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AZMI ZAKI WALIUDIN ALTHAF. 175100501111002. PERAN METALLOTHIONEIN

TERHADAP KEMAMPUAN RESISTENSI LOGAM BERAT PADA BAKTERI

RINGKASAN

Saat ini pencemaran lingkungan yang terjadi mencapai tahap yang
mengkhawatirkan. Industri merupakan salah satu faktor yang menyumbang polusi dan
mengakibatkan pencemaran di dunia. Salah satu polusi berbahaya yang mencemari
lingkungan adalah logam berat. Pencemaran logam berat dapat diatasi dengan
bioremediasi. Bioremediasi sangat bergantung terhadap bioremediator yang resisten
terhadap zat pencemar. Salah satu agen bioremediasi yang memiliki kemampuan khusus
terhadap resistensi logam berat adalah bakteri.

Bakteri mampu hidup di hampir seluruh jenis lingkungan termasuk di lingkungan
yang tercemar. Bakteri yang dapat hidup dan berkembang di lingkungan tercemar memiliki
kemampuan khusus yang membuatnya tahan terhadap paparan logam, kemampuan
tersebut didukung oleh protein-protein khusus yang dimiliki oleh bakteri.Salah satu protein
khusus yang dimiliki bakteri untuk mempertahankan resistensinya terhadap logam berat
adalah metallothinein. Metallothionein mampu mengikat logam sehingga tidak logam jadi
tidak membahayakan bagi bakteri. Literatur review ini mengkaji mengenai struktur, fungsi,
mekanisme metallothionein dalam resistensi terhadap logam berat, mekanisme ekspresi
metallothionein oleh bakteri, dan faktor-faktor yang memengaruhi produksi metallothionein
oleh bakteri. Literatur review yang dilakukan dengan mencari dan mengolah berbagai jurnal
serta penelitian yang ada untuk mendapatkan gambaran mengenai suatu topik.

Hasil literatur review ini adalah terdapat bakteri yang resisten logam berat, terutama
bakteri gram positif. Bakteri-bakteri tersebut memiliki tingkat resistensi yang berbeda-beda.
Kemunculan bakteri resisten bisa disebabkan oleh dua faktor yaitu faktor lingkungan dan
genetik. Lingkungan berperan sebagai environmental pressure yang menyeleksi makhluk
hidup yang mampu bertahan hidup. Faktor genetik terjadi karena adanya mutasi bakteri
dan transfer gen horizontal. Interaksi antara faktor lingkungan dan faktor genetik yang
cocok bisa menentukan resistensi suatu bakteri.

Salah satu protein yang berperan dalam resistensi terhadap logam adalah protein
metallothionein. Metallothionein adalah protein yang kaya akan asam amino sistein yang
memiliki kemampuan untuk mengikat ion logam berat. Bakteri yang memproduksi
metallothionein memiliki kemampuan resistensi lebih besar terhadap logam berat daripada
bakteri yang tidak memproduksi metallothionein. Gugus thiol pada asam amino sistein yang
merupakan salah satu asam amino penyusun metallothionein akan mengikat ion logam

berat sehingga ion logam terperangkap dan menjadi kurang reaktif. Metallothionein pada
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Cyanobacteria dikode oleh smt operon. Gen yang bertanggung jawab terhadap ekspresi
metallothionein adalah smtB. Saat tidak terdapat ion logam berat, smtB akan terikat dengan
operator sehingga RNA polymerase tidak dapat mentranskripsi kodon sehingga
metallothionein tidak bisa diproduski. Saat terdapat ion logam berat maka ion logam akan
berikatan dengan smtB sehingga konformasi smtB berubah. smtB kemudian akan terlepas
sehingga RNA polymerase dapat melakukan transkripsi dan metallothionein bisa diproduksi
oleh bakteri. Produksi metallothionein oleh bakteri dapat diinduksi oleh beberapa hal yaitu

konsentrasi kontaminan, lama inkubasi, dan jenis metallothionein.

Kata Kunci : logam berat, metallothionein, dan bakteri
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BAB |. PENDAHULUAN

1.1.  Latar Belakang

Menurut Undang-Undang Nomor 32 tahun 2009 tentang Perlindungan dan
Pengelolaan Lingkungan Hidup, pencemaran lingkungan adalah kontaminasi yang terjadi
pada lingkungan akibat kegiatan manusia yang berakibat perubahan kualitas lingkungan
hidup. Perubahan kualitas lingkungan ditunjukkan dengan perubahan mutu lingkungan
dengan baku mutu lingkungan. Baku mutu lingkungan adalah standar kualitas lingkungan
yang berisi kadar atau jumlah berbagai komponen yang ada harus ada dalam lingkungan
dan/atau berbagai pencemar yang dapat ditoleransi oleh lingkungan hidup.

Kerusakan lingkungan membawa dampak yang buruk. Salah satu efek kerusakan
lingkungan adalah kematian biota-biota yang hidup di dalam suatu lingkungan. Pada tahun
2017 terjadi kematian massal ikan yang dibudidayakan di Waduk Cirata yang terletak di
daerah aliran sungai Citarum. 65 ton ikan mati akibat pencemaran lingkungan yang besar,
sebesar 390.848 ton limbah dibuang ke perairan tersebut, sehingga kualitas air menurun
(Nastiti et al., 2018).

Salah satu limbah yang paling berbahaya adalah limbah bahan berbahaya dan
beracun (limbah B3). Menurut Undang-Undang Nomor 32 tahun 2009 tentang Perlindungan
dan Pengelolaan Lingkungan Hidup, limbah B3 adalah limbah yang berasal dari sisa
kegiatan manusia yang mengandung bahan berbahaya dan beracun (B3). Contoh limbah
B3 yang sering ditemukan di sungai adalah logam berat. Beberapa logam berat yang dapat
ditemukan di perairan yang tercemar adalah kadmium (Cd), timbal (Pb), tembaga (Cr), dan
lain sebagainya.

Bioakumulasi logam berat pada manusia akan menyebabkan manusia mengalami
keracunan. Salah satu peristiwva keracunan logam berat yang terkenal adalah peristiwa
Minamata pada tahun 1953 — 1975. Masyarakat di Teluk Minamata, Jepang mengalami
keracunan akibat memakan ikan yang telah tercemar limbah logam berat yaitu merkuri
(Hg). Peristiwa keracunan logam berat juga pernah terjadi di Indonesia pada tahun 2004 di
Teluk Buyat Sulawesi Utara. Masyarakat mengalami penyakit aneh seperti benjolan pada
tubuh yang berisi nanah karena memakan ikan yang berasal dari perairan yang telah
tercemar merkuri (Hg) (Agustina, 2014).

Sudah banyak metode yang dilakukan oleh manusia untuk mengatasi pencemaran
logam berat, salah satu metode yang dilakukan adalah bioremediasi. Bioremediasi lebih
dipilih untuk meremediasi logam berat dibandingkan metode remediasi logam berat yang
lain karena lebih murah, cepat, dan efektif (Gupta dan Walther, 2014).

Agen bioremediasi yang sering digunakan adalah bakteri karena bakteri lebih mudah

pengembangbiakannya dibandingkan organisme lain. Bakteri dikenal sebagai makhluk

1
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hidup bisa hidup di hampir semua tempat di bumi, termasuk dalam sungai yang tercemar
logam berat. Bakteri yang hidup di lingkungan yang tercemar logam berat akan beradaptasi
dengan mengembangkan kemampuan-kemampuan khusus agar mampu bertahan hidup.
Kemampuan khusus yang dikembangkan oleh bakteri tersebut adalah kemampuan
meremediasi logam berat. Kemampuan meremediasi logam berat pada bakteri bisa
dimanfaatkan untuk bioremediasi logam berat. Beberapa contoh bakteri yang hidup di
lingkungan tercemar dan mampu meremediasi logam berat di antaranya Exiguobacterium
aestuarii yang bisa meremediasi cadmium (Cd) sebanyak 99% (Bhakta et al., 2014) dan
bakteri Pseudomonas aeruginosa yang bisa meremediasi timbal (Pb) sebanyak 0,15 ppm
saat diinkubasi di media yang mengandung timbal (Pb) 1 ppm selama 72 jam (Citra, 2015).
Bakteri-bakteri yang mampu hidup di lingkungan tercemar memiliki kemampuan resistensi
khusus yang membuatnya resisten terhadap logam berat. Salah satu mekanisme khusus
tersebut adalah metallothionein. Metallothionein adalah protein yang mampu mengikat ion
logam berat dalam tubuh organisme prokariotik maupun eukariotik.

Penelitian mengenai mekanisme metallothionein terhadap resistensi organisme telah
banyak dilakukan, baik resistensi terhadap H2O. ataupun agen ion logam berat. Namun
terdapat beberapa topik dalam banyak literatur review yang belum dibahas, yaitu mengenai
faktor-faktor yang memengaruhi produksi metallothionein pada bakteri. Oleh karena itu
literatur review ini akan membahas mengenai peran metallothionein terhadap resistensi
bakteri dan faktor-faktor yang memengaruhi produksi metallothionein oleh bakteri serta

peluang bakteri penghasil metallothionein sebagai bioremediator.

1.2. Perumusan Masalah

Rumusan masalah yang dikemukakan dalam literatur review ini adalah:

a. Faktor-faktor apa yang menentukan resistensi bakteri terhadap logam berat?

b. Bagaimana struktur dan klasifikasi metallothionein?

c. Bagaimana pengaruh metallothionein terhadap resistensi bakteri?

d. Bagaimana metallothionein mengikat logam berat?

e. Bagaimana mekanisme ekspresi metallothionein?

f.  Faktor-faktor apa yang memengaruhi produksi metallothionein pada bakteri?
1.3. Tujuan

Tujuan yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah:
a. Mengetahui faktor-faktor yang menentukan resistensi bakteri terhadap logam
berat.

b. Mengetahui struktur dan klasifikasi metallothionein.



— c. Mengetahui pengaruh metallothionein terhadap resistensi bakteri
“(.é d. Mengetahui mekanisme metallothionein mengikat logam berat.
—g e. Mengetahui mekanisme ekspresi metallothionein.
> f. Mengetahui faktor-faktor yang memengaruhi produksi metallothionein pada
jE—
L bakteri.
"o
o
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Manfaat yang didapatkan setelah penelitian ini adalah menambah informasi mengenai
potensi-potensi metallothionein sebagai protein yang memicu kemampuan resistensi

bakteri sehingga bisa semakin dimanfaatkan dan dikembangkan.
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BAB IIl. TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Logam Berat

Secara umum unsur di dalam tabel periodik dibagi menjadi golongan logam dan non
logam. Logam memiliki sifat utama mudah menghantarkan panas dan listrik dibandingkan
unsur kimia lain dalam tabel periodik. Selain itu, logam juga memiliki ciri-ciri mengkilat jika
dilihat dengan mata (Rosihan dan Husaini, 2017).

Berdasarkan densitas atau massa jenis, logam dapat dibagi menjadi dua yaitu logam
berat dan logam ringan. Logam ringan adalah logam yang memiliki densitas kurang dari
sama dengan 5 g/cm?, sedangkan logam berat adalah logam yang memiliki densitas lebih
dari 5 g/lcm?® (Koller dan Saleh, 2018). Pada Tabel 2.1 ditunjukkan contoh logam berat
beserta densitas atau massa jenisnya. Logam berat digolongkan sebagai unsur yang
berbahaya karena beberapa hal yaitu sulit didegradasi, mudah terakumulasi di tubuh suatu
organisme, dan mudah terakumulasi di sedimen. Selain itu, logam berat juga memiliki

banyak efek negatif baik bagi manusia ataupun lingkungan.

Tabel 2.1. Densitas logam berat

Logam Berat Densitas Sumber

Merkuri (Hg) 13,534 gram/cm®  (National Center for Biotechnology Information,

2021c)

Timbal (Pb) 11,34 gram/cm? (National Center for Biotechnology Information,
2021h)

Tembaga (Cu) 8,94 gram/cm® (National Center for Biotechnology ' Information,
2021f)

Nikel (Ni) 8,908 gram/cm? (National Center for Biotechnology Information,
2021))

Cobalt (Co) 8,9 gram/cm? (National Center for Biotechnology Information,
2021a)

Cadmium (Cd) 8,69 gram/cm? (National Center for Biotechnology Information,
2021d)

Besi (Fe) 7,87 gram/cm? (National Center for Biotechnology Information,
2021b)

Chromium (Cr) 7,14 gram/cm? (National Center for Biotechnology Information,
2021e)

Seng (Zn) 7,133 gram/cm? (National Center for Biotechnology ' Information,
20219)
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Arsenik (As) 5,778 gram/cm? (National Center for Biotechnology Information,
2021i)

Saat ini terjadi peningkatan logam berat secara signifikan di lingkungan. Hal ini terjadi
akibat aktivitas manusia seperti pertambangan, penggunaan zat-zat berbahaya untuk
peralatan sehari-hari, dan lain sebagainya. Secara alami logam berat sudah ada di bumi,
tetapi berada di dalam bumi. Saat terjadi letusan gunung berapi, berbagai logam berat
keluar dari bumi. Namun, efek letusan gunung berapa terhadap keberadaan logam berat di
bumi tidak terlalu besar jika dibandingkan efek kegiatan manusia terhadap adanya logam
berat di lingkungan.

Logam berat secara umum dipisahkan menjadi dua yaitu logam berat yang esensial
dan non esensial. Logam berat esensial adalah logam berat yang dibutuhkan dalam jumlah
sedikit untuk metabolisme makhluk hidup tetapi berbahaya jika jumlahnya besar,
sedangkan logam berat non esensial adalah logam berat yang sampai saat ini belum
ditemukan manfaatnya bagi manusia sehingga dianggap sangat beracun bagi manusia
walaupun dalam jumlah sedikit. Contoh logam berat esensial dan non esensial ditunjukkan
pada Tabel 2..2 (Rosihan dan Husaini, 2017).

Tabel 2.2. Logam berat esensial dan non esensial (Rosihan dan Husaini, 2017)

Logam berat esensial Logam berat non esensial
Tembaga (Cu) Timbal (Pb)
Selenium (Se) Merkuri (Hg)

Besi (Fe) Arsenik (As)
Seng (Zn) Cadmium (Cd)

2.1.1. Dampak Logam Berat Terhadap Manusia

Logam berat merupakan logam yang berbahaya karena memiliki banyak efek
samping bagi manusia. Logam berat yang digolongkan sebagai logam berat non esensial
memiliki efek negatif bagi manusia walaupun dalam jumlah sedikit. Logam berat yang
terakumulasi dalam tubuh akan menimbulkan dampak negatif bagi berbagai sistem yang
ada dalam tubuh seperti sistem saraf, sistem peredaran darah, dan dan sistem eksresi.

Salah satu logam berat yang memiliki dampak negatif cukup besar yaitu timbal (Pb).
Timbal (Pb) dapat meningkatkan radikal bebas pada manusia. Peningkaran radikal bebas
yang disebabkan oleh timbal (Pb) terjadi karena terdapat ketidakseimbangan antara jumlah
antioksidan yang terbentuk dengan jumlah radikal bebas yang ada. Ketidakseimbangan

antara antioksidan yang terbentuk dengan radikal bebas yang ada dinamakan stres
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oksidatif. Stres oksidatif yang terjadi akan menimbulkan reaksi berantai pada sel yang ada
dalam tubuh manusia sehingga akan menimbulkan banyak penyakit (Bhat, 2019).

Manusia memiliki antioksidan alami yaitu Glutathione (GSH). GSH adalah tripeptida
v-L-glutamyl-L-gliserine yang bertugas menangkal radikal bebas baik yang berasal dari luar
tubuh manusia atau dari dalam tubuh manusia. Pada kondisi normal GSH akan merubah
radikal bebas yaitu O," menjadi H.O, dan O, dengan cara mendonorkan elektronnya
sehingga GSH teroksidasi menjadi GSSG. Reaksi tersebut dikatalisis oleh enzim GSH
peroksidase (GPx). Reaksi GSH menjadi GSSG adalah reaksi yang timbal balik di mana
setelah GSH menjadi GSSG kemudian GSSG akan berubah menjadi GSH kembali oleh
enzim GSSG reduktase H.O. kemudian akan dirubah menjadi H.O dan O oleh enzim
katalase (Lu, 2013).

Timbal (Pb) dapat menghambat proses penetralan O," dengan cara berikatan
dengan GSH. Salah satu struktur GSH adalah gugus thiol. Jika terdapat Pb?" maka gugus
thiol akan berikatan dengan Pb?" sehingga GSH tidak dapat mengikat O, (Debnath et al.,
2019). Hal itu akan menimbulkan reaksi berantai yang bisa berakibat pada kerusakan sel
karena terjadi peroksidasi lipid di membran sel. Hal ini dibuktikan dengan penelitian yang
menyatakan bahwa kadar GSH dalam tubuh berbanding terbalik dengan kadar Blood Lead
Level (BLL) (Jangid et al., 2016).

