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Abstrak—Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui viabilitas
Bacillus S1 terhadap paparan HgCl, 2,5 mg/L selama 36 jam dan
aktivitas enzim amilase, protease, selulase dan lipase. Penentuan
viabilitas dilakukan dengan menghitung CFU Bacillus S1 yang
ditumbuhkan pada medium NA setelah terpapar HgCl, 2,5 mg/L
dengan metode pour plate, sedangkan aktivitas enzim ditentukan
dengan menumbuhkan Bacillus S1 pada medium spesifik dan
diamati zona bening yang terbentuk di sekitar koloni. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa viabilitas Bacillus S1 terhadap
paparan HgCl, 2,5 mg/L. mengalami penurunan dalam kurun
waktu 36 jam dari 4,7 x 1028 CFU/ml menjadi 0,6 x 105 CFU/ml.
Bacillus S1 mampu menghasilkan enzim amilase, protease dan
selulase.

Kata Kunci—Bacillus S1, viabilitas, merkuri, aktivitas enzim.

I. PENDAHULUAN

Merkuri merupakan logam berwarna perak dan bersifat
cair dalam suhu ruang. Merkuri dapat berikatan secara
kimiawi dengan elemen lain menjadi bentuk organik dan
anorganik [1]. Merkuri dalam bentuk anorganik (Hg?*) dapat
mengakibatkan kerusakan pada ginjal, kardiovaskular dan
organ pencernaan [2].Sedangkan dalam bentuk organik
(CH3Hg) dalam konsentrasi yang tinggi dapat mengakibatkan
kerusakan pada sistem pusat saraf dan perkembangan otak
[3].Rujukan [4] merkuri memasuki sistem peredaran darah dan
terakumulasi di otak, tubuh menanggapinya dengan
mengoksidasi merkuri menjadi gas dan mengakumulasinya di
ginjal sehingga terjadi kerusakan ginjal.

Beberapa jenis bakteri diketahui mempunyai kemampuan
mereduksi atau menyerap logam berat [5]. Rujukan [6]
bakteri yang tahan terhadap cekaman merkuri disebut bakteri
resisten merkuri (BRM). Mekanisme yang terdapat dalam
BRM untuk mendetoksifikasi merkurisalah satunya dengan
mengubah Hg?* menjadi Hg® dengan enzim merkuri reduktase
yang dikode gen merA[7]. Bacillus merupakan bakteri yang
ditemukan di berbagai lokasi seperti tanah [8], danau [9], dan
laut [10].Bacillus yang resisten merkuri dapat mereduksi kadar
merkuri dari lingkungannya. Bacillus megaterium adalah
BRM yang mampu mereduksi kadar merkuri sampai 98%
[11].

Genus Bacillus juga merupakan bakteri yang mampu
menghasilkan enzim amilase [12], lipase [13], protease [14]
dan selulase [15]. Enzim amilase, lipase, protease dan selulase

merupakan enzim yang dibutuhkan dalam perombakan
senyawa organik seperti karbohidrat, selulosa,lipid, dan
protein menjadi bentuk yang lebih sederhana [16]

Isolat Bacillus S1 merupakan isolat bakteri koleksi
Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi
ITS yang diisolasi dari hilir sungai Kalimas yang tercemar
merkuri dengan konsentrasi yang melebihi ambang batas,
yakni 6,38 mg/L [17]. Bacillus S1 merupakan BRM yang
berpotensi dikembangkan sebagai agen bioremediasi merkuri,
disamping itu genus Bacillus mampu menghasilkan amilase,
lipase, protein dan selulase sehingga bakteri dari genus
Bacillus S1 dapat digunakan sebagai pengurai senyawa
organik yang banyak terdapat pada limbah padat maupun cair.

II. METODE PENELITIAN

A. Pembuatan Kurva Pertumbuhan

Kultur Bacillus S1sebanyak 25 ml berumur umur <24
jam diinokulasikan ke 225 ml media cair Nutrient Broth (NB).
Sebanyak 2 ml kultur dimasukkan dalam kuvet dan diukur
nilai optycal dencity (OD) dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang (1) 600 nm. Pengukuran OD dimulai dari
jam ke-0 hingga 24 jam dengan selang waktu 1 jam. Data OD
yang didapatkan kemudian dibuat kurva pertumbuhan dengan
sumbu x sebagai waktu (t) dan sumbu y sebagai nilai OD.
Setelah diketahui fase pertumbuhannya, maka dapat
ditentukan umur starter (u) yaitu diambil dari nilai
pertengahan fase eksponensial [18].

