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Populasi bakteri pada tanah bekas buangan limbah
merkuri tambang emas di Kabupaten Bolaang
Mongondow: Penelitian Pendahuluan
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ABSTRACT  Mercury is one of the most toxic heavy metals found in nature. Athough
adverse health effect of mercury have been known for a long time, exposure
to mercury continues and is even increasing in some areas, for example,
mercury is still used in gold mining in many parts of North Sulawesi
Province. Most of the soil and aquatic bacteria that are continuously
exposed to mercury usually develop a genetic adaptation to resist the
toxicity of this compound. Bacteria have a specific operon called merOperon
that functions to coordinate genes coding for proteins and enzymes
involved in mercury disposal and detoxification.

Therefore, this preliminary study aims to isolate and identify bacteria
collected from gold mining area in the district of Bolaang Mongondow.
Bacteria were isolated from soil samples collected from three locations of the
gold mining waste disposal and the isolated bacteria were grown in agar
media. Identification of the grown bacteria were then be performed using
morphological, physiological and biochemical tests.

The results showed that 36 bacteria were successfully isolated, of which, 11
isolates were gram positive bacteria and the remainders were gram
negative. All isolates showed motility and all could be grouped into 4
species i.e. Bacillus sp., Escherichia coli, Enterobacter cloacea, and
Enterobacter aerogenes.

Merkuri adalah salah satu dari dapat digunakan untuk detoksifikasi be-

logam berat yang sangat toksik dan berada
di lingkungan. Polusi merkuri pada suatu
tempat, dapat disebabkan oleh proses
geologik maupun aktifitas antrofologik.
Saat ini diperkirakan lebih dari 1500 ton
limbah merkuri berbahaya dibuang ke
lingkungan setiap tahun khususnya di
Afrika dan Asia. Bakteri berperan penting
dalam  siklus global merkuri, dan
mempunyai gen resisten merkuri yang

berapa bentuk dari merkuri (Barkay and
Wagner-Doble, 2005; Diner, 2007).

Senyawa merkuri dalam bentuk
Hg(Il) dapat terikat pada residu sistein
protein manusia sehingga protein akan ke-

Correspondence:

Fatimawali, Department of Chemistry, Faculty of Medicine,
Sam Ratulangi University, Manado, Jalan Kampus UNSRAT
Kleak, Manado 95115, E-mail: fatimawali_umar@yahoo.com




135 FATIMAWALLI, BILLY KEPEL, IRAWAN YUSUF, ROSDIANA NATSIR, FATMAWATY BAHARUDDIN

hilangan aktivitasnya. Selain  Hg(Il),
senyawa merkuri yang paling berbahaya
bagi kesehatan manusia adalah senyawa
merkuri organik, khususnya metilmerkuri
dan fenilmerkuri. Senyawa ini sangat
reaktif dan mempunyai mobilitas tinggi
dibandingkan Hg(0) dan Hg(ll), dan juga
dapat menyerang saraf manusia melalui
peredaran darah (Huang et. al., 2006).

Salah satu usaha untuk detoksifikasi
merkuri dapat dilakukan dengan meng-
gunakan mikroorganisme resisten merkuri,
misalnya  bakteri  resisten = merkuri.
Detoksifikasi merkuri oleh bakteri resisten
merkuri terjadi karena bakteri resisten
merkuri memiliki gen resisten merkuri,
merOperon (Silver and Phung, 1998).
Struktur merOperon berbeda pada setiap
jenis  bakteri.  Umumnya  struktur
merOperon terdiri dari gen metaloregulator
(merR), gen transpor merkuri (merT, merP,
merC), gen merkuri reduktase (merA) dan
organomerkuri liase (merB). Bakteri yang
hanya memliki gen merkuri reduktase
(merA) disebut bakteri resisten merkuri
spektrum sempit. Ada beberapa bakteri
yang memiliki selain gen merA, juga gen
merB maka bakteri tersebut disebut bakteri
resisten merkuri spektrum luas. MerA
mempunyai fungsi mereduksi ion merkuri
yang toksik menjadi logam merkuri Hg(O)
yang kurang toksik dan mudah menguap
pada suhu kamar, sedangkan merB mem-
punyai fungsi mengkatalisis pemutusan
ikatan merkuri-karbon sehingga dihasilkan
senyawa organik dan ion Hg(II) (Silver and
Phung, 1996; Barkay et. al., 2003).

