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Patogenesis penyakit dimana merkuri sebagai agen penyebab akan melewati
komponen lingkungan sebagai media transmisi sebelum sampai pada manusia.
Terdapat beberapa lokasi pertambangan emas rakyat di Sulawesi Utara yang
menggunakan merkuri. Tujuan penelitian ini untuk mengidentifikasi jenis
bakteri yang hidup pada sedimen tanah tercemar merkuri, mengisolasi dan
mengidentifikasi karakter gen merB pada bakteri tersebut.
Dilakukan uji resistensi pada fenil merkuri, identifikasi Gram dan 16S rRNA,
amplifikasi dan sekuensing gen merB, pensejajaran dan pembuatan pohon
filogenetik gen merB pada isolat bakteri resisten fenil merkuri.
Terdapat 2 isolat bakteri Pseudomonas sp. yang resisten terhadap fenil merkuri.
Gen merB pada bakteri ini mempunyai homologi sebesar 98-100% dibandingkan
dengan gen merB pada bakteri yang terdapat pada GenBank. Sisi aktif enzim
organomerkuri liase (MerB) yang dikode oleh gen merB pada posisi Cys-96,
Cys-159  dan Asp-99 tetap dipertahankan oleh gen merB kedua isolat bakteri
hasil penelitian. Terdapat 3 tempat perbedaan nukleotida merB antara kedua
isolat hasil penelitian dengan P. aeruginosa galur ARY1.
Terjadi mutasi substitusi transisi pada merB posisi Val-124 (GTC→GTT) dan
Val-136 (GTT→GTC) maupun Glu-132 (GAG) → Gly-132 (GGG) dimana
isolat 2B.2 dan 4B.2 Pseudomonas sp. sama dengan Klebsiella sp. ND3 tapi
berbeda dengan P. aeruginosa galur ARY1 walaupun genus yang sama.
Walaupun asam amino glutamat diganti oleh glisin yang berbeda sifat polaritas
tapi tidak berpengaruh pada aktifitas bioremediasi karena tempat tersebut bukan
merupakan sisi aktif.
Gen merB terdapat pada isolat bakteri lokal, Pseudomonas sp., di Sulawesi
Utara. Penelitian ini perlu dilanjutkan untuk menghasilkan kloning enzim
MerB (organomerkuri liase) dalam mengatasi masalah pencemaran merkuri.

Pathogenesis of a disease which mercury as an agent will pass through
environment before reach to the human. There are some local gold minings that
uses mercury in North Sulawesi. The study aims to identify bacteria in soil
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sediment of mercury-polluted land, to isolate dan characterize merB gene in the
bacteria. Phenyl mercury-resistant test, Gram and 16S rRNA identification,
merB gene amplification and sequencing, merB gene alignment and
phylogenetic tree construction, were carried out on the phenyl mercury-
resistant isolates. There were two Pseudomonas sp. isolates that were resistence
to phenyl mercury. The merB gene in the bacteria has 98-100% homology
compared to merB gene in the GenBank bacteria. Active sites of organomercury
enzyme (MerB) that was coded for by merB gene at Cys-96, Cys-159  dan Asp-
99 were conserved in the microbe isolates. Different nucleotides in three
locations of merB were observed among the two isolates and P. aeruginosa strain
ARY1. Mutations of subtitution transition existed in the merB position of Val-
124 (GTC→GTT) and Val-136 (GTT→GTC), and also Glu-132 (GAG) → Gly-
132 (GGG) in which the 2B.2 dan 4B.2 Pseudomonas sp. were similar with
Klebsiella sp. ND3 but were different with P. aeruginosa strain ARY1 despite
the same genus. Glutamate was replaced by glisin which was different in
polarity, however bioremediation activity was not affected due to its location
was a non active site of the enzyme. The existence of merB gene in the local
bacterium isolates, Pseudomonas sp., in North Sulawesi was interesting.
Further studies are still required, particularly to generate MerB
(organomercury liase) clone which might be of useful later to overcome mercury
pollution problem.

Merkuri organik merupakan unsur
yang paling toksik diantara bentuk merkuri
yang ada. Patogenesis penyakit berbasis
lingkungan dengan merkuri sebagai agen
penyakit akan melewati komponen lingkung-
an (air, tanah, ikan) sebagai media transmisi
sebelum sampai pada manusia (Achmadi,
2005). Dalam media transmisi lingkungan ini
terjadi proses oksidasi dan reduksi merkuri
yang banyak diperankan oleh mikro-
organisme lingkungan (Barkay dan Wagner-
Dobler, 2005). Merkuri organik akan didegra-
dasi menjadi bentuk ion merkuri (Hg2+), dan
selanjutnya Hg2+ ini akan didetoksikasi men-
jadi Hg0 yang kurang toksik dan mudah
menguap (Gupta et al., 1999).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
habitat yang mengandung kontaminasi
merkuri dalam konsentrasi tinggi selama
bertahun-tahun tetap mempunyai populasi
dan aktifitas mikroba, walaupun populasi
dan aktifitas mikroba lebih rendah di-

bandingkan dengan populasi dan aktifitas
mikroba di habitat yang tidak terkontaminasi
(Cursino et al., 1999; von Canstein et al., 2002;
Nofiani dan Gusrizal, 2004). Hal ini me-
nunjukkan suatu kondisi ekstrim yang dapat
diadaptasi oleh mikroba tersebut, sehingga
diasumsikan bahwa bakteri dapat hidup
pada lingkungan yang terkontaminasi
merkuri dengan mekanisme pertahanan
spesifik yang dimilikinya (Konopka et al.,
1999; Summers, 2005).

