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Abstrak—Merkuri adalah logam berat yang sangat tosik dan
berbahaya. Beberapa bakteri dapat hidup di habitat yang
tercemar merkuri disebut bakteri resisten merkuri, satu
diantaranya adalah Azotobacter. Tujuan penelitian adalah
mendapatkan isolat unggul Azotobacter dari lahan Eco Urban
Farming ITS yang resisten terhadap HgCl yang berpotensi
menghasilkan enzim merkuri reduktase. Isolasi dilakkan
menggunakan media selektif Azotobacter agar. Pengujian
resistensi merkuri dilakukan dengan metode goresaagar miring
yang megandung HgCJl. Kurva pertumbuhan menggunakan
spektrofotometri pada panjang gelombang 600 nm. Halsisolasi
mendapakan 10 isolatAzotobacter resisten HgCh. Isolat A5, A6
dan A9 mempunyai resistensi tertinggi pada penamban HgCl,
20 mg/L. Pada A7, A10 darA. chroococcum resisten mencapai 15
mg/L sedangkan Ala resisten mencapai 10 mg/L. Sedg@n ang
hanya resisten sampai 5 mg/L adalah isolat Alb, AA3, dan A8.
Dari kesepuluh isolat yang berpotensi menghasilkanenzim
merkuri reduktase adalah isolat yang memunyai resten tertinggi
yaitu isolat A5 dan A9.

Kata kunci--Azotobacter, enzim merkuri reduktase, genmer
operon, Merkuri HgClI ».

. PENDAHULUAN

bakteri disebabkan adanya geer operon yang terdiri dari 2
tipe yaitu mer spektrum sempit yang hanya resisten merkuri
anorganik danmer spektrum luas yaitu resisten terhadap
merkuri organik dan merkuri anorganik [4]. Gen ro@eron
terdapat di plasmid [5], kromosom, transposons, idegron
[3]. Bakteri dikatakan resisten terhadap merku jmampu
tumbuh pada medium yang mengandung mekuri lebih&ar
mg/L [6].

Gen mer operon terdiri dari gen-gen struktural rtaeanya
gen merkuri reduktasenérA) dan gen transport protein yaitu
merT danmerP yang bersebelahan olelerR danmerD yang
melibatkan regulasi ekspresi gen strutural dalagpae ion
garam merkuri [4].MerA mempunyai fungsi mereduksi ion
merkuri yang toksik menjadi logam merkuri Hgang kurang
toksik dan mudah menguap pada suhu kamar, sedaggkan
merB mempunyai fungsi mengkatalisis pemutusan ikatan
mezrkurikarbon sehingga dihasilkan senyawa orgaaik ibn
Hg*' [7].

Azotobacter adalah bakteri yang banyak dijumpai di
rhizosfer tanah melimpah di tanah pertanidzotobacter
mampu menambat Nbebas di atmosfer sehingga dapat
digunakan sebagdiiofertilizer dan merupakan bakteri aerob

M ERKURI mempunyai toksisitas yang tinggi untuk semugg]. Eco Uban Farming di ITS merupakan lahan kebun sayur
organisme karena kekuatan afinitas terhadap dmiob t sepagai wujud kontribusi ITS dalam melaksanakargrara

dalam protein [1]. Mekuri dapat menyebabkan kerasakak, Eco Campus [9]. Pada lahan kebun sayur tersebut diasumsikan
kerusakan syaraf motorikerebral palsy, dan retardasi mental. terdapat bakteri fiksasi Ndi rhizosfer tanah, salah satuya
Keracunan Hg yang akut dapat menyebabkan terjadinggalahAzotobacter. Tujuan penelitian ini untuk mendapatkan
kerusakan saluran pencernaan, gangguan KkardioeaskUlsolat unggulAzotobacter yang resisten tinggi terhadap HgCl

kegagalan ginjal akut maupushock [2]. Ambang batas yang berpotensi menghasilkan enzim merkuri redukase
minimal merkuri yang telah ditetapkan Pemerintahlafoe

Peraturan Pemerintah Republik Indonesia no.82 t&0i
adalah 0,001 mg/L.