B. Viabilitas Bacillus S1

Viabilitas Bacillus S1 diamati dengan menghitung CFU/ml.
Pengamatan viabilitas dilakukan setelah pemaparan HgCl, 2,5
mg/L pada jam ke-6, jam ke-12, jam ke-18, jam ke-24, jam ke-
30 dan jam ke-36. Satu ml kultur uji diambil secara aseptis
dan diencerkan secara bertingkat hingga 10 dan ditumbuhkan
pada media NA secara pour plate [18]. Jumlah koloni yang
tumbuh dihitung dengan menggunakan formulasi jumlah
koloni dikali faktor pengenceran (CFU/ml).

C. Uji Potensi Aktivitas Enzim

Uji potensi aktivitas enzim amilase, selulase, lipase dan
protease dilakukan secara kualitatif dengan menumbuhkan
isolate Bacillus S1 pada medium spesifik. Medium NA-
amilum 0,5% untuk uji amilase, medium NA-susu skim 2%
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Gambar 1. Kurva Pertumbuhan Bacillus S1

untuk uji protease [18], medium CMC untuk uji selulase [19]
dan medium Tween 80 untuk uji lipase [20]. Setelah inokulasi
kemudian diinkubasi 24-48 jam. Zona bening yang terbentuk
di sekitar koloni menunjukkan adanya aktivitas enzim. Pada
medium NA-amilum 0,5% diteteskan larutan iodin dan pada
medium CMC diteteskan congo red 1% untuk mempertegas
zona bening yang terbentuk.

III. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Kurva Pertumbuhan Bacillus S/

Pada kurva pertumbuhan Bacillus S1 dengan medium NB
tidak menunjukkan adanya fase lag, karena pada masa
persiapan kultur, Bacillus S1 sudah beradaptasi sehingga pada
saat pengukuran OD langsung menunjukkan peningkatan
kepadatan sel. Rujukan [21] menyebutkan bakteri yang
dikultur pada media dan lingkungan yang sama seperti
sebelumnya, tidak memerlukan adanya masa adaptasi.
Sedangkan pada pertumbuhan Bacillus S1 dengan medium
NB-HgCl» 2,5 mg/L, kondisi mediumnya tidak sama dengan
medium sebelumnyadan mengakibatkan adanyafase lag di 1
jam pertama pada kurva pertumbuhan (Gambar 1).

Pada kurva pertumbuhan yang menggunakan media NB,
fase eksponensial terjadi setelah jam ke-O sampai dengan jam
ke-17, sedangkan pada medium NB-HgCl, 2,5 mg/L fase
eksponensial dimulai pada jam ke-1 sampai jam ke-17. Fase
eksponensial merupakan fase dimana bakteri dalam
pertumbuhan yang stabil, sel-sel baru terbentuk dengan laju
yang konstan dan sel-sel bakteri membelah secara optimum
[22]. Fase stasioner berlangsung setelah jam ke-17 sampai jam
ke-24baik pada kultur NB maupun NB-HgCl, 2,5 mg/L.
Tidak terlihat adanya fase kematian karena pengamatan hanya
dilakukan sampai jam ke-24 dan yang teramati masih fase
stasioner.

B. Viabilitas Bacillus S/

Viabilitas merupakan tingkat ketahanan dan kemampuan
hidup dari suatu organism termasuk bakteri pada
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Gambar 2. Viabilitas Bacillus S1

lingkungan yang baru [23]. CFU Bacillus S1 setelah
pemaparan 6 jam dan 12 jam relatif sama (3,7-4,7 X
108CFU/ml), setelah 18 jam dan 24 jam umlah CFU menurun
dari waktu kultur 6 jam dan 12 jam. Hal ini sesuai dengan
kurva pertumbuhan pada media NB-HgCl, 2,5 mg/L bahwa
fase eksponensial terjadi pada jam ke 1 — 17. Setelah jam ke-
18 pada kurva pertumbuhan menunjukkan fase stasioner, CFU
setelah pemaparan 18 dan 24 jam menunjukkan jumlah CFU
menurun (1,1-1,8 x 108 CFU/ml), setelah 24 jam jumlah CFU
pada pemaparan 30 jam dan 36 jam menurun drastic menjadi
0,5 — 0,6 x 103, hal ini mengindikasikan terjadi fase kematian
(Gambar 2).