Strain bakteri yang resisten merkuri
memiliki satu set gen yang disebut mer
operon, yang biasanya terdapat pada plasmid
(Benison et al., 2004). Mekanisme bioremedia-
si merkuri oleh gen-gen ini salah satunya
melibatkan gen merB yang akan mengkode
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pembentukan protein enzim MerB (organo-
merkuri liase) yang akan mengkata-lisa
pemutusan ikatan C–Hg pada merkuri
organik (Miller, 1999), untuk menghasilkan
karbon yang tereduksi dan ion merkuri
(Benison et al., 2004).

Beberapa lokasi pertambangan emas
rakyat di Sulawesi Utara telah atau sementara
memakai merkuri. Salah satu efek negatif
akibat kegiatan pertambangan ini yaitu
adanya kandungan merkuri pada permukaan
tanah dan rumput sekitar buangan limbah,
serta kandungan merkuri pada rambut
pekerja tambang di atas nilai ambang yang
ditetapkan (Limbong, 2010), serta terdapat-
nya bakteri resisten merkuri yang berasal dari
sumber air minum, urine dan feses
masyarakat tersebut (Dempata et al., 2010).

Masalah dalam penelitian ini ialah
bahwa merkuri merupakan logam berat yang
tidak mempunyai manfaat apapun dalam
tubuh manusia, tetapi bisa terdapat sekitar
kita baik dalam konsentrasi yang aman
ataupun di atas nilai ambang aman, sehingga
bisa mengakibatkan gangguan kesehatan.
Merkuri organik merupakan jenis merkuri
yang paling toksik, tetapi terdapat bakteri di
alam sekitar kita yang bisa mendetoksifikasi
merkuri organik termasuk bakteri resisten
merkuri organik yang dapat hidup pada
lokasi tercemar merkuri. Bakteri ini dapat
melakukan detoksifikasi merkuri organik
secara enzimatik yang dikode oleh gen merB.
Sejauh ini belum ada penelitian gen merB
pada bakteri yang hidup di lokasi per-
tambangan rakyat yang menggunakan
merkuri di Sulawesi Utara, sehingga perlu
dilakukan isolasi dan karakterisasi gen merB
pada bakteri tersebut.

Berdasarkan latar belakang ini maka
dikemukakan pertanyaan penelitian yaitu:
bakteri resisten merkuri organik apakah yang
hidup pada sedimen tanah tercemar merkuri?

Apakah terdapat gen merB dan bagaimana
urutan nukleotida gen merB pada bakteri
tersebut? Apakah terdapat mutasi pada gen
merB tersebut? Tujuan penelitian ini untuk
mengidentifikasi jenis bakteri yang hidup
pada sedimen tanah tercemar merkuri, meng-
isolasi dan mengidentifikasi karakter gen
merB pada bakteri tersebut, sehingga isolasi
dan karakterisasi gen merB yang bertanggung
jawab terhadap bioremediasi merkuri organik
ini sangat berguna untuk dasar penelitian
bioteknologi dalam mengatasi masalah
kesehatan lingkungan.

BAHAN DAN CARA KERJA

Desain Penelitian
Penelitian ini adalah jenis penelitian

survey (deskriptif eksploratif) dengan meng-
isolasi dan mengidentifikasi bakteri resisten
merkuri organik, serta mengisolasi dan
mengkarakterisasi gen resisten merkuri
organik (merB) pada bakteri sedimen tanah
tercemar merkuri.

Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan

mengambil sampel sedimen tanah pada
buangan limbah pertambangan emas rakyat
di Desa Tatelu, Kabupaten Minahasa Utara,
Sulawesi Utara. Isolasi bakteri dan ampli-
fikasi gen merB dilakukan di Laboratorium
Bioteknologi Fakultas MIPA Unsrat, Manado.
Identifikasi bakteri secara 16S rRNA
dilakukan di Laboratorium Bioteknologi,
Sekolah Farmasi ITB, Bandung. Sekuensing
gen 16S rRNA dilakukan di Macrogen, Korea,
dan sekuensing gen merB dilakukan di First
BASE Laboratories, Malaysia. Waktu penelitian
dimulai dari pengambilan sampel spesimen
tanah dilakukan pada Juni 2011 sampai
dengan selesainya seluruh pekerjaan
laboratorium pada akhir Pebruari 2012.
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Populasi dan Sampel
Populasi penelitian yaitu populasi

bakteri pada daerah-daerah pertambangan
emas rakyat yang menggunakan merkuri,
serta membuangnya langsung pada
lingkungan sekitar. Sampel yaitu seluruh
populasi bakteri resisten merkuri organik
yang ditemukan pada sampel sedimen
daerah pertambangan emas rakyat di Desa
Tatelu, Minahasa Utara, Propinsi Sulawesi
Utara, dengan kriteria inklusi adalah bakteri
pada sampel sedimen yang tumbuh pada
media nutrient Broth (NB) yang mengandung
fenil merkuri 10 ppm atau lebih. Uji resistensi
dilakukan dengan melihat adanya per-
tumbuhan koloni bakteri pada media tersebut
yang masing-masing mengandung fenil
merkuri 5 ppm, 10 ppm, dan 20 ppm. Koloni
bakteri yang tetap hidup tersebut kemudian
dipindahkan ke media agar padat dengan
konsentrasi fenil merkuri 10 ppm.

