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RINGKASAN

ASTHERVINA WIDYASTAMI PUSPITASARI Isolasi dan Karakterisasi Bakteri
Termofilik Isolat A1 dan S1 dari Air Lumpur dan Sedimen Padat Lapindo Sidoarjo
(dibawah bimbingan Prof. Ir. SUKOSO, M.Sc., Ph.D dan Dr. Ir. KARTINI
ZAELANIE, MS)

Luapan lumpur panas Lapindo terletak di Kabupaten Sidoarjo, Provinsi
Jawa Timur. Peristiwa geologi ini terjadi di lokasi pengeboran minyak milik
Lapindo Brantas Inc. Meluapnya lumpur panas Lapindo hingga saat ini belum
dapat dihentikan dan aliran lumpur Lapindo Sidoarjo kini dialirkan langsung ke
sungai porong. Meluapnya lumpur Lapindo diduga terdapat bakteri termofil yang
mampu hidup di kondisi lingkungan ekstrim lumpur lapindo, dimana bakteri
termofil mampu menghasilkan enzim termostabil yang dapat dimanfaatkan
kedalam industri pengolahan produk perikanan yang dalam prosesnya
menggunakan suhu tinggi.

Bakteri termofil mampu hidup secara optimal di atas suhu 45°C, dengan
struktur protein penyusun enzim yang tetap stabil atau tidak terdenaturasi oleh
panas. Mikroorganisma ini sendiri tidak hanya bersifat toleran terhadap suhu
lingkungannya yang bersifat ekstrim tetapi juga mampu untuk bertahan hidup
dan berkembangbiak pada kondisi suhu yang ekstrim tersebut (Brock, 1986).

Termostabil umumnya dihubungkan dengan sifat alami dari enzim dan
sumber penghasil enzim. Enzim termostabil sering dikenal dengan sebutan
termozim merupakan enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme termofilik.
Enzim ini tidak mengalami denaturasi akibat naiknya suhu lingkungan dan
menunjukkan aktivitas optimum pada suhu tinggi (6-120°C) (Wiryawan, 2011).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui karakteristik isolat
bakteri A1 dan S1 yang diisolasi dari Lumpur Lapindo Sidoarjo baik secara
morfologi maupun sifat biokimianya, dan untuk menduga jenis spesies bakteri
dominan (Al dan S1) yang mampu hidup pada kondisi air dan sedimen Lumpur
Lapindo Sidoarjo dengan menggunakan uji biokimia (microbact identification kits)
dan dibandingkan dengan uji 16S rDNA yang dilakukan oleh Prof. Ir. Sukoso,
M.Sc., Ph.D dan sebagai informasi awal untuk mengetahui peranan bakteri
termofilik terhadap pengolahan produk perikanan.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa isolat A1 dan S1 termasuk
kedalam kelompok bakteri termofilik karena mampu tumbuh pada suhu lebih dari
45°C dan diketahui memiliki enzim termostabil yang tidak mudah terdenaturasi
pada suhu tinggi, dapat dimanfaatkan dalam pengolahan produk perikanan
seperti pembuatan kitin dan kitosan.

Pada Isolat Al diketahui jenis spesies bakteri dengan nama Marinobacter
lutaoensis yang diperoleh berdasarkan hasil uji 16S rDNA yang dilakukan oleh
Prof. Ir. Sukoso M.Sc, Ph.D dan memiliki sifat biokimia serupa dengan
Enterobacter gergoviae dengan ketepatan 88,58% yang mengacu pada
pedoman identifikasi bakteri (Bergey’'s Manual Determinative Bacteriology) serta
memiliki morfologi koloni berbentuk bulat, berwarna putih tipis, memiliki tepi yang
rata dan berelevasi datar, lalu morfologi sel nya berbentuk basil dan gram
negatif, mampu hidup pada kondisi lingkungan lumpur Lapindo Sidoarjo yang
memiliki suhu 45°C; pH 7,8 dan memiliki kadar salinitas sebesar 30 ppt atau
dikategorikan dalam air payau dengan keasinan yang tinggi, dan beberapa
kandungan logam berat yaitu Pb, Hg, Cu, Fe, Zn, Cr, Cd, Ni, Mn, Au dengan
kadar tertinggi adalah logam Mn, sebesar 39,16 ppm dan tidak ditemukan
kandungan logam Cd atau nihil.
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Pada isolat S1 diketahui jenis spesies bakteri dengan nama Marinobacter
hydrocarbonoclasticus yang diperoleh berdasarkan hasil uji 16S rDNA yang
dilakukan oleh Prof. Ir. Sukoso M.Sc, Ph.D dan memiliki sifat biokimia serupa
dengan Klebsiella rhinoscleromatis dengan ketepatan 88,67% yang mengacu
pada pedoman identifikasi bakteri (Bergey's Manual Determinative Bacteriology)
serta memiliki morfologi koloni berbentuk bulat, berwarna kuning keputihan,
memiliki tepi yang rata berlapis dan berelevasi timbul, lalu morfologi sel nya
berbentuk basil dan gram negatif, mampu hidup pada kondisi lingkungan lumpur
Lapindo Sidoarjo yang memiliki suhu 48°C; pH 7,5 dan beberapa kandungan
logam berat yaitu Pb, Hg, Cu, Fe, Zn, Cr, Cd, Ni, Mn, Au dengan kadar tertinggi
adalah logam Mn sebesar 528 ppm, dan terendah adalah kandungan logam Cd
sebesar 0,03 ppm.