Gangguan lain yang disebabkan oleh logam berat banyak disebabkan karena sifatnya
yang reaktif, terutama saat berada dalam bentuk ion bivalen positif. lon bivalen positif
adalah ion logam yang memiliki kelebihan dua proton atau kekurangan dua elektron
sehingga akan berusaha bereaksi dengan ion lain yang memiliki muatan negatif. Beberapa
contoh ion logam bivalen positif adalah Zn?*, Cu?*, Cd?*, dan Pb?*. Salah satu reaksi negatif
yang ditimbulkan akibat adanya ion logam bivalen positif dalam tubuh manusia adalah
adanya kompetisi antar ion logam dalam tubuh untuk berikatan dengan enzim. Pada
keadaan normal, manusia memiliki banyak enzim yang membutuhkan kofaktor berupa ion-
ion tertentu yang digunakan untuk mengaktifkan enzim seperti kalsium (Ca?*) dan besi
(Fe?*). Jika dalam tubuh manusia terdapat banyak ion logam lain seperti ion timbal (Pb)
maka kemungkinan ion-ion yang seharusnya berikatan dengan enzim menjadi tidak bisa
berikatan dengan enzim karena dikalahkan oleh ion timbal. Enzim yang berikatan dengan
kofaktor yang tidak sesuai dengan kofaktor asli enzim akan membuat struktur enzim
berubah, perubahan struktur pada enzim tersebut menyebabkan enzim menjadi tidak aktif
bahkan bisa merusak enzim (Flora et al., 2012).

Kerusakan enzim yang diakibatkan oleh pengikatan enzim dengan ion timbal akan
menimbulkan gangguan pada kerja enzim. Salah satu contoh gangguan kerja enzim yang
diakibatkan oleh ion timbal terjadi pada enzim Delta Aminolevulinic Dehydrase (ALAD) yang

bertanggung jawab terhadap pembentukan hemoglobin dalam darah. Gangguan pada
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ALAD akan membuat produksi hemoglobin menurun. Penurunan hemoglobin akan
membuat sesorang terserang anemia atau penyakit kekurangan darah merah. Hal ini
dibuktikan dengan penelitian yang dilakukan tahun 2010 dengan 60 responden anak-anak.
Penelitian itu menyatakan bahwa terdapat hubungan antara kadar timbal yang tinggi
dengan penyakit anemia yang terjadi (Hegazy et al., 2010).

Logam berat alumunium terbukti membawa dampak yang buruk yaitu mengurangi
kecerdasan. Sebuah penelitian menyebutkan bahwa alumunium klorida (AIClz) yang masuk
ke tubuh makhluk hidup, terutama mamalia bisa mengurangi sambungan-sambungan antar
sel otak dan meningkatkan terjadinya neuroinflamasi. Efek dari pengurangan sambungan-
sambungan antar sel otak adalah berkurangnya kecerdasan dan daya ingat terhadap
sesuatu (Cao et al., 2016).

Orang yang banyak memakan makanan yang telah terkontaminasi oleh logam berat,
tubuhnya akan terakumulasi dengan logam berat. Suatu penelitian di daerah Cina
menyebutkan bahwa anak-anak yang lebih sering memakan ikan yang berasal dari sungai
yang tercemar memiliki kadar merkuri lebih tinggi dibandingkan dengan anak-anak yang
lebih jarang memakan ikan dari sungai yang tercemar (Gao et al., 2018). Akumulasi merkuri
dalam tubuh memiliki banyak dampak negatif seperti gangguan pada saraf, darah, dan
ginjal.

Merkuri (Hg) memiliki dampak yang buruk bagi ibu hamil. Merkuri yang tertelan
(masuk melalui mulut) akan diserap oleh saluran cerna kemudian akan diikat oleh darah.
Merkuri (Hg) akan membentuk ikatan dengan hemoglobin dan ikut mengalir ke dalam
tubuh. Merkuri (Hg) lalu akan masuk melalui plasenta yang menghubungkan antara ibu dan
janin. Merkuri (Hg) yang masuk dan berikatan dengan protein tubulin. Ikatan antara merkuri
(Hg) dan tubulin inilah yang akan menyebabkan banyak pembelahan sel yang dialami oleh

janin menjadi tidak normal (Andreoli dan Sprovieri, 2017).

2.1.2. Dampak Logam Berat Terhadap Lingkungan

Logam berat yang terakumulasi di lingkungan memiliki pengaruh buruk baik bagi
tanaman maupun hewan. Logam akan terakumulasi di lingkungan, baik tanah, air, maupun
udara. Akumulasi logam di lingkungan akan menyebabkan berbagai gangguan jika masuk
ke dalam tubuh hewan dan tumbuhan. Hewan dan manusia akan mengalami kecacatan
jika terkena paparan logam berat berbahaya dalam jumlah besar atau waktu yang lama.
Keduanya dapat mengalami keracunan logam berat jika ia berada di lingkungan yang
tercemar logam berat (Boldyrev, 2018).

Nikel (Ni) merupakan salah satu logam berat esensial, tetapi jika jumlah nikel (Ni)
terlalu banyak maka akan timbul banyak dampak negatif. Beberapa dampak negatif

pemberian nikel (Ni) yang berlebihan adalah penghambatan terhadap perkecambahan biji,
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mengurangi stabilitas membran sel tanaman, dan meningkatkan stres oksidatif. Dampak

negatif nikel (Ni) terhadap tanaman dapat dilihat pada Gambar 2.1 (Hassan et al., 2019).
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Gambar 2.1. Toksisitas nikel (Ni) terhadap tanaman (Hassan et al., 2019)

Toksisitas logam berat, yaitu merkuri (Hg) pernah terjadi di Cina pada tahun 2018.
Ikan-ikan yang berada di Sungai Yangtze Cina mengalami bioakumulasi merkuri. Sungai
Yangtze merupakan sungai di daerah selatan Cina yang banyak terpolusi oleh limbah dari
pabrik-pabrik yang ada di sekitarnya. Ikan-ikan tersebut mengandung merkuri dalam bentuk
MeHg sebesar 0,1-199 ng/g. Pada penelitian itu juga disebutkan bahwa daging ikan
merupakan bagian yang paling banyak mengandung merkuri (Q. Xu et al., 2018).

Penelitian lain menyebutkan bahwa timbal (Pb) juga berdampak pada hewan.
Keracunan timbal (Pb) pada hewan akan mengakibatkan banyak efek negatif. Salah satu
efek negatif timbal pada hewan adalah kerusakan ginjal berupa peradangan dan nekrosis.
Hal ini dibuktikan dengan adanya penelitian yang dilakukan pada sapi yang ada di hidup di
tempat yang memiliki kadar timbal tinggi pada lingkungan baik di air maupun makanan sapi.
Penelitian tersebut menghasilkan kesimpulan berupa terjadinya kerusakan ginjal pada sapi
yang terkena paparan timbal yang lama (Janardani et al., 2018). Penelitian lain
menunjukkan bahwa terdapat efek penumpukan timbal dalam darah mencit yang diberi
minuman berupa larutan timbal (11) asetat (Pb(C2H302). dengan kadar 50 ppm dan 100 ppm
selama 10 minggu (Setiawan, 2012).

Selain timbal, logam berat lain juga berdampak buruk bagi hewan. Daphnia magna
atau kutu air yang diberi makanan yang telah dicampur berbagai logam berat menunjukkan
tingkat kematian yang tinggi. Daphnia magna yang diberi pakan mengandung campuran

logam berat lebih tinggi tingkat kematiannya daripada yang pakannya dicampur satu jenis



logam berat saja (Gambar 2.2). Hal tersebut menunjukkan bahwa logam berat berpengaruh

negatif terhadap hewan (Lari et al., 2017).
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Gambar 2.2. Tingkat kematian Daphnia magna yang diberi pakan yang telah dicampur

logam berat (Lari et al., 2017)

2.2. Bioremediasi

Bioremediasi adalah pemanfaatan mekanisme-mekanisme biologis yang dimiliki oleh
makhluk hidup baik mikroorganisme atau makroorganisme untuk mengubah dan/atau
menghilangkan kontaminan berbahaya menjadi tidak berbahaya atau kurang berbahaya
dari sebelumnya (Aktas, 2013). Proses penghilangan kontaminan telah ada sebelumnya
baik kontaminan dalam tanah maupun air. Proses remediasi polutan secara kovensional
seperti insinerasi (pembakaran) dan landfill (penimbunan kontaminan dalam tanah)
(Goswami et al., 2018). Bioremediasi memiliki keunggulan dibandingkan metode remediasi
lainnya yaitu lebih murah dan mudah diterima masyarakat karena tidak menimbulkan
limbah kontaminan baru yang berbahaya. Namun selain memiliki kelebihan bioremediasi
juga memiiki_kelemahan vyaitu remediasi yang dilakukan terbatas pada beberapa jenis
polutan yang sesuai dengan bioremediator yang meremediasi polutan (Atif et al., 2009).
Contoh makhluk hidup yang bertindak sebagai bioremediator (agen bioremediasi) adalah
Pseudomonasi aeruginosa yang mampu meremediasi timbal (Pb) (Citra, 2015) dan
Actinobacteria yang meremediasi logam timbal (Pb), tembaga (Cu), seng (Zn), cadmium
(Cd), dan chromium (Cr) (El Baz et al., 2015).
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2.2.1. Klasifikasi Bioremediasi
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Bioremediasi memiliki banyak jenis dan teknik. Masing-masing jenis dan teknik

UN

tersebut dapat diklasifikasikan berdasarkan tempat bioremediasi berlangsung dan strategi
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bioremediasi (Azubuike et al., 2016). Tujuan Klasifikasi bioremediasi adalah untuk
mempermudah orang dalam mempelajari dan mengkaji mengenai bioremediasi karena
masing-masing bioremediasi memiliki teknik dan mekanisme yang berbeda.

Berdasarkan lokasi bioremediasi berlangsung, bioremediasi dibedakan menjadi dua
yaitu bioremediasi insitu dan eksitu. Bioremediasi insitu adalah bioremediasi yang dilakukan
di lokasi yang terpolusi (Hazen, 2010). Bioremediasi insitu dilakukan tanpa proses
penggalian (ekskavasi) untuk merediasi tanah terpolusi atau memompa air tanah yang
terpolusi. Prinsip utama bioremediasi insitu adalah - memaksimalkan potensi biologis yang
ada di lingkungan yang terpolusi berupa aktivitas biologis yang makhluk hidup yang mampu
meremdiasi lingkungan = sekitarnya (Laitinen, 2006). Bioremediasi eksitu adalah
bioremediasi yang dilakukan tidak di tempat yang terpolusi. Tanah atau air tanah yang
terkontaminasi akan digali atau dipompa lalu dibawa ke tempat lain untuk diremediasi
(Tomei dan Daugulis, 2013).

Terdapat tiga faktor utama yang mempengaruhi bioremediasi insitu yaitu jenis
polutan, bioremediator, dan lingkungan (Sharma, 2019). Makhluk hidup indigen yang
mampu hidup di lingkungan yang tercemar memiliki daya resistensi dan remediasi polutan
yang baik. Hal tersebut disebabkan karena terjadi tekanan evolusi (evolution pressure) dari
lingkungan sekitar sehingga hanya makhluk hidup yang memiliki daya resistensi saja yang
bisa hidup (Silva et al., 2012). Polutan yang ada di lingkungan sangat mempengaruhi
bioremediasi insitu karena tidak semua polutan bisa diremediasi dengan waktu yang sama.
Lingkungan sekitar lokasi polutan seperti pH, suhu, kelembaban, nutrisi yang tersedia
merupakan faktor kunci keberhasilan bioremediasi insitu karena tanpa lingkungan yang
sesuai makhluk hidup tidak bisa melakukan bioremediasi secara maksimal.

Bioremediasi insitu sangat bergantung pada makhluk hidup yang hidup di lingkungan
yang terpolusi. Penggunaan makhluk hidup indigen untuk bioremediasi dilakukan karena
makhluk hidup indigen sudah beradaptasi dengan lingkungan yang ada sehingga memiliki
ketahanan dengan kondisi sekitar. Bioremediasi insitu tidak memerlukan biaya tambahan
untuk melakukan penggalian (tanah) atau pemompaan (air) dan membawa polutan ke
tempat lain untuk diremediasi. Hal tersebut membuat bioremediasi insitu menjadi lebih
murah (Sharma, 2019).

Bioremediasi insitu memiliki durasi remediasi yang lebih lama daripada bioremediasi
eksitu. Hal itu karena bioremediasi insitu sangat mengandalkan bioremediator lingkungan
sekitar yang memiliki banyak variabel yang tidak bisa dikontrol sehingga membuat
bioremediator tidak bisa bekerja secara optimal. Selain itu proses pengawasan atau
monitoring bioremediasi insitu lebih susah daripada monitoring bioremediasi eksitu
(Azubuike et al., 2016).
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Lokasi untuk bioremediasi eksitu memiliki spesifikasi tertentu yang sudah diatur
sebelumnya. Pengaturan spesifikasi tersebut menjadikan bioremediasi eksitu menjadi lebih
terkontrol. Pengontrolan lingkungan bioremediasi akan membuat bioremediator bekerja
secara maksimal untuk meremediasi polutan sehingga bioremediasi menjadi lebih cepat.
Bioremediasi eksitu juga lebih cocok digunakan untuk beragam polutan karena spesifikasi
bioremediasi eksitu bisa disesuaikan dengan polutan yang akan diremediasi (Khoei et al.,
2013).

Bioremediasi eksitu' membutuhkan tempat baik berupa bioreaktor atau tanah lapang
yang luas untuk merediasi polutan. Selain itu bioremediasi eksitu juga membutuhkan biaya
untuk melakukan penggalian dan transportasi untuk membawa tanah atau air yang terpolusi
ke tempat remediasi. Hal tersebut membuat bioremediasi eksitu menjadi lebih mahal
daripada bioremediasi insitu. Bioremediasi eksitu memiliki resiko penyebaran polutan dari
satu tempat ke tempat lain terutama saat membawa polutan dari tempat asal ke tempat lain
(Sharma, 2021).

Berdasarkan strategi bioremediasi yang digunakan maka biremediasi dibedakan
menjadi tiga yaitu natural attenuation, bioaugmentasi, dan biostimulasi (Azubuike et al.,
2016). Masing-masing strategi memiliki teknik-teknik yang berbeda. Pembagian strategi
bioremediasi ini bukanlah pembagian yang baku. Pada kenyataan di lapangan masing-
masing strategi bisa digunakan secara bergantian maupun bersamaan untuk meningkatkan
efisiensi bioremediasi. Hal itu dilakukan dengan memaodifikasi teknik-teknik yang dilakukan
pada setiap strategi.

Natural attenuation adalah strategi bioremediasi yang dilakukan tanpa campur tangan
manusia. Bioremediasi dengan strategi ini terjadi secara alami di mana terjadi interaksi
antara komponen biotik dan abiotik di alam yang bisa mengurangi tingkat toksisitas
kontaminan, mengurangi kontaminan, dan mengurangi bioavaibilitas kontaminan tanpa ada
intervensi dari manusia. Strategi ini memerlukan waktu yang sangat lama karena hanya
mengandalkan bioremediasi oleh alam saja. Walaupun memerlukan waktu yang sangat
lama strategi ini merupakan strategi bioremediasi yang paling murah (Scow dan Hicks,
2005).

Biostimulasi adalah proses bioremediasi dengan memodifikasi lingkungan yang
bertujuan untuk menstimulasi bioremediator sehingga bisa meremediasi kontminan dengan
cepat. Modifikasi lingkungan bisa dilakukan dengan penambahan nutrisi, oksigen, atau
yang lainnya. Modifikasi lingkungan yang dilakukan harus memerhatikan kondisi sekitar
karena jika modifikasi lingkungan kurang tepat maka bisa mengurangi keefektifan
bioremediasi bahkan berdampak buruk pada lingkungan (Adams et al., 2015).

Bioremediator dari biostimulasi berasal dari makhluk hidup yang telah ada di

lingkungan tersebut. Makhluk hidup yang telah ada lingkungan tersebut telah mampu
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beradaptasi dengan kondisi lingkungan seperti pH, suhu, dan kadar air lingkungan
sehingga bisa lebih efektif dan aman digunakan. Makhluk hidup indigen tersebut secara
alami' mampu meremediasi polutan yang ada karena telah beradaptasi dengan lingkungan
yang terkontaminasi. Namun, kemampuan remediasi makhluk hidup indigen tersebut masih
kurang sehingga perlu dilakukan stimulasi-stimulasi untuk meningkatkan kemampuan
bioremediator indigen (Hazen, 2009).