Identifikasi Bakteri, Amplifikasi dan
Analisis Gen 16S rRNA

Sedimen tanah pada pertambangan
emas rakyat dijadikan sebagai bahan untuk
mengisolasi bakteri resisten merkuri organik
dalam media nutrient Broth (NB) yang meng-
andung fenil merkuri dengan variasi kon-
sentrasi 1, 5 dan 10 mg/l. Isolat bakteri yang
tumbuh paling baik pada masing-masing titik
pengambilan dilakukan pemeriksaan morfo-
logi dengan pewarnaan Gram, kemudian
dilakukan amplifikasi PCR dan identifikasi
16S rRNA. Amplifikasi PCR 16S rRNA
dilakukan dengan menggunakan mesin PCR
Combi Block (Whatman Biometra, Germany).
Primer yang digunakan untuk proses PCR
yaitu pasangan primer universal Bact-FI 5’-
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3’
(forward) dan Uni-B1 5’- GGT TAC STT GTT
ACG ACT T -3’ (reverse). Cetakan (template)
yang digunakan untuk amplifikasi gen 16S
rRNA adalah DNA genomik bakteri yang
telah diisolasi. Amplifikasi dengan teknik

PCR dilakukan dengan variasi komposisi
reagen (untuk 1 tabung PCR) : ddH20 15,8 μl,
bufer PCR 10× 2,5 μl, MgCl2 25 mM 3,0 μl,
dNTP 10 mM 0,5 μl, primer Uni B1  30
pmol/μl 1,0 μl, primer Bac F1 30 pmol/μl 1,0
μl, Taq DNA polimerase (5 U/ μl) 0,2 μl,
cetakan (pengenceran 10×) 1,0 μl, sehingga
total 25 μl. Tabung PCR yang telah berisi
campuran reaksi dimasukkan ke dalam mesin
PCR yang diprogram sebagai berikut: dena-
turasi awal dan denaturasi masing-masing
94ºC 3 dan 1 menit, penempelan (annealing)
62 ºC 1 menit 30 detik, polimerisasi 72ºC 1
menit 30 detik, pemantapan 72ºC 10 menit,
dengan 30 siklus reaksi.

DNA yang telah diamplifikasi, di-
separasi dengan elektroforesis gel agarosa
1%, selanjutnya dilakukan visualisasi meng-
gunakan pewarna etidium bromida dan
dideteksi dengan sinar UV pada UV-
transiluminator. Sekuensing gen l6S rRNA
dilakukan di Macrogen, Korea. Hasil
sekuensing DNA dianalisis menggunakan
metode BLAST melalui media online NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Amplifikasi dan Analisis Gen merB
Gen merB diamplifikasi dengan meng-

gunakan sepasang primer yang dirujuk dari
Liebert et al. (1997) dan Rojas et al. (2011),
yaitu : Bl F (forward): 5’- TCG CCC CAT ATA
TTT TAG AAC -3’ dan B2 R (reverse): 5’- GTC
GGG ACA GAT GCA AAG AAA -3’. Cetakan
yang digunakan adalah DNA koloni bakteri.
Komposisi reagen dan program PCR yang
digunakan untuk amplifikasi gen merB sesuai
prosedur Liebert et al. (1997) yang kemudian
dilakukan optimasi dengan variasi komposisi
reagen dan kondisi reaksi PCR. Komposisi 1
tabung PCR (tube 0,2 ml): Vivantis Master Mix
2× (Buffer 2×; dNTPs 0,4 mM; Taq DNA
polimerase 0,05 Unit/μl) 25 μl, MgCl2 50 mM
(konsentrasi akhir menjadi 3 mM/reaksi) 1,5
μl, primer B1 F (10 pmol/ul) 1,0 μl, primer
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B2R (10 pmol/ul) 1,0 μl, cetakan DNA
(koloni) 2 μl, H2O 19,5 μl sehingga total 50 μl.
Kondisi reaksi adalah denaturasi awal dan
denaturasi 94ºC 5 menit dan 45 detik,
penempelan 50 ºC 45 detik, polimerisasi 72ºC
45 detik, dan pemantapan 72ºC 5 menit.
Reaksi dilakukan dalam 40 siklus.

Elektroforesis gen merB dengan gel
agarosa l,5% dan visualisasi di bawah sinar
UV. Sekuensing hasil amplilikasi gen merB
dilakukan di First BASE Laboratories,
Malaysia. Urutan nukleotida gen merB
dilakukan BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
serta melihat hubungan kekerabatan gen
merB dan dengan membuat pohon filogenik.
Terjemahan urutan asam amino gen merB
dilakukan dengan menggunakan media
online http://web.expasy.org/translate/,  ke-
mudian dianalisis hubungan kekerabatan
protein MerB (organomerkuri liase) dengan
menggunakan media online
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
/.

