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ABSTRACT

Copper pollution is one of the serious environmental problems in Indonesia. Higher concentration of
copper is toxic so that threat living organism. Bio-remediation using copper resistant bacteria is effective
for solving heavy metals pollution because the bacteria adapt easily when applied in environment. Using
bacteria containing gene encoded copper resistance could help effort of copper bio-remediation. The
purpose of this research is to isolate and characterize copper resistant bacteria from industrial sewage in
Surabaya also to amplification of gene encoded resistance to copper (Cu’). Bacteria was grown on Salts
Base Solution medium with addition of appropriate concentration of copper. Resistance to copper was
determined based on Minimum Inhibitory Concentration of CuSOa. Molecular characterization was done
based on 16S rDNA gene analysis using universal primer. Amplification of Cu" gene was done using
specific primer of gene orf3, orf4, orf5 from Lactoccocus lactis. Three highly copper resistant bacteria
have been isolated with the MIC of 2.5-7.5 mM CuSQO4 encoded IrC1, IrC2, and IrC4. Isolate IrC4 is the
highest copper resistant bacteria with the MIC of 7.5 mM. Resistance mechanism may be through
accumulation copper inside the cells with the total of 371 mg/g dry weight of cells. The three bacteria
have plasmid with the size of 21 kb. Isolate IrC4 have 96.99% similarity with Cupriavidus pauculus.
Amplification of copper-resistance (Cu’) gene demonstrated that a single band of 0.9 kb was obtained
from isolate C4. The finding of indigenous resistant bacteria encoded Cu" gene may give better solution
for pollution problem in Indonesia.
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ABSTRAK

Pencemaran tembaga di Indonesia merupakan salah satu masalah lingkungan yang serius sehingga
perlu diatasi. Tembaga pada konsentrasi yang tinggi bersifat toksik sehingga mengancam kehidupan
organisme. Bioremediasi menggunakan bakteri resisten tembaga yang diisolasi dari lingkungan tercemar
terbukti efektif mengatasi pencemaran logam berat karena lebih mudah beradaptasi ketika diterapkan di
lingkungan. Pemanfaatan bakteri yang mengandung gen penyandi resistensi tembaga dapat menunjang
keberhasilan usaha bioremediasi tembaga. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan
mengkarakterisasi bakteri resisten tembaga dari limbah industri di Surabaya serta melakukan amplifikasi
gen yang menyandi resistensi bakteri tersebut terhadap tembaga (Cuf). Isolasi bakteri dilakukan
menggunakan medium Salt Base Solution dengan penambahan CuSOQOs. Uji resistensi ditentukan
berdasarkan nilai Minimum Inhibitory Concentration (MIC) terhadap CuSOs4. Karakterisasi molekular
dilakukan berdasarkan analisis gen 16S rDNA menggunakan primer universal. Amplifikasi gen Cu’
dilakukan dengan menggunakan primer yang spesifik terhadap gen orf3, orf4, orf5 dari gen Cu’ pada
Lactobacillus lactis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat tiga isolat bakteri yang paling resisten
dengan nilai MIC= 6.5-7.5 mM, yaitu isolat IrC1, IrC2, dan IrC4. isolat IrC4 merupakan isolat bakteri yang
paling resisten dengan nilai MIC sebesar 7.5 mM. Mekanisme reistensi isolat IrC4 adalah dengan cara
mengakumulasi tembaga di dalam sel selitar 371 mg/g berat kering sel. Ketiga isolat memiliki plasmid
berukuran sekitar 21 kb. Analisis gen 16S rDNA menunjukkan bahwa isolat IrC4 memiliki kemiripan
96,99% dengan Cupriavidus pauculus. Gen Cu' pada isolat IrC4 sepanjang 0.9 kb berhasil diamplifikasi
dengan menggunakan primer spesifik gen orf3 yang menyandikan pengikatan tembaga. Penemuan
bakteri indigen indonesia yang menyandikan gen resisten tembaga diharapkan dapat menunjang
keberhasilan penanganan masalah pencemaran tembaga di Indonesia.