Berdasarkan penelitian ini, saran yang dapat diberikan adalah sebaiknya
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui karakteristik bakteri
dengan lebih terperinci sehingga informasi yang didapat lebih lengkap dan dapat
dilakukan penanganan ataupun pemanfaatan mengenai jenis bakteri tersebut
khususnya dibidang pengolahan produk perikanan yang menggunakan suhu

tinggi.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Mikroba termofilik merupakan mikroba yang mampu tumbuh optimal pada
lingkungan ekstrim panas, yaitu daerah-daerah geothermal di darat maupun di
laut dalam. Berdasarkan pada kisaran temperatur tumbuhnya, mikroba
dikelompokkan menjadi mikroba psikrofilik yang tumbuh pada -3 hingga 20°C;
mesofilik pada 13 hingga 45°C dan termofilik pada 42°C hingga lebih dari 100°C
(Edward, 1990).

Indonesia merupakan negara yang memiliki keadaan geografis yang
sangat dimungkinkan mengandung bakteri-bakteri termofilik, karena Indonesia
memiliki banyak gunung berapi serta sumber air panas (Asnawi, 2006). Selain itu
Indonesia sebagai negara tropis mempunyai banyak daerah dengan aktivitas
geotermal, seperti daerah gunung berapi, sumber air panas dan cadangan
minyak bumi dan batubara. Sehingga beberapa lokasi memungkinkan adanya
heterogenitas bakteri termofil yang tinggi (Indrajaya et al., 2003).

Bakteri termofilik dapat dimanfaatkan dalam bidang bioteknologi karena
memiliki efisiensi dalam keadaan suhu tinggi. Semakin tinggi temperatur maka
semakin tinggi pula laju difusi. Selain itu, enzim pada bakteri termofilik juga
mampu mengkatalisis reaksi biokimia pada suhu tinggi dan umumnya lebih stabil
dari bakteri mesofilik. Enzim yang terdapat pada bakteri termofilik juga dapat
dimanfaatkan pada industri antara lain enzim amylase, selulase, xilanase,
kitinase dan protease (Brock,1986).

Mikroorganisme termofilik memiliki kemampuan bertahan pada suhu tinggi
karena adanya enzim termostabil (Brock, 1978). Kemudian ditambahkan oleh
Lasa and Berenguer (1993), Selain itu, protein yang terdapat pada sel

mikroorganisme termofilik memiliki ikatan hidrofobik dan ikatan ionik yang sangat



kuat. Komposisi membran sel pada bakteri termofilik tersusun atas lemak jenuh
sehingga dapat bersifat stabil pada suhu tinggi.

Mikroorganisme adalah sumber penghasil enzim yang paling banyak
digunakan dibandingkan dengan tanaman dan hewan. Sebagai sumber
penghasil enzim, mikroorganisme lebih menguntungkan karena pertumbuhannya
cepat, dapat tumbuh pada substrat yang murah, lebih mudah ditingkatkan
hasilnya melalui pengaturan kondisi pertumbuhan dan rekayasa genetik, serta
mampu menghasilkan enzim yang ekstrim (Akhdiya, 2003).

