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ABSTRACT
Heavy metal pollution in the soil due to small-scale gold mining activities (ASGM) is responsible for 37% of mercury (Hg) pollution to the environment in the form of tailings . This pollution causes mercury enrichment  in agricultural land and crops above the safe limits. This study aimed to isolate heterotrophic bacteria which can  accumulate mercury from small-scale gold minetailings in Sekotong District, West Lombok. In this study, mercury resistant bacteria were obtained through a series of on Nutrient Agar medium. The obtained isolates were identified based on the colony morphology (the Bergey Manual Determinative system), gram staining test, biochemical test and growth curve test. Hg accumulation ability test was carried out on liquid Nutrient Broth (NB) medium containing 50 mL + HgCl2( 10 ppm, 20 ppm, and 30 ppm). The ability of isolates to accumulate Hg was also tested on gold mine tailings with an incubation method for 4 weeks. The results showed that four isolates of mercury-resistant bacteria were isolated, namely Brevundimonasvesicularis, Nitrococcusmobilis, Fusobacterium aquatile, and Fusobacterium necrogenes. Two of four isolates obtained, Fusobacterium aquatile and Brevundimonasvesicularis, could accumulate Hg highest in tailing medium.Brevundimonasvesicularis had the highest Hg accumulation ability which was approximately 1.68, 2.08, and 2.17 ppm Hg at 10, 20, and 30 ppm Hg treatment, respectively. Based on this study, Fusobacterium aquatile and Brevundimonasvesicularis have the potential to be used in bioremediation of soil contaminated with mercury.
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ABSTRAK
Pencemaran logam berat di tanah akibat kegiatan pertambangan emas skala kecil (PESK) bertanggung jawab atas 37% dari pencemaran merkuri (Hg) ke lingkungan dalam bentuk tailing (limbah padat) dan air hasil cucian lumpur. Pencemaran ini menyebabkan kandungan merkuri di lahan pertanian dan tanaman melebihi batas aman.Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan jenis bakteri heterotrofik yang mampu mengakumulasi merkuri dari limbah tambang emas skala-kecil di Kecamatan Sekotong Kabupaten Lombok Barat.Pada penelitian ini, bakteri resisten merkuri didapat melalui serangkaian kegiatan isolasi pada media NA.Isolat yang didapat kemudian diidentifikasi berdasarkan morfologi koloninya menggunakan sistem Manual Bakteri Determinatif Bergey, uji pewarnaan gram, uji biokimia, dan uji kurva pertumbuhan.Uji kemampuan akumulasi Hg dilakukan pada media Nutrient Broth cair yang mengandung 50 mL NB + HgCl2 dengan konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, dan 30 ppm. Selain uji pada media cair, kemampuan akumulasi Hg isolat juga diuji pada tanah tailing tambang emas dengan metode inkubasi selama 4 minggu.Hasil penelitian menunjukkan terdapat empat isolat bakteri resisten merkuri yaitu Brevundimonas vesicularis, Nitrococcus mobilis, Fusobacterium aquatile, dan Fusobacterium necrogenes.Dua dari empat isolat yang didapat, yaitu Fusobacterium aquatile dan Brevundimonas vesicularis mempunyai kemampuan akumulasi Hg paling baik pada media tailing.Brevundimonas vesicularismempunyai kemampuan akumulasi Hg tertinggi dengan akumulasi sebesar 1,68, 2,08, dan 2,17 ppm Hg pada 10, 20, dan 30 ppm perlakuan Hg secara berturut-turut. Berdasarkan penelitian ini Fusobacterium aquatile dan Brevundimonas vesicularis berpotensi untuk digunakan dalam bioremediasi tanah yang terkontaminasi merkuri.