Kata kunci: bakteri, isolat IrC4, Lactobacillus lactis, resisten, tembaga.
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1. PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Tembaga merupakan salah satu polutan
yang banyak terdapat di alam akibat aktivitas
industri. Tembaga pada konsentrasi yang tinggi
bersifat toksik karena membentuk ion yang
mudah diserap organisme. Tembaga tidak dapat
didegradasi sehingga terakumulasi di alam dan
melalui rantai makanan dapat dikonsumsi oleh
organisme laut dan manusia("). Beberapa lokasi
perairan di Indonesia telah tercemar tembaga
yang melebihi ambang batas sehingga
menyebabkan kematian organisme di laut dan
berdampak pada timbulnya penyakit pada
manusia®.

Bakteri diciptakan dengan struktur yang
mendukung fungsinya agar dapat digunakan
sebagai agen bioremediasi tembaga. Bakteri
dapat diisolasi dari alam dan digunakan berulang
kali untuk mengatasi pencemaran lingkungan.
Struktur bakteri diperlengkapi sedemikian rupa
sehingga dapat bertahan hidup di lingkungan
tercemar dengan melakukan akumulasi tembaga
sehingga kondisi ini dapat dimanfaatkan sebagai
biosorben tembaga®. Bakteri resisten tembaga
dapat diisolasi dari lingkungan tercemar dan
sangat potensial diterapkan sebagai agen
bioremediasi tembaga®.

Beberapa bakteri alami Indonesia berhasil
diisolasi dari daerah tercemar dan memiliki
kemampuan akumulasi tembaga. Bakteri ini
dapat bertindak sebagai biosorben sehingga
dapat menyisihkan tembaga dari lingkungan®.
Populasi bakteri di daerah yang tercemar logam
berat akan mengembangkan suatu proses
adaptasi untuk menjadi resisten terhadap logam
berat. Salah satu mekanisme resistensi yang
dilakukan oleh bakteri terhadap logam berat
adalah dengan cara mengakumulasi baik secara
aktif (bioakumulasi) maupun secara pasif
(biosorbsi) sehingga terjadi penurunan
konsentrasi logam berat di lingkungan®).
Kemampuan bakteri dalam mengakumulasi
maupun melakukan biosorbsi tembaga
merupakan bentuk resistensi bakteri yang
dikendalikan oleh gen pada kromosom maupun
plasmid(.

Resistensi bakteri terhadap tembaga banyak
dijelaskan pada Escherichia coli®, Pseudomonas
syringae®), Xanthomonas campestris,
Lactococcus lactis('%), dan Acinetobacter sp. IrC1
("), Resistensi Pseudomonas syringae pv. tomato
disandikan oleh gen yang berada di plasmid®.
Sistem resistensi tersebut terdiri atas empat gen,
yaitu copA, copB, copC, dan copD, yang
terorganisasi dalam operon cop!'?. Sistem
resistensi tembaga pada X. campestris pv.
juglandis berada di kromosom, terdiri atas empat
open reading frame (ORF), yaitu ORF1, ORF2,

ORF3, dan ORF4®). Resistensi Escherichia coli
dikendalikan oleh plasmid konjugatif pRJ1004
yang tersusun atas enam gen struktural, yaitu
pcoA, pcoB, pcoC, pcoD, pcoR, dan pcoS(3),
Resistensi L. lactis dikendalikan oleh plasmid
yang terdiri dari tiga gen struktural, yaitu orf3,
orf4, dan orf 5('4), Sistem resistensi antar bakteri
tersebut mempunyai keserupaan satu dengan
yang lain pada tingkat asam amino maupun DNA
sehingga mengakibatkan gen Cu" suatu bakteri
dapat dideteksi dengan menggunakan metode
hibridisasi maupun PCR('9),

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi
dan mengkarakterisasi bakteri resisten tembaga
dari limbah industri di Surabaya dan melakukan
amplifikasi gen yang menyandi resistensi bakteri
tersebut terhadap tembaga (Cu’).