Efektivitas biostimulasi bergantung pada beberapa faktor seperti kadar kontaminan,
kondisi lingkungan, jenis biormediator, dan stimulasi yang dilakukan. Kadar kontaminan
yang terlalu tinggi bisa meningkatkan efek toksik polutan pada bioremediator sehingga tidak
bisa bekerja dengan maksimal, sebaliknya jika kadar kontaminan terlalu sedikit maka
membuat bioremediator tidak bisa mengeluarkan enzim-enzim untuk merediasi polutan
(Adams et al., 2015). Jenis bioremediator indigen yang ada berpengaruh terhadap
kecepatan bioremediasi karena masing-masing bioremediator memiliki mekanisme yang
berbeda dalam meremediasi polutan sehingga mempengaruhi kecepatan dan kemampuan
remediasi bioremedtaor. Stimulasi yang dilakukan sangat bergantung pada kondisi
lingkungan. Hal itu karena biostimulasi hanya menambahkan zat-zat yang kurang atau tidak
ada di lingkungan agar bioremediasi terjadi lebih cepat sehingga setiap tempat
membutuhkan teknik biostimulasi yang berbeda-beda. Stimulasi bisa berupa nutrisi atau
aseptor elektron seperti oksigen. Kondisi lingkungan yang mempengaruhi bioremediasi
adalah pH, suhu, kadar air, dan nutrisi yang ada di lingkungan (Abdulsalam dan Omale,
2009).

Kelebihan utama biostimulasi adalah pemanfaatan mikroorganisme indigen sebagai
bioremediator. Mikroorganisme indigen telah beradaptasi dengan kondisi yang serta tidak
memiliki potensi yang membahayakan bagi ekosistem lingkungan. Hal itu membuat
biostimulasi memiliki resiko kecil dalam hal kontaminasi mikroorganisme eksogen yang
membahayakan ekosistem (Tyagi et al., 2011).

Kekurangan biostimulasi adalah adanya resiko kerusakan lingkungan saat memberi
stimulasi pada lingkungan tertentu. Pemberian stimulasi yang tidak tepat bisa
menbahayakan lingkungan seperti pemberikan nutrisi NPK yang terlalu banyak akan
menimbulkan eutrofikasi pada ekosistem perairan yang membahayakan makhluk hidup di
sana. Oleh karena itu sebelum melakukan biostimulasi diperlukan kajian yang mendalam
tentang lingkungan yang akan diremediasi (Tyagi et al., 2011).

Bioaugmentasi adalah pemanfaatan mikroorganisme indigen yang telah dipre-
treatment atau eksogen atau Genetic Modified Organism (GMO) baik berupa single strain
atau konsorsium mikroorganisme yang ditambahkan di tempat yang terkontaminasi untuk
meremediasi tempat yang terkontaminasi. Pada biostimulasi penambahan yang dilakukan

ke situs yang terkontaminasi berupa stimulan seperti nutrisi dan oksigen sedangkan pada
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bioaugmentasi penambahannya berupa bioremediator. Bioaugmentasi dilakukan di tempat
yang tidak bisa diremediasi menggunakan - biostimulasi karena kurangnya populasi
bioremediator atau jenis kontaminan yang terlalu kompleks dan membutuhkan multiproses
bioremediasi. Pada beberapa tempat, pemberian stimulasi berupa nutrisi dan oksigen
masih - belum cukup sehingga membutuhkan penambahan bioremediator (Mrozik dan
Piotrowska-Seget, 2010).

Bioremediator merupakan faktor penting dalam bioaugmentasi. Bioremediator untuk
bioaugmentasi bisa didapat dari isolasi mikroba indigen yang telah di-pretreatment di
laboratorium terlebih dahulu atau isolasi dari tempat lain yang memiliki kontaminan sama
atau genetic modified organism (GMO). Terdapat tiga syarat utama bioremediator untuk
bioaugmentasi yaitu memiliki ketahanan terhadap lingkungan seperti perubahan suhu dan
pH maupun ketahanan terhadap kompetisi antar komponen biotik di lingkungan tersebut,
memiiliki tingkat toleransi terhadap kontaminan, dan memiliki kemampuan remediasi yang
baik (Thompson et al., 2005).

Salah satu tantangan bioaugmentasi adalah untuk mempertahankan jumlah
bioremediator yang ditambahkan. Mayoritas bioremediator akan semakin berkurang
jumlahnya setelah ditambahkan seiring berjalannya waktu karena terjadi stres. Stres yang
terjadi diakibatkan perubahan suhu, pH, kekurangan nutrisi, terifeksi dengan bakteriofag
yang membuat bakteri menjadi lisis dan mati, dan kompetisi dengan mikroorganisme lain.
Tantangan lain yang dari bioaugmentasi adalah kecocokan bioremediator dengan
lingkungan yang akan diremediasi. Kecocokan ini tidak hanya mencakup kecocokan
bioremediator dengan komponen abiotik seperti suhu, pH, dan nutrisi melainkan juga
kecocokan dengan komponen biotik yang sudah ada di lingkungan tersebut. Efek negatif
yang timbul jika terjadi ketidakcocokan adalah kerusakan ekosistem seperti protozoan
grazing yaitu pertumbuhan protozoa yang meningkat drastis karena penambahan
mikroorganisme eksogen. Meningkat atau menurunnnya suatu komponen biotik dalam

suatu ekosistem bisa merusak ekosistem tersebut (Nzila et al., 2016).

2.3. Bakteri

Makhluk hidup di bumi secara garis besar dapat dibedakan menjadi dua jenis yaitu
erukariotik dan prokariotik. Eukariotik adalah makhluk hidup yang memiliki membran inti sel
sehingga materi genetik terpisah dari organel-organel lain (materi genetik terletak dalam
nukleus). Contoh eukariotik adalah fungi, animal, plantae. Prokariotik adalah makhluk hidup
yang tidak memiliki membran inti sel. Materi genetik pada prokaritik tidak terpisah dengan
organel-organel lain dalam sel. Contoh makhluk hidup prokariotik adalah bakteri (Al-

mohanna dan Quine, 2016).
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Bakteri merupakan makhluk hidup tertua di bumi, diperkirakan bakteri telah muncul
dua milyar tahun lebih awal daripada makhluk hidup eukariotik. Fosil bakteri tertua yang
pernah ditemukan diperkirakan berasal dari 3,5-3,8 miliar tahun yang lalu. Pada awal
sejarah bumi, salah satu jenis bakteri yaitu Cyanobacteria menjadi penghasil oksigen
pertama. Makhluk hidup aerobik yang lain muncul setelah bumi terisi dengan oksigen yang
dihasilkan oleh fermentasi Cyanobacteria (Al-mohanna dan Quine, 2016).

Bakteri termasuk makhluk hidup mikroskopis, yaitu makhluk hidup yang hanya bisa
dilihat melalui mikroskop. Diameter bakteri sekitar 0,2-1,5 pm dan panjangnya sekitar 3-5
pm (Al-mohanna dan Quine, 2016). Terdapat tiga bentuk utama bakteri yaitu basil, kokus,
dan spiral. Bakteri berbentuk basil disebut Bacillus. Bakteri berbentuk basil (Bacillus)
memiliki bentuk lurus seperti lingkaran yang lonjong. Bakteri berbentuk kokus disebut
Coccus atau Coccli jika berjumlah satu. Bakteri Coccus memiliki bentuk lingkaran-lingkaran
atau bulatan-bulatan yang saling bergandengan. Bakteri berbentuk spiral disebut Spirilus
(Al-mohanna dan Quine, 2016).

Berdasarkan keberadaan peptidoglikan pada dinding sel bakteri, maka 'bakteri
dibedakan menjadi bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Bakteri gram positif
memiliki peptidoglikan yang tebal sedangkan bakteri gram negatif memiliki peptidoglikan
yang tipis. Peptidoglikan adalah lapisan pada dinding sel bakteri (bacterial cell wall) yang
terdiri dari molekul polisakarida yang dihubungkan atau diikat dengan polipeptida
(Nurhayati dan Darmawati, 2017).

Cara membedakan bakteri gram positif dan negatif dilakukan melalui metode
pewarnaan gram yang ditemukan oleh Hans Christian Gram pada 1884. Hasil pewarnaan
gram akan menunjukkan perbedaan kedua jenis bakteri, bakteri gram positif akan berwarna
keunguan dan bakteri gram negatif akan berwarna kemerahan. Contoh bakteri gram positif
adalah Staphylococcus aureus, Enterococcus faecialis, dan Clostridium botulinum. Contoh
bakteri gram negatif adalah Eschericia coli, Enterobacter aerogenes, dan Kleibsela
pneumoniae (United States Departement of Agriculture Food Safety and Inspection
Service, 2012).

Berdasarkan kebutuhan akan oksigen, bakteri dibedakan menjadi lima yaitu aerob
obligat, anaerob obligat, anaerob fakultatif, mikroaerofilik, dan anaerob toleran. Aerob
obligat adalah bakteri yang membutuhkan oksigen, bakteri ini akan mati jika tidak ada
oksigen. Hal ini karena oksigen digunakan oleh bakteri untuk melakukan metabolisme,
terutama respirasi aerob. Saat bakteri ini diletakkan dalam tabung reaksi yang berisi media
cair maka ia akan mengumpul di bagian atas tabung reaksi. Contoh bakteri ini adalah
Pseudomonas sp. Bakteri anaerob obligat adalah bakteri yang tidak tahan oksigen, bakteri
ini akan mati saat ada oksigen karena oksigen dianggap sebagai zat toksik. Saat berada

dalam tabung reaksi yang berisi media cair maka ia akan mengumpul di bagian bawah
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tabung karena pada bagian bawah tabung tidak terdapat oksigen. Contoh bakteri anaerob
obligat adalah Clostridium botulinum (Prayitno dan Hidayati, 2017).

Bakteri anaerob fakultatif adalah bakteri yang dapat hidup pada tempat yang terdapat
oksigen maupun tidak. Saat berada di tempat yang penuh oksigen maka ia akan melakukan
respirasi aerob sedangkan jika ia berada di tempat yang tidak terdapat oksigen maka ia
akan melakukan fermentasi atau respirasi anaerob. Bakteri anaerob fakultatif akan
menyebar saat ada dalam tabung berisi media cair, tetapi bakteri anaerob fakultatif akan
cenderung berkumpul di atas tabung karena bakteri lebih mudah berkembang biak jika
melakukan respirasi aerob, sebab akan menghasilkan ATP lebih banyak dibandingkan
respirasi anaerob atau fermentasi. Contoh bakteri anaerob fakultatif adalah Eschericia coli
(Prayitno dan Hidayati, 2017).

Bakteri mikroaerofilik adalah bakteri yang membutuhkan oksigen tetapi dalam jumlah
yang sedikit karena bakteri mikroerofilik akan mati jika terkena kadar oksigen tinggi tetapi
tidak bisa melakukan fermentasi atau respirasi anaerob. Contoh bakteri mikroaerofilik
adalah Campylobacter. Bakteri mikroaerofilik akan cenderung mendekati permukaan
tabung reaksi tetapi tidak terlalu dekat dengan tabung reaksi jika diletakkan pada media
cair dalam tabung reaksi. Bakteri aerotoleran adalah bakteri yang bisa hidup pada tempat
yang memiliki oksigen atau tidak memiliki oksigen tetapi saat ia berada di tempat yang
memiliki oksigen ia tidak menggunakan oksigen untuk metabolismenya. Contoh bakteri

mikroaerofilik adalah Lactobacillus sp (Prayitno dan Hidayati, 2017).
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BAB Ill. METODE PELAKSANAAN

3.1. Waktu Pelaksanaan

Pengerjaan tugas akhir dilaksanakan pada bulan Januari — Juli 2021.

3.2. Metode Pelaksanaan

Tugas akhir dilakukan dengan metode literatur review. Metode ini dilakukan dengan
mengumpulkan, memilih, menganalisis, dan menginterpretasikan berbagai literatur (jurnal,
thesis, disertasi, buku, dll.) yang berhubungan dengan topik tugas akhir. Litetur-literatur
yang telah didapatkan akan dianalisis dengan cara mencari kesamaan (compare) dan
perbedaan (contrast) serta membandingkan (synthesize) untuk mendapatkan gambaran

yang komprehensif mengenai topik bahasan tugas akhir ini.

3.2.1. Pencarian Literatur

Data dikumpulkan dari sumber-sumber sekunder, yakni hasil penelitian yang
dilaporkan dalam berbagai literatur yang berhubungan dengan topik tugas akhir. Literatur-
literatur tersebut dicari dari situs-situ website yang memuat database hasil penelitian yaitu
Pubmed, ScienceDirect, American Society of Microbiology, dan Research gate. Pencarian
dilakukan menggunakan kata kunci yang berhubungan dengan topik bahasan. Kata kunci

untuk pencarian literature disajikan dalam Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Kata kunci untuk pencarian literatur

Metal Bacteria Metallothionein
OR OR
Heavy Metal Metal
Resistance
Bacteria
OR

Bioremediator

3.2.2. Pemilihan Literatur

Literatur yang telah didapat dipilih dan diseleksi berdasarkan beberapa kriteria yaitu
topik yang dibahas dalam literatur. Topik literatur yang tidak sesuai dengan topik bahasan

tugas akhir tidak digunakan (eksklusi) sedangkan topik literatur yang sesuai dengan topik
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bahasan tugas akhir digunakan (inklusi) dalam literatur review. Tahapan pemilihan literatur

dapat dilihat dalam Gambar 3.1.

Literatur yang didapatkan dari sumber literatur
ScienceDirect, ResearchGate, Elsevier,Google
Schoolar, dan PubMed

Seleksi berdasarkan topik bahasan

Literatur yang digunakan

Eksklusi
Literatur tidak sesuai topik bahasan
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Gambar 3.1. Tahapan pemilihan literatur

3.2.3. Analisis Data

Informasi-informasi penting yang ada di dalam literatur yang telah dipilih akan
dianalisis dan diinterpretasi. Data akan dibandingkan dan dicari keterkaitannya satu sama
lain. Setelah itu, data akan diinterpretasikan lalu disimpulkan. Proses analisis dan
interpretasi data hanya dilakukan pada literatur-literatur yang telah terpilih. Analisis dan
interpretasi data digunakan untuk menjawab rumusan masalah. Hasil analisis akan
ditampilkan di bab 4.

BRAWIJAYA
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1.  Bakteri Resisten Logam Berat

Bakteri merupakan makhluk yang sangat mudah beradaptasi dengan lingkungan.
Saat bakteri hidup di lingkungan yang mengandung logam berat maka ia akan

mengembangkan kemampuan agar bisa hidup di tempat yang terkontaminasi logam berat.
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Hal tersebut dibuktikan dengan penelitian-penelitian mengenai isolasi bakteri resisten
logam berat dari lingkungan tercemar, salah satunya berasal dari industri. Pada Tabel 4.1
ditunjukkan beberapa bakteri resisten timbal (Pb) yang berasal dari lingkungan industri

yang banyak tercemar logam berat, khususnya timbal (Pb).

Tabel 4.1. Bakteri resisten timbal (Pb) yang diisolasi dari lingkungan industri

No. Bakteri Jenis Bakteri  Minimum Inhibitory Referensi
Consentration (MIC)

1. Pseudomonas Gram negatif 1600 ppm (Nokman et al., 2019)
putida

3.  Bacillus Gram positif 600 ppm (Nazir et al., 2020)
safensis
MK210556

4.  Bacillus Gram positif = 900 ppm (Nazir et al., 2020)
thuringensis
MK426618

5. Staphylococcus Gram positif ~ 500 ppm (Nazir et al., 2020)
warneri
MK214733
Gemella sp. Gram positif 1900 ppm (Marzan et al., 2017)

8.  Micrococcus Gram positif 1800 ppm (Marzan et al., 2017)
sp.

9.  Bacillus Gram positif 1500 ppm (Oves et al., 2013)
thuringensis
OSM 29

10. - Halomonas Gram negatif 200 ppm (Tibrewal et al., 2018)
clone TV-GO1-
52
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4.1.1. Faktor-Faktor Penentu Resistensi Bakteri Terhadap Logam Berat

Terdapat dua faktor yang menentukan keragaman bakteri di suatu lingkungan yaitu
faktor ekternal dan faktor internal (Chen et al., 2019).

4.1.1.1. Faktor Eksternal

Faktor eksternal adalah faktor yang berada di luar bakteri. Faktor eksternal akan
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berperan sebagai environmental pressure, yaitu mekanisme alami dari lingkungan untuk
menyeleksi makhluk hidup yang mampu hidup di dalamnya sehingga hanya makhluk hidup
yang memiliki kemampuan adaptasi dengan lingkungan saja yang bisa bertahan.
Environmental pressure yang terjadi secara terus menerus akan mengubah biodiversitas
makhluk hidup yang hidup di dalam suatu lingkungan.

Berdasarkan data yang telah didapatkan dari sebuah penelitian menunjukkan bahwa
bakteri resisten timbal dapat diisolasi dari lingkungan yang tercemar oleh logam berat
(Tibrewal et al., 2018). Hal itu dapat dibuktikan dengan melihat Tabel 4.2 mengenai
komposisi kimia dari lingkungan asal bakteri resisten timbal yang diperoleh dari limbah cair

yang diperoleh dari industri elektronik.