Kata kunci: Bakteri Resisten Merkuri, Brevundimonas vesicularis, Pencemaran Merkuri, dan Tailing

PENDAHULUAN

Peningkatan harga emas beberapa tahun terakhir telah mendorong perluasan aktivitas penambangan emas rakyat skala kecil atau artisanal and small-scale gold mining activities (ASGM). Tidak hanya dilakukan di beberapa daerah di Kalimantan dan Sulawesi, aktivitas penambangan ini juga telah merambah pulau Lombok dan Sumbawa. Emas dalam penambangan emas skala kecil (PESK) didapat melalui proses amalgamasi dan sianidasi (Krisnayanti et al., 2012). Pada PESK digunakan merkuri untuk mengestrak emas dari bijih emas menjadi amalgam (Esdaile and chalker, 2018). Teknik amalgamasi yang tidak efisien menyebabkan terjadi pelepasan merkuri melalui penguapan dan tailing berkisar antara 800-1000 ton setiap tahun dari penambangan emas skala kecil (PESK) global, sedangkan Indonesia menyumbang sekitar 100-150 ton pertahun (Esdaile and chalker, 2018; Veiga, 2006). Sektor PESK bertanggung jawab atas 37% emisi merkuri antropogenik ke lingkungan dalam bentuk tailing (limbah padat) dan air hasil cucian lumpur (Hagan et al., 2015; Krisnayanti et al., 2012).
Pembuangan tailing hasil proses amalgamasi dan sianidasi ke lingkungan menyebabkan paparan atau kontaminasi Hg pada lahan pertanian (Handayanto et al., 2014). Sampel padi yang diambil dari lahan sawah dekat dengan tempat pembuangan tailing di Lombok menunjukkan kontaminasi metil merkuri lebih dari 100 ng/g (Krisnayanti et al., 2012).Kontaminsi merkuri melalui rantai makanan ataupun secara langsung (pada pekerja selama kegiatan penambangan berlangsung) dapat menyebabkan masalah kesehatan yang serius (Krisnayanti, 2017).Pada manusia, kontaminasi merkuri dapat menyebabkan kerusakan syaraf, cacat fisik dan gangguan pertumbuhan pada anak, serta dapat menyebabkan cacat mental (Esdaile and chalker, 2018).Hasil penelitian yang dilakukan oleh Arifin (2015) menunjukkan, penduduk yang mengkonsumsi ikan kakap di sepanjang sungai Wubudu dan Anggrek yang tercemar merkuri, di Gorontalo, diketahui menunjukkan gejala kontaminsi yaitu tremor dan gusi kebiruan.
Penanganan terhadap terhadap tanah yang tercemar perlu dilakukan untuk mengurangi dampak yang ditimbulkan.Penggunaan teknik biologi dengan memanfaatkan mikroorganisme merupakan alternatif dalam pengelolaan lahan tercemar dan memulihkan lahan dari logam berat.Mikroorganisme mempunyai kemampuan dalam mendetoksifikasi, mengektraksi, dan mengikat logam berat di dalam biomassanya (Ayangbenro et al., 2018).Beberapa bakteri diketahui mempunyai kemampuan resisten terhadap mercury. Irawati (2012) yang melakukan penelitian dengan mengisolasi bakteri dari tambang emas di Bogor, menemukan bahwa Brevundimonassp. HgP1 andBrevundimonassp. HgP2 mempunyai kemampuan resisten terhadap merkuri dengan konsentrasi minimum penghambatan 575 ppm. Selain itu, Pseudomonas sp., E. coli, Serratia marcescens juga diketahui mempunyai kemampuan resisten terhadap merkuri (Mirzaei et al., 2008).Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan, penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan jenis bakteri heterotrofik yang mampu resisten terhadap merkuri dari tailing tambang emas skala-kecil di Kecamatan Sekotong Kabupaten Lombok Barat.