Beberapa penelitian telah meng-
ungkap bahwa mikroorganisme pada
daerah tercemar merkuri berperan utama
pada detoksifikasi merkuri, oleh karena itu
mikroorganisme pada daerah tercemar
merkuri merupakan sumber untuk isolasi
bakteri resisten merkuri (Simbahan et al.,
2005; Vetriani et. al., 2005, Poulin et. al.,
2007; Rasmussen et. al., 2008).

Salah satu masalah di Sulawesi
Utara adalah kontaminasi tanah atau air

oleh logam merkuri dari hasil buangan
limbah tambang emas rakyat yang meng-
gunakan merkuri sebagai bahan peng-
ekstrak emas. Dalam air dan tanah, logam
merkuri akan mengalami perubahan spesies
menjadi ion merkuri yang larut dalam air
dan mencemari perairan (Ijong, 2003).

Penelitian pendahuluan ini akan
mengisolasi bakteri dari daerah tercemar
merkuri yaitu beberapa daerah per-
tambangan emas yang terdapat di
Kabupaten Bolaang Mongondow. Selanjut-
nya terhadap bakteri yang telah diisolasi
dilakukan identifikasi terhadap morfologi-
selnya (pewarnaan Gram), fisiologisnya
(motilitas), dan uji biokimia, untuk me-
nentukan jenis bakterinya.

BAHAN DAN CARA KERJA

Pengambilan Sampel

Sampel sedimen diambil dari tiga
lokasi (L-1, L-2 dan L-3) bekas pertambang-
an emas rakyat yang menggunakan merkuri
di Desa Tanoyan Utara Kecamatan Laloyan
Kabupaten Bolaang Mongondow. Sebagai
kontrol, diambil tanah dari lokasi sekitar
tambang yang bukan merupakan tempat
pembuangan limbah merkuri (L-4). Setiap
lokasi diambil pada tiga titik. Setiap titik
pada lokasi L-1 disuspensikan ke dalam
larutan NaCl 0,9% yang telah dibuffer.
Selanjutnya diinokulasi pada media nutrient
broth dan diinkubasikan pada suhu 30°C
selama 24 jam. Tehnik perbanyakan kultur
bakteri L-1 digunakan juga untuk per-
banyakan kultur bakteri L-2 , L-3 dan L-4.
Kultur bakteri L-1, L-2, L-3 dan L-4
digunakan untuk tahap identifikasi bakteri.

Identifikasi Bakteri

Tahap awal, dilakukan uji morfologi
dan fisiologi terhadap koloni bakteri. Uji
morfologi dilakukan dengan pewarnaan
Gram, sedangkan wuji fisiologi dilakukan
untuk menentukan ada tidaknya pergera-
kan (motilitas) bakteri menggunakan media
semi padat/semisolid (Holt et. al., 1994).
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Selanjutnya dilakukan tes biokimia meliputi
tes oksidase, uji fermentasi karbohidrat, uji
metil red, uji voges Proskauer, uji peng-
gunaan sitrat, tes pembentukan indol, dan
tes produksi HoS sesuai dengan prosedur
yang telah dipublikasikan sebelumnya
(Nofiani dan Gusrizal, 2004).

HASIL

Hasil isolasi, Uji morfologi dan Fisiologi
Bakteri

Hasil isolasi bakteri dengan nutrien
broth, terlihat bahwa ketiga lokasi pem-
buangan limbah merkuri dapat ditumbuhi
oleh bakteri, dengan uji morfologi me-
nunjukkan bakteri positif Gram dan negatif
Gram berbentuk batang, serta semuanya
memperlihatkan motilitas. Hasil isolasi, uji
morfologi dan fisiologi bakteri dapat
terlihat pada Tabel 1.