2. BAHAN DAN METODE
2.1 Bahan

211 Medium Salt Base Solution (SBS)

Medium SBS terdiri atas : KoHPO4 (1,5 g),
KH2PQO4 (0,5 g), (NH4)2SO4 (0,5 g), MgSO4 7 H20
(0,2 @), dan ekstrak khamir (5 g), dilarutkan
dalam 1000 ml akuades. Medium padat dibuat
dengan menambahkan 1,5 % agar oxoid.
Medium disterilkan dengan autoklaf suhu 121°C,
tekanan 1 atm, selama 15 menit. Suplemen
medium  berupa CuSOQO4, dibuat dengan
konsentrasi 1 M, dan disterilkan dengan
membran 0,2 pm(16),

2.1.2 Primer 16S rDNA

Primer yang digunakan untuk
mengamplifikasi gen 16S rDNA adalah posisi
1482 sampai 1507 gen 16S rRNA Escherichia
coli"V. Primer forward (F) memiliki urutan basa 5’
TGGCTCAGAACGAACG CTGGCGGC-3' (posisi
20 sampai 43 gen 16S rRNA dan primer reverse
(R) memiliki urutan basa 5-
TACCTTGTTACGACTTCACCC CAGTC-3’
Konsentrasi primer dalam larutan adalah 10 puM,
sedangkan konsentrasi akhir per reaksi adalah
0,4 uM.

2.1.3 Primer gen Cu"

Primer yang digunakan untuk
mengamplifikasi gen Cu’ terdiri atas : orf3F (5’
CTC CCC TAT TGT GGT TCA TTG G 3'), orf3R
(5 GCA TAG GGA GCG ATA GAG G 3), orf4F
(5 ACT ATG GAC AAG TTA TCG G 3'), orf4R
(%’ GGA CCT ATC GGC TTA ATC G 3’), orf5F
(5° CAT AAC GAT TAA GCC GAT AG 3)), dan
orf5R (5 ACT TCT CCA TTG ATC ATC TC 3’).
Primer tersebut dapat mengamplifikasi gen Cu’
pada L. lactis"). Campuran reaksi PCR (25 ul)
terdiri dari DNA cetakan (100 ng), primer Forward
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(0,4 pM), primer Reverse (0,4 uM), dNTP (200
pM), 1X bufer PCR (10 mM Tris-HCI pH 8,3 ; 50
mM KCI ; 0,1% gelatin dan 3,5 mM MgCl2),
ddH20, dan enzim Taq DNA polimease (5 U/pl).

2.2 Metode

2.21 Isolasi dan karakterisasi Bakteri

resisten tembaga

Bakteri resisten tembaga diisolasi dari lumpur
aktif pusat pengolahan limbah industri di
Surabaya. Sampel sebanyak 1 gram masing-
masing diinokulasikan kedalam 100 ml medium
SBS cair yang diberi CuSO4 dengan konsentrasi
yang bervariasi, yaitu 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM,
5 mM, dan 6 mM. Sampel diinkubasikan pada
suhu 37°C selama 2 hari dengan penggojogan
175 rpm kemudian diinokulasikan secara tuang
permukaan ke dalam medium padat yang
mengandung CuSO4, Koloni bakteri yang tumbuh
diseleksi, dan masing-masing koloni tunggal
disub-kultur pada medium yang mengandung
CuSO04 hingga menjadi isolat murni(®),

2.2.2 Pertumbuhan bakteri dan kemampuan
akumulasi tembaga

Kultur bakteri diamati tiap jam dengan
mengukur kekeruhan sel (optical density/OD),
menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 600 nm. Kultur bakteri dipanen
dengan sentrifugasi pada 13.800 x g, 4°C selama
20 menit. Sel dicuci beberapa kali dengan bufer
fosfat pH 7. Sel yang telah diketahui berat
keringnya, didestruksi dengan HNOs, dan
konsentrasi tembaga yang diikat oleh sel

dianalisis dengan atomic absorbtion
spectrophotometer = pada panjang gelombang
324,9 nm.