BAHAN DAN METODE

Sampel Tanah. Bakteri diisolasi dari tailingPenambangan Emas Skala Kecil (PESK) yang berada di Kecamatan Sekotong, Kabupaten Lombok Barat.Sampel tanah diambil dari beberapa titik yang mewakili area pembuangan tailing dan dikompositkan.Tanah komposit dianalisa di Jurusan Tanah, Universitas Brawijaya. Hasil analisa menunjukkan bahwa, sampel tanah pada tailing tambang mengandung 41,37 ppm total Hg dengan pH 3,9. Total Hg dalam tanah ini jauh melebihi ambang batas Peraturan Pemerintah Indonesia, dimana bats maksimum Hg dalam air dan tanah 0,001 ppm.
Isolasi Bakteri. Isolasi dilakukan pada media Natrium Agar (NA) telah ditambahkan 5 ppm HgCl2dengan menggunakan tujuh seri pengenceran dan metode Pour Plate, dimana setiap seri pengenceran diambil 0,1 mL suspensi dan dimasukkan kedalam cawan petri. Kultur diinkubasi selama 48 jam. Koloni bakteri yang tumbuh dimurnikan pada media NA baru dengan menggunakan metode streak dan diinkubasi selama 24 jam. Pemurnian dilakukan sebanyak 3 kali. Koloni murni diidentifikasi morfologinya berdasarkan sistem Manual Bakteri Determinatif Bergey dan uji gram
Uji Biokimia Isolat dan Pembuatan Kurva Tumbuh.Isolat bakteri yang didapat kemudian diuji berdasarkan sifat biokimianya, yang meliputi fermentasi karbohidrat, pembentukan indole, produksi H2S, motilitas, konsumsi oksigen, fermentasi oksidase, penggunaan sitrat, katalase, dan uji oksidase(Cappuccino dan Sherman, 2002).Pembuatan kurva pertumbuhan dilakukan dengan menginokulasikan isolat ke 10 mL nutrient broth (NB) dalam tabung reaksi, dan kemudian diinkubasi selama 24 jam pada rotary shaker (100 rpm). Kultur berumur 24 jam diekstraksi 5 mL dan diinokulasikan ke dalam 45 mL NB medium cair dengan konsentrasi 10 ppm HgCl2 dalam gelas gelas, dan diinkubasi selama 24 jam pada rotary shaker (100 rpm). Satu mililiter kultur kemudian dilarutkan dalam 9 mL air akuades steril dan diukur nilai Optical Density dengan spektrofotometer (Boeco S-22, Jerman) pada panjang gelombang (λ) 600 nm. Pengukuran Densitas Optik dilakukan selama 24 jam pada interval 1 jam. Data Optical Density yang diperoleh kemudian digunakan untuk membuat kurva pertumbuhan dengan sumbu x sebagai waktu (t) dan y-axis sebagai Optical Density.Bakteri yang digunakan untuk starter berada di tengah fase eksponensial.
Uji Kemampuan Akumulasi Hg. Uji kemampuan bakteri dilakukan pada medium NB dan tanah tailing PESK.Uji kemampuan bakteri pada medium NB menggunakan 5 mL starter (103cfu mL-1) dan 50 mL NB yang telah ditambahkan HgCl2 dengan konsentrasi 10 ppm, 20 ppm, dan 30 ppm. Kultur di sentrifuge  selama 20 menit pada 4000 rpm. Filtrate yang terpisah selama sentrifuge dipindahkan ke tabung reaksi dan ditambahkan dua tetes HNO3.,kemudian di autoclave. Pengukuran akumulasi Hg dilakukan pada 24 jam.kemampuanisolat dalam mengakumulasi Hg pada tailing di uji dengan mengaplikasikan sebanyak 0,1 mL (103cfu mL-1) pada tanah tailing dan diinkubasi selama 4 minggu. Pengukuran akumulasi Hg dilakukan pada 1 minggu dan 4 minggu setelah aplikasi.Pengukuran Hg menggunakan F732-S Cold Atomic absorption Mercury Vapor Analyzer (Shanghai Huaguang Instrument Company).
Analisis Data. Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Analysis of Variant (ANOVA) pada taraf 5% menggunakan aplikasi Gen-stat.