Hasil pewarnaan Gram dari jumlah
36 isolat yang diperiksa dengan mikroskop
menunjukkan sel bakteri bewarna ungu dan
merah, sehingga semua sel bakteri di-
kategorikan bakteri positif Gram dan
negatif (Tabel 1). Ditemukan 11 isolat yang
merupakan positif Gram dan 25 isolat
lainnya merupakan bakteri negative Gram
serta kesemua isolat berbentuk sel batang
(Gambar 1 dan 2).

Hasil uji motilitas yang dilakukan,
didapatkan 36 isolat bakteri yang motil

(terjadi pergerakan) dengan menggunakan
media semipadat SIM (Tabel 1).

Hasil Uji Biokimia dan Identifikasi Jenis
Bakteri

Uji biokimia menunjukkan bahwa
sebagian besar isolat menghasilkan asam
gas (AG) pada uji fermentasi karbohidrat.
Uji pembentukan indol menunjukkan ada-
nya 10 isolat yang negatif dan 26 isolat lain-
nya positif (Tabel 2). Uji metyl red menun-
jukkan adanya 7 isolat positif dan 29 isolat
lainnya negatif. Uji oksidase menunjukkan
5 isolat positif, sedangkan 31 isolat lainnya
negatif. Hasil pengujian pembentukan H>S
didapatkan 11 isolat bakteri yang negatif
dan 25 isolat lainnya positif. Hasil uji
penggunaan sitrat menunjukkan adanya 15
isolat bakteri yang bersifat positif dan 21
isolat bakteri lainnya bersifat negatif. Pada
pengujian voges proskauser didapatkan 9
isolat bakteri bersifat negatif dan 27 isolat
bakteri lainnya bersifat positif.

Identifikasi spesies dari 36 bakteri
dilakukan dengan cara mencocokan hasil
uji morfologi, uji fisiologi dan uji biokimia
dengan Tabel uji morfologi, uji fisiologi dan
uji biokimia spesies yang terdapat pada
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology.
Hasil menunjukkan bahwa 24 bakteri
adalah jenis Bacillus sp., 8 bakteri adalah
jenis Escherichia coli, 2 bakteri adalah jenis
Enterobacter cloacae, serta 2 bakteri adalah
jenis Enterobacter aerogenes (Tabel 2).
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Tabel 1. Hasil Isolasi, Uji Morfologi dan Fisiologi Bakteri

Uji morfologi Uii fisiologi
Kode isolat Pewarnaan Gram Bentuk sel Motilitas
L11 Bakteri positif Gram Batang Motil
L1.2 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.3 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.4 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.5 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.6 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.7 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.8 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.9 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.10 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.11 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L1.12 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L2.1 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L2.2 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L23 Bakteri positif Gram Batang Motil
L2.4 Bakteri positif Gram Batang Motil
L2.5 Bakteri positif Gram Batang Motil
L2.6 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L2.7 Bakteri positif Gram Batang Motil
L2.8 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.1 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.2 Bakteri positif Gram Batang Motil
L3.3 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.4 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.5 Bakteri positif Gram Batang Motil
L3.6 Bakteri positif Gram Batang Motil
L3.7 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.8 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.9 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.10 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.11 Bakteri negatif Gram Batang Motil
L3.12 Bakteri positif Gram Batang Motil
L4.1 Bakteri positif Gram Batang Motil
L4.2 Bakteri positif Gram Batang Motil
L4.3 Bakteri negatif Gram Batang Motil

L4.4 Bakteri negatif Gram Batang Motil
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A = Bakteri batang
positif Gram

B = Leukosit

Gambar 1. Hasil Pewarnaan Bakteri positif Gram
Ket.: A= Bakteri batang positif Gram, B= Leukosit

A = Bakteri batang
negatif Gram

Gambar 2. Hasil Pewarnaan Bakteri negatif Gram
Ket.: A = Bakteri batang negatif Gram

- !
E B 5’
Gambear 3. Hasil Uji Motilitas
Ket.: A. Kontrol = B. Gerak negatif (non-motil) B. Gerak positif (motil)
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Tabel 2. Hasil Uji Biokimia dan Identifikasi bakteri