2.2.3 Uji resistensi

Resistensi  bakteri terhadap tembaga
ditentukan berdasarkan nilai MIC. Koloni bakteri
diinokulasikan ke dalam medium LB padat yang
diberi CuSOs4 konsentrasi terntentu kemudian
diinkubasikan pada suhu 37°C selama dua hari.
Koloni yang tumbuh diuji lagi pada konsentrasi
CuSOs yang lebih tinggi hingga isolat bakteri
tidak mampu tumbuh®). Bakteri yang paling
resisten dipilih dan digunakan untuk isolasi
plasmid dan analisis gen 16s rDNA.

2.2.4 Isolasi plasmid

Isolasi plasmid dilakukan dengan metode
lisis SDS('®. Sel (500 ml kultur) dipanen dengan
sentrifugasi pada kecepatan 4550 g (TL-100
Beckman J-6B) selama 30 menit pada suhu 4°C
kemudian dicuci dengan 100 ml larutan STE (0,1
M NaCl, 10mM Tris-HCI pH8, 1 mM EDTA pH 8).
Sel diresuspensi dengan 10 ml 10% sukrosa

dingin, ditambah dengan 2 ml lisozim (10mg/ml),
dan 8 ml 0,25 M EDTA kemudian diinkubasikan
dalam es selama 10 menit. Suspensi ditambah
dengan 4 ml 10% SDS, dicampur perlahan
kemudian ditambah dengan 6 ml 5M NaCl dan
diinkubasikan dalam es selama 60 menit.
Pecahan sel dan kromosom diendapkan dengan
ultra sentrifugasi pada kecepatan 35.000 rpm
selama 20 menit pada suhu 4°C kemudian
supernatan dipindah ke tabung baru. Purifikasi
DNA dilakukan dengan mengekstraksi
supernatan dengan 1 volume phenol: kloroform
(1:1), dilanjutkan dengan 1 volume kloroform.
DNA dilarutkan dalam dengan 1-3 ml TE (10 mM
Tris-HCI pH 7,5 dan 0,1 mM EDTA) dan disimpan
pada suhu 4°C. Analisis DNA dilakukan dengan
elektroforesis pada 0,8% gel agarose.

2.2.5 Amplifikasi Cu’ dengan PCR

Amplifikasi gen Cu" dilakukan dengan
menggunakan mesin PCR  (Mastercycler
personal, Eppendorf), yang diprogram dengan
kondisi, yaitu : denaturasi awal pada suhu 94°C
selama 2 menit diikuti dengan 35 siklus yang
terdiri atas : denaturasi (1 menit pada suhu 94°C),
penempelan primer (1 menit pada suhu 55°C,
57°C, atau 59°C), polimerasi (2 menit pada suhu
72°C); polimerasi akhir (7 menit pada suhu 72°C).
Hasil amplifikasi dilihat dengan elektroforesis
pada 0,8 % gel agarose dengan penanda DNA
lambda yang dipotong dengan EcoR1 dan Hindlll.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Isolasi dan Karakterisasi bakteri resisten
tembaga

Hasil isolasi dan karakterisasi diperoleh
sembilan isolat bakteri resisten tembaga dengan
nilai MIC sebesar 2.5-7.5 mM CuSO4. Bakteri
yang paling resisten adalah isolat IrC4 dengan
nilai MIC sebesar 7.5 mM (Tabel 1). Terdapat
tiga kategori bakteri berdasarkan kesensitifan
terhadap CuSOs, yaitu : strain sensitif (MIC = 0,4
mM - 0,6 mM), strain resisten (MIC = 1,2 mM),
dan strain sangat resisten (MIC = 1,6 mM — 2,0
mM)®)., Berdasarkan kriteria tersebut maka
sembilan isolat yang berhasil diisolasi dari limbah
industri di Surabaya termasuk dalam kategori
sangat resisten terhadap tembaga.