Tabel 4.2. Komposisi kimia limbah cair dari industri elektronik (Tibrewal et al., 2018)

Parameter Nilai
pH 12,0
Seng (Zn) 4,0 ppm
Cadmium (Cd) 1,0 ppm
Nikel (Ni) 22,5 ppm
Magnesium (Mg) = 5,5 ppm
Timbal (Pb) 2,5 ppm
Calcium 49,1 ppm
Sulfat 3,28 gm/I
Chlorine 0,16%
BOD 27,39 ppm
COD 437,21 ppm

Pada Tabel 4.2 terlihat bahwa lingkungan asal bakteri, yaitu limbah cair industri
elektronik, memiliki kadar timbal yang tinggi yaitu 2,5 ppm. Selain kadar timbal yang tinggi,

limbah tersebut juga memiliki kadar logam berat lain yang tinggi seperti magnesium,

IVERSITA

BRAWIJAYA

chromium, nikel, cadmium, dan seng. Logam-logam berat yang di air limbah tersebut akan

UN

memengaruhi komposisi bakteri yang hidup di dalamnya.
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Pada Tabel 4.1 ditunjukkan hasil mengenai bakteri yang berhasil diisolasi dari
lingkungan industri. Jenis bakteri nomor 10 berasal dari limbah cair industri elektronik. Di
mana komposisi sampel limbah cair tempat asal bakteri ditunjukkan pada tabel 4.2 dan
pada tabel 4.1 ditunjukkan bahwa bakteri yang berasal dari lingkungan yang mengandung
banyak logam berat memiliki kemampuan resistensi terhadap timbal sebesar 200 ppm. Hal
itu menunjukkan bukti bahwa bakteri resisten logam berat bisa hidup di lingkungan tercemar
logam berat.

Terdapat dua faktor yang memengaruhi komunitas bakteri, yaitu nutrisi yang ada di
lingkungan bakteri dan polutan yang ada di lingkungan bakteri. Kedua faktor tersebut saling
berinteraksi menjadi environmental pressure yang bertanggung jawab terhadap komunitas
bakteri yang ada di suatu lingkungan (Chao et al., 2016). Suatu komunitas bakteri bisa
berubah atau terjadi suksesi (succession of bacterial community) saat terdapat
environmental pressure yang kuat. Suatu penelitian menyebutkan bahwa terjadi suksesi
mikroba, baik berupa bakteri ataupun fungi, pada tanah pertambangan sebelum dan
setelah dilakukan pertambangan sehingga komunitas mikroba, khususnya bakteri, akan
berubah. Saat dilakukan restorasi lingkungan di tanah pertambangan maka akan susah
untuk mengembalikan komunitas bakteri yang ada sebelum dilakukan pertambangan. Hal
itu karena telah terjadi suksesi mikroba atau perubahan komunitas mikroba yang ada (Chao
et al., 2016).

Faktor nutrisi sebagai salah satu kekuatan dari environmental pressure telah
dilaporkan pada penelitian tahun 2016. Peneliti melaporkan bahwa terjadi perubahan
komunitas bakteri di lahan perkebunan tembakau saat dilakukan rotasi tanaman. Rotasi
tanaman atau penanaman tanaman yang berbeda di suatu lahan akan mengubah
komunitas bakteri tanah karena setiap akar tanaman akan mengeluarkan dan memproses
zat-zat tertentu seperti asam organik, lactam, gliserol, dan nikotin yang berbeda-beda.
Setiap zat yang dikeluarkan (exudate) digunakan oleh bakteri sebagai nutrisi. Jika tanaman
yang ditanaman berbeda maka nutrisi yang ada dalam tanah pun berbeda sehingga
komunitas bakteri yang hidup di dalamnya juga berbeda (Niu et al., 2016).

Peneliti lain juga merilis hasil yang sama, walaupun dilakukan di lingkungan yang
berbeda. Penelitian dilakukan di lingkungan air tepatnya di Bohai Bay, Cina. Hasil dari
penelitian ini menunjukkan bahwa komunitas bakteri yang ada di lingkungan air sangat
bergantung dengan jenis vegetasi atau tanaman yang ada di lingkungan tersebut. Hal itu
karena terjadi environmental pressure berupa perubahan nutrisi yang ada di lingkungan air
(Cong et al., 2014).

Penelitian mengenai faktor polutan sebagai envornmental pressure pernah dilakukan
dengan menggunakan sampel tanah yang diberi logam berat merkuri (Hg), seng (Zn), Nikel

(Ni) dengan kadar berbeda-beda, mulai 50 ug/g hingga 500 ug/g kemudian diinkubasi

20



L]

.aC.|

.ub

-

—
jE—
o
G
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

selama 28 hari. Setelah itu bakteri yang ada di tanah diisolasi dan dibandingkan setiap 7
hari sekali. Hasil isolasi dan perhitungan jumlah bakteri menunjukkan bahwa jumlah bakteri
berbanding terbaik dengan kenaikan kadar logam berat yang diberikan sehingga jumlah
bakteri semakin menurun saat kadar logam yang diberikan semakin ditingkatkan. Selain itu
jumlah bakteri pada tanah yang terkontaminasi logam berat >50 ppm semakin berkurang
saat sampel tanah diisolasi dengan ditambahkan logam berat dalam waktu yang semakin
lama. Hal itu menunjukkan bahwa lingkungan sangat berpengaruh terhadap jumlah bakteri
(Anyanwu et al., 2011).

Penelitian serupa juga pernah dilakukan, di mana sampel tanah yang diambil dari
sebuah taman dicampur dengan berbagai logam berat yaitu timbal (Pb), perak (Ag), dan
seng (Zn). Dilakukan tiga perlakuan yaitu pemberian masing-masing logam berat sebesar
10, 25, dan 50 mM. Setelah itu tanah diinkubasi selama 15 hari. Kemudian bakteri yang
terdapat pada masing-masing sampel tanah tersebut diisolasi dan dibandingkan jumlah
serta jenisnya dengan sampel tanah yang diisolasi tanpa penambahan logam berat. Hasil
dari penelitian itu ditunjukkan pada Tabel 4.3. Tabel tersebut memperlihatkan jumlah bakteri
berbanding terbalik dengan jumlah logam berat yang ditambahkan atau dengan kata lain
bahwa jumlah bakteri semakin berkurang saat sampel tanah diberi logam berat yang
semakin banyak (Ashraf dan Ali, 2007). Hal itu karena banyak bakteri yang mati karena
terkena efek toksik dari logam berat. Semakin banyak logam berat yang ada pada sampel
maka semakin besar efek toksik yang ditimbulkan. Bakteri yang mampu hidup di sampel

tanah yang diberi logam berat adalah bakteri yang resisten terhadap logam berat.

Tabel 4.3. Hubungan antara jumlah bakteri heterotrof dan kadar logam berat sampel asal
bakteri (Ashraf dan Ali, 2007)

Logam Jumlah bakteri heterotrof (CFU/g)

berat 0 Mm (kontrol) ‘ 10 mM 25 mM 50 mM
Zn (4,489 +0,1) x 108 (6,71 £ 0,14) x 108 (8,033 £ 0,13) x 108 (8,575 +0,14) x 108
Pb (4,489 +0,1) x 108 (2,278 £2,0)x 108 (1,784 +2,7)x 108 (1,095 +1,8) x 108
Ag (4,489 +0,1) x 108 (2,038 £2,3)x 108 ~ (1,203 +1,9)x 108 (8,32 +1,8) x 107

Peneliti lain yang mengisolasi bakteri dari tanah yang ditambahkan logam berat
cadmium (Cd), seng (Zn), nikel (Ni), dan timbal (Pb) kemudian diinkubasi selama 30 hari
menunjukkan perbedaan jumlah dan jenis bakteri yang mampu tumbuh di tanah tersebut.
Jumlah bakteri yang berhasil diisolasi berbanding terbalik dengan kadar logam berat yang
ditambahkan pada masing-masing tanah. Hal itu karena logam berat bersifat toksik
sehingga akan membunuh bakteri sensitif logam berat. Jenis bakteri yang berhasil tumbuh
di tanah yang diberi satu jenis logam berat (single heavy metal) berbeda dengan jenis

bakteri yang tumbuh di tanah yang diberi banyak logam berat (multi heavy metals). Hal
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tersebut menunjukkan bahwa komunitas bakteri akan berubah jika terdapat environmental
pressure berupa polutan logam berat di dalamnya (Abd et al., 2013).

Pada Tabel 4.3 menunjukkan bahwa bakteri yang hidup di lingkungan yang memiliki
kadar logam berat tinggi memiliki kemampuan resisten terhadap logam berat. Suatu
penelitian pernah membuktikan hal ini bahwa bakteri yang ditumbuhkan di tanah yang
dicampur dengan timbal (Pb) dalam jumlah besar akan membentuk aggregat dan
endospora (Ashraf dan Ali, 2007). Pembentukan aggregat dan endospora  tersebut
menunjukkan mekanisme resistensi terhadap logam, khususnya timbal (Pb) oleh bakteri.

4.1.1.2. Faktor Internal

Faktor internal adalah faktor yang berada dalam diri bakteri. Faktor internal berkaitan
dengan gen yang dimiliki-oleh bakteri. Bakteri yang memiliki kemampuan resistensi tinggi
terhadap logam berat memiliki gen khusus yang mengkode protein-protein yang
berhubungan dengan kemampuan bakteri tersebut. Gen resisten logam berat yang dimiliki

oleh bakteri bisa berada di plasmid atau pun di kromosom bakteri.

Gambar 4.1. Hasil pengujian PCR plasmid bakteri Pseudomonas aeruginosa strain WI-1.
1: marker; 2: Pseudomonas aeruginosa strai WI-1; 3 dan 4: bakteri sensitif logam berat E.
coli HB101 (Naik et al., 2012)

Salah satu contoh bakteri resisten timbal (Pb) adalah bakteri Pseudomonas

aeruginosa strain WI-1. Bakteri tersebut memiliki gen yang mengkode mekanisme

22



resistensi logam berat, yaitu menggunakan metallothionein (bmtA). Gen tersebut berada di
plasmid bakteri karena saat dilakukan pengujian. PCR dan membandingkan hasilnya
dengan bakteri kontrol sensitif logam terlihat jelas pita DNA pada Pseudomonas aeruginosa
strain WI-1 saat dielektroforesis (Gambar 4.1) (Naik et al., 2012).

Tidak semua bakteri yang memiliki kemampuan resistensi terhadap logam berat,

khususnya timbal memiliki plasmid yang mengkode kemampuan resistensinya. Banyak
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bakteri yang kemampuan resistensi terhadap logam berat yang dimilikinya dikode oleh gen
yang ada di kromosomnya. Salah satunya adalah bakteri Enterococcus faecalis yang
diisolasi dari sungai Kizilirmark. Bakteri Enterococcus faecalis diketahui memiliki
kemampuan resisten terhadap timbal, hal ini dibuktikan dengan penelitian yang telah
dilakukan sebelumnya bahwa bakteri Enterococcus faecalis resisten terhadap timbal
hingga 1200 ppm (Aktan et al., 2012).

Pengujian terhadap plasmid yang dimiliki oleh bakteri Enterococcus faecalis (Gambar
4.2) menunjukkan bahwa bakteri yang hidup di lingkungan mengandung timbal memiliki 4
plasmid yang berukuran berbeda yaitu 1,58 kb; 3,06 kb; 22,76 kb; dan 28,95 kb, sedangkan
bakteri yang tidak ditumbuhkan pada lingkungan mengandung timbal tidak menunjukkan
ada plasmid yang terlihat. Bakteri kemudian diteliti lebih lanjut dengan melakukan plasmid
curing, yaitu teknik untuk menghilangkan plasmid dari bakteri menggunakan ethidium
bromida. Setelah plasmid dihilangkan, kemudian bakteri ditumbuhkan kembali ke
lingkungan yang mengandung timbal (Pb). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa bakteri
yang telah dihilangkan plasmidnya tetap bisa hidup di lingkungan yang mengandung timbal.

Hal tersebut berarti gen yang mengkode resisten bakteri terhadap timbal (Pb) tidak terletak

di plasmid melainkan di kromosom (Aktan et al., 2012).
M 1 2

4— 2895kb

2313 kb
2.42kb
6.65kb
4.36kb

e 22.76kb
= chr

e 306kb
2.32kb

2.02kb
+— 138kb

0.56 kb

Gambar 4.2. Hasil pengujian plasmid pada bakteri Enterococcus faecalis yang diisolasi dari
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Sungai Kizilirmark. M: marker; 1: Enterococcus faecalis yang ditumbuhkan di lingkungan

mengandung timbal; 2: Enterococcus faecalis yang ditumbuhkan di lingkungan yang tidak

mengandung timbal (Aktan et al., 2012)
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Kemunculan gen resisten logam berat di bakteri bisa terjadi karena dua hal yaitu
mutasi dan transfer gen horizontal antar bakteri (Stokes and Gillings, 2011). Mutasi adalah
perubahan pada susunan DNA karena terjadi perubahan pada urutan atau susunan basa
nitrogen di DNA. Perubahan itu akan mengubah sifat genetik bakteri. Hal itu karena DNA
akan mengkode pembentukan protein di bakteri sehingga jika urutannya berubah maka
protein yang dibentuk juga berubah. Sifat genetik yang menguntungkan bakteri akan
diwariskan dari generasi ke generasi sehingga jumlah bakteri yang memiliki sifat genetik
menguntungkan akan bertambah banyak. Pertumbuhan bakteri yang memiliki sifat unggul
akan membuat bakteri yang tidak memiliki sifat unggul tersingkir sehingga mayoritas bakteri
yang bertahan hidup adalah bakteri yang memiliki sifat unggul.

Transfer gen horizontal atau Horizontal Transfer Gene (HGT) atau Lateral Transfer
Gene (LTG) adalah mekanisme transfer materi genetik antar bakteri tanpa proses
pembelahan sel. Secara umum suatu makhluk hidup akan mendapat gen yang diwariskan
oleh orang tuanya. Pewarisan sifat secara turun temurun ini membuat makhluk hidup
memiliki kemiripan sifat dengan orang tuanya. Namun, terkadang terjadi persilangan gen
antar makhluk hidup, khususnya antar bakteri tanpa adanya hubungan keturunan.
Percampuran gen tersebut bisa memunculkan sifat genotip dan fenotip baru yang tidak
dimiliki oleh generasi sebelumnya (Soucy et al., 2015).

HGT memiliki tiga mekanisme utama untuk mentransfer materi genetik antar bakteri
yaitu transformasi, konjugasi, dan transduksi. Transformasi adalah perpindahan DNA baik
berupa plasmid atau kromosom melalui pemasukan materi genetik ke bakteri lain secara
langsung. Transformasi sangat jarang terjadi di alam. Hal ini karena trasnformasi
membutuhkan dua syarat utama yaitu DNA donor merupakan DNA yang kompatimbel
dengan bakteri yang menerimanya dan bakteri resipien harus berupa sel kompeten. Sel
kompeten adalah sel yang telah mengalami perubahan fisiologi sehingga sel mampu
mengambil DNA asing dari bakteri donor. Perubahan fisiologis sel terutama berkaitan
dengan permeabilitas membran sel, di mana permeabilitas membran sel resipien akan
berubah sehingga DNA asing mudah masuk ke dalam sel. Kecocokan DNA donor dengan
sel bakteri resipien sangat penting karena jika DNA donor tidak cocok dengan sel maka
sifat genotip tidak akan terekspresi menjadi sifat fenotip. Konjugasi adalah perpindahan
DNA antar bakteri dengan bantuan pili (jamak: pilus). Pili adalah ‘jembatan’ yang terbentuk
antara dua bakteri dan menghubungkan keduanya sehingga DNA, terutama plasmid, akan
berpindah. Jika DNA dari bakteri donor cocok dengan bakteri resipien maka DNA tersebut
bisa diekspresikan oleh bakteri (Thomas dan Nielsen, 2005).

Transduksi adalah perpindahan DNA antar bakteri dengan bantuan bakteriofag.
Bakteriofag memiliki siklus litik dan lisogenik (Gambar 4.3). Saat bakteriofag menginfeksi

bakteri maka materi genetik virus akan masuk ke dalam bakteri. Kemudian materi genetik
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tersebut akan bergabung dengan materi genetik bakteri. Penggabungan materi genetik
virus dan bakteri tersebut disebut sebagai siklus lisogenik. Saat bakteri melakukan
reproduksi dengan cara membelah diri maka materi genetik tersebut akan ikut bereplikasi.
Oleh karena itu materi genetik dari virus yang sudah masuk ke dalam bakteri akan ikut
tersebar ke bakteri yang lain. Siklus litik terjadi saat virus menginfeksi bakteri tetapi materi
genetik virus tidak bergabung dengan bakteri, melainkan bereplikasi dan membentuk
bakteriofag-bakteriofag baru di dalam bakteri. Setelah itu bakteriofag akan memecah sel
bakteri sehingga bakteri mengalami lisis. Bakteriofag yang telah terlepas keluar bakteri
akan menginfeksi bakteri lain (Erez et al., 2017). Saat bakteriofag menginfeksi bakteri yang
memiliki gen resisten logam berat maka terdapat kemungkinan gen tersebut ikut masuk ke
dalam bakteriofag yang baru dibentuk di dalam sel bakteri, sehingga bakteriofag tidak
hanya mengandung materi genetik aslinya saja melainkan juga membawa membawa
materi genetik dari sel bakteri, berupa potongan gen yang mengatur resistensi logam berat.
Saat bakteriofag menginfeksi bakteri lain maka materi genetik pengkode resisten logam
berat juga akan ikut masuk dan bergabung dengan materi genetik bakteri yang baru

diinfeksi.