Kode Uji Biokimia Identifikasi

Fermentasi KH Pemben- Metil Oksi Produksi Penggu- VP Jenis
Isolat tukan Red dase H.,S  naan Sitrat

Glu Lak Mal Indol
L11 AG AG AG + - - + - - Bacillus sp.
L12 AG AG AG + - - + - - Bacillus sp.
L13 AG A AG + - - + - +  Bacillus sp.
114 AG A AG + - - + - +  Bacillus sp.
115 AG A AG + - - + - +  Bacillus sp.
L16 AG AG AG + - - + - +  Bacillus sp.
L1.7 AG A AG + - - - - +  Bacillus sp.
L18 AG A  AG + - - - +  Bacillus sp.
L19 AG AG AG + - - + - +  Bacillus sp.
L110 A A  AG + - - - +  Bacillus sp.
L1111 AG AG AG + - ¥ - +  E. coli
L112 AG AG AG + - - - - +  Bacillus sp.
21 AG AG AG + + - + + + E. coli
122 AG AG AG + T + + . Eocoli
123 AG AG AG ¥ - * ; 4 Bacillus sp.
124 AG AG AG ¥ S ¥ ; ¥ gggﬁzz P
L25 AG A AG * ) ) * ) ™ Buacillus S};Z-
26 AG A AG - ) ) - ) " Bacillus sp:
L2.7 AG AG AG + - + + + + E. coli
28 AG A AG + - - + + tE ol
L31 AG A AG N * + + B ~ Bacillus sp.
L3.2 AG A AG + B B + + *  Bacillus sp.
133 AG A AG " - - " - + E coli
L3.4 AG A AG + + - + + = Bacillus sp.
L35 A } AG ) } + - + *  Bacillus sp.
L36  AG - AG - - - - - +  E. cloacae
L3.7 AG AG AG - + - + + - E.aerogenes
L38 AG A AG - - - + + *+  E. aerogenes
L39 AG A AG + - - - + +  Bacillus sp.
L310 AG A AG + - - + + + E.coli
L311 A - A - - - - - - E.coli
L312 A A A - + - - - - Bacillus sp.
41 AG A AG - - - + + +  Bacillus sp.
L4.2 AG A AG - - - + + +  E cloacae
43 AG AG AG - - + - + +  Bacillus sp.
44 AG A AG - - + - + +
Keterangan : A =positifasam  AG = positif asam dan gas VP = Voges Proskaver

Glu = Glukosa

Lak = Laktosa

Mal = Maltosa
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PEMBAHASAN

Ketiga lokasi pembuangan limbah
merkuri tambang emas rakyat, telah di-
isolasi 36 isolat bakteri dan hasil identifikasi
menunjukkan bahwa dari ke 36 isolat,
hanya terdiri atas empat jenis bakteri, yaitu
Bacillus sp., Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, dan Enterobacter aerogenes, sedang-
kan pada kontrol teridentifikasi dua jenis
bakteri yaitu Bacillus sp. dan Enterobacter
cloacae (Holt et. al., 1994)

Bacillus adalah salah satu genus
kelompok bakteri positif Gram bersifat
aerobik, berbentuk batang berukuran antara
0.5-25 x 1.2-10um. Bacillus merupakan
spesies bakteri yang menghasilkan tes
positif untuk enzim katalase, motil, mampu
mendegradasi triptofan, dan dapat mem-
bentuk pora. E.coli termasuk kelompok
bakteri negatif Gram, bentuk batang,
berukuran 2.4 x 0.4-0.7um, tak bersimpai,
bergerak aktif dan tidak berspora, bersifat
anaerobik fakultatif, mempunyai flagel
peritrik, dan dapat tumbuh pada suhu
optimum 37°C dan pH maksimum 9,0. E.
coli dibedakan atas sifat serologinya ber-
dasarkan antigen O (somatic), K (kapsul)
dan H (flagella). Enterobacter aerogenes
dengan termasuk kelompok bakteri negatif
Gram, bentuk batang, motil, oksidase dan
indol negatif, katalase positif, dan meng-
gunakan sitrat sebagai sumber karbon,
dapat tumbuh di banyak media selektif
yang sama seperti Esherichia coli, termasuk
agar MacConkey, agar EMB (Eosin Methylen
Blue) dan Lauryl-Tryptose kaldu, suhu
pertumbuhan optimal 300-379C. Enterobacter
cloacae termasuk kelompok bakteri negatif
Gram, bentuk batang, ukuran koloni 0.3-0.6
x 0.8-2.0um, katalase positif, oksidase
negatif, respirasi anaerobik fakultatif, suhu
pertumbuhan optimal 300-37°C, motil (John
dkk, 1994).