HASIL 

Isolate Bakteri Resisten Merkuri. Total populasi bakteri resisten merkuri yang didapat pada penelitian ini adalah 4,8 x 108. Terdapat empat isolat bakteri murni yang mampu tumbuh pada media agar yang mengandung 5 ppm Hg. Berdasarkan hasil identifikasi, keempat isolate yang didapat mempunyai karakteristik yang berbeda (Tabel 1) dan mempunyai mekanisme biokimia yang berbeda (Tabel 2).
[bookmark: _Toc525221789][bookmark: _Toc524632347]Tabel 1. Karakteristik morfologi empat isolat bakteri resisten merkuri
	Parameter
	Isolat

	
	S-1 (A)
	S-2 (B)
	S-3(C)
	S-4 (D)

	Colony 
	Orange
	Cream
	Cream
	Yellow

	colour
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	Colony shape
	round
	round
	round
	round

	Colony diameter (mm)
	2.05
	2. 03
	0. 74
	0.67

	Colony edge
	not flat
	not flat
	flat
	flat

	Elevation
	convex
	convex
	convex
	convex

	Consistency
	dry
	dry
	dry
	wet

	Gram reaction
	negative
	negative
	negative
	negative
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	Cell shape
	rod
	cocci
	rod
	rod


[bookmark: _Toc525221790][bookmark: _Toc524632348]Berdasarkanhasil identifikasi morfologi dan uji biokimia yang mengacu pada sistem Manual Bakteri Determinatif Bergey, isolate bakteri A diidentifikasikan sebagai Brevundimonas vesicularis. Isolat B diidentifikasi sebagai Nitrococcus mobilis, sedangkan Isolat C dan D diidentifikasi sebagai Fusobacterium aquatile dan Fusobacterium necrogenes, secara berturut-turut.
Pertumbuhan Bakteri. Pertumbuhan empat isolat bakteri resisten merkuri (Brevundimonas vesicularis, Nitrococcus mobilis, Fusobacterium necrogenes dan Fusobacterium aquatile) selama 58 jam inkubasi menunjukkan pola yang seragam. Fase diam yang merupakan waktu terbaik untuk produksi sel bakteri Brevundimonas vesicularis dan Nitrococcus mobilis, adalah pada umur 36 jam, sedangkan pada Fusobacterium necrogenes dan Fusobacterium aquatile berada pada umur 42 jam (Gambar 1)
Tabel 2. Uji Biokimia empat isolat bakteri resisten merkuri
	No
	Uji Biokimia
	Isolat

	
	
	S-1 (A)
	S-2 (B)
	S- 3(C)
	S-4 (D)