Lysis Lysis Lysogeny
2 A
— AT T Q:° .2
(—) O e '~ 9% (2o
)
o & S, O SRR

Gambar 4.3. Siklus litik dan lisogenik dari bakteriofag (Erez et al., 2017)

Mekanisme transfer gen horizontal bisa meningkat seiring peningkatan kadar logam
berat, khususnya timbal (Pb). Suatu penelitian yang dilakukan dengan menumbuhkan
bakteri E. coli K12 yang sudah diberikan plasmid RP4 di media yang mengandung
beberapa logam berat, yaitu tembaga (Cu), cadmium (Cd), timbal (Pb), dan seng (Zn), pada
konsentrasi 0-200 pg/l melaporkan bahwa transfer gen horizontal yang terjadi berbanding
lurus dengan jumlah logam berat yang ada di lingkungan, kecuali pada bakteri yang
ditumbuhkan di media mengandung cadmium (Cd). Hal itu membuktikan bahwa mayoritas
logam berat berperan dalam meningkatkan transfer gen horizontal (Wang et al., 2020).

Secara umum mekanisme mutasi dan transfer gen antar bakteri bersifat netral,
artinya tidak menguntungkan atau merugikan bakteri. Bakteri yang mengalami mutasi dan
trasnfer gen horizontal tidak selalu bisa mengekspresikan perubahan atau penambahan
basa nitrogen di DNA yang terjadi. Hal itu karena ekspresi suatu gen dalam bakteri
dipengaruhi oleh berbagai faktor. Gen yang berubah atau bertambah karena mutasi dan
transfer gen horizontal bisa menjadi gen yang menguntungkan jika bakteri mampu

mengekspresikannya dan terdapat lingkungan yang mendukung untuk mengekspresikan
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gen tersebut. Hal ini juga berlaku pada bakteri resisten logam berat, di mana ekspresi
resistensi logam berat yang dimiliki oleh bakteri bisa terlihat karena bakteri berada di
lingkungan yang cocok dan gen resistensi timbal berat yang dimiliki kompatibel dengan
bakteri.

4.2.  Metallothinein

Bakteri memiliki banyak mekanisme resistensi terhadap logam berat. Salah satu
mekanisme  resistensi  yang - dimiliki oleh bakteri adalah mekanisme resistensi
menggunakan metallothionein. Metalltothionein adalah protein yang mengandung banyak
asam amino sisten yang berfungsi sebagai penjaga homeostosis dalam sel. Metallothionein
merupakan protein yang unik, karena protein ini dimiliki oleh hampir semua organisme, baik

prokariotik ataupun eukariotik.

4.2.1. Struktur dan Klasifikasi Metallothionein

Metallothionein adalah protein pendek yang memiliki banyak asam amino sistein
(Cys). Metallothionein bakteri memiliki sekitar 10-35% sistein. Jika dibandingkan dengan
protein lain akan maka jumlah sistein metallothionein terlihat jauh lebih banyak karena
jumlah sistein di protein lain hanya sekitar 2%. Asam amino sistein yang dimiliki oleh
metallothionein membuatnya mudah sekali mengikat ion logam. Hal itu karena sistein
memiliki gugus thiol yang mudah bereaksi dengan logam (Gutiérrez et al., 2019).

Salah satu keunikan metallothionein sekaligus menjadi ciri dari metallothionein
adalah adanya gugus asimetri yang unik. Gugus asimetri adalah rasio atau perbanding
antar asam amino dalam suatu protein yang tidak seimbang antar satu jenis-asam amino
dengan asam amino yang lain tetapi malah menjadi ciri khas dan keunikan suatu protein.
Beberapa gugus asimetri yang dimiliki oleh mayoritas metallothionein bakteri adalah lysin
> arginin, leusin > isoleusin, threonine > serin atau serin < thereonine. Namun, hingga saat
ini kegunaan gugus asimteri tersebut pada metallothionein masih belum diketahui
(Gutiérrez et al., 2019).

Salah satu jurnal meneliti mengenai profil berbagai metallothionein yang telah
ditemukan (Gambar 4.4). Setiap jenis metallothionein memiliki panjang asam amino yang
berbeda. Mayoritas panjang asam amino yang ada di berbagai metallothionein adalah 50-
70 asam amino. Jumlah sistein pada setiap jenis metallothionein juga berbeda,
metallothionein yang telah ditemukan memiliki 10-35% sistein. Namun, mayoritas memiliki
25-30% sistein dalam setiap proteinnya. Salah satu keunikan dari metallothionein adalah
jarang memiliki asam amino aromatik seperti tirosa, triptofan, fenilalanin, leusin, dan

isoleusin (Ziller dan Fraissinet-Tachet, 2018).
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Gambar 4.4. Profil asam amino berbagai jenis metallothionein (Ziller dan Fraissinet-Tachet,
2018). A: panjang asam amino metallothionein; B: kandungan sistein metallothionein; C:
kandungan asam amino aromatik; warna merah muda: metallothionein bakteri; warna biru:
metazoan; warna hijau: tanaman; warna kuning: fungi; warna merah: eukariot; abu-abu:

organisme belum diketahui.

Metallothionein organisme tingkat tinggi, seperti mamalia dan ikan memiliki 2 domain
utama yaitu domain a dan domain 3 yang dihubungkan oleh polipeptida yang tersusun atas
banyak asam amino non sistein (Gambar 4.5). Domain a terletak pada C-terminal
sedangkan domain B berada di N-terminal. Kedua domain ini mengikat jumlah logam yang
berbeda di mana. Pada metallothionein mamalia domain a mengikat 4 ion logam divalen
sedangkan domain 3 mengikat 3 ion logam divalen. sehingga 1 molekul metallothionein
mamalia dapat mengikat 7 ion logam divalen. Metallothionein bakteri tidak memiliki dua

domain. Hal ini berkaitan dengan evolusi dari metallothionein. Metallothionein yang dimiliki
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oleh organisme tingkat tinggi seperti hewan dan tumbuhan kebanyakan memiliki dua
domain metallothionein. Dua domain metallothionein bisa mengikat logam lebih banyak
daripada satu domain (Comes Orpinell, 2017).
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Gambar 4.5. Struktur metallothionein (Comes Orpinell, 2017)

Mayoritas metallothionein hanya memiliki struktur primer dan tidak memiliki struktur
sekunder atau tersier (Blindauer dan Leszczyszyn, 2010). Struktur primer adalah struktur
protein berdasarkan asam amino yang menyusunnya. Struktur sekunder adalah struktur
atau gambaran asam amino saat berinteraksi dengan atom hidrogen. Struktur tersier
adalah struktur protein saat berikatan dengan sesama struktur sekunder. Metallothionein
hanya memiliki struktur primer karena struktur sekunder dari metallothionein hanya akan
terbentuk jika metallothionein berikatan dengan logam, terutama seng (Zn) dan tembaga
(Cu) (Calvo et al., 2017).

Kebergantungan metallothionein terhadap logam yaitu seng (Zn) dan tambaga (Cu)
menyebabkan hampir setiap metallothionein memiliki zinc finger (Gambar4.6). Zinc finger
ikatan metallothionein dengan Zn. Selain membentuk struktur sekunder dan terseier, ikatan
dengan seng (Zn) juga berfungsi untuk menstabilkan metallothionein agar tidak mudah
berubah bentuk (Blindauer dan Leszczyszyn, 2010). Hal itu karena perubahan struktur

suatu protein akan mengubah fungsi dari protein tersebut.

A -

Gambar 4.6. Struktur 3D metallothionein (Blindauer dan Leszczyszyn, 2010). A:
Metallothionein dari hati tikus Cd;MT-2; B: Metallothionein dari Strongylocentrotus
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purpureus Cd;MTA. Warna ungu: atom seng (Zn); warna kuning: atom sulfur (S); warna

abu-abu: asam amino

Klasifikasi protein, termasuk metallothionein, didasarkan atas kemiripan sekuens
asam amino yang dimiliki oleh protein. Berdasarkan hal tersebut maka para ilmuwan
melakukan klasifikasi metallothionein. Pada klasifikasi metallothionein yang pertama
metallothionein dibagi menjadi tiga kelas. Kelas | adalah metallothionein yang memiliki
kemiripin dengan metallothionein kuda. Kelas Il adalah metallothionein yang tidak memiliki
kemiripan sekuen asam amino dengan metallothionein kuda. Kelas lll adalah fitokelatin,
polipeptida tanaman yang berasal dari polimerisasi glutathionein. Seiring berjalannya
waktu, banyak ditemukan metallothionein baru yang berasal dari banyak makhluk hidup.
Penemuan metallothionein ~yang semakin banyak tersebut membuat klasifikasi
berdasarkan kemiripan sekuen asam amino metallothionein dengan sekuens asam amino
metallothionein kuda menjadi tidak relevan. Hal tersebut karena banyaknya metallothionein
yang dimasukkan ke dalam kelas Il sehingga membuat ilmuwan menjadi bingung
(Capdevila dan Atrian, 2011).

Klasifikasi kedua dilakukan dengan mengelompokkan metallothionein menjadi 15
famili. Pengelompokan metallothionein menjadi 15 famili ini berdasarkan atas kemiripan
sekuens asam amino antar metallothionein dan hubungan filogenik antar organisme yang
umum menghasilkan metallothionein tersebut. Setiap organisme mampu menghasilkan
metallothionein yang berbeda-beda. Perbedaan itu disebabkan oleh faktor evolusi dari
masing-masing organisme beserta evolusi dari metallothionein sendiri (Capdevila dan
Atrian, 2011). Pada Gambar 4.7 terlihat bahwa terdapat kemiripan asam amino pada setiap
famili, walaupun berada dalam sub famili yang berbeda. Pengelompokan metallothionein
berdasarkan kesamaan sekuens antar metallothionein dan hubungan filogenik organisme
asal pemroduksi metallothionein membuat ilmuwan lebih mudah untuk melacak hubungan
antar metallothionein beserta mekanisme kerjanya.

Pengelompokan metallothionein menjadi 15 famili masih digunakan menjadi semakin
berkembang dengan penambahan-penambahan sub-sub famili baru pada masing-masing
metallothionein. Masih terdapat beberapa kesamaan dan perbedaan yang terjadi dalam
satu famili. Oleh karena itu ilmuwan menambahkan klasifiksi berupa sub famili pada
metallothionein yang berada dalam satu famili (Ziller dan Fraissinet-Tachet, 2018).

Keragaman Metallothionein tidak hanya disebabkan karena metallothionein memiliki
banyak familli dan sub famili, melainkan juga karena metallothionein memiliki banyak
isoform. Isoform adalah protein yang memiliki kemiripan sekuens asam amino satu sama
lain. Satu sub famili biasanya memiliki banyak isoform (Shamsi dan Fatima, 2014). Salah

satu contohnya adalah sub famili MT-1 yang tergolong famili metallothionein vertebrata
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memiliki beberapa isoform seperti MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H, MT-1X,

dan MT-12A) (Somiji et al., 2001). Isoform-isoform dari metallothionein tersebut bisa dikode

oleh satu atau lebih gen.
1.Vertebrate (60-68 aa)

b.ac

M.omusculus MT1 MDPN=CSCTTGGECACACSCHCEECKCTECKE=COSCCFVECAKCADCCVOHGS Sm mm——— EKCRCCA (FO2802)
M. musculus MT2 —-C5CASDGSCSCACACKCKOCKCT SCKESCCS5CCPVECAKCEQCCICKEAS————— DECsoCa (PO2T798)
M.musculus MT3 CPCPTGGESCTCSDECKCRGCKCTNCKS—CCSCCPAGCEKCAKDCVCE KAEAEKCSCCO (FZE184)
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M. musculus MT4 MDPGECTCMSGGICICEDNCKCT TCSCHTCRESCCPCCEPECAKCARGCICKGGS—-——~— DECSCCE (P47945)
2.Mollusca (64-75 aa)

Bivalve

M. edul 51 0MTIV MPAPCNCIETNVCICDTGCSGECCRCGDACKCSEADCKCSGCKVVCECSGSCACEGGCTGPSTCKCAPGCSCE (PEOZ249)
M. edul{is20MTT MPGPCHNCIETNVCICCTOGCSCHCCRCCDACKCASG-COCSGCKYVCKCSCTCKCOCDCTGPTNCKCESCOSCE (PRO251)
Gastropoda

H.pomatia CAMT MEGHGEGEECTSACRSEPCOCESKCQCOEGCTCARCKTCNCTS 'Jr:c<ct‘ -{FCT‘G‘ POEC <c-.’"=; SCECE (P3318T)

atia CAd=-CuMT =-5CGCK (DILZJIE)
Lpomatia Cu MT \IEL.R(_I’——NC(_uIL('.'NSI\PCcCE_I\.DC{C(_.F-u{ﬂ\.CD-\CSSCHCS‘»IDBC{CLSUCI‘uSuSC{CLSACuCF [P55947)

3.Crustacea (58-60 aa)

o, gapidus CAMT] MPGECCHNDECYCORECECKAGCICTSCROSPCOKCTSGCHCATK EECSETCTE PCSCCEK (D548Y3)
. sapidus CAMTZ MPDECCHDECECKEGECE TECKCESCROCPECDECSSECKCTSKEECSETCSKPCSCCR (Q548Y2)
. sapidus CuMT MPCGCETSCKCGSCECCCEETCHCTTCRSEQSCSCNDGACGSACOCK TSCCCGADCECSPCPME  (Q9U620

4.Equinoderma (64-67 aa)

5 ~atus TA MPDVHECVCCEEGEECACFG
uratus SpMTE MPIDVECVCCEE!

ICCETGEECCEDETOC=CGICTHAMACE=CANGCHCGSGCSCTEGNCAT
ECACKGODCCTTGECCEGETCCTGECSNAACKETCADGCECGEGCSCTEGNCPC

5.Diptera (40-42 aa)

D.melanogasterMtnh MPFCP=COSCCHCASOATEGSCNCESDCHC===CO0DKESACCCEE. (PO4357)
O.melanogasterMtnB HVCEGCETNCOCS ADKCEDNCACNE DCOCYVCENG PEDOCC SNE (P1195&)

D.melanogaster Mtnc MVCEGCOTNCKCOLTHOGDNCACNQDCHCVCKNG PKDQCCESE (QoVDNZ)
0, melanogaster MtnD MECEACGTNCOCSATE SQ0COCSCKNGREDKCCSTEN (Q819E4)
0. melanogaster MtnE M:JcKGCGNI*.‘CQCSAGKCGGNC:’\GP,SQ\:QCAJ\K I'GA—KCCOAK (*)

6.Nematoda (62-74 aa)

. elegans MT1 MACKCDCEMNEQOCKC--GDE-CECSCGDECCEKYCCEEASEEKCCPAGCE
ans MTZ MUVCHCDCKNONCSCHNTGTHEDCDCSDAKCCEQYCCT

DCKCANCHCAEQKOCCDE THOHOCTARAH (BP17511)
FCCK SECACECHCANCEC A m e e o o o e 14 B H (P17512)

7.Clllata (107-168 aa)

T. thermophila MTT1 MDEVNNNCCCGENAKBPCCTDPNSGCOCVSETNNCCESDEEECC TG TGEGCKWTGCKOCOPAK SGCCCGDE ({QBTBRI)
AFACCTDPNSGCOCSSKTNECCDSTHNETECKTCECCK

T. thermophila P"“'T;MEJI‘CJ"Q1"r{‘?"I"’GC‘:C\IPCKCOD]'_C-(C("T‘"AAC\ICQDC“NCDPCCSCN"C(C(“"‘EQCE‘CI\PC'{CA"CYG"'7 (QBVE94 )
H SACKCNPCACNPCHCESTSHNCHCHNPCHCAECKT

T, chermophila MIT3 I!-H-_KL SCCGENTE ICCTDLNRQCNCACK TDNCCK PETHNECCT DT LEGCKCVDCHCCK SHVTCCHEVNVE (Q5XQF5)
SSCLDPNSGYQC 'DNCCKSDTEECCTGTOEGCHCTNCOCY KOADOGCCCEDEAKACCTOPNSGCCCS
NNEANECCDATEEK ECQVCQCCE

T. thermophila MTT4d MDTQTQTEVTVGCSCH PCECOPLCKCCTTAACNCOPCENCDPC SCNPCRCCVTESCGCNPCKCARECKCOES {QEDMQY )
HTEKTSACKCNPCACNPCECGSTSHCECHPCKOAECHT

T. thermophila MITS MDKISGESTKICSKT. ACCCPSETQNCCH S DDEQCCVESGECC LY VOCHCCHVAECKCEPNAKYCCT {Q5EGEQ}

DENTGNCCVCETEFCSKSDSKECCPGGESC
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8. to 13. Fungae and yeasts

Eamilv 8 (25-27 aa)

N.crassa MT' MGDCGCSGASSCNCGSGCSCSNCGSK  (P02807)

Family 9 (63 aa)