Hasil ini menunjukkan bahwa
keempat jenis bakteri tersebut dapat hidup
pada daerah yang terkontaminasi limbah

merkuri. Keempat jenis bakteri yang di-
peroleh dari sedimen terkontaminasi
merkuri ini kemungkinan besar telah
resisten terhadap merkuri. Bakteri resisten
merkuri memiliki gen resisten merkuri
merOperon (Silver and Phung, 1998).
Nofiani dan Gusrizal (2004), menemukan 2
spesies bakteri resisten merkuri spektrum
sempit dari daerah bekas penambangan
rakyat Mandor di Kalimantan Barat yaitu
Enterobacter cloacae dan Enterobacter hafniae.
Oleh karena itu dapat dilakukan penelitian
lebih lanjut untuk mengetahui tingkat
resistensi ~ bakteri  tersebut terhadap
merkuri, dan dilakukan isolasi gen
resistensi merkuri merA dan merB yang
dapat digunakan untuk detoksifikasi
limbah merkuri. Jika bakteri tersebut hanya
memiliki gen merA maka bakteri tersebut
merupakan  bakteri resisten merkuri
spektrum sempit yang hanya dapat
mendetoksifikasi merkuri anorganik, dan
jika memiliki gen merA dan merB maka
bakteri tersebut merupakan bakteri resisten
merkuri spektrum luas yang dapat
mendetoksifikasi merkuri anorganik dan
organik (Barkay and Wagner, 2005).
Bioremediasi dengan bakteri resisten
merkuri diharapkan dapat menghilangkan
kontaminan ataupun mengurangi konsen-
trasi limbah merkuri pada tempat-tempat
tercemar merkuri. Mikroorganisme yang
mampu hidup pada konsentrasi merkuri
yang lebih tinggi dari nilai baku mutu
lingkungan yang ditetapkan, dapat dijadi-
kan rujukan dalam menggunakan mikroba
tersebut dalam mereduksi pencemaran,
baik di tanah maupun di badan perairan,
sesuai dengan tingginya kandungan logam
berat dalam lingkungan yang tercemar.
Hasil penelitian ini belum meng-
gambarkan keberadaan semua jenis bakteri
pada sampel, karena terdapat kemungkinan
adanya bakteri yang resisten merkuri, tapi
tidak bisa ditumbuhkan secara in vitro. Oleh
karena itu studi lebih lanjut untuk meng-
isolasi gen resistensi merkuri merA dan
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merB dengan menggunakan teknik meta-
genomik mungkin dapat dipertimbangkan.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Dari hasil penelitian menunjukkan
bahwa terdapat empat jenis bakteri yang
dapat tumbuh pada sedimen terkontami-
nasi limbah merkuri tambang emas di
Kabupaten Bolaang Mongondow. Keempat
jenis bakteri tersebut adalah Bacillus sp., E.
coli, E. cloacea dan E. aerogenes. Keempat
jenis bakteri tersebut merupakan sumber
gen resistensi merkuri merOperon yang
dapat digunakan untuk detoksifikasi
limbah merkuri.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut tentang untuk menentukan tingkat
resisten bakteri tersebut terhadap merkuri
dan isolasi gen resistensi merkuri
merOperon yang dapat digunakan pada
bioremediasi perairan atau tanah yang
terkontaminasi limbah merkuri.
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