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Abstrak— Merkuri merupakan logam berat paling toksik
dibandingkan dengan logam berat lainnya. Beberapadkteri ada
yang resisten merkuri. Salah satu genus bakteri résten merkuri
dan mampu mengakumulasi merkuri yaitu Azotobacter.
Azotobacter merupakan bakteri pemfiksasi nitrogen ebas non
simbiotik yang melimpah di daerah rhizosfer lahan grtanian dan
merupakan bakteri penghasil EPS yang dapat berfungssebagai
pengkhelat logam. Penelitian ini bertujuan untuk medapatkan
isolat Azotobacter yang resisten terhadap merkuri HCl,, dan
mengukur kemampuan bioakumulasinya terhadap HgCJ. Isolasi
bakteri Azotobacter dilakukan dengan media selektif
Azotobacter. uji resistensi HgC} dilakukan dengan streak agar
miring dan kemampuan bioakumulasi diukur dengan mebde
serapan atom serta uji viabilitas menggunakan metcel pour plate.
Analisis beda nyata dengan ANOVA pada taraf 5% dilajutkan
dengan uji beda nyata terkecil (BNT). Tiga isolat &otobacter
dari lahan eco urban farming ITS resisten terhadap HgCl,
sampai 20 mg/L yaitu A5, A6, dan A9. Efisiensi bidaumulasi
yang tertinggi pada pemaparan HgC} 5 mg/L yaitu isolat A5
(89%) dan A9 (87%).
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. PENDAHULUAN

ERKURI merupakan salah satu logam berat palin

toksik dan
terakumulasi

keberadaannya di lingkungan
pada berbagai tingkat trofik

rant

GenmerA mengkode merkuri reduktase yang berfungsi untuk
mereduksi H§ menjadi H§ volatil dan meB mengkode
organomerkuri liase yang berfungsi untuk memutasaif C-
Hg. Bakteri resisten merkuri dibagi menjadi 2 tiysstu (1)
bakteri resisten merkuri spektrum sempit adalahdsalgang
hanya resisten terhadap merkuri anorganik dan éXxebi
resisten merkuri spektrum luas adalah bakteri yargisten
terhadap merkuri anorganik dan mekuri organik [7].
Berdasarkan penelitian Zulaika, dkk., Genwacillus,
Staphylococcysdan Azotobactermerupakan bakteri resisten
merkuri pada 11 mg/L Hgel8]. Azotobactermdalah bakteri
non simbiotik yang mampu memfiksasi nitrogen, melan
fosfat [9], dan banyak ditemukan di rhizosfer lahpamtanian
[10]. Disamping itu bakteriAzotobacterjuga merupakan
bakteri resisten merkuri dan dapat berperan sebagai
bioakumulator merkuri [11]. Berdasarkan penelitifi?],
Azotobacteryang telah diisolasi dari tanah pertanian, mampu
resisten sampai dengan konsentrasi 100 nmol Hdg&h
mampu mereduksi 2,6 mg HgC@lalam 200 ml mediblutrient
Broth (NB) yang mengandung HgC3,3 mg.

Institut Teknologi Sepuluh Nopember (ITS), mempunya
lahaneco urban farmingyang ditanami sayuran organik dan
pupuk yang digunakan adalah pupuk organik atau ksmp
13]. Salah satu bakteri yang berperan dalam mé&atkgn
ara nitrogen dalam kompos adalahotobactef14]. Isolasi

dapq}akteri Azotobacterdi lahaneco urban farmindTS, selain
a&idapatkan bakter\zotobacteisebagai biofertilizer juga dapat

makanan. Pencemaran merkuri di lingkungan telahjaden digunakan sebagai agen bioremediasi lingkunganereac

masalah dunia karena tingkat kontaminasinya diklingan
semakin lama semakin meningkat akibat
antropogenik dan kegiatan industri yang menggunahenkuri

aktivita:

merkuri. Oleh karena itu perlu dilakukan isolasikteai
Azotobacteuntuk mengetahui tingkat resistensi dan mengukur
kemampuan bioakumulasinya terhadap merkuri KHgCl

[1]. Toksisitas merkuri tergantung dari struktumidnya, rute

masuknya dalam tubuh dan lamanya pemaparan [2]kuver

dalam bentuk ion (Hg) akan terakumulasi di ginjal dan metil I.

merkuri (CHHg) akan terakumulasi di otak [3]. Kasus

keracunan merkuri pertama kali dilaporkan di Mintana A- Waktu dan Tempat Penelitian

Jepang pada tahun 1956 vyang kemudian dinamakarPenelitian dilakukan pada bulan Januari hinggarbulani

“Minamata Disease” dengan gejala kerusakan otakg@aan 2014 di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologirusan

bicara, dan hilangnya keseimbangan [4]. Biologi FMIPA-ITS. Analisis bioakumulasi logam menk
Toksisitas logam berat merkuri dapat dikurangi oleHilakukan di Laboratorium Penelitian dan Konsultaslustri

aktivitas bakteri. Beberapa bakteri mampu hidup apadSurabaya.