HASIL

Analisis Kadar Merkuri pada Sampel
Sedimen

Hasil analisis kadar merkuri pada
lokasi buangan limbah pertambangan emas
rakyat yang menggunakan merkuri di Desa
Tatelu, Minahasa Utara, menunjukkan
kandungan merkuri melebihi dari kadar yang
diperbolehkan untuk limbah B3 sesuai PP
No. 18 Tahun 1999 Tentang Pengelolaan
Limbah B3, yaitu konsentrasi merkuri > 0,01
mg/l. Pada lokasi tersebut dipilih 2 saluran
pembuangan secara purposif yang masing-
masing berasal dari 10 unit tromol pengolah-
an emas yang menggunakan merkuri. Pada
kedua saluran pembuangan tersebut ber-
turut-turut terdiri dari 2 titik pengambilan

sampel sedimen, sehingga jumlah sampel
sedimen sebanyak 4 kantong dengan berat
masing-masing sedimen tanah sekitar 200
gram, dengan kondisi suhu dan pH sampel
saat itu berturut-turut adalah 25-30 ºC dan
6,5-7,0. Kadar merkuri pada keempat titik
tersebut berturut-turut adalah 0,0402 – 0,0355
– 0,0390 – dan 0,0361 mg/L.

Identifikasi Bakteri, Amplifikasi dan
Analisis Gen 16S rRNA

Terdapat total 17 isolat bakteri
sedimen dimana pada titik 1 terdapat 5 isolat
dan pada titik 2 sampai 4 masing-masing
terdapat 4 isolat. Masing-masing titik
sedimen terdapat 1 isolat bakteri yang
bertahan hidup dan tumbuh paling baik
sampai pada konsentrasi 10 ppm, yaitu isolat
1A.2 (titik 1), isolat 2B.2 (titik 2), isolat 3A.1
(titik 3), dan isolat 4B.2 (titik 4). Berdasarkan
identifikasi morfologi pewarnaan Gram maka
didapatkan hasilnya yaitu bakteri batang
positif Gram pada isolat 1A.2 (titik 1) dan
3A.1 (titik 3), dan bakteri batang negatif
Gram pada isolat 2B.2 (titik 2) dan 4B.2 (titik
4). Hasil BLAST terhadap amplifikasi PCR
dan kemudian analisis gen 16S rRNA
keempat isolat bakteri terlihat pada Tabel 1.

Tabel 1 memperlihatkan bahwa isolat
1A.1 dan 3A.1 100% mempunyai kesamaan
dengan Bacillus cereus dan secara filogenetik
paling dekat dengan spesies bakteri tersebut,
serta demikian juga isolat 2B.2 dan 4B.2
mempunyai 100% kesamaan dengan
Pseudomonas sp.

Amplifikasi, Elektroforesis, dan Visualisasi
Gen merB Bakteri

Primer ini dapat mengamplifikasi gen
merB dengan ukuran 500 bp dari bakteri.
Hasil amplifikasi dilakukan elektroforesis
dengan agarose 1,5% dan divisualisasi
dengan sinar UV, ditampilkan pada
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Gambar 1. Optimasi terhadap kondisi PCR
yaitu suhu penempelan telah dilakukan
berulang kali. Kondisi optimum tercapai
pada pengaturan suhu denaturasi pada 94ºC,
penempelan primer pada 50ºC, dan
pemanjangan DNA pada 72ºC. Waktu tiap
langkah tersebut digunakan masing-masing
45 detik dengan 40 kali siklus. Hasil yang
diperoleh menunjukkan bahwa fragmen gen
merB dengan 500 bp berhasil diperoleh dari
amplifikasi dengan cetakan DNA koloni
isolat 1A.2, 2B.2, dan 4B.2, sedangkan isolat
3A.1 tidak berhasil diamplifikasi.

Sekuensing Gen merB
Empat isolat bakteri yang berhasil

dilakukan isolasi dan identifikasi dan
keempat bakteri ini bisa tumbuh pada

media nutrient agar yang mengandung 10
ppm fenil merkuri menunjukkan terdapat
aktifitas bioremediasi merkuri organik.
Namun hanya 2 dari 3 isolat bakteri ini
yang berhasil dilakukan amplifikasi gen
merB dengan PCR, dan selanjutnya
sekuensing gen merB hanya berhasil
dilakukan pada 2 isolat, yaitu isolat 2B.2
dan 4B.2 sebagai Pseudomonas sp.
Terdapat kesamaan gen merB antara isolat
2B.2 dan 4B.2 sebagai Pseudomonas sp.
dengan Klebsiella sp. galur ND3 MerB,
complete cds (JN188358.1) dan
Pseudomonas aeruginosa galur ARY1
organomercurial lyase (merB) gene, complete
cds (FJ613641.1) yang terdapat pada