Pertumbuhan diartikan sebagai penambahan dan dapat dihubungkan
dengan penambahan ukuran, jumlah bobot, massa, dan banyak parameter
lainnya dari suatu bentuk hidup. Penambahan ukuran atau massa suatu sel
individual biasanya terjadi pada proses pendewasaan (maturasi), dan perubahan
ini umumnya bersifat sementara (temporer) untuk kemudian dilanjutkan dengan
proses multiplikasi dari sel tersebut. Multiplikasi terjadi dengan cara pembelahan
sel tersebut. Bakteri bermultiplikasi secara aseksual dengan pembelahan
menjadi dua, dua menjadi empat, empat menjadi delapan dan seterusnya. Setiap
keturunannya secara individual dapat melanjutkan proses reproduksi secara
tidak terbatas sengan cara yang sama dengan induknya atau individu
sebelumnya dengan syarat tersedia makanan dan energi yang cukup dan
keadaan lingkunan (pH, suhu) bebas polusi oleh sisa buang yang beracun dan
sebagainya (Irianto,2006).

Identifikasi spesies bakteri di awali dengan pemeriksaan koloni, yang
diikuti dengan mempelajari morfologinya, penanamannya (karakteristik media
yang digunakan untuk tumbuh), uji morfologi dan sifat biokimia spesies tersebut.
Hal-hal tersebut yang digunakan untuk mengkarakteristikan suatu spesies yang

didapatkan (Rodina,1972). Uji biokimia didasarkan pada berbagai hasil



metabolisme yang disebabkan oleh daya kerja enzim masing-masing bakteri
(Raihana, 2011).

Luapan lumpur panas Lapindo terletak di Kabupaten Sidoarjo, Provinsi
Jawa Timur. Peristiwa geologi ini terjadi di lokasi pengeboran minyak milik
Lapindo Brantas Inc. Meluapnya lumpur panas Lapindo hingga saat ini belum
dapat dihentikan dan aliran lumpur Lapindo Sidoarjo kini dialirkan langsung ke
sungai porong. Meluapnya lumpur Lapindo diduga terdapat bakteri termofil yang
mampu hidup di kondisi lingkungan ekstrim lumpur Lapindo, dimana bakteri
termofil diketahui mampu menghasilkan enzim termostabil yang dapat
dimanfaatkan dalam industri pengolahan produk perikanan yang dalam

prosesnya menggunakan suhu tinggi, misalnya pembuatan kitin dan kitosan.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian diatas, maka rumusan masalah yang dapat diambil
dari penelitian ini adalah:
1. Bagaimana karakteristik isolat bakteri A1 dan S1 yang diisolasi dari
Lumpur Lapindo Sidoarjo?
2. Apakah jenis spesies bakteri dominan (Al dan S1) yang diduga
mampu hidup pada kondisi air lumpur dan sedimen padat Lapindo

Sidoarjo?

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui karakteristik isolat bakteri A1 dan S1 yang diisolasi
dari air lumpur dan sedimen padat Lapindo Sidoarjo baik secara

morfologi maupun sifat biokimianya.



2. Untuk menduga jenis spesies bakteri dominan (Al dan S1) yang
mampu hidup pada kondisi air lumpur dan sedimen padat Lapindo
Sidoarjo dengan menggunakan uji biokimia (microbact identification
kits) dan dibandingkan dengan uji 16S rDNA yang dilakukan oleh
Prof. Ir. Sukoso, M.Sc., Ph.D

3. Sebagai informasi awal untuk mengetahui peranan bakteri termofilik

terhadap pengolahan produk perikanan.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini, diharapkan dapat memberikan informasi
kepada pihak yang berkepentingan tentang karakteristik morfologis dan biokimia
serta hasil pendugaan jenis spesies bakteri dominan (A1 dan S1) yang mampu
hidup pada kondisi air lumpur dan sedimen padat Lapindo Sidoarjo dengan
menggunakan berbagai macam uji, yaitu uji morfologi dan uji biokimia yang
dibandingkan dengan hasil uji 16S rDNA yang dilakukan oleh Prof. Ir. Sukoso,
M.Sc., Ph.D. serta sebagai informasi awal untuk mengetahui peranan bakteri

termofil terhadap produk pengolahan perikanan.

15 Tempat dan Waktu Penelitian

Sampel diambil dari lingkungan lumpur panas Lapindo, Sidoarjo dan
Pengujian Laboratorium dilakukan di Universitas Brawijaya, Malang yang
bertempat di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran, Laboratorium
Sentral llmu Hayati (LSIH), dan Laboratorium Kimia, Fakultas Matematika dan
llImu Pengetahuan Alam, kemudian beberapa pengujian dilakukan di Toyohasi
University of Technology, Japan serta sebagian isolat bakteri diamati di
Laboratorium Universitas Kagoshima, Jepang. Seluruh kegiatan penelitian

dilaksanakan pada bulan Oktober 2012 hingga September 2013.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri

Bakteri merupakan mikrobia uniseluler. Pada umumnya bakteri tidak
mempunyai khlorofil. Ada beberapa yang fotosintetik dan reproduksi aseksualnya
secara pembelahan. Bakteri tersebar luas di alam, di dalam tanah, di atmosfir, di
dalam endapan-endapan lumpur, di dalam lumpur laut, di dalam air, di sumber air
panas, di daerah antartika. Dalam tubuh hewan, manusia dan tanaman. Jumlah
bakteri tergantung keadaan sekitar. Misalnya jumlah bakteri dalam tanah tergantung
jenis tingkat kesuburan tanah (Hidayat et al., 2006).

