada hari ke-3 yang dikurangi 
dengan nilai nilai OD sel pada hari ke-0. 

 

Identifikasi molekuler bakteri unggul pendegradasi 
senyawa piren 

Identifikasi molekuler isolat bakteri laut 
dapat dilakukan dengan menggunakan analisis 
gen 16S rDNA. DNA genom diperlukan untuk 
melakukan amplifikasi gen 16S rDNA. Elektro-

foregram hasil isolasi DNA genom dapat dilihat 

Gambar 2 Pertumbuhan bakteri laut dalam mendegradasi senyawa piren setelah 7 hari inkubasi pada suhu 30 °C 
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Gambar 3. Kemampuan degradasi isolat bakteri laut dalam berbagai variasi konsentrasi senyawa piren. 
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pada Gambar 5. DNA genom isolat bakteri laut 
diekstraksi menggunakan kit WizardÒ Genomic 
DNA Purification. Hasil menunjukkan bahwa 
DNA genom isolat bakteri laut LBF-1-0132 
menghasilkan pita DNA genom dengan ukuran 
sekitar 21 kb. 

Identifikasi molekuler isolat LBF-1-0132 
dilakukan dengan menggunakan analisis gen 
16S rDNA. Gen 16S rDNA memiliki sifat yang 
stabil, konservatif dan tidak berubah selama 
evolusi sehingga sering digunakan dalam proses 
identifikasi bakteri. Amplifikasi gen 16S rDNA 
dilakukan dengan menggunakan teknik Polymerase 
Chain Reaction (PCR) dengan DNA genom sebagai 
DNA cetakan untuk melakukan amplifikasi. Hasil 
amplifikasi gen 16S rDNA memperlihatkan panjang 
pita DNA sekitar 1500 bp. Hasil elektroforegram gen 
16S rDNA dapat dilihat pada Gambar 6.  

Identifikasi isolat LBF-1-0132 dilakukan 
dengan melakukan analisis gen 16S rDNA sebagian. 
Hasil urutan basa nukleotida isolat LBF-1-0132 
dibandingkan dengan bank data melalui 
program BLAST untuk mendapatkan informasi 
kekerabatan terdekat dengan organisme lainnya. 
Isolat LBF-1-0132 memiliki kekerabatan terdekat 
dengan Pseudomonas aeruginosa HS9 (GU323371.1) 
dengan tingkat kemiripan sebesar 98% (Tabel 
2). Pembentukan pohon filogenetik berfungsi 
memperlihatkan kekerabatan antara isolat LBF- 
1-0132 dengan bakteri P. aeruginosa (Gambar 7).  

 

PEMBAHASAN 

 

Penapisan isolat bakteri laut dengan 
sublimasi dilakukan untuk melihat kemampuan 
biodegradasi senyawa piren oleh isolat bakteri 
laut. Sublimasi dilakukan sebagai salah satu 
langkah awal studi kemampuan isolat bakteri 
laut dalam mendegradasi senyawa yang sukar 

larut dalam air sebagai substrat bagi mikroorganisme 
(Alley dan Brown 2000). Sebanyak 15 isolat 
bakteri laut positif menghasilkan zona bening 
dan mengalami perubahan warna (Tabel 1, 
Gambar 1). Perbedaan perubahan yang terjadi 
setelah dilakukan sublimasi pada isolat bakteri 
laut karena adanya perbedaan kemampuan degradasi 
senyawa piren oleh bakteri laut. Perbedaan luas 
zona bening yang dihasilkan oleh isolat bakteri laut 

Gambar 4. Peningkatan kemampuan degradasi isolat bakteri laut dalam berbagai variasi konsentrasi sel (OD600nm)setelah 7 
hari inkubasi pada suhu 30 °C  

Gambar 5 Elektroforegram DNA genom bakteri laut isolat 
LBF-1-0132 dengan kode; M=marker 1 kb. 
Visualisasi dengan elektroforesis gel agarosa 1% 
dengan marker 1 kb  