C.glabrata MT1 MANDCECPNGCSCPNCARGGCOCGORCECKKQSCHECGREQCHCGSHGSSCHGSCGCGDECECE  (P15113)
Family 10 (52 aa)

C.glabrata MTZ MPEQVNCQYDCHCSNCACENTCNCCAKFPACACTNSASNECSCQTCECQTCEC (P15114)

Family 11 (54-55 aa)

¥.lipolytica MT3 MEFTTAMLGASLISTTETOSKHNLVNNCOCCSSSTSESSEMPASCACTHOGCK TCKS (Pa1927)
Eamilv12 (61 aa)
S.cerevisiae CUPL MFSELINFONEGHECQOOCCSCENNEQCOKSCSCPTCCNEDDHCPCGNKSEETEESCCSGE. (POT215)

Family 13 (69 aa)
§.cerevisiae CRSS TVKICDCECECCKDSCHCGSTCLPSCSGOEKCKCDESTESPOCKSCOEKCKCETTCTCERSKCNCERE  (P41902)
14 Prokariota (53-56 aa)

Synechococcus SmtA (2n)  MTTVIOMECACPHCLCIVS LNDA LMY
Myreobacteriom MymT (Cu) MEVIEMTNYEAGTLLTCEHESCGCORY

sEPYCSEVCANGTCEENSGCEIAGCEOESA (230331)
[EVPCHCAGAGDAY RCTCGDELAPVE (POBLZE)

15.Plants (4 types)

vpe 1 (45 aa)

A thaliana MTI MADSNCGCGSSCECGDSCSCEKNYNEECDNCSCGENCSCGSNCNG (P43:

el
i

Type 2 (81 aa)
A. thaliana MTZ2 MSCCGGNCGCGSGCROGNGCGECHMYPDLGF SGETTTTETFVLGVAPAMFNOYEASGESNNAENDACKCGSDCECDPCTCE. (P25860 )

Tupe 3 (69 aa)

A thaliana MTI MSSNCGECDCADETOCVEEGTSYTFDIVETQESYKEAMIMDVEGARENNANCKCKCESSCSCVNCTCCEN (022433)

Type 4 (or EC) (69 aa)

A.thaliana MT4 MADTCEGSSVAGCHNDSCCOCPSPCPGCNSCRCRMREASACDOCHMYVCPCCEHCGCNFCNCPETOTOTSAKCGCTCCEGCTCASCAT (PY937446)
Gambar 4.7. Sekuens asam amino dari seluruh famili metallothionein (Capdevila dan
Atrian, 2011)

Selain dipisahkan berdasarkan familinya, metalllothionein juga bisa diklasifikasikan
berdasarkan susunan asam amino sistein dalam strukturnya serta hubungannya dengan
asam amino lain. Saat berbagai metallothionein di-alligment maka akan terlihat susunan
asam amino sistein yang unik.Terdapat 9 jenis susunan sistenin dalam berbagai
metallothionein yang telah ditemukan yaitu xxCxx, CxC, xCCx, CxCxC, CxCC, CCxC, CCC,
CXCxCxC, dan CCxCC. Kode C menunjukkan sistein sedangkan kode x menunjukkan
asam amino lain. Klasifikasi berdasarkan susunan sistein tidak terlalu kaku. Hal itu karena
biasanya dalam satu metallothionein memiliki banyak jenis susunan sistein. Salah satu
contohnya adalah metallothionein Saccharomyces cerevisiae Cupl yang memiliki susunan
sistein dalam metallothionein berupa CxCC, CxC, dan xxCxx (Ziller dan Fraissinet-Tachet,
2018).

Susunan sistein ini tidak berdampak pada kemampuan pengikatan logam dari

metallothionein. Salah satu contohnya ialah yang metallothionein Tetrahymena spp. CU-
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MT sub famili dan Saccharomyces cerevisiae Cupl yang memiliki susunan sistein yang
berbeda tetapi memiliki ikatan terhadap tembaga (Cu) yang sama. Berbagai penelitian
mengungkapkan bahwa dari 9 susunan sistein tersebut hanya susunan sistein CxC yang
terdapat di hampir seluruh metallothionein. Beberapa susunan sistein hanya terdapat di
sedikit organisme seperti susunan sistein CCxC hanya terdapat dari metallothionein yang
diisolasi dari Fucus vesiculosus dan susunan asam amino CxCxC hanya terdapat di
metallothionein yang diisolasi dari Caenorhabditis elegans dan Saccharomyces cerevisiase
(Ziller dan Fraissinet-Tachet, 2018). Pada Gambar 4.8 terlihat beberapa hasil alligment dari
berbagai metallothionein. Pada gambar tersebut akan diperlihatkan mengenai susunan

asam amino sistein yang ada masing-masing metallothionein.

Namain vive

Species metal Sequence

Ter abiymma thermophila MTTI{Cd) NOKVHEGEEIVNAXSEETUPNEGEEEVE K TONEEK S DT EEET G TCEGEKEVIEXEE K POANEECUVHAKPERF DINSGE
CCVSETNNCCK S D TRERCTOTGEOCKET SCOCCK #VOLGCOOIDEAKACCTUPNSOOOCS NKANKECDAT S KQECITOOC
[

Ter ahymma tharmophula MTT2Z(Cu) MOTYIOTRVIVOESEN PEXEOPLEXEG TTAAINEO PEENED MRS EN PEHBIVTES QUEN PEXEARCHE ::E.‘-::— rSAgKe

HPGAGN PENEGS THNEKEN PEXEASEHE

Excavata

Trichomsona s vagals na MESORTEOENKONAGKS GWEKBORT crc CE(:"' K ~:-=cgc GENENECEYENEIEKBISN NK@sp
olfle poellieypceres *rv * GENENEGEYENRGEXOGS udc.»m. e: NENRGE
FENROEKE! cﬂcn pcndc c& c»czv,dc. mc pERRGEGENEIRG mellie
CKDNIRS | GENEN G Ny @€ NGB TXD 1K L EBOCE HENEN ko B eBON

Bacteria

Symechoco cows POCTM2 SmtA MTSTTLVEGARE PRLANVDPSKA T DANGLY YOS ES

Symec hooo cons OO Sync 1081 HTVTVVEGACSECTCE @:,‘-J\A;.’.C'.‘vcr:e;iﬁ

Sync 2379 MATSHOVEARDECSCAVSVESAY

Sync 2426 MTTHLVREDEPPETES TEEATAANY I7

Sync 0853  MNEVLLLEOESLEIRSVEESE ofF@sEsgarcexnge
MNS ETCACEXETOOPGADAVER - IX zf CCAALH g’-

",.LTC':'E'L':C'.'C'- VRI EZ':'FdC,

Prewdomonas aer

Mycobxac rerium Mym'l MRVIR

Seepromyces Uvidans K

Gambar 4.8. Susunan asam amino dari berbagai metallothionein (Blindauer dan

Leszczyszyn, 2010). Kotak abu-abu: asam amino sistein; Kotak hitam: asam amino histidin.

4.2.2. Peran Metallothionein terhadap Resistensi Bakteri

Bakteri memiliki banyak sistem dan protein yang menjaga agar bakteri bisa bertahan
saat berada dalam kondisi stres. Metallothionein merupakan salah satu protein bakteri yang
bekerja saat bakteri berada dalam kondisi stres. Metallothionein akan dikeluarkan oleh
bakteri saat bakteri berada di lingkungan yang mengandung banyak zat pemicu stres
seperti ion logam dan H20s.

Metallothionein bekerja agar homeostasis ion logam dalam sel bakteri tetap terjaga
dan bakteri terhindar dari kerusakan yang diakibatkan adanya ion logam dalam sel bakteri.

Bakteri sendiri memiliki banyak mekanisme pertahanan diri dalam menghadapi ion logam.
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Mekanisme-mekanisme tersebut akan bekerja di saat bakteri berada di lingkungan yang
mengandung ion logam.

Pada Gambar 4.9 ditunjukkan bermacam-macam mekanisme resistensi bakteri
terhadap logam berat. Bakteri memiliki mekanisme pompa efflux yang berfungsi untuk
mengeluarkan ion logam yang masuk ke dalam sel bakteri. Prinsip pompa efflux adalah
mengeluarkan ion logam berat yang telah masuk ke dalam sel bakteri menggunakan protein
transporter dengan melibatkan ATP. Mekanisme pompa efflux ini dilakukan oleh protein
transporter, yaitu protein yang berfungsi untuk memindahkan suatu zat dari satu bagian ke
bagian lain. Terdapat lima jenis protein transporter yang berfungsi dalam mekanisme
pompa efflux yaitu Resistance Nodulation Division (RND), ATP Binding Cassette (ABC),
Multidrug and Toxin Extrusion (MATE), Small Multidrug Resistance (SMR), dan Major
Facilitator Super (MFS). Salah satu contoh bakteri yang memiliki mekanisme pompa efflux
adalah S. aureus yang memiliki mekanisme pompa efflux terhadap logam Cd (Abbas et al.,
2018).

Selain mekanisme pompa efflux, bakteri juga memiliki mekanisme pertahanan diri
terhadap logam berat yang lain, yaitu presipitasi. Presipitasi adalah proses pembentukan
presipitat. Bakteri akan mengeluarkan Extra Polysaccharide (EPS) untuk mempresipitasi
ion logam. EPS adalah eksopolisakarida kompleks yang memiliki banyak gugus fungsi
negatif sehingga bisa mengikat ion logam bivalen positif. Gugus fungsi yang dimiliki oleh
EPS adalah karboksil, fosfat, amin, dan hidroksil (Zhu dan Dittrich, 2016). lon logam berat
yang telah terikat pada EPS tidak akan membahayakan bakteri lagi karena kereaktifan dari
ion logam telah berkurang. Contoh bakteri yang memiliki kemampuan presipitasi ion logam
menggunakan EPS adalah Kleibsiella michiganensis yang mempresipitasi ion timbal (Pb?*),
tembaga (Cu?*), nikel (Ni?*), mangan (Mn?*), seng (Zn?*), dan cadmium (Cd?*) (Bowman et
al., 2018).

Bakteri memiliki mekanisme lainnya juga yaitu volatilisasi. Volatilisasi adalah
pengubahan ion logam berat menjadi bentuk volatil atau gas. Volatilisasi bisa terjadi pada
merkuri (Hg) dengan cara mereduksi ion logam merkuri inorganik (Hg?*) menjadi merkuri
elemental (Hg®) yang berbentuk gas dengan bantuan enzim merkuri reduktse (Gambar 4.9).
Contoh bakteri yang memiliki kemampuan volatilisasi adalah Pseudoxanthomonas sp.
Bakteri Pseudomonas sp. memiliki gen merA yang mengkode enzim merkuri reduktase.
Enzim merkuri reduktase akan mereduksi Hg?* menjadi Hg° dengan memanfaatkan NADH
sebagai elektron donor (Mahbub et al., 2016). Selain merkuri (Hg), logam berat lain yang
bisa mengalami volatilisasi adalah arsenik (As). Clostridium glycolicum adalah contoh
bakteri yang mampu melakukan volatilisasi arsenik (As) dalam kondisi anaerob, sedangkan
kelompok bakteri dari Flavobacterium-Cytophaga adalah contoh bakteri yang melakukan

volatilasi arsenik (As) dalam kondisi aerob (Wang et al., 2014).
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Pada Gambar 4.9 diperlihatkan bahwa metallothionein sebagai salah satu komponen
(protein) yang menjaga bakteri dari ion logam akan menangkap ion logam dengan merubah
dirinya dari apo metallothionein menjadi logam-metallothionein. Mekanisme metallothionein
dalam menangkap ion logam termasuk mekanisme metal sequestration. Secara normal
metallothionein akan mengikat ion seng (Zn), namun jika terdapat ion lain yang lebih

melimpah maka metallothionein akan ganti mengikat ion tersebut (Chatterjee et al., 2020).

ue@

| ® =@

£ Enzymatic

z g.% AET) o —_— o
cre

g Hg™* z% g Hg®* %.:.. Reduction

@ o

gg @ Pb-MT NZ@A S :as .

_5 o i Wothytation :‘;M

g o oo mercury

Gambar 4.9 Berbagai mekanisme resistensi bakteri terhadap logam (Chatterjee et al.,
2020)

Salah satu penelitian melaporkan bahwa bakteri Providencia vemicola strain SJ2A
memiliki ketahanan terhadap logam berat timbal (Pb) yang tinggi. Bakteri tersebut
menyimpan logam berat yang di dalam membran periplasma, hal itu dibuktikan dengan foto
membran - periplasma bakteri yang menghitam saat ditumbuhkan di lingkungan
mengandung timbal. Penelitian selanjutnya mengungkapkan bahwa bakteri tersebut
memiliki plasmid berukuran 240 bps (Gambar 4.10). Plasmid tersebut sama dengan
plasmid bakteri Pseudomonas aeruginosa yang mengandung gen bmtA. Gen bmtA adalah
gen yang mengkode produksi metallothionein di bakteri. Hal tersebut mengindikasikan
bahwa bakteri Providencia vemicola strain SJ2A memiliki menghasilkan metallothionein

saat berada di lingkungan yang mengandung timbal (Pb) (Sharma et al., 2017).
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) 240 bos

Gambar 4.10. Hasil PCR Providencia vemicola strain SJ2A. 1: marker; 2: pita DNA dari
gen bmtA Pseudomonas aeruginosa yang sudah dimasukkan ke dalam Providencia
vemicola strain SJ2A (Sharma et al., 2017)

Penelitian lain mengungkapkan bahwa Pseudomonas aeruginosa N6P6 memiliki
kemampuan untuk resisten terhadap timbal (Pb) hingga 800 ppm. Pseudomonas
aeruginosa N6P6 juga diketahui-memiliki plasmid berukuran 270 bps yang mengandung
gen bmtA saat dilakukan PCR. Hal tersebut mengindikasikan bahwa bakteri Pseudomonas
aeruginosa menggunakan metallothionein sebagai mekanisme resistensi terhadap timbal
(Pb) (Kumari dan Das, 2019).

Pengaruh metallothionein terhadap kemampuan resistensi bakteri dapat dilihat
dengan mengamati pertumbuhan bakteri.” Suatu penelitian yang dilakukan dengan
mentransformasikan gen smtA yang mengkode metallothionein dari Synechococcus PCC
7942 ke E. coli BL21 mengungkapkan bahwa metallothionein berpengaruh terhadap
pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan E. coli BL21 non transformasi lebih rendah daripada E.
coli yang tertransformasi saat ditumbuhkan selama 16 jam di media yang mengandung
cadmium (Cd) berbagai konsentrasi (Gambar 4.11) (Seifipour et al., 2017). Hal ini
mengungkapkan bahwa metallothionein berpengaruh positif terhadap pertumbuhan bakteri
saat bakteri berada di lingkungan yang mengandung cadmium (Cd) tinggi karena bisa
memproteksi bakteri sehingga bakteri menjadi resisten terhadap logam berat dan bakteri
bisa tumbuh dengan baik.

Penelitian lain mengungkapkan hal yang sama. Vektor plasmid pET32a (+)
dimasukkan ke dalam E. coli BL21. Penelitian dilakukan dengan tiga beberapa variasi

perlakuan yaitu E. coli BL21 + pET32a (+) sebagai kontrol yang tidak diberi gen penghasil
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metallothionein, E. coli BL21 + pET32a-CsMTL3 yang diberi gen penghasil metallothionein
dari tanaman C. sativus L. Cs0301, E. coli BL21 + pET32a-AtMT3 yang diberi gen
penghasil metallothionein dari tanaman A. thaliana, dan E. coli BL21 + pET32a yang diberi
gen phytocelatin. Keempat bakteri tersebut ditumbuhkan di dua jenis media yang berbeda
yaitu media yang mengandung CdCl; 3 mM lalu diinkubasi selama 4 jam pada suhu 37°C.
Hasil penelitian menunjukkan bakteri yang tidak diberi gen penghasil metallothionein
mengalami pertumbuhan yang lebih lambat daripada bakteri yang ditransformasi dengan
gen penghasil metallothionein di media yang mengandung cadmium (Cd) (Gambar 4.12).
Hal ini mendukung pernyataan sebelumnya bahwa metallothionein berpengaruh terhadap
pertumbuhan bakteri (X. Xu et al., 2018).
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Gambar 4.11. Grafik pertumbuhan bakteri E. coli BL21 yang ditambahkan gen penghasil
metallothionein di media yang mengandung cadmium (Cd) (X. Xu et al., 2018).
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Gambar 4.12. Grafik pengaruh metallothionein terhadap pertumbuhan bakteri. A: grafik
pertumbuhan bakteri E. coli BL21 non transformasi; B: grafik pertumbuhan bakteri E. coli

BL21 yang mengandung gen smtA dari Syenochococcus PCC 7942 (Seifipour et al., 2017)

4.2.3. Mekanisme Metallothionein Mengikat Logam Berat

Metallothionein memiliki asam amino sistein yang banyak dibandingkan dengan
protein lain. Sistein memiliki gugus thiol (S-H) di ujungnya. Gugus thiol merupakan gugus
kimia yang mampu mengikat logam. Gugus thiol akan melepaskan ion hidrogen (H) lalu
mengikat ion logam berat membentuk ikatan antara sulfur (S) dengan S-logam. lon logam
berat yang telah menjadi S-logam akan kehilangan sifat reaktifnya sehingga tidak akan
bereaksi dengan zat lain. Secara umum ion logam memiliki rumus M?2* seperti Pb?*, Zn?*,
Cu?*, dan Cd?*. Oleh karena itu biasanya satu ion logam tidak hanya diikat oleh satu jenis
gugus thiol saja melainkan juga diikat oleh beberapa gugus thiol (Gambar 4.13) (Ngu dan
Stillman, 2009).