Di alam, merkuri terbagi menjadi tiga bentuk yaitg®
(metalik merkuri), H§" (merkurik merkuri) dan Hg"
(merkurous merkuri). Ketiga bentuk merkuri terseimainjaga EMIPA ITS
keseimbangan struktur kimia mengikuti [3]: '

Hg,?* < HdJ +Hg" (1) A Isolasi Azotobacter
Merkuri mempunyai toksisitas yang tinggi untuk semu  sampel tanah diambil dari lahd&ito Urban Farming ITS
organisme karena kekuatan afinitas terhadap giopdalam 10 gram tanah dimasukkan kedalam 90 ml akuaded, ster
protein [1]. . , _selanjutnya dibuat seri pengencerait $@mpai 18 kemudian

Bakteri resisten merkuri adalah bakteri yang tesis gjtymbuhkanpada media selekifAzotobacter agar High
merkuri di lingkungan habitatnya, baik yang betstiakteri  ggective media M372-500G) dengan 0,1 mg/L HgGlengan
gram negatif dan bakteri gram positif. Resistensikuri oleh  metode spread dan diinkubasi pada suhu ruang. Koy
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tumbuh diamati karakteristik koloninya dibandingkdengan yang mengandung HggherupakarAzotobacter yang resisten
kontrol positif yaituAzotobacter chroococcum . Koloni yang terhadap merkuri. Hasil uji resistensi ditampilkaada Tabel
didugaAzotobacter dimurnikan dengan metode 16 gores pad2. Pada konsentasi 5 mg/L kesepuluh isolat mampibub
mediaNutrient Agar dan dilakukan pewarnaanethylen blue  dengan baik, hal ini menunjukkan 10 sudah termdslteri
untuk pengamatan kemurnianAzotobacter. Dilakukan resisten merkuri (BRM). Bakteri dikatakan resisterhadap
pewarnaan gram dan pewarnaan kista untuk memastikaerkuri jika mampu tumbuh pada medium yang mengagdu

bahwa isolat tersebut adalAkotobacter. merkuri lebih dari 5 mg/L [12].
Tabel 2.

B. Uji resistensi HgCl, Persentase (%) tumbuh hasil uji resistensi HgCl

Isolat Azotobacter ditumbuhkan pada mediazotobacter Konsentrasi HgCl, (mg/L)
agar dan ditambahkan HgCbkesuakonsentrasuji yaitu 0,5 Kode Isolat 0.5 5 10 15 20
mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L dan seterusnya sampi Ala 100 60 50
konsentrasi yang mampu ditoleransizotobacter dengan Alb 100 100 - - -
interval selanjutnya 5 mg/L. Diinkubasi 24 jam pasizhu A2 100 100 . ; N
ruang. A3 100 80
C. Pembuatan kurva pertumbuhan genera Azotobacter A5 10C 90 10C 50 50

Azotobacter ditumbuhkan pada media NB- Hg®l,1 mg/L A6 10 10 10¢ 50 25
dan diinkubasi diataotary shaker (100 rpm). Setiap selang 1 A7 100 90 100 50 -
jam, diambil 2 ml dan diukur nilai kerapatan op{(®D; A8 100 80 - -
Optical Density) pada panjang gelombang.) (600 nm). A9 100 100 80 35 30
Pengukuran OD dimulai dari jam ke-0 sampai jam &e-2 A10 10C 10C 80 60

Azotobacter
. HASIL DAN DISKUSI chroococcum 100 100 50 50

*inkubasi dilakukan 48 jam

A. Isolas Azotobacter Pada konsentrasi HgCLO mg/L hanya 6 isolat ditambah

Hasil isolasiAzotobacter didapatkan 10 isolat yang diberijsplat kontrolA. chroococcum yang mampu tumbuh yaitu Ala
kode Ala, Alb, A2, A3, AS, A6, A7, A8, A9, dan AlO.dengan pertumbuhan 50%, isoRgitobacter A5, A6 dengan
Koloni yang berwarna krem sampai coklat adalahaisphng pertumbuhan 100%, isoladzotobacter A7, A9, dan A10
diidentifikasi sebagaiA. chroococcum. Perubahan warna tymbuh dengan 100% serfa chroococcum mencapai 50% .
koloni karena mekanisme pengikatan nitrogen belesmah Selanjutnya yang digunakan sebagai isolat yang obempi
indikator bromtimol biru dan Isolaf. chroococcum akan memproduksi enzim merkuri reduktase adalah isokatgy
melakukan metabolisme dengan memanfaatkan mannitglgos resisten pada konsentrasi Hg@D mg/L dengan
sebagai sumber karbon (C) dan mengubah pH medi@dien karakter koloni yang berbeda diantaraya adalah atisol
asam (pH rendah) ditandai dengan perubahan wama bizotobacter A5 dan A9, kemudian ditambah isolat
menjadi krem-coklat [10]. Selain itu pada media ragaazotobacter Al sebagai pembanding, sebab karakter koloni
Azotobacter ditambahkan molibdenum (MdoO,) sebagai Azotobacter Al yang mendekati kontraA. chroococcum dan
kofaktor yang sangat esensial yang diperlukan untykglat kontrolA. chroococcum.
metabolisme N bakteria [11]. Molibdenum adalah lngs@ng  Bakteri resisten merkuri toleransi terhadap logaerab
dibutuhkan untubézotobacter. karena memunyai gen yang mengontrol mekanismetessis

terhadap merkuri didalam kromosom, plasmid, ataosfposon
Tabel 1. . .
Generic assigment isolatAzotobacter uji [13]. Secara umum ada dua kemampuan resistensrbgtitu