Gambar 6 Elektroforegram DNA genom bakteri laut 
isolat LBF-1-0132 dengan kode; M = marker 
100 bp. Visualisasi dengan elektroforesis gel 
agarosa 1% dengan marker 100 bp. 
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belum tentu menunjukkan adanya aktivitas 
kemampuan degradasi isolat bakteri laut yang 
besar. Menurut penelitan, adanya kompleks 
warna dan zona bening pada media membuktikan 
bahwa isolat bakteri dapat memanfaatkan senyawa 
PAH sebagai sumber karbon untuk memenuhi 
kebutuhan nutrisi bagi pertumbuhan bakteri (Marino 
1998; Hidayati 2011). Oleh karena itu, perlu 
dilakukannya uji konfirmasi dengan menggunakan uji 
pertumbuhan isolat bakteri laut dengan parameter 
OD sel pertumbuhan bakteri. 

Uji pertumbuhan merupakan metode yang 
digunakan untuk melakukan seleksi isolat meng-

gunakan parameter OD600nm sel bakteri secara 
spektrofotometri. Larutan uji merupakan senyawa 
piren yang dilarutkan ke dalam dimetil sulfoksida 
(DSMO). Nilai pertumbuhan diperlihatkan dengan 
tingginya nilai OD sel bakteri dibandingkan dengan 
kontrol piren. Nilai OD sel yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan kontrol piren menunjukkan 
bahwa konsentrasi/jumlah sel isolat bakteri laut 
meningkat. Peningkatan yang terjadi menunukkan 

Gambar 7.  Pohon filogenetik isolat LBF-1-0132. 

Tabel 2.  Hasil analisis BLAST gen 16S rDNA isolat LBF-1-0132 

 