C. Uji Enzimatis pada Bacillus S1

Bacillus S1 mampu menghasilkan zona bening pada media
NA-amilum 0,5%, hal ini menunjukkan bahwa Bacillus S1
menghasilkan enzim amilase (Gambar 3.a). Rujukan [24]
menyatakan bahwa enzim amilase merupakan anzim
induksibel yang dapat dihasilkan jika terdapat induksi
keberadaan amilum atau produk hidrolisisnya seperti maltose
di dalam medium tumbuh. Rujukan [25] menyatakan spesies
Bacillus acidocaldarius memiliki aktivitas enzim amilase
yang mampu menghidrolisis amilum sebanyak 87% dan dapat
mencapai 100% dengan substrat glikogen. Rujukan [18]
menyebutkan hidrolisis amilum dengan amilase tidak akan
menghasilkan perubahan warna pada media. Untuk
mempertegas visualisasi zona bening hasil hidrolisis amilum
digunakan indikator iodin. Iodin akan berikatan dengan
penyusun amilum (monosakarida atau disakarisa) yang
menghasilkan warna biru sampai coklat. Zona bening yang
terbentuk tidak akan terwarnai sehingga dapat dijadikan
sebagai indikator terhidrolisisnya polisakarida karena
munculnya enzim amilase yang disekresikan oleh Bacillus S1.

Bacillus S1 mampu menghasilkan enzim kaseinase yang
membentuk zona bening atau zona proteolitik di sekitar koloni
pada media NA-kasein (Gambar 3.b). Kaseinase merupakan
enzim golongan protease yang dapat menghidrolisis kasein
menjadi komponen yang lebih sederhana yaitu asam amino
[18]. Zona bening yang muncul di sekitar koloni
mengindikasikan adanya aktifitas enzim protease.

Bacillus S1 mampu menghasilkan zona bening pada
medium Carboxy Methyl Cellulose (CMC). Zona bening
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Gambar 3. Zona Bening Aktifitas Enzim yang Dihasilkan Bacillus S1.
a. Amilase, b. Kaseinase, c. Selulase dan d. Lipase

adalah indikasi selulosa terhidrolisis oleh enzim selulase
(Gambar 3.c). Penambahan congo red 1% sebagai indikator
untuk memperjelas daerah zona bening di sekitar koloni [26].
CMC merupakan turunan selulosa yang mudah larut dalam air
sehingga mudah dihidrolisis oleh enzim selulase menjadi gula
sederhana [27]. Enzim selulase merupakan enzim selulolitik
yang mampu menghidrolisis selulosa menjadi glukosa [28],
dapat disimpulkan Bacillus S1 memiliki enzim selulolitik.

Pada uji enzim lipase digunakanmetode yang dilakukan
oleh Kumar [20] dengan medium yg mengandung komposisi
NaCl, CaCl, pepton, agar dan Tween 80, hasilnya tidak dapat
diketahui apakah terdapat aktifitas enzim lipase, sebab tidak
terlihat zona bening atau perubahan warna di sekitar koloni
(Gambar 3.d). Rujukan [28] menyatakan metode penentuan
aktifitas lipolitik dari lipase dilakukan dengan menambahkan
indikator pewarna seperti phenol red. Aktifitas enzim lipase
ditunjukkan dengan adanya perubahan warna medium dari
merah menjadi kuning-orange di sekitar koloni. Pada
penelitian ini tidak terjadi perubahan warna ada media,
sehingga Bacillus S1 belum diketahui apakah memiliki enzim
lipase atau tidak.

IV. KESIMPULAN

Bacillus S1 mampu tumbuh pada medium NA setelah
terpapar HgCl, 2,5 mg/L pada interval waktu 6 jam selama 36
jam dengan jumlah sel sebanyak 0,5 — 4,7 x 108 CFU/ml.
Bacillus S1 menghasilkan enzim amilase, kaseinase (protease)
dan selulase.
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