Tabel 1. Hasil Blast Gen 16S rRNA Isolat Bakteri 1A.2, 2B.2, 3A.1 dan 4B.2

Isolat
Bakteri

Deskripsi Spesies /
Genus

Maximum
Identity (%)

Coverage
(%)

1A.2 Bacillus cereus 100 100
2B.2 Pseudomonas sp. 100 99
3A.1 Bacillus cereus 100 100
4B.2 Pseudomonas sp. 100 100

Gambar 1. Elektroforegram fragmen gen merB hasil amplifikasi koloni bakteri dengan PCR. Isolat bakteri :
1A2 (Bacillus cereus), 2B.2 (Pseudomonas sp.), 3A.1 (Bacillus cereus), 4B.2 (Pseudomonas sp.)
kbp (kilo basie pair), bp (base pair)

500 bp

Kontrol negatifIsolat
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GenBank. Homologi urutan nukleotida merB
pada keempat bakteri tersebut sangat tinggi
yaitu 98-100%. Sisi aktif enzim
organomerkuri liase (MerB) yang merupakan
hasil translasi gen merB pada posisi Cys-96
dan Cys-159, yang merupakan conserved
cystein, dan Asp-99 tetap dipertahankan oleh
gen merB kedua isolat bakteri hasil penelitian.

Walaupun urutan nukleotida gen
merB ini tidak banyak berbeda tapi ter-
identifikasi adanya 3 tempat dimana terdapat

basa berbeda antara Klebsiella sp. ND3-MerB,
isolat 2B2.F Pseudomonas sp., dan isolat 4B.F
Pseudomonas sp. galur S2 di satu pihak,
dengan Pseudomonas aeruginosa galur ARY1
organomercurial lyase (merB) gene di lain pihak
(Gambar 2). Tempat pertama yang berbeda
terlihat pada posisi Val-124 ketiga bakteri
pertama – termasuk isolat 2B.F Pseudomonas
sp. dan isolat 4B.F Pseudomonas sp. sebagai
produk dari penelitian ini – pada basa GTT
posisi Val-124 diganti dengan GTC (T→C)

Gambar 2. Hasil pensejajaran gen merB isolat bakteri 2B.2 dan 4B.2 Pseudomonas sp. dengan Klebsiella sp. ND3-MerB dan P.
aeruginosa ARY1 pada GenBank. Cys-96 dan Cys-159 : asam amino sistein pada urutan ke 96 dan ke 159; Val-124 dan Val-136 :
asam amino valin pada urutan ke 124 dan ke 136; Gly-132 : asam amino glisin pada urutan ke 132; Glu-132 : asam amino asam
glutamat pada urutan ke 132; Val-124→Val-124 dan Val-136→Val-136 : terdapat pergantian basa nukleotida pada urutan asam
amino valin ke 124 dan ke 136, tetapi tidak merubah hasil translasi asam amino; Gly-132→Glu-132 : terdapat pergantian basa
nukleotida dengan merubah hasil translasi asam amino ke 132, yaitu glisin menjadi asam glutamat.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Klebsiella-sp.ND3-MerB TCTTTGAAATTGACGACCGCCGTCTGTATGCCTGGTGCGCGCTGGACACC
4B.2_Pseudomonas_sp. TCTTTGAAATTGACGACCGCCGTCTGTATGCCTGGTGCGCGCTGGACACC
2B.2_Pseudomonas_sp.     TCTTTGAAATTGACGACCGCCGTCTGTATGCCTGGTGCGCGCTGGACACC
P._aeruginosa_ARY1 TCTTTGAAATTGACGACCGCCGTCTGTATGCCTGGTGCGCGCTGGACACC

**************************************************
Cys-96  Asp-99

Klebsiella-sp.ND3-MerB   TTGATATTTCCGGCGCTGATCGGCCGTACAGCTCGCGTCTCATCGCATTG
4B.2_Pseudomonas_sp. TTGATATTTCCGGCGCTGATCGGCCGTACAGCTCGCGTCTCATCGCATTG
2B.2_Pseudomonas_sp.     TTGATATTTCCGGCGCTGATCGGCCGTACAGCTCGCGTCTCATCGCATTG
P._aeruginosa_ARY1       TTGATATTTCCGGCGCTGATCGGCCGTACAGCTCGCGTCTCATCGCATTG

**************************************************

Klebsiella-sp.ND3-MerB   CGCTGCAACCGGAGCACCCGTTTCACTCACGGTTTCACCCAGCGAGATAC
4B.2_Pseudomonas_sp. CGCTGCAACCGGAGCACCCGTTTCACTCACGGTTTCACCCAGCGAGATAC
2B.2_Pseudomonas_sp.     CGCTGCAACCGGAGCACCCGTTTCACTCACGGTTTCACCCAGCGAGATAC
P._aeruginosa_ARY1       CGCTGCAACCGGAGCACCCGTCTCACTCACGGTTTCACCCAGCGGGATAC