lingkungan yang tercemar merkuri disebut baktesisten B. Isolasi Azotobacter

merkuri (BRM). Bakteri resisten merkuri biasanyanmitii '

gen resisten merkuri yang disebut gemer operon [5]. Isolsi Azotobactedilakukan dengan cara sampel tanah dari

Umumnya struktumer operorterdiri dari gen metaloregulator 1ahan eco urban farmingITS diambil secara komposit,

(mera, gen transport merkurh‘(er'r, merP’ mercy mE)" gen d|t|mbang Sebanyak 10 gram, dimasukkan ke dalanmBO

merkuri reduktasenger”) dan organomerkuri liasengrB [6]. akuades steril. Dilakukan pengenceraft 4@mpai dengan 10
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[15]. Masing-masing pengenceran, diambil sebanydknfl, pewarnaan Gram menunjukkan bahwa semua isolat ladala
ditumbuhkan pada media selektzotobacteragar yang bakteri Gram (-), dan hasil pewarnaan cysta tdrlitkaran sel
mengandung 0,1 mg/L HgCtengan metodepread plate menjadi lebih kecil atau lebih pendek dengan digdigsta
[16]. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang selamaja2d. yang tebal.

Koloni yang tumbuh diamati karakteristiknya dan vo AT

dibandingkan dengan kontrol positif yaitdzotobacter - “ oo o

chroococcum Koloni Azotobacter chroococcummempunyai °

ciri putih basah dan berubah menjadi coklat set8&hhari 2 Pl

inkubasi [15]. Koloni yang didugazotobacter chroococcum - 9
dimurnikan dengan metode 16 goresan pada nigdident 6 o

Agar. Selanjutnya dilakukan pengamatan kemurnian sel . ° ]
dengan metode pewarnaan methylen blue dan untuk ’ 0

memastikan bahwa isolat tersebAtrotobacter, dilakukan
pewarnaan Gram dan pewarnaan kista.
B. Uji Resistensi Terhadap HggCl

C. Uji Resistensi Terhadap HgCl Uji resistensi dilakukan untuk mengetahui tinglegistensi

Uji resistensi dilakukan dengan menumbuhkan isolads|at Azotobacterdan untuk mengetahuange finding test
Azotobactelyang didapat dari hasil isolasi pada media Sé',ektberlakuan selanjutnya yaitu uji bioakumulasi 2HgHasil

Azotobacteslant agar [11], yang mengandung Hg#rbagai hengukuran sampel tanah lah&eo urban farmingITS,

konsentrasi mulai dari konsentrasi 0.5 mg/L damrsehya |nsentrasi kandungan Hg adalah 0,004 mg/L dan eaaip
sampai konsentrasi yang mampu ditoleransi isstatobacter i sekitar lahareco urban farmingTS adalah 0,002 mgiL.

Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada suhu ruao@ink |g5iat Azotobactelyang diisolasi menunjukkan sifat resistensi
yang tumbuh merupakan isolat yang resisten terh&tiflb.  yang |ebih tinggi dari konsentrasi merkuri dihatrij@.
Isolat yang digunakan adalah isolat yang palingst®s \enyrut Manampiring dan Keppel, suatu bakteri dikan
terhadap HgGl resisten merkuri apabila bakteri tersebut dapaiaban pada
konsentrasi merkuri 0,01 ppm [19]. Hasil uji resisi
III. HASIL DAN PEMBAHASAN menunjukkan resistensi isolazotobacterterhadap HgGlI
bervariasi seperti pada Tabel 2.