Hasil analisis gen 16s rDNA menunjukkan
bahwa isolat IrC4 memiliki kemiripan 96,99%
dengan Cupriavidus pauculus. Genus
Cupriavidus dikenal sebagai genus yang memiliki
gen resisten terhadap logam  berat(".
Cupriavidus pauculus yang diisolasi dari daerah
rhizosfer memiliki resistensi terhadap nikel®0).

Gambar 1 menunjukkan bahwa isolat IrC4
berwarna putih susu tetapi menjadi berwarna
kehijauan ketika ditumbuhkan pada medium yang
mengandung tembaga. Pengamatan morfologi
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koloni  menunjukkan  bahwa isolat IrC4

menghasilkan eksopolisakarida.

Eksopolisakarida ini berperan mengikat
tembaga di luar sel sebagai bentuk mekanisme
resistensi secara pasif untuk melindungi sel
terhadap toksisitas tembaga®@". Koloni isolat IrC4
berubah menjadi kehijauan ketika ditumbuhkan
pada medium yang mengandung 5 mM CuSOa..

Gambar 1. Morfologi koloni isolat IrC4 dalam
medium tanpa CuSOs dan dengan
penambahan 5 mM CuSO.. A=
Medium tanpa CuSOs, B= Medium
dengan penambahan 5 mM CuSOa..
Panah menunjukkan koloni.

A T B N
Gambar 2. Pengamatan mikroskopis koloni isolat
IrC4 dalam medium tanpa CuSQ4 dan
dengan penambahan 5 mM CuSOa.
A= Medium tanpa CuSO4, B= Medium
dengan penambahan 5 mM CuSOa.

Pembesaran 2000x. Panah
menunjukkan butiran tembaga dalam
koloni bakteri.

Pengamatan  mikroskopis = menunjukkan
bahwa koloni isolat IrC4 pada medium yang
mengandung 5 mM CuSOs4, berwarna hijau
sedangkan koloni pada medium tanpa CuSOs
tidak tampak adanya butiran hijau tersebut. Hal
ini mengindikasikan bahwa sel mengakumulasi
tembaga vyang berwarna biru sehingga
menghasilkan butiran tembaga di dalam koloni
yang berwarna hijau (Gambar 2). Dugaan ini
didukung dengan hasil uji kemampuan akumulasi
isolat IrC4 pada medium yang mengandung 4
mM hingga 11 mM CuSO4 (Gambar 4). Hasil
penelitian pada  Pseudomonas  syringae,
Burkholderia  sp., Alcaligenes sp., dan
Methylobacterium sp. juga menunjukkan hasil
yang sama ketika bakteri tersebut ditumbuhkan

pada medium yang mengandung CuSOQs. Bakteri
menghasilkan perubahan warna koloni menjadi
hijau sebagai bentuk mekanisme resistensi

dengan cara mengakumulasi tembaga di dalam
sel?2.23),

Tabel 1. Hasil isolasi dan karakterisasi bakteri
resisten tembaga

Isolat Konsentrasi CuSOg4
minimum yang menghambat
pertumbuhan / MIC (mM)

IrA5 2.5
IrA6 3.5
IrA7 25
IrC1 6.5
IrC2 7.0
IrC4 7.5
IrC5 3.5
IrC8 3.5
IrD2 5.5
Gambar 3 menunjukkan bahwa

pertumbuhan isolat IrC4 terhambat dengan
adanya 4 mM dan 5 mM CuSOe..

-
n
1

—
1

o
a
1

o

Kekeruhan sel (ODgq)

0 6 121824 3036424854 606672
Waktu (jam)

——0mM —8—7mM —A—8mM ——9mM
——10mM —@— 11 mM —— 12 mM

Gambar 3. Pertumbuhan isolat bakteri IrC4 pada
medium yang mengandung berbagai
konsentrasi CuSQO4