********************* ********************** *****
Val-124→Val-124 Gly-132→Glu-132

Klebsiella-sp.ND3-MerB   AGGCTGTCGAACCTGCCGGCATGGCGGTGTCCTTGGTATTGCCGCAGGAA
4B.2_Pseudomonas_sp. AGGCTGTCGAACCTGCCGGCATGGCGGTGTCCTTGGTATTGCCGCAGGAA
2B.2_Pseudomonas_sp.     AGGCTGTCGAACCTGCCGGCATGGCGGTGTCCTTGGTATTGCCGCAGGAA
P._aeruginosa_ARY1       AGGCTGTTGAACCTGCCGGCATGGCGGTGTCCTTGGTATTGCCGCAGGAA

******* ******************************************
Val-136→Val-136

Klebsiella-sp.ND3-MerB   GCAGCCGACGTTCGTCAGTCCTTCTGTTGCCATGTACATTTCTTTGCATC
4B.2_Pseudomonas_sp. GCAGCCGACGTTCGTCAGTCCTTCTGTTGCCATGTACATTTCTTTGCATC
2B.2_Pseudomonas_sp.     GCAGCCGACGTTCGTCAGTCCTTCTGTTGCCATGTACATTTCTTTGCATC
P._aeruginosa_ARY1       GCAGCCGACGTTCGTCAGTCCTTCTGTTGCCATGTACATTTCTTTGCATC

**************************************************
Cys-159
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pada proses transkripsi GTT menjadi
GUU yang akan mengkode asam amino
valin. Walaupun posisi basa DNA yang
akhirnya pada proses translasi RNA ke
protein akan mengkode Val-124 ketiga
bakteri pertama berbeda pada basa ter-
akhir (T→C), tetapi tetap menghasilkan
asam amino yang sama yaitu valin. Hal
yang hampir sama terjadi juga pada
posisi Val-136 dimana basa GTC pada
tiga bakteri pertama menjadi GTT pada P.
aeruginosa strain ARY1, karena tetap

menghasilkan asam amino yang sama
yaitu valin. Posisi Glu-132 (asam
glutamat) dengan basa GAG pada ketiga
bakteri pertama diganti menjadi GGG
(A→G) pada bakteri P. aeruginosa strain
ARY1 sehingga akhir dari proses translasi
akan menjadi asam amino glisin (Gly-
132). Gambar 3 menunjukkan hubungan
filogenetik gen merB isolat bakteri 2B.2
dan 4B.2 Pseudomonas sp. dengan
Klebsiella sp. ND3-MerB dan P. aeruginosa
ARY1 pada GenBank.

Gambar 3. Hubungan filogenetik gen merB isolat bakteri 2B.2 dan 4B.2 Pseudomonas sp. dengan Klebsiella sp. ND3-MerB dan P.
aeruginosa ARY1 pada GenBank

PEMBAHASAN

Bakteri resistensi merkuri organik
pada penelitian ini berasal dari sedimen
tanah limbah buangan pertambangan emas
rakyat. Pertambangan emas rakyat ini
biasanya dikelola dengan kurang memper-
hatikan aspek kesehatan lingkungan karena
para petambang kadang-kadang mengguna-
kan merkuri. Hasil buangan limbah merkuri
tersedimentasi dan mencemari tanah
buangan limbah pertambangan emas rakyat
(Appleton et al. 1999; Silbergeld et al., 2002;
Appleton et al., 2006). Berdasarkan PP No. 18
Tahun 1999, maka kadar merkuri sedimen
tanah buangan limbah telah melebihi batas
ambang yang ditentukan. Lokasi sedimen
tanah hasil buangan limbah merkuri hanya
diolah secara sederhana dan hasil akhir
hanya dibuang di lingkungan.

Menurut Achmadi (2005) terdapat 4
simpul urutan patogenesis penyakit berbasis

lingkungan, yaitu: simpul 1 adalah sumber
atau agen penyakit, simpul 2 adalah kom-
ponen lingkungan sebagai media transmisi
penyakit, simpul 3 adalah masyarakat
dengan berbagai karakteristiknya, dan
simpul 4 adalah masyarakat yang sehat atau
sakit setelah mengalami interaksi dengan
komponen lingkungan sebagai sumber
penyakit. Hasil penelitian oleh Limbong
(2010) menunjukkan bahwa lokasi per-
tambangan rakyat ini sudah masuk pada
simpul pertama dan kedua serta indikasi
masuk ke simpul ketiga, yaitu adanya
kandungan merkuri pada permukaan tanah
dan rumput sekitar buangan limbah, serta
kandungan merkuri rambut pekerja tambang
di atas nilai ambang yang ditetapkan.
Konteks penelitian ini menunjukkan bahwa
agen penyakit yaitu merkuri sebagai limbah
pertambangan telah masuk ke lingkungan
yaitu tanah sebagai media transmisi merkuri
dan kelompok masyarakat penambang yang
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menunjukkan indikator paparan merkuri
kronis dengan terdeteksinya nilai merkuri di
atas ambang batas pada rambut.