No Hasil BLAST 
Query Cover 

(%) 
E Value 

Homologi 

(%) 
Identities 

1 
Pseudomonas aeruginosa DQ2 

(JQ669958.1) 
99 0.0 98% 2261/2261 

2 
Pseudomonas aeruginosa zqkdf2 

(HM030992.1) 
99 0.0 98% 2259/2259 

3 
Pseudomonas aeruginosa PA5-1-2 

(KF977858.1) 
99 0.0 98% 2257/2257 

4 
Pseudomonas sp. SSKSD6 

(KF751674.1) 
99 0.0 98% 2257/2257 

5 
Pseudomonas aeruginosa 

JL091016 (HM224410.1) 
99 0.0 98% 2255/2255 

6 
Pseudomonas aeruginosa SK9 

(KC790300.1) 
99 0.0 98% 2255/2255 

7 
Pseudomonas sp. Pseudo-EJB5 

(GU966670.1) 
99 0.0 98% 2255/2255 

8 
Pseudomonas aeruginosa HS9 

(GU323371.1) 
99 0.0 98% 2255/2255 

9 
Pseudomonas aeruginosa 

CAU342A (KX025106.1) 
99 0.0 98% 2254/2254 

10 
Pseudomonas aeruginosa R873 

(KT943977.1) 
99 0.0 98% 2254/2254 
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pertumbuhan sel. Pertumbuhan sel ini dikarenakan 
isolat bakteri laut mampu memanfaatkan senyawa 
piren sebagai sumber karbon utama untuk 
pertumbuhan selnya. Seleksi dilakukan terhadap 
15 isolat bakteri laut positif pada uji sublimasi. Hasil 
uji pertumbuhan menunjukkan nilai pertumbuhan 
isolat bakteri laut yang berbeda-beda (Gambar 
2). Isolat LBF-1-0132 menghasilkan nilai OD 
sel tertinggi dibandingkan dengan isolat lainnya. 
Menurut Latha dan Kalaivani (2012), terdapat 
korelasi antara penambahan jumlah sel dengan 
peningkatan kemampuan degradasi kandungan 
minyak. Kemampuan adaptasi yang diberikan 
oleh bakteri terhadap laju biodegradasi bergantung 
pada pemanfaatan substrat yang diberikan, 
pengenalan enzim spesifik yang bekerja, peningkatan 
kemampuan metabolisme melalui perubahan 
genetik yang terjadi, ataupun dengan memperkaya 
selektivitas bakteri dengan kemampuan metabolisme 
yang dimiliki (Van der Meer et al. 1992, 
Macleod et al. 2002). Isolat LBF-1-0132 mampu 
memanfaatkan substrat secara maksimal untuk 
pertumbuhan sel yang ditandai dengan tingginya nilai 
OD sel bakteri dibandingkan dengan isolat lainnya. 
Hal ini tentu dipengaruhi kemampuan bakteri 
dalam mendegradasi senyawa piren secara enzimatis. 
Kim et al. (2007) menyatakan bahwa metabolisme 
degradasi piren dilakukan secara enzimatis 
dengan mengkatalisis masuknya dua buah atom 
oksigen kedalam substrat dengan menggunakan 
enzim piren dioksigenase. Proses ini akan 
memecah struktur piren membentuk fenantrena-

4,5-dikarboksilat. Hasil oksidasi selanjutnya 
akan membentuk ftalat yang kemudian membentuk 
senyawa protokatekuat. Senyawa protokatekuat 
kemudian didegradasi lebih jauh menjadi senyawa 
asam sitrat yang dapat masuk ke dalam siklus 
asam sitrat sehingga membentuk energi untuk 
pertumbuhan bakteri (Madigan et al. 2003). 

Zulkifli & Satriamanda (2006), menyatakan 
bahwa kondisi optimum perlu diciptakan untuk 
mendapatkan keefektifan dalam proses bioremediasi. 
Optimasi kemampuan biodegradasi piren oleh isolat 
LBF-1-0132 dilakukan melalui dua parameter 
yaitu konsentrasi piren dan konsentrasi sel. Isolat 
LBF-1-0132 memiliki kemampuan optimum dalam 
mendegradasi senyawa piren pada konsentrasi 
650 ppm dan menurun pada konsentrasi 750 ppm 
(Gambar 3). Johnsen et al. (2005) menyatakan bahwa 
kenaikan pertumbuhan sampai batas konsentrasi 

maksimal menunjukkan bakteri masih dapat 
memanfaatkan piren sebagai sumber karbon karena 
kapasitas populasi mikroorganisme yang masih 
memadai untuk melakukan transformasi senyawa 
tersebut. Saat laju masa meningkat, maka laju 
biodegradasi dikontrol oleh aktivitas metabolisme 
bakteri dengan pengaruh aktivitas sel bakteri 
dan populasi sel. Pengaruh aktivitas sel dapat 
dipengaruhi oleh permeabilitas membran sel, 
bioaviabilitas sel, dan aktivitas transfer elektron 
(Rosenberg et al. 1980, Johnsen & Karlson 2004, 
Orjuela et al. 2010). Isolat LBF-1-0132 menghasilkan 
kondisi optimum konsentrasi sel sebesar 20 
(OD600nm) dan menurun pada konsentrasi sel 30 
(OD600nm). Penurunan nilai pertumbuhan ini 
dapat diakibatkan tingginya kompetisi sel 
sehingga proses biodegradasi menjadi rendah 
(Zam 2010). Konsentrasi sel yang semakin tinggi akan 
menyebabkan persaingan dalam penggunaan 
substrat sehingga mengakibatkan pertumbuhan 
kultur menjadi tidak baik karena pertambahan 
jumlah sel atau biomassa menjadi rendah (Astuti 
2003). 