Bakteri mengalami fase lag selama 6 jam
ketika ditumbuhkan pada medium yang
mengandung 6 mM dan 7 mM CuSO.. Bakteri
mengalami fase lag masing-masing selama 12
jam, 30 jam, 36 jam, dan 42 jam pada medium
yang mengandung 8 mM, 9 mM, 10 mM, dan 11
mM CuSOs. Bakteri tidak menunjukkan adanya
aktifitas pertumbuhan ketika ditumbuhkan pada
medium yang mengandung 12 mM CuSO4
(Gambar 3). Tembaga merupakan unsur penting
yang dibutuhkan untuk proses metabolisme
tetapi pada konsentrasi tinggi yang melebihi
kebutuhan akan bersifat toksik sehingga bakteri
cenderung mempertahankan tembaga tetap
berada pada konsentrasi terntentu yang
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dibutuhkan sel®), Pada konsentrasi tinggi
tembaga akan mendegradasi dan mengaktivasi
protein maupun enzim(9),

Toksisitas tembaga menyebabkan bakteri
mengalami fase lag pada medium yang
mengandung CuSOs konsentrasi tinggi sekitar 6-
11 mM. Lamanya fase lag terjadi seiring dengan
tingginya konsentrasi CuSO.s dalam medium.
Pada saat fase lag berlangsung, bakteri
melakukan adaptasi dengan mengembangkan
mekanisme resistensi. Adanya butiran tembaga
dalam koloni (Gambar 2) menunjukkan bahwa

mekanisme resistensi bakteri adalah
mengakumulasi tembaga di dalam sel.
Hasil analisis akumulasi tembaga

menunjukkan bahwa isolat IrC4 mengakumulasi
tembaga ketika ditumbuhkan pada medium yang
mengandung CuSO4. Jumlah tembaga yang
diakumulasi isolat IrC4 meningkat seiring dengan
pertumbuhan bakteri (gambar 4). Akumulasi Cu
yang dilakukan isolat bakteri tersebut pada
medium yang mengandung 4 mM, 5 mM, 6 mM,
7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM dan 11 mM masing-
masing adalah sebesar 111,21 mg, 225,32 mg,
227,24 mg, 298,31 mg, 342,76 mg, 371,42
mg,357,42 mg, dan 242,13 mg Cu per gram
berat kering sel.

600
Akumula Bo0
siCu 400
(mg/g
berat 300
kering 200
sel)
100 —-I‘I—
0 T T T T T T T T

4 5 6 7 8 9 101112
Konsentrasi CuSO, (mM)

Gambar 4. Kemampuan akumulasi tembaga
isolat bakteri IrC4 pada medium
yang mengandung berbagai
konsentrasi CuSQO4

Kemampuan bakteri utnuk tumbuh pada
medium CuSOs4 seiring dengan kemampuan
akumulasi pada Gambar 3 dan 4 menunjukkan
bahwa mekanisme resistensi isolat IrC4 dalam
menanggapi tembaga adalah dengan cara
mengakumulasi tembaga di dalam sel. Menurut
Ahemad et al. (2009)?%; Habi dan Daba,
(2009)@";  Rodrigues (2011)@®,  konsentrasi
logam berat di atas ambang batas menghambat
aktivitas metabolisme sehingga bakteri
mengembangkan mekanisme resistensi dengan
cara mengakumulasi tembaga di dalam sel.
Sistem resistensi yang dilakukan bakteri ini dapat
dimanfaatkan dalam proses bioremediasi karena

dapat berdampak menyisihkan tembaga dari
lingkungan. Kemampuan akumulasi terbesar
terjadi pada saat bakteri ditumbuhkan pada
medium yang mengandung 9 mM CUSO. yaitu
sebesar 371 mg/g berat kering sel.