Mekanisme kerja metallothionein dapat dibagi menjadi dua yaitu metilasi dan
dimetilasi. Metilasi adalah mekanisme pengikatan apo-metallothionein (metallothionein
yang belum diikat dengan ion logam) dengan ion logam atau substitusi metallothionein
yang sudah mengikat logam dengan ion logam lain agar strukturnya menjadi lebih kuat dan
stabil, sedangkan dimetilasi adalah mekanisme melepasan ikatan ion logam dengan
metallothionein. Logam yang terikat pada metallothionein biasanya terletak di tengah-
tengah metallothionein dengan diikat dengan beberapa ikatan. Pada gambar 4.14 terlihat
bahwa Cd?* diikat oleh sejumlah gugus sitein menggunakan gugus thiol yang ada di

ujungnya (Ngu dan Stillman, 2009).
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Gambar 4.13. Struktur metallothionein mikroorganisme mengikat seng (Zn) (Chatterjee et
al., 2020). A: Methylobacterium sp.; B: Oscillatoria brevis; C: Anabaena sp.; D:

Saccharomyces cerevisiase

Gambar 4.14. Model molekuler Cd,-BahMT (Ngu dan Stillman, 2009). A: model space
filling; B: model ball stick tetapi ikatan anatra logam dengam gugus thiol berbentuk space

filling; C: model ball stick jika domain a dan 3 dipisah

Metilasi oleh metallothionein dibagi menjadi dua yaitu pengikatan logam secara
kooperatif (cooperative metal binding) dan non kooperatif (non cooperative metal binding).

Metilasi secara kooperatif adalah pengikatan logam yang dilakukan oleh metallothionen
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secara total. Pada metilasi kooperatif ion-ion logam yang berikatan dengan metallothionein
akan berkumpul jadi satu sehingga akan membentuk metallothionein termetilasi, oleh
karena itu pada metilasi kooperatif metallothionein hanya bisa berada dalam fase apo
metallothionein dan termetilasi. Sedangkan metailasi non kooperatif adalah pengikatan
logam secara bertahap, di mana metallothionein bisa mengikat ion logam secara beruntun
dan bertahap. Pada metilasi non kooperatif ion-ion logam tidak langsung berkumpul jadi
satu, melainkan bisa menyebar ke seluruh bagian dari metallothionein sehingga akan
menimbulkan metallothionein setengah termetilasi karena tidak hanya ada dalam fase apo
metallothionein dan metallothionein termetilasi Metallothionein yang setengah termetilasi
mampu untuk mengikat ion logam lagi (Ngu dan Stillman, 2009).

Pada Gambar 4.15 panah merah menunjukkan proses metilasi kooperatif di manaion
logam berkumpul di salah satu bagian metallothionein kemudian membentuk
metallothionein yang termetilasi penuh. Saat ada ion logam lain maka ia akan berkumpul di
bagian lain dari metallothionein. Panah biru menunjukkan proses metilasi non kooperatif, di
mana ion logam terikata secara menyebar dan merata ke seluruh bagian metallothionein.
Setiap bagian yang hanya berikatan dengan satu ion logam berada dalam fase setengah
termetilasi karena pada bagian tersebut masih bisa berikatan dengan ion logam lain (Irvine
et al., 2016).
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Gambar 4.15 Proses metilasi metallothionein kooperatif dan non kooperatif (Irvine et al.,
2016). Panah biru: proses metilasi non kooperatif; panah merah: proses metilasi kooperatif;
lingkaran hijau: ion logam
Penelitian-penelitian terbaru menyebutkan bahwa metallothionein yang dimiliki oleh
mamalia (metallothionein famili 1) bisa melakukan non kooperatif metal binding. Sebuah

penelitian mengenai metallothionein rekombinan manusia (aa-rhMT1a) yang dimetilasi
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dengan ion cadmium (Cd) membuktikan hal tersebut. aa metallothionein rekombinan
manusia (aa-rhMT1a) diletakkan di lingkungan yang mengandung timbal kemudian diamati
proses pengikatannya. Hasil percobaan itu menunjukkan bahwa aa-rhMT1la memiliki
bentuk metallothionein setengah termetilasi. Apo aa-rhMT1a secara bertahap mengikat ion
cadmium (Cd) hingga mencapai metilasi penuh. Pengikatan ion cadmium (Cd) secara
bertahap akan mengubah bentuk dari molekul metallothionein. Hal itu karena saat
metallothionein terikat dengan cadmium (Cd) maka terbentuk ikatan-ikatan baru antara
cadmium (Cd) dengan gugus thiol sehingga konformasi metallothionein berubah (Chan et
al., 2008).

Perubahan bentuk akibat banyaknya ion logam yang terikat dengan metallothionein
juga dijelaskan oleh penelitian lain. Pada penelitian yang diadakan tahun 2004 mengenai
kemampuan rekombinan metallothionein dalam mengikat ion cadmium (Cd) dan tembaga
(Cu) menunjukkan bahwa intensitas relatif dari metallothionein berubah saat
metallothionein berikatan dengan logam. Penelitian itu dilakukan dengan mengukur
intensitas relatif dari metallothionein yang sudah berikatan dengan cadmium (Cd) kemudian
berikatan lagi dengan tembaga (Cu) pada domain a dan 3 dengan spektrofluorometer
dengan panjang gelombang 600 nm untuk mengetahui komposisi  kimia dari
metallothionein. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa semakin banyak tembaga
(Cu) yang berikatan dengan metallothionein maka intensitas relatifnya juga semakin tinggi
(gambar 4.16). Hal tersebut menunjukkan bahwa jumlah ikatan antara logam dengan gugus
thiol semakin banyak saat jumlah ion tembaga (Cu) yang berikatan semakin banyak. Akibat
dari bertambahnya ikatan antara gugus thiol dan metallothionein itu adalah konformasi

metallothionein berubah (Salgado dan Stillman, 2004).
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Gambar 4.16. Intensitas relatif dari a dan B metallothionein (Salgado dan Stillman, 2004)
Sebuah metallothionein dapat mengikat beberapa jenis ion dalam satu waktu yang

sama. Pada penelitian yang sama dengan penelitian pada paragraf sebelumnya
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menunjukkan bahwa metallothionein dapat mengikat ion cadmium (Cd) dan tembaga (Cu)
dalam waktu yang sama di domain yang sama pula. Penelitian yang dilakukan pada tahun
2004 tersebut juga mengungkapkan bahwa perbedaan domain yang mengikat ion logam
akan memengaruhi ikatan antara gugus thiol dengan ion logam yang terbentuk sehingga
akan memengaruhi konformasi metallothionein (Salgado dan Stillman, 2004).

Pengikatan metallothionein secara non kooperatif dipengaruhi oleh pH saat
pengikatan terjadi. Struktur pengikatan metallothionein akan berubah saat pH berubah.
Sebuah penelitian dilakukan dengan mengukur intensitas relatif dari Zn-MT2a, saat pH
lingkungan diubah, menggunakan spektrometri massa. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa intensitas relatif dari metallothionein ikut berubah seiring dengan perubahan pH
lingkungan (Gambar 4.18). Perubahan intensitas relatif tersebut menunjukkan bahwa
terjadi perubahan dalam struktur dan pengikatan dengan logam (Jayawardena et al., 2017).
Namun, tidak semua pengikatan metallothionein dengan logam terpengaruh dengan pH.
Sebuah penelitian menggunakan Zn-MT1a menunjukkan hal yang sebaliknya (Gambar
4.17). Saat Zn-MT1a dititrasi kemudian diukur intensitas relatifnya, tidak terlihat perubahan

intensitas relatif yang terjadi. Hal itu berarti pengikatan Zn-MT1a tidak terpengaruh oleh pH
(Irvine et al., 2016).
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Gambar 4.17. hasil pengukuran massa spektrometri Zn-MT2a. Zn-MT 2a dititrasi dan diukur
menggunakan massa sepktrometri; A: pH 7,8; B: pH 7,4; C: pH 6,1 (Jayawardena et al.,
2017)
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Gambar 4.18. Hasil pengukuran massa spektrometri Zn-MT1a. Zn-MT1la dititrasi dan
diukur menggunakan massa spektrometri; A: pH 4,5 dan B: pH: 5,2 (Irvine et al., 2016)

4.2.4. Mekanisme Ekspresi Metallothionein

Metallothionein pada bakteri dikode oleh smt operon. smt operon adalah sekumpulan
gen yang terdiri dari gen regulator dan struktural gen yang berfungsi untuk
mengekspresikan metallothionein pada bakteri, khususnya pada Cyanobacteria. Gen
regulator adalah asam amino yang mengkode mengenai mekanisme pengaturan ekspresi
dari gen struktural, sedangkan gen struktural adalah sekumpulan asam amino yang
mengkode suatu protein, pada smt operon protein yang dikode adalah metallothionein
(Busenlehner et al., 2003).

Unsur utama gen regulator terdiri atas promoter dan operator. Operator adalah
tempat RNA polymerase untuk menempel pada DNA. Setelah RNA polymerase menempel
maka RNA polymerase akan melakukan transkripsi (mengubah kodon menjadi antikodon).

Operator adalah bagian dari gen regulator yang berfungsi untuk mengendalikan proses
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transkripsi. Operator bisa memulai, meningkatkan, menurunkan, dan menghentikan proses
transkripsi (Osbourn dan Field, 2009).

Terdapat dua gen yang bertanggung jawab terhadap ekspresi metallothionein, yaitu
smtA dan smtB. SmtA berfungsi sebagai gen pengkode metallothionein, sedangkan smtB
berfungsi sebagai gen regulator yang mengatur laju transkripsi. Kedua gen tersebut
dipisahkan oleh sekitar 100 bp nukleotida yang berfungsi sebagai operator dan promoter.
Walaupun berada dalam satu operon tetapi laju transkripsi kedua gen tersebut berjalan
berkebalikan (divergen) (Gambar 4.20) (Blindauer dan Sadler, 2005).

Kerja operator dalam mengatur transkripsi oleh RNA polymerase diatur oleh faktor
transkripsi (trancription factor). Faktor transkripsi adalah protein yang akan menempel pada
operator sehingga operator bisa mengatur laju transkripsi. Faktor transkripsi dibagi menjadi
dua jenis yaitu aktivator dan repressor. Aktivator adalah faktor transkripsi yang memicu laju
transkripsi, sedangkan repressor adalah faktor transkripsi yang menghambat laju
transkripsi. Saat ini telah ditemukan tujuh famili faktor transkripsi yang berfungsi sebagai
pendeteksi adanya logam berat (metal sensing) yaitu ArsR-SmtB, MerR, CsoR-RcnR,
CopY, DtxR, Fur, dan NikR (Osman dan Cavet, 2010). Ketujuh faktor transkripsi tersebut
bertanggung jawab atas laju transkripsi protein yang berhubungan dengan mekanisme
resistensi bakteri terhadap logam berat.

Prinsip utama mekanisme ketujuh faktor transkripsi metal sensing adalah mendeteksi
adanya logam kemudian menyampaikannya kepada operon agar operon memproduksi
atau menghentikan produksi protein yang berhubungan dengan adanya logam.
Berdasarkan mekanisme kerja setiap faktor transkripsi, ketujuh faktor transkripsi dibedakan
menjadi tiga jenis yaitu co-repressor, activation, dan de-repression (Gambar 4.19).
Activation bekerja untuk meningkatkan produksi protein pengkode resistensi logam. Saat
tidak ada logam berat, activation terlepas atau tidak terikat dengan operator. Sedangkan
saat ada logam berat, activation akan berikatan dengan ion logam kemudian akan terikat
pada operator. Pengikatan activation pada operator akan membeuat RNA polymerase
bekerja mentranskripsi DNA. MerR termasuk ke dalam activation. Co-repressor dan de-
repressor bekerja untuk menghentikan tranksripsi. Saat ada logam, co-reseptor akan
berikatan dengan logam. Kemudian co-reseptor akan menghentikan produksi protein.
Faktor transkripsi yang termasuk co-repressor adalah Fur, DtxR, dan NikR. De-repressor
bekerja dengan cara menghalangi RNA polymerase untuk mentranskripsi DNA. Saat tidak
ada logam, de-repressor akan terikat pada operon sehingga menghalangi transkripsi RNA
polymerase. Sedangkan saat ada logam berat maka logam berat akan berikatan dengan
de-repressor kemudian akan mengubah konformasi proteinnya. Perubahan konformasi
pada faktor transkripsi tersebut membuat faktor transkripsi terlepas dari operator sehingga

RNA polymerase mentranskripsi DNA menjadi protein. Faktor transkripsi yang tergolong
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sebagai de-repressor adalah ArsR-SmtB. CsoR-RcnR, dan CopY (Osman dan Cavet,
2010).
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Gambar 4.19. Mekanisme kerja berbagai faktor transkripsi (Osman dan Cavet, 2010)

smtB adalah faktor transkripsi di smt operon yang dimiliki oleh Cyanobacteria yang
berfungsi sebagai pendeteksi adanya logam berat sehingga gen metallothionein yang
dikode oleh smt operon dapat tertranskripsi. smtB dapat mengenali banyak logam tetapi
dengan kemampuan pengenalan yang berbeda-beda. Beberapa jenis logam yang mampu
dikenali oleh smt operon adalah Mn?* < Fe?* < Ni?* < Cu?*, (Cu*), > Zn?* (Busenlehner et
al., 2003).

smtB memiliki susunan asam amino yang khas. Susunan asam amino yang khas
tersebut disebut sebagai ‘motif’. Motif adalah susunan asam amino khas dari suatu protein
yang membedakannya dari protein lain. Motif pada smtB dapat dengan mudah diketahui
jika kita melakukan alligment pada banyak protein smtB yang dimiliki oleh bakteri-bakteri.
Saat ini telah diketahui 9 jenis motif yang ada pada smtB yaitu a3, a3N, a5, a3Na5, a5C,
a5-3, a4C, a3N-2. Tabel 4.4 menunjukkan jenis-jenis smtB beserta situs pengikatannya,

setiap smtB memiliki satu atau lebih jenis motif-motif tersebut. Motif-motif tersebut adalah
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tempat penempelan logam yang pada smtB. Cyanobacteria memiliki motif a3N, motif ini

aC.l

dicirikan dengan adanya susuna asam amino glutamat, leusin, sistein, valin, sistein,
aspartat dan leusin (ELCVCDL) (Gambar 4.20) (Botello-Morte et al., 2013).

.ub

Tabel 4.4. Jenis-jenis smtB dan situs pengikatannya (Botello-Morte et al., 2013)
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Jenis-Jenis smtB Logam utama yang Situs pengikatan logam

mampu diikat

Synechococcus SmtB Zn% a5
Syenochocytis ZiaR Zn? a5 dan a3N
Oscillatoria Bxmr Zn?*, Cu*, Ag*, dan Cd?* a5 dan a3N
Anabaena AztR Zn?*, Cd?*, dan Pb?* a3N
Anabaena AzuR Zn?* dan Co?* a5
Synechocystis ArsR As*" dan Sb*" a3

Synechococcus_SmtB = = = = = = = = = MTKPVLQDGETVVCQGTHAAIASELQAIAPEV----- AQSLAEFFAVLADP 46
Synechocystis_ZiaR - --MSKSSLSKSQSCQNEEMPLCD-QPLVHLEQVRQVQPEVMSLDQAQQMAEFFSALADP 56
Oscillatoria_BxmR MSPKSAVNGAISQPHQENDTPTCDRAHLVDCSRVGDIQTQVLNTAKAQRMAEFFSLLGDA 60
Anabaena_AztR --MNKHKKKQDLDLIQSSDTPTCD-THLVHLDNVRSSQAQILPTDKAQQMAEIFGVLADT 57
Anabaena_AzuR = === === === MIKNHTN----- CT-VEEINVSSITPLINEVLSTEKSQRMAEFFSFLGDA 44
Synechocystis AfSR == == === == == - e e MKTTEKDLISVGFQALSDP 19

a2 a3 aR B1 B2

Synechococcus _SmtB NRLRLLSLLARSELCVGDLAQAIGVSESAVSHQLRSLRNLRLVSYRKQGRHVYYQLQDH- 105
Synechocystis_ ZiaR SRLRLMSALARQELCVCDLAAAMKVSESAVSHQLRILRSQRLVKYRRVGRNVYYSLADN- 115

Oscillatoria_BxmR NRLRLVSVLAKQELCVCDLAATLGMSESAVSHQLRAMRAMRLVSYRKVGRQVFYSLLDR- 119
Anabaena_AztR NRIRLLSALASSELCVCDLAALTKMSESAVCHQLRLLKAMRLVSYRREGRNVYYSLADS- 116
Anabaena_AzuR NRLRILSFLATKELCVSDIATLLEMSESAVSHQLRNLRAMRLVSYRKQGRHVFYRLHDN~- 103
Synechocystis_ArsR IRLQVLTLLENQEQCVCDLCDQLNISQSKLSFHLKRLRDAELVHTRQDGRWIYYRLNPEQ 79
* -
a5
Synechococcus _SmtB = = = = = HIVALYQNALDHLQECR=-~~ 122
Synechocystis_ ZiaR ~ - - - - - HVMNLYREVADHLQESD~-~-~- 132
Oscillatoria_BxmR - - - - - HVLELYRAVAEHLDEES--- 136
Anabaena_AztR = - - - - - HVINLYRSLVENNTYATGTG 136
Angboeng_AzuR - - - - - HILELYQAVAEHLDEKD--- 120

Synechocystis_ArsR FHHLREYLESYGQVTQAYVPRHCCD 104

Gambar 4.20. Hasil alligment protein smtB pada beberapa bakteri (Botello-Morte et al.,

2013). Situs a3N berada dalam merah dan situs a5 berwarna hijau

Motif-motif pada smtB sangat unik karena jika terjadi perubahan asam amino pada
motif di smtB maka smtB tidak akan bisa berfungsi. Hal tersebut dibuktikan melalui sebuah
penelitian, di mana suatu bakteri direkayasa dengan dimasukkan plasmid baru yang
mengandung protein faktor transkripsi yang berbeda. Hasil dari penelitian menghasilkan
kesimpulan bahwa perbedaan motif pada faktor transkripsi memengaruhi kinerja dari faktor
transkripsi untuk mengatur produksi metallothionein (Pérez et al., 2017).