Identifikasi Bakteri Resisten Merkuri
Organik

Bakteri genus Bacillus merupakan
salah satu jenis bakteri positif Gram yang
paling banyak dilaporkan sebagai bakteri
resisten merkuri organik (Wang et al., 1989;
Pahan et al., 1995; Silver dan Phung, 2005).
Selain itu juga bakteri Pseudomonas ter-
identifikasi pada isolat 2B.2 dan 4B.1 yang
merupakan bakteri Gram negatif. Secara
umum bakteri resisten merkuri Gram negatif
yang berasal dari lingkungan telah di-
identifikasi oleh beberapa peneliti (Bruce,
1997; Silver dan Phung, 2005), bahkan pada
bakteri yang berasal dari feses primata yaitu
P. fluorescens dan P. aeruginosa (Liebert et al.,
1997). Clark et al. (1977)  telah meng-
identifikasi resistensi merkuri yang ditunjuk-
kan oleh 10 plasmid P. aeruginosa dan 1
plasmid P. putida, serta Priyadarshini (2011)
juga melaporkan resistensi merkuri yang
ditunjukkan oleh bakteri P. marincola dan P.
borbori. Beberapa strain Pseudomonas, dapat
menurunkan kadar merkuri dapat kultur
sehingga bisa merupakan bioreaktor dalam
proses detoksikasi merkuri (von Canstein et
al., 2002; Dávila dan Custodio, 2009).
Beberapa temuan ini menunjukkan bahwa
Bacillus sp. dan Pseudomonas sp. merupakan
bakteri yang dapat beradaptasi dengan
lingkungan yang mengandung merkuri
dimana dapat mengembangkan sistem enzim
bioremediasi merkuri yang dikode oleh gen
merB.

Amplifikasi, Elektroforesis, dan Visualisasi
Gen merB Bakteri

Perbedaan pengaturan suhu dan
siklus dengan yang digunakan oleh Liebert et
al. (1997) diduga disebabkan oleh perbedaan

mesin PCR (termalcycler), jenis kit PCR,
beserta kondisi reaksi masing-masing kompo-
nen (konsentrasi enzim polimerase, MgCl2,
dan buffer) yang disarankan produsen kit
tersebut. Upaya-upaya untuk mengampli-
fikasi isolat 3A.1 Bacillus cereus dan
menemukan apakah gen merB ini apakah
berada di plasmid atau di genom belum
berhasil dilakukan. Namun banyak laporan
penelitian mendukung bahwa gen merB ini
berada pada plasmid (Liebert et al., 1997;
Walsh et al., 1998; Mindlin et al., 2002).

Sekuensing Gen merB
Data GenBank, gen merB bakteri

Klebsiella sp. ND-3 dan P. aeruginosa ARY1
mempunyai urutan nukleotida gen merB
lengkap sebanyak 639 basa nukleotida.
Bakteri E. coli R831b yang mempunyai jumlah
asam sebanyak 212 buah menunjukkan
bahwa bakteri ini mempunyai basa
nukleotida sebanyak 212 × 3 basa nukleotida
= 636 + 3 nukleotida sebagai stop codon = 639
basa nukleotida, yang berarti jumlah basa
nukleotida gen merB yang sama dengan
bakteri Klebsiella sp. ND-3 (Lafrance-Vanesse
et al., 2009). Pada penelitian ini, jumlah basa
nukleotida yang berhasil dilakukan
sekuensing pada isolat 2B.2  dan 4B.2 adalah
masing-masing sebanyak 506 dan 496 basa.
Hal ini berarti bahwa hampir semua basa
nukleotida berhasil dilakukan sekuensing.

Hasil pensejajaran terlihat bahwa
urutan nukleotida gen merB isolat 2B.2 dan
4B.2 yang merupakan Pseudomonas sp. tidak
jauh berbeda satu sama lain. Urutan
nukleotida pada kedua isolat di atas juga
identik dengan urutan nukleotida pada
Klebsiella sp. ND-3-MerB dan P. aeruginosa
strain ARY1 yang terdapat pada GenBank. Hal
ini menunjukkan bahwa Pseudomonas sp. dan
Klebsiella sp. yang resisten terhadap merkuri
organik mempunyai urutan basa nukleotida
yang sama dalam mengkode sintesis protein
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enzim MerB (organomerkuri liase). Secara
bakteriologik, Klebsiella sp. dan Pseudomonas
sp. merupakan jenis bakteri yang banyak
dilaporkan resisten terhadap merkuri organik
(Schaefer et al., 2004).

Terjadi jenis mutasi substitusi transisi
pada Val-124 (GTC→GTT) karena terjadi
pergantian basa nukleotida yang sejenis yaitu
T→C dimana keduanya adalah golongan
pirimidin, seperti juga pada posisi Val-136
(GTT→GTC) (Maloy et al., 1994; Toha, 2009).
Menarik untuk disimak bahwa justru gen
merB kedua isolat penelitian ini Pseudomonas
sp. sama dengan Klebsiella sp. ND3-MerB
pada ketiga pasang basa DNA untuk Val-124
walaupun genus berbeda, dan sebaliknya
berbeda dengan P. aeruginosa strain ARY1
walaupun genus yang sama.