	1
	Spore
	-
	-
	-
	-

	2
	Oxidase
	+
	-
	-
	-

	3
	Motility
	+
	-
	+
	+

	4
	Nitrate
	+
	+
	+
	+

	5
	Lysine
	-
	-
	-
	-

	6
	Ornithine
	-
	-
	-
	-

	7
	H2S
	-
	-
	-
	-

	8
	Glucose
	-
	+
	-
	-

	9
	Mannitol
	+
	-
	-
	+

	10
	Xylose
	-
	-
	-
	-

	11
	Indole
	-
	-
	+
	-

	12
	Urease
	-
	-
	+
	-

	13
	Citric
	-
	-
	-
	-

	14
	Gelatin
	+
	-
	-
	-

	15
	Malonate
	-
	-
	-
	-

	16
	Inositol
	-
	-
	-
	-

	17
	Rhamnosa
	-
	-
	-
	-

	18
	Sorbitol
	-
	-
	-
	

	19
	Sucrose
	-
	+
	+
	+

	20
	Lactose
	-
	-
	-
	-

	21
	Arabinose
	-
	-
	+
	-

	22
	Adonitol
	-
	-
	-
	-

	23
	Raffinosa
	-
	-
	-
	-

	24
	Salicin
	-
	-
	+
	-

	25
	Arginine
	-
	-
	-
	-

	26
	Catalase
	+
	+
	-
	-

	27
	Coagulase
	-
	-
	-
	-

	28
	Beta hemolysis
	-
	-
	-
	-

	29
	Starch hydrolysis
	+
	+
	+
	+

	30
	Casein hydrolysis
	-
	-
	-
	-


Keterangan: +) positif; -) negative atas tes yang dilakukan
Kemampuan Akumulasi Merkuri Oleh Bakteri. Pada masa inkubasi 24 jam pada media NB, diketahui bahwa bakteri A (Brevundimonas vesicularis) mampu mengakumulasi Hg dengan konsentrasi tertinggi, yaitu 1,68, 2,08, dan 2,17 ppm Hg pada 10, 20, dan 30 ppm perlakuan Hg secara berturut-turut. Akumulasi Hg terendah ditemukan pada isolate bakteri D (Fusobacterium necrogenes) dengan konsentrasi akumulasi pada 10 ppm, 20 ppm, dan 30 ppm Hg berturut-turut adalah 0,80, 0,35, dan 0,66 (Gambar 2). Akumulasi Hg oleh bakteri pada media tailing di minggu pertama menunjukkan bahwa bakteri A (Brevundimonas vesicularis) mampu mengakumulasi Hg tertinggi (31,34 ppm), diikuti dengan Fusobacterium aquatile, danNitrococcus mobilisserta terendah pada bakteri D (Fusobacterium necrogenes) dengan akumulasi 29,62 ppm (Gambar 3).


[bookmark: _Toc525221871][bookmark: _Toc524632396]Gambar 1. Pertumbuhan empat isolat bakteri resisten merkuri


[bookmark: _Toc525221872][bookmark: _Toc524632397]Gambar 2. Akumulasi Hg oleh isolat bakteri pada  mediaNutrient Broth(NB)

Gambar 3. Akumulasi Hg oleh bakteri pada media tailing

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian, didapatkan dua isolate yang mampu mengakumulasi Hg pada media tailing, yaitu Brevundimonas vesicularisdan Fusobacterium aquatile. Brevundimonas vesicularisatau yang disebut juga Pseudomonas vesicularismerupakan bakteri gram negative, aerobic, tidak berspora dan tidak terfermentasi (Bhatawadekar dan Sharma, 2011; Panasiti et al., 2008; Ryan dan Pembroke, 2018).Bakteri B. vesicularispada beberapa penelitian merupakan bakteri pathogen manusia. Bakteri B. vesicularis menyerang pada manusia yang tidak mempunyai imunokompeten dan menyebabkan penderitanya mengalami Bacteraemia, Pneumonia, Botryomycosis, Progressive leukocytosis, Liver Abscess, dan Febrile neutropenia (Panasiti et al., 2008; Ryan dan Pembroke, 2018). F. aquatilemerupakan bakteri pathogen bakteri gram negative anaerob yang tidak berspora.F. aquatilejuga merupakan bakteri patogen manusia yang dapat menyebabkan septicemia dan meningitis (Maller et al., 1978).
Hasil penelitian menunjukkanB. vesicularis mempunyai kemampuan akumulasi paling baik.Hasil ini sejalan dengan penelitian irawati (2012), yang menunjukkan bahwa Brevundimonas sp. mampu mengakumulasi Hg2 + hingga 1,09 dan 2,7 mg g-1 berat kering sel dan menghilangkan 64,38 dan 57,10% Hg2 + dari medium yang masing-masing mengandung 50 dan 100 ppm HgCl2.B. vesicularisberada pada fase eskposional (diam) lebih cepat daripada yang lain (36 jam), diikuti dengan F. aquatilemeskipun mencapai fase eskposional lebih lama, yaitu 42 jam. Fase ini menunjukkan kecepatan respon bakteri terhadap merkuri (Irawati, 2012).
Ketahanan dan kecepatan respon bakteri B. vesicularis dan F. aquatile terhadap logam berat diakibatkan adanya mekanisme resistensi.Mekanisme ini berfungsi untuk mendetoksifikasi dan menghilangkan logam berat dari lingkungan yang tercemar.Pada bakteri transgenic, ketika metallothionein diekpresikan, polyphosphate kinase menunjukkan adanya agregasi sel pada konsentrasi merkuri yang tinggi.Metallothionein diketahui mampu melindungi bakteri dari efek berbahaya merkuri dan dapat memberikan kemampuan bioremediasi merkuri kepada bakteri transgenic (Irawati, 2012). Resistensi bakteri terhadap merkuri diakibatkan bakteri mempunyai gen yang tahan terhadap merkuri (Mer Operon). Gen ini menyebabkan bakteri mampu memproduksi enzim reduktase merkuri (MerA) yangmengurangi ion reaktif Hg (II) menjadi volatile dan uap monoatomik Hg (0), MerB, yang mendegradasi organomercurial oleh protonolysis, dan MerR yang mengatur serapan merkuri (Barkay, 2003).