Kode isolat dengan mekanisme enzimatis dan mekanisme biogargsi

Karakter o a Alb A2 A3 A5 A6 A7 A8 A9 _AIO

Ben_tUKSEI + + + + + + + + + +

Biz':::z:ls C. Kurva Pertumbuhan Genera Azotobacter

1520um  * S Hasil kurva pertumbuhan dilakukan pada 3 isolat
l'l’i';r;‘be“‘“k + + + + + + + + + + Azotobacter uji ditampilkan pada Gambar 1. Pola
Gram negatif __+ + ¥+ + + + + + + pertumbuhan isolaf\zotobacter Ala, A5 dan A9 mempunyai
’I\:/:E;ILN + R A . + R S + _ pola pertumbyhan yang hampir sama yaitu_ fase I_a_t_gpakan
nitroger + o+ o+ + + 4+ + + + + fase adaptasi, pada kurva pertumbuhan tidak dijusgaab
Membutukan N hasil pengukuran OD Qptical Density) dilakukan setelah
Molibdenun ror v f * * * * melakukan subkultur pada media yang sama. Apabila
B. Uji Resistens HgCl, subkultur dilakukan dalam keadaan fase eksponepsida

medium yang sama maka tidak akan terjadi fasedagsdcara

_Peng_ujian resistensi 10 _isoIAlzotobacter terhadap cepat akan memasuki kedalam fase eksponensial Pkgla
HgCl, dimulai dengan konsentrasi terendah sebesar 0/5 mgpenelitian ini pemindahan inokulumzotobacter dilakukan

kemudian dilanjutkan dengan konsentrasi 5 mg/L,gﬂ_ml_S setelah 24 jam, pada medium yang sama sehinggatiagg
mg/L, 15 mg/L, dan 20 mg/L. Isolat yang tumbuh pawia oaqi fase eksponensial dan tidak tampak adarase f
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Gambar. 1. Kurva pertumbuhaaotobacter Ala, A5 dan A9

adaptasi. Fase eksponensial pada isafatobacter A5 dan
A9 mempunyai pola hampir sama yaitu terjadi pada ka-1
sampai jam ke-13 berbeda dengan isolatotobacter Ala

[4]

(5]

mempunyai fase eksponensial yang terjadi pada jerd k
sampai jam ke-17. Pertumbuhan sel pada fase eksgsiahe
biasanya paling tinggi dibandingkan fase-fase yang pada
pola pertumbuhan [15]. Selama pertumbuhan sel dierja[ﬁ]
peningkatan massa sitoplasma pada saat fase eksgine

akibatnya massa sel akan meningkat pula [16]. W akita

(71

fase eksponen kemudian dilakukan perhitungan edga-r

sebagai umur perlakuan.

[8

Berdasarkan fase pertumbuhan, umur perlakuan untu

pengujian aktivitas enzim merkuri reduktase, letidpat
dilakukan saat rata-rata fase eksponensial ketilkekukan
proses ektraksi enzim, pada isofaptobacter Ala pada jam
ke-9 isolatAzotobacter A5 dan A9 dilakukan pada jam ke-7.
Kurva pertumbuhan ditampilkan pada Gambar 1.

IV. KESIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini adalah hasil damlasi

Azotobacter yang resisten Hggtarilahaneco urban farming
ITS adalah 10 isolat yaitu Ala, Alb, A2, A3, A5, A&7, A8,
A9, Al10. Pada isolat A5, A6 dan A9 resisten san3famg/L
HgCl,, isolatA7, A10 dan kontrol A. chroococcum resisten
sampai 15 mg/L, isolat Ala resisten sampai 10 nidgCl,,
isolat Alb, A2, A3 dan A8 resisten sampai 10 mg/yCH.
isolat yang berpotensi memproduksi enzim merkutikéase
adalah isolat yang 100% resisten pada konsentrgSi,20
mg/L dengan karakter koloni yang berbeda diantaeadalah
isolat Azotobacter A5 dan A9.

[15]
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