Hasil optimasi dalam beberapa variasi 
konsentrasi piren dan peningkatan konsentrasi 
sel memperlihatkan nilai pertumbuhan isolat 
bakteri laut LBF-1-0132 pada hari ketiga. 
Pertumbuhan pada hari ketujuh mengalami 
penurunan nilai OD sel dibandingkan dengan 
hari ketiga. Penurunan nilai OD sel ini dapat 
terjadi karena sel yang lisis karena sumber 
makanan yang sudah habis pada hari ketujuh. 
Sel akan mengalami lisis jika tidak dapat 
mempertahankan kondisi osmotik sel yang 
tinggi dalam memanfaatkan substrat (Susanthi et 
al. 2009). Penelitian Mnif et al. (2008) tentang 
isolasi dan Karakterisasi Halomonas sp. 
pendegradasi PAH menyatakan bahwa adanya 
hubungan antara pertumbuhan bakteri laut 
dengan menggunakan OD sel dan penurunan 
jumlah senyawa PAH dengan analisis GC-MS. 
Kemampuan biodegradasi senyawa piren oleh 
isolat bakteri laut dapat dilakukan dengan 
menggunakan analisis kromatografi gas (GC). 
Namun, dalam penelitian ini dilakukan untuk 
mendapatkan kondisi pertumbuhan optimum bakteri 
dalam mendegradasi senyawa piren dengan parameter 
konsentrasi piren dan konsentrasi sel. Hasil kondisi 
pertumbuhan yang optimal ini diharapkan akan 
meningkatkan efektivitas bioremediasi laut yang 
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tercemar dengan meng-gunakan bakteri laut. 
Identifikasi bakteri bakteri laut secara 

molekuler dilakukan dengan menggunakan 
analisis gen 16S rDNA dan pembentukan pohon 
filogenetik. Hasil identifikasi isolat LBF-1-0132 
menunjukkan kemiripan dengan Pseudomonas 
aeruginosa strain HS9 (GU323373.1) dengan 
tingkat kemiripan sebesar 98%. Pseudomonas 
aeruginosa merupakan baktreri Gram negatif 
dengan sifat aerobik. Psedomonas aeruginosa 
memiliki morfologi dengan bentuk batang dan 
memiliki flagella untuk pergerakannya. Bakteri 
ini dapat tumbuh pada suhu 30 °C sampai 50 °C 
dan optimal pada suhu 45 °C (Perfumo et al. 
2006). Pseudomonas aeruginosa sudah banyak 
diteliti sebagai bakteri yang efektif dalam 
mendegradasi senyawa hidrokarbon dan memproduksi 
biosurfaktan sebagai cara untuk mengkonsumsi 
hidrokarbon sebagai sumber energi (Noordman 
& Janssen 2002; Rahman et al. 2002). Ramnolipid 
merupakan biosurfaktan yang diproduksi oleh 
Pseudomonas aeruginosa. Penelitian Perfumo et 
al. (2006) melaporkan bahwa bakteri Pseudomonas 
aeruginosa mampu mendegradasi secara sempurna 
komponen minyak kurang dari 1 minggu masa 
inkubasi. Isolat LBF-1-0132 yang teridentifikasi 
sebagai Pseudomonas aeruginosa diharapkan 
dapat meningkatkan efektivitas dan efisiensi 
dalam proses bioremediasi dalam mendegradasi 
senyawa piren. 
 

KESIMPULAN 

 

Isolat LBF-1-0132 merupakan isolat bakteri 
laut yang diduga unggul dalam mendegradasi 
senyawa piren. Isolat LBF-1-0132 menghasilkan 
pertumbuhan optimal dalam mendegradasi senyawa 
piren pada konsentrasi 650 ppm dan konsentrasi 
sel optimum sebesar 20 (OD600nm). Hasil identifikasi 
gen 16S rDNA menunjukkan bahwa isolat LBF-

1-0132 memiliki tingkat kemiripan 98% dengan 
Pseudomonas aeruginosa strain HS9. Isolat bakteri 
laut indigenous ini memiliki potensi sebagai agen 
bioremediasi berdasarkan kemampuan pemanfaatan 
senyawa piren sebagai sumber pertumbuhan sel. 
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