KESIMPULAN
Brevundimonas vesicularisdan Fusobacterium aquatilemampu mengakumulasi Hg paling baik di media tailing.Brevundimonas vesicularismempunyai kemampuan akumulasi Hg tertinggi sebesar 1,68, 2,08, dan 2,17 ppm Hg pada 10, 20, dan 30 ppm perlakuan Hg secara berturut-turut. B. vesicularisberada pada fase eskposional (diam) lebih cepat daripada yang lain (36 jam), diikuti dengan F. aquatilemeskipun mencapai fase eskposional lebih lama, yaitu 42 jam.Ketahanan bakteri B. vesicularisdan F. aquatileterhadap logam berat diakibatkan adanya mekanisme resistensi.Mekanisme ini berfungsi untuk mendetoksifikasi dan menghilangkan logam berat dari lingkungan yang tercemar.Hal ini menujukkan B. vesicularis dan F. aquatile berpotensi untuk digunakan dalam bioremediasi merkuri.
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B. vesicularis	0	2	4	6	10	14	18	24	30	36	42	48	58	7.2550585729499355	7.3136315228966975	7.3775292864749735	7.4733759318423933	7.8035143769966568	8.0111821086261976	9.3051118210862747	10.252928647497338	14.48615548455804	15.652289669861554	15.993077742279018	16.062300319488816	16.147497337593183	Waktu (jam)

Cfu/mL x 106


Fusobacterium aquatile 
F. aquatile 	0	2	4	6	10	14	18	24	30	36	42	48	58	7.2062529164722404	7.2295846943537097	7.2435837610825953	7.2482501166588893	7.3415772281847875	7.5562295846944671	7.8688754083061045	9.5160989267382217	9.9174055062995805	11.653289780681289	12.287914139057397	12.34857676154923	12.36724218385441	Waktu (jam)

Cfu/mL x 106


Fusobacterium necrogenes
F. necrogenes	0	2	4	6	10	14	18	24	30	36	42	48	58	6.6547619047619051	6.6547619047619051	6.8928571428571415	6.8928571428571415	6.9523809523809446	7.4285714285714288	7.6071428571428346	7.666666666666667	94.392857142855235	113.26190476190654	118.55952380952381	118.61904761904762	118.61904761904762	Waktu (jam)

Cfu/mL x 106


10 ppm Hg	
Brevundimonas vesicularis	Nitrococcus mobilis	Fusobacterium aquatile	 Fusobacterium necrogenes	1.6828000000000001	1.4393999999999914	0.84610000000000063	0.7994	20 ppm Hg	
Brevundimonas vesicularis	Nitrococcus mobilis	Fusobacterium aquatile	 Fusobacterium necrogenes	2.0823	1.649	0.91570000000000062	0.34900000000000031	30 ppm Hg	
Brevundimonas vesicularis	Nitrococcus mobilis	Fusobacterium aquatile	 Fusobacterium necrogenes	2.1317999999999997	2.1749999999999998	1.0151999999999937	0.66520000000000301	Isolat  Bakteri

Akumulasi Hg (ppm)



Akumulasi Hg 1 minggu	
Brevundimonas vesicularis	Nitrococcus mobilis	Fusobacterium aquatile	Fusobacterium necrogenes	31.34	30.49	30.959999999999987	29.62	Akumulasi Hg 4 minggu	
Brevundimonas vesicularis	Nitrococcus mobilis	Fusobacterium aquatile	Fusobacterium necrogenes	31.18	30.93	32.020000000000003	31.959999999999987	Akumulasi Hg Rata-rata	
Brevundimonas vesicularis	Nitrococcus mobilis	Fusobacterium aquatile	Fusobacterium necrogenes	31.259999999999987	30.71	31.490000000000002	30.79	Isolat Bakteri

Akumulasi Hg (ppm)
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