3.2 Isolasi Plasmid dan Amplifikasi Gen
Resisten Tembaga

Isolasi plasmid yang dilakukan pada tiga
isolat bakteri yang paling resisten menunjukkan
bahwa isolat IrC1, IrC2, dan IrC4 memiliki
plasmid berukuran sekitar 21 kb. Hasil amplifikasi
gen Cu" dari isolat IrC1, IrC2, dan IrC4
menunjukkan bahwa produk amplifikasi PCR
hanya diperoleh dari isolat IrC4 (Gambar 5). Hal
ini ditandai dengan dihasilkannya amplikon 0,9
kilobasa yang merupakan hasil amplifikasi gen
Cu" pada isolat IrC4. Amplifikasi gen Cu’
dilakukan dengan menggunakan primer yang
spesifik terhadap gen orf3, orf4, orf5 dari gen Cu'
pada L. lactis karena hasil penelitian pada
Gambar 3 dan 4 mengindikasikan adanya
keserupaan mekanisme resistensi isolat IrC4
dengan L. lactis. Adanya amplikon
mengindikasikan adanya sekuen basa nitrogen
dari gen Cu' yang dapat dikenali sebagai cetakan
oleh primer orf3F dan orf3R.

M1 2 3

21,226 kb

~~ 0,9kb

Gambar 5. Hasil isolasi plasmid isolat IrC1, IrC2,
dan IrC4. Sumur (1) isolat IrC1, (2)
isolat IrC2, (3), isolat IrC4. B. Hasil
amplifikasi gen Cu’ dengan
menggunakan primer orf3F dan orf3R.
Sumur (1) kontrol positif, L. lactis,
sumur (2) plasmid dari isolat IrC4. (M)
penanda DNA lambda EcoR1/Hindlll
(M). Elektroforesis dilakukan pada
0,8% gel agarose, 80 Volt

Gen yang paling dominan terhadap sifat
resistensi tembaga pada L. /actis terdiri atas tiga
gen struktural yaitu orf3, orf4, orf5. Hasil analisis
protein menunjukkan bahwa gen-gen tersebut
masing-masing menyandi pelipatan, sekresi, dan

20

Amplifikasi Gen Resistensi Tembaga ... (Irawati, W.)



pengikatan tembaga. Peran pengikatan dan
pengambilan tembaga pada L. /actis diperankan
oleh protein hasil translasi dari gen orf3. Sifat
resistensi tembaga pada L. Jactis sangat
ditentukan oleh sinergi dari ketiga gen tersebut.
Tidak ada gen tunggal yang dominan terhadap
sifat resistensi tembaga meskipun orf4 diduga
memegang peranan yang sangat penting(3.

Keberhasilan amplifikasi sebagian gen Cu’
pada plasmid isolat IrC4 diduga disebabkan
adanya keserupaan yang tinggi antara gen Cu’
bakteri tersebut dengan gen orf3 pada L. /actis.
Isolat IrC4 diduga melakukan mekanisme
resistensi yang serupa dengan L. lactis walaupun
dugaan ini masih perlu dibuktikan lebih lanjut.
Mekanisme resistensi tembaga pada L. lactis
adalah dengan pengikatan dan pengambilan
tembaga diikuti dengan sekresi tembaga ke
dalam medium('®. Gen Cu’ pada plasmid isolat
IrC1 dan IrC2 tidak dapat dideteksi dengan
menggunakan primer yang spesifik gen orf3, orf4,
orf5 diduga disebabkan rendahnya keserupaan
antara gen Cu' pada isolat bakteri tersebut
dengan L. Jlactis. Hasil penelitian Irawati(”
menunjukkan bahwa gen Cu" pada isolat IrC1
dapat diamplifikasi dengan primer yang memiliki
kemiripan dengan Acinetobacter sp. namun
primer tersebut tidak dapat mengamplifikasi gen
Cu' pada isolat IrC2.

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa terdapat isolat bakteri
resisten tembaga yang berhasil diisolasi dari
limbah industry di Surabaya. Isolat IrC4
merupakan bakteri yang paling resisten
terhadap tembaga dengan MIC sebesar 7.5 MIC
dan mampu mengakumulasi tembaga sebesar
371 mg/g berat kering sel. Isolat IrC4 memiliki
plasmid berukuran 21 kb dan amplifikasi gen
Cu" berukuran 0.9 kb yang menyandikan
pengikatan tembaga berhasil diisolasi dari isolat
IrC4.
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