Hal yang sangat menarik di sini
bahwa terjadi perbedaan basa DNA yang
menyebabkan perbedaan produk asam amino
yang mempunyai sifat polaritas yang berbeda
dan ini kembali terjadi antara Klebsiella sp.
ND3-MerB, complete cds, isolat 2B2.F
Pseudomonas sp., dan isolat 4B.2F Pseudomonas
sp., dengan P. aeruginosa strain ARY1
organomercurial lyase (merB) gene, complete cds.
Posisi Glu-132 (asam glutamat) dengan basa
GAG pada ketiga bakteri pertama diganti
menjadi GGG (A→G) pada bakteri P.
aeruginosa strain ARY1 sehingga akhir dari
proses translasi akan menjadi asam amino
glisin (Gly-132). Jenis mutasi ini disebut
substitusi transisi karena terjadi pergantian
basa nukleotida yang sejenis yaitu A→G
dimana keduanya adalah golongan purin
(Maloy et al., 1994; Toha, 2009).

Asam glutamat merupakan asam
amino yang bersifat polar bermuatan negatif
karena rantai sampingnya (gugus R)
mempunyai gugus karboksil pada yang akan
menjadi donor atau akseptor proton
tergantung pada perubahan pH lingkungan
dan akan membentuk ikatan ionik yang kuat

dengan asam amino bermuatan positif (lisin,
arginin atau arginin). Sebaliknya asam amino
glisin merupakan asam amino non-polar
alifatik karena rantai sampingnya hanya
terdiri dari atom hidrogen dan cenderung
berinteraksi dengan asam amino non-polar
lainnya (Nelson dan Cox, 2004). Perbedaan
karakteristik kedua asam amino pada protein
enzim organomerkuri liase bisa mengalami
perubahan konformasi protein tersebut yang
selanjutnya bisa menyebabkan perubahan
aktifitas proses katalitik yang dilakukan
enzim tersebut pada substrat merkuri
organik. Akan tetapi perbedaan asam amino
ini nampaknya bukan suatu critical point bagi
enzim ini karena tidak berpengaruh pada
proses bioremediasi sebagai ekspresi fenotip
katalisis enzim organomerkuri liase, karena
kedua isolat bakteri hasil penelitian tetap
tumbuh pada media kultur yang meng-
andung fenil merkuri 10 ppm. Hal ini bisa
terjadi karena mutasi yang terjadi bukan
pada sisi aktif dari enzim organomerkuri
liase.

Organomerkuri liase (MerB) merupa-
kan protein enzim yang hanya mempunyai
satu unit protomer atau protein monomer
yang bisa mengkatalisis bioremediasi ber-
bagai bentuk merkuri organik seperti metil
merkuri dan fenil merkuri (Benison et al.,
2004; Silver dan Phung, 2005). Jadi walaupun
metil merkuri yang terbanyak dibioremediasi
di alam karena merupakan bentuk merkuri
organik terbanyak di alam (Barkay et al.,
2003), fenil merkuri yang dipakai dalam
memantau ada tidaknya proses bioremediasi
ini juga berlaku seperti halnya proses
bioremediasi merkuri organik di alam bebas.
Pada urutan asam amino isolat 2B.2 dan 4B.2
ini, sisi aktif protein enzim organomerkuri
liase (MerB) berhasil diidentifikasi pada
urutan asam amino Cys-96 dan Cys-159 yang
juga merupakan conserved cysteines. Cys-96
dan Cys-159 ini memegang peran penting
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dalam pengikatan substrat, pemutusan ikatan
karbon-merkuri (C-Hg), dan kontrol terhadap
pelepasan produk ion merkuri hasil
bioremediasi. Selain itu terdapat asam amino
aspartat (Asp-99) pada sisi aktif MerB isolat
ini yang juga turut berperan pada tahap
transfer proton untuk pemutusan ikatan
karbon-merkuri (Lafrance-Vanesse et al., 2009;
Parks et al., 2009).

Bagian sisi aktif Cys-96, Cys-159 dan
Asp-99 pada protein MerB isolat 2B.2 dan
4B.2 ini identik dengan protein MerB pada
penelitian oleh Benison et al. (2004). Simpulan
penelitian dari Benison et al. (2004) yang
menunjukkan terjadinya transfer langsung
secara difusi bebas pada ion merkuri sebagai
hasil bioremediasi merkuri organik menjadi
ion merkuri oleh protein MerB, mengindikasi-
kan bahwa aktifitas bioremediasi enzim
organomerkuri liase pada kedua isolat ini
sama dengan aktifitas bioremediasi enzim
tersebut pada penelitian ini.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan
Gen merB yang mengkode sistesis

protein enzim organomerkuri liase terdapat
pada isolat bakteri lokal, Pseudomonas sp., di
Sulawesi Utara. Gen merB pada bakteri ini
tetap mempertahankan sisi aktifnya untuk
melaksanakan fungsi bioremediasi pada
merkuri organik, walaupun terdapat sedikit
perbedaan nukleotida dibandingkan dengan
gen merB pada bakteri pembanding pada
GenBank. Perbedaan nukleotida ini bukan
terjadi pada sisi aktif fungsi enzim dan tidak
merubah konformasi protein enzim tersebut.

Saran
Penelitian ini perlu dilanjutkan

sampai pada tahap menghasilkan kloning
enzim MerB (organomerkuri liase) dalam me-
ngatasi masalah pencemaran merkuri yang

berbahaya terhadap kesehatan lingkungan
masyarakat sekitar.
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