Gambar. 1. CystAzotobacteA9

A. Isolasi Azotobacter

. . . . Tabel 2.
K saillISO’I::ILStI)Aigtozgcfgm:gg’z?s%gnAéo dISOIZtlgelngan ResistensAzotobacteterhadap HgGl
ode a, P R P T i L an olat Isolat Pertumbuhan isolatAzotobacter pada media
yang telah dipurifikasi kemudian dilanjutkan dengan yang mengandung HgCl (mg/L)
pengamatan karakteristik morfologi koloni, pewam#&&ram 0,5 5 10 15 20
dan pewarnaan cysta. Ala +t +t ++ - -
Alb +++ +++ = =
A2 +++ +++
o Tal?el 1. B A3 4+ 4+ - - -
Karakteristik morfologi koloni isoladzotobacter A5 et et bt i+ ++
Pengamatan A6 +4++ +++ +++ +++ ++
. Warna koloni
Bentuk . . Warna koloni Ukuran A7 +++ +++ +++ +++
Isolat o e Elevasi Tepi sy e tluﬁln) vl Bentuk sel AS o P - -
Ala  Irregular Flat Undulate S\iml;/r(ebmerair) Coklat lcm Basil pendek A9 +++ +++ +++ + +
) ) Krem bening Krem : Al10 +++ +++ +++ ++
Alb Circular ~ Convex Entire Siimy (berai}) e 2mm Basil pendek Kot +++ (balk) ++ K baik) + (K baik
A2 Circular  Convex Entire Krem kecoklatan Coklatmuda 2 mm Coccus et (baik), (cukup baik), + (kurang baik).
A3 Circular ~ Pulvinate  Entire é("r;r; (%Z?g;?) I(K;Jlg:::gof;: ga ; 3 mm Basil pendek .
A5 Circular Convex  Undulate Putih susu Kuning 3mm Basil pendek Berdasarkan pada tabel 2’ semua I%MObaCtemampu
kecoklatan . .
, ; Krem _ tumbuh dengan baik pada konsentrasi 0,5 dan 5 #dg(Cl,
A6 Circular ~ Convex Erose Putih susu ey 3mm Basil pendek .. B
A7 Circular Convex Erose Putih susu Krem 2mm Basidek keCUaIl ISOIat Ala yang yang mampu tumbUh CUkuk pada

A8 Circular Flat Entire Tran;.Jaran TraKr:?;?ran 2mm Basi!pendek konsentrasi 5 mg/L Hg@l Pada konsentrasi 10 mg/L ng|
s o gy NNV [SOIAL AS, AS, AT, A9, dan AL0 yang mampu tuin

dengan baik. Pada konsentrasi 15 mg/L H¢€dapat 3 isolat
(A5, A6, A7) mampu tumbuh baik, dan pada konsent2fs
mg/L HgCh hanya 2 isolat yang mampu tumbuh cukup baik
yaitu A5, dan A6.

Isolat Azotobacteryang berhasil diisolasi menunjukkan
tingkat resistensi terhadap merkuri yang berbedibe
Perbedaan tingkat resistensi terhadap merkuri HgCl
disebabkan oleh susunan gemer operon yang berbeda
disetiap isolat. Komponen generoperon pada setiap spesies
adalah tidak sama, terdapat variasi komposisi @en-g

Pewarnaan cysta dilakukan untuk memastikan baholat is
yang didapatkan adalal\zotobacter. Pembentukan cysta
diinduksi dengan cara menumbuhkan is@abtobactempada
media Burk’s dengan butanol sebagai sumber karblams: 7
hari [17]. Keberadaan cysta merupakan karakter ikpada
genusAzotobacterMenurut Madigan, dkkAzotobactedapat
membentuk struktur istirahateting cel) yang disebut cysta
dimana sel dikelilingi oleh dinding sel yang telph8]. Hasil
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penyusunnya [20]. Selain itu, perbedaan kemampesistensi [10] Z. Mazinani, M. Aminafshar, A. Asgharzadeh, and@®hamani, “Effect

; ; ; ; ; of AzotobactePopulation On Physico-Chemical Characteristicsorh&

juga dipengarunhi Qleh perbgdaan tingkat ekspresl rger_ Soil Sample In Iran, “Annals of Biological Researafol. 3 (2012)

operonantara spesies bakteri satu dengan spesies bydaeri 3120-3125.

lain [21]. [11] E. Zulaika, “Eksplorasi Bakteri Resisten MerkuBRM) Endogenik
Isolat yang digunakan pada uji bioakumulasi adaisblat Kglimas _Sura}bayfa Sebagai Kandidatus Agensia Pemaarerkuri, “

ang paling resisten dengan morfologi koloni yarempunyai Disertasi, Univ. Airlangga, Surabaya (2013).

y g% 9 ok gl ¢ torseh ? Sl )Al g Kg [12] S. Ray, R. Gatchhui, K. Pahan, J. Chaudhury, andMandal,

per e aan me_nyO_O » ISolat terse u acdala a, I “Detoxification or Mercury and Organomercurials btrogen-Fixing

Pemilihan ketiga isolat tersebut didasarkan padé&eo@an Soil Bacteria, “Journal Bioscience, Vol. 14 (19893-182.

karakteristik morfologi koloni tua dan tingkat retsinsinya [13] www.digilib.its.ac.id _ B _
terhadap HgGldiatas 10 mg/L. Isolat Ala mempuyai warnd14] Z.H. Hasibuan, T. Sabrina, dan M.B. Sembiring, tpet Bakteri

. . . Azotobacterdan HijauanMucuna bracteatdbalam Meningkatkan Hara
koloni coklat, resisten pada 10 mg/L HgCAS kuning Nitrogen Kompos Tandan Kosong Kelapa Sawit, “Jurnal

kecoklatan dan A9 krem kekuningan yang resistehatiap Agroekoteknologi, Vol. 1 (2012) 237-253.
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seluruh pihak yang tidak dapat saya sebut satafoers
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