Mekanisme ekspresi metallothionein pada Cyanobacteria dibagi menjadi dua, yaitu

saat bakteri berada di lingkungan yang tidak mengandung logam dan saat bakteri berada
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di lingkungan yang mengandung logam. Saat bakteri berada di lingkungan yang tidak
mengandung logam, gen smtB akan ditranskripsi oleh RNA polymerase untuk membentuk
protein smtB. Protein smtB yang terbentuk akan menjadi faktor transkripsi. Saat bakteri
berada di lingkungan yang tidak mengandung logam, protein smtB akan menempel pada
operator smt operon. Protein smtB yang menempel pada operator akan menghalangi RNA
polymerase untuk mentranskripsikan DNA sehingga metallothionein tidak terbentuk
(Busenlehner et al., 2003). Sedangkan saat bakteri berada di lingkungan yang mengandung
logam, logam berat berupa ion bivalen positif akan masuk ke dalam sel kemudian
menempel pada protein smtB, tepatnya di bagian situs penempelan di protein smtB yang
dimiliki oleh bakteri. Bakteri bisa memiliki satu atau lebih situs pengikatan, saat bakteri
memiliki lebih dari satu situs pengikatan maka ia akan mengikat ion logam pada salah satu
situs pengikatan. Pada Cyanobacteria yang memiliki situs pengikatan berupa a3N dan a5
logam akan memilih situs pengikatan a3N. Satu molekul Cynobacteria mampu mengikat
empat ion logam Zn?*. Dua ion Zn?* diikat pada situs a3N dan dua ion yang lain diikat pada
situ a5. Pengikatan ion logam pada apo smtB akan membuat konformasi dari protein smtB
berubah. Perubahan konformasi dari protein tersebut akan menyebabkan smtB terlepas
dari operator sehingga RNA polymerase bisa melakukan transkripsi, kemudian hasil
transkripsi akan ditranslasi menghasilkan apo metallothionein. Apo metallothionein yang
belum memiliki bentuk (hanya memiliki struktur primer) akan mengikat ion logam bivalen
positif, khususnya Zn?*. Pengikatan apo metallothionein tersebut dengan ion logam bivalen

positif akan membuat ion logam terlokalisir (Gambar 4.21) (Busenlehner et al., 2003).

ﬂ metallothionein
‘! as o nsor‘:x

Apo-SmtA

[ e[

Gambar 4.21. Mekanisme ekspresi smtA dan smtB. Kotak bergaris hitam-putih: situs

operator dan promoter gen smtA.Laju transkripsi gen smtB dan smtA terjadi secara
berkebalikan yang digambarkan dengan gambar panah ke arah kanan dan kiri. Protein
smtB yang sudah ditempeli oleh logam Zn tidak akan menempel pada operator (Blindauer
dan Sadler, 2005)
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4.2.5. Faktor-Faktor yang Memengaruhi Produksi Metallothionein Pada Bakteri

Produksi metallothionein pada bakteri sangat bergantung pada berbagai faktor
seperti jenis metallothionein, jenis polutan yang ada, jumlah polutan, dan waktu inkubasi.
Hal tersebut dibuktikan dengan adanya penelitian pada Pseudomonas aeruginosa N6P6
yang mengalami peningkatan produksi metallothionein saat berada di lingkungan yang
mengandung timbal (Pb) tinggi. Hal tersebut dibuktikan dengan melihat keaktifan gen bmtA
yang semakin meningkat saat berada di lingkungan yang mengandung timbal (Pb) tinggi
(Gambar 4.22). Penelitian yang sama mengungkapkan bahwa bakteri mengalami
peningkatan produksi metallothionein tertinggi saat berada di lingkungan yang
mengandung logam raksa (Hg) dibandingkan jika bakteri berada di lingkungan yang
mengandung logam timbal (Pb), raksa (Hg), tembaga (Cu), dan arsenik (As) (Gambar 4.23)
(Kumari dan Das, 2019).
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Gambar 4.22. Ekspresi gen bmtA Pseduomonas aeruginosa N6P6 pada berbagai

kosentrasi timbal (Pb) (Kumari dan Das, 2019)
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Gambar 4.23. Ekspresi gen bmtA Pseduomonas aeruginosa N6P6 pada berbagai jenis

logam (Kumari dan Das, 2019)

Penelitian lain pada beberapa bakteri seperti Citrobacter freundii, Pseudomonas
aeruginosa, Kleibsiella oxytica, Proteus vulgaris, dan Salmonella typhimurium yang

ditumbuhkan pada media yang mengandung cadmium (Cd) dan tembaga (Cu)
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mengeluarkan metallothionein. Penelitian lebih lanjut mengungkapkan bahwa semakin
besar konsentrasi logam cadmium (Cd) atau tembaga (Cu) maka produksi metallothionein
juga semakin tinggi (Gambar 4.24). Selain itu, bakteri yang ditumbuhkan media yang
mengandung cadmium (Cd) mengeluarkan metallothionein lebih banyak daripada bakteri
yang ditumbuhkan di media yang mengandung tembaga (Cu) (Gambar 4.24). Hal tersebut
mengindikasikan bahwa produksi metallothionein bergantung pada jenis logam yang
mengkontaminasi lingkungan bakteri. Penelitian mengenai Minimal Inhibitory Consentration
(MIC) dari kelima bakteri menunjukkan bahwa seluruh bakteri lebih resisten terhadap
tembaga (Cu) daripada cadmium (Cd) (Gambar 4.24). Fakta-fakta tersebut menunjukkan
bahwa produksi metallothionein pada bakteri akan semakin meningkan saat bakteri berada
di lingkungan yang mengandung zat yang lebih toksik.Hal tersebut juga terjadi pada bakteri
Pseudomonas putida yang menghasilkan metallothionein lebih tinggi di lingkungan yang
mengandung logam berat lebih banyak (Benhalima et al., 2020).
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Gambar 4.24. Produksi metallothionein oleh bakteri. KZ2: Citrobacter freundii; KZ5:
Pseudomonas aeruginosa; KZ8: Kleibsiella oxytica; KZ10: Proteus vulgaris; KZ11:

Salmonella typhimurium (Benhalima et al., 2020)

Metallothionein diproduksi saat bakteri mengalami stres karena pengaruh logam
berat. Metallothionein juga diproduksi saat bakteri mengalami stres karena hal yang lain,

salah satunya karena adanya zat pengoksidasi seperti H.O,. Sebuah penelitian yang
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menumbuhkan bakteri E. coli yang telah dimasuki oleh plasmid pGEX-6p-1 yang
mengandung gen smtA dari Pseudomonas aeruginosa di lingkungan yang mengandung
H>0>  mengungkapkan = bahwa bakteri = tersebut mengeluarkan metallothionein.
Pertumbuhan bakteri yang telah tertransformasi lebih tinggi daripada bakteri control yang
tidak dimasuki oleh plasmid. Hal tersebut menunjukkan bahwa metallothionein yang
diproduksi oleh bakteri mampu melindungi bakteri dari stres oksidatif yang terjadi sehingga
tidak memengaruhi pertumbuhan bakteri (Davis, 2011).

Saat bakteri E. coli yang telah ditransformasi oleh plasmid pGEX-6p-1 ditumbuhkan
di media yang mengandung H-O- lebih tinggi maka produksi metallothioneinnya juga
meningkat. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri peningkatan produksi metallothionein pada
konsentrasi yang lebih tinggi tidak hanya terjadi pada stres akibat logam berat saja,
melainkan juga stres akibat selain logam berat juga memicu produksi metallothionein
meningkat. Selain itu, penelitian ini juga mengamati produksi metallothionein yang lebih
tinggi pada bakteri yang ditumbuhkan di lingkungan yang mengandung H>O> dibandingkan
bakteri yang ditumbuhkan di lingkungan yang mengandung magrofag. Hal tersebut
membuktikan pemicu produksi metallothionein tidak terbatas pada logam saja, melainkan
juga bisa dipicu oleh stres akibat non logam (Davis, 2011).

Hasil yang berbeda didapatkan oleh penelitian lain yang meneliti mengenai
metallothionein yang dikode oleh gen nmtA dari Anabaena sp. Strain PCC 7120. Bakteri
Anabaena sp. yang ditumbuhkan pada media yang mengandung H-O, selama 24 jam tidak
menunjukkan keaktifan gen nmtA hal ini mengindikasikan bahwa bakteri tidak memproduksi
metallothionein saat ditumbuhkan di media yang mengandung H>O, (Gambar 4.25).
Fenomena tersebut berbanding terbalik saat bakteri Anabaena sp. Ditumbuhkan di media
yang mengandung timbal (Pb). Saat bakteri tersebut ditumbuhkan di media yang
mengandung logam berat, gen nmtA menjadi lebih aktif, yang ditunjukkan dari terbentuknya
bent saat dielektroforesis (Gambar 4.25), hal tersebut berarti bakteri memproduksi
metallothionein. Fenomena pada metallothionein yang dimiliki oleh bakteri Anabaena sp.
Strain PCC 7120 menunjukkan bahwa tidak semua metallothionein akan mengalami
peningkatan produksi saat ditumbuhkan di media yang mengandung H-O, (Divya et al.,
2018).

Produksi MTs juga dipengaruhi oleh waktu inkubasi bakteri. Semakin lama bakteri
berada di media yang mengandung zat pemicu stres oksidatif, terutama logam berat maka
produksi MTs akan semakin tinggi. Hal tersebut terjadi pada Anabaena sp. Strain PCC 7120
yang mengalami peningkatakn produksi metallothionein seiring lama waktu inkubasi (Divya
et al., 2018).
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Gambar 4.25. Hasil elektroforesis gen bakteri Anabaena sp. strain PCC 7120 yang

ditumbuhkan di berbagai media. A: control; B: mengandung cadmium (Cd); C: mengandung

seng (Zn); D: mengandung tembaga (Cu); E: mengandung uranium (U); dan F: H-O, (Divya

et al., 2018)

Fenomena yang sama terjadi pada bakteri Synechococcus sp. IU 625 yang diinkubasi

di'media yang mengandung seng (Zn). Pada awal masa inkubasi gen yang aktif adalah gen

yang mengatur mengenai membrane sel. Kemudian, seiring berjalannya waktu gen yang

lebih aktif adalah gen smtA yang mengatur metallothionein (Gambar 4.26). Hal tersebut

berarti produksi metallothionein dipengaruhi oleh lama waktu inkubasi (Newby et al., 2017).
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Gambar 4.26. Keaktifan gen smtA Synechococcus sp. IU 625. Warna yang semakin merah

menunjukkan gen yang semakin aktif (Newby Jr et al., 2017)
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4.3. Peluang Bakteri Penghasil Metallothionein Sebagai Bioremediator

Bakteri resisten logam berat memiliki kemampuan khusus untuk menjaga
homeostasis logam yang ada dalam selnya. Salah satu kemampuan tersebut adalah metal
sequestration. Metal sequestration atau mekanisme penangkapan ion logam oleh bakteri
disebabkan karena bakteri memiliki metallothionein. Metallothionein akan menangkap dan
melokalisasi ion logam sehingga ion logam tidak akan membahayakan makhluk hidup yang

lain lagi.

Kemampuan bakteri tersebut dapat dimanfaatkan sebagai bioremediasi. Jika
kemampuan metal sequestration oleh bakteri yang memiliki metallothionein dapat
ditingkatkan maka bisa ‘berpotensi menjadi agen bioremediasi. Saat ini bioremediasi
banyak dilakukan menggunakan bakteri mati dengan memanfaatkan mekanisme absorbsi
ion logam berat oleh membran sel bakteri. Absorbsi tersebut dapat terjadi baik pada bakteri
yang telah mati maupun bakteri yang masih hidup. Pemilihan bakteri yang telah mati untuk
bioremediasi dilakukan karena bakteri yang telah mati dianggap lebih tahan terhadap logam
berat karena bakteri yang telah mati tidak akan terkena efek toksin dari logam berat. Selain
itu, pemilihan bakteri yang telah mati tersebut dilakukan karena perawatan bakteri yang
telah mati lebih mudah dan bakteri yang telah mati tidak berpotensi untuk mengubah

keseimbangan organisme yang ada di lingkungan.

Peningkatan kemampuan resistensi bakteri hidup menggunakan metallothionein bisa
dilakukan dengan merekayasa gen bakteri. Rekayasa bisa dilakukan dengan menyisipkan
gen pengkode protein metallothionein ke dalam sel bakteri atau melakukan mutasi terhadap
gen pengkode metallothionein yang dimiliki oleh bakteri. Suatu percobaan menyatakan
bahwa bakteri E. coli yang disisipi oleh gen mt-1 yang mengkode metallothionein
menunjukkan kemampuan resistensi terhadap merkuri (Hg) lebih tinggi daripada bakteri
yang tidak disisipi oleh gen mt-1 (Ruiz et al., 2011). Penelitian lain menunjukkan bahwa
bakteri Klebsiella variicola yang direndam dalam larutan ethidium bromide dan acridine
orange menunjukkan kemampuan resistensi lebih tinggi terhadap logam arsenik (As),
cadmium (Cd), dan timbal (Pb) dibandingkan dengan Klebsiella variicola wild type (Yetunde
et al., 2018). Hal tersebut menunjukkan bahwa mutasi pada bakteri bisa meningkatkan
kemampuan resistensinya terhadap logam berat. Penggunaan bakteri hidup hasil rekayasa
genetika yang telah ditingkatkan kemampuan resistensinya untuk bioremediasi harus
dilakukan dengan hati-hati. Hal tersebut agar efek negatif berupa kerusakan ekosistem

akibat infiltrasi bakteri asing tidak terjadi.
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5.1.

BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil literatur review yang telah dilakukan dapat ditarik beberapa

kesimpulan yaitu:

a.

e

terdapat bakteri resisten logam di lingkungan industri dengan kemampuan
yang berbeda-beda;

kemunculan bakteri resisten logam terjadi karena faktor lingkungan berupa
pencemaran lingkungan dan faktor genetik berupa mutasi dan transfer gen
horizontal;

protein yang berperan terhadap resistensi bakteri adalah metallothionein.
Metallothionein berperan untuk menjaga homeostasis ion logam di dalam sel
bakteri agar bakteri mampu bertahan di lingkungan yang mengandung banyak
ion logam;

metallothionein  mampu mengikat ion logam berat karena mengandung
banyak asam amino sistein yang memiliki banyak gugus thiol. Gugus thiol
akan berikatan dengan ion logam bivalen positif sehingga ‘logam tidak
membahayakan bakteri;

Saat tidak terdapat logam, protein smtB akan menempel pada operator
sehingga menghalangi RNA polymerase untuk melakukan transkripsi gen
SmtA yang membuat metallothionein tidak diproduksi;

Saat terdapat logam, ion logam akan menempel pada protein smtB sehingga
konformasinya berubah, protein smtB lalu lepas dari operator sehingga RNA
polymerase bisa melakukan transkripsi gen smtA untuk menghasilkan
metallothionein;

produksi-metallothionein oleh bakteri dipengaruhi oleh faktor jenis logam berat
atau zat kontaminan, konsentrasi zat pencemar, lama inkubasi, dan jenis

organisme penghasil metallothionein.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat dikemumakan saran yaitu perlu

dilakukan penelitian lanjutan mengenai peningkatan kemampuan metallothionein bakteri

untuk remediasi logam berat menggunakan rekayasa genetika.
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