Bakteri adalah sel prokariotik yang khas; uniseluler dan tidak mengandung
struktur yang terbatasi membran didalam sitoplasmanya. Sel-selnya khas, berbentuk
bola, batang, atau spiral. Bakteri rata-rata berdiameter 1,5 sampai 2,5 um. Cara
reproduksi terutama dengan pembelahan biner sederhana, yaitu suatu proses
reproduksi aseksual (Waluyo,2005).

Bakteri adalah makhluk haploid. Kromosomnya tidak memanjang seperti
potongan-potongan benang, melainkan melingkar tak berujung-pangkal. Selanjutnya
bakteri tidak mempunyai nukleous, tidak memiliki RE (retikulum endoplasma), tidak
memiliki mitokondria, dan tidak memiliki badan golgi. Pada bakteri gram positif
terdapat lipatan-lipatan plasmolema yang disebut dengan mesosom yang diduga
dapat berperan sebagai mitokondria (Dwidjoseputro, 2005).

2.1.1 Susunan Sel Bakteri
Menurut Dwidjoseputro (2005), Pada umumnya orang berpendapat bahwa

sel bakteri tersusun atas dinding luar, sitoplasma, dan bahan inti. Ada dinding luar



terdapat 3 lapisan, secara berturut-turut yaitu lapisan lendir, dinding sel dan
membran sitoplasma.
a. Dinding sel

Sangat tipis, namun memberikan bentuk tertentu pada bakteri. Dinding sel
bakteri terdiri atas bermacam-macam bahan organik seperti selulosa, hemiselulosa,
dan khitin (karbohidrat yang mengandung unsur N). Fungsi dinding sel ialah
mengatur bentuk tertentu pada sel, untuk memberi perlindungan, untuk mengatur
keluar masuknya zat-zat kimia dan berperan penting dalam pembelahan sel.
b. Membran sitoplasma

Merupakan bungkus dari protoplasma biasa disebut dengan plasmolema.
Membran sel ini terdiri atas protein dan lipida dan mudah menghisap zat warna yang
alkalis. Memiliki peran penting dalam pembelahan sel.
c. Lapisan lendir

Kebanyakan bakteri memiliki lapisan lendir yang menyelubungi dinding sel
seluruhnya. Jika lapisan lendir ini cukup tebal maka bungkus tersebut disebut
kapsula. lendir ini tidak mudah menghisap zat warna. Lapisan lendir ini terdiri atas
karbohidrat, namun terkadang pada spesies tertentu lendir ini juga mengandung
unsur N dan P. Lendir ini memberikan perlindungan terhadap kekeringan. Biasanya
yang memiliki kapsula adalah bakteri dalam golongan yang ganas (virulen).
d. Isisel

Berupa protoplasma yang biasa disebut dengan sitoplasma atau plasma sel.
Merupakan suatu koloid yang mengandung karbohidrat, protein, enzim-enzim,
belerang, kalsium karbonat, volutin yaitu suatu zat yang banyak mengandung asam

ribonukleat (ARN) yang mudah menghisap zat warna tertentu yang bersifat basa.



e. Intiatau nukleus

Bakteri memiliki inti yang terdiri atas asam deoksiribonukleat (ADN) dan asam
ribonukleat (ARN). Namun bakteri tidak mempunyai membran atau dinding inti yang
biasa dimiliki oleh mahluk-mahluk tinggi. Inti yang tidak bermembran disebut
prokaryon dan inti yang bermembran disebut eukaryon. ARN merupakan bagian
daripada ribosom dan ribosom adalah komponen yang terdapat didalam sel yang
berfungsi sebagai organel penyusun protein.

f. Flagel (bagi spesies yang bergerak)

Banyak spesies yang dapat bergerak, akan tetapi banyak pula yang tidak dapat
bergerak. Kita telah mengetahui adanya bakteri yang dapat bergerak kemana-mana
dengan menggunakan flagel (berasal dari kata flagellum yang berarti bulu cambuk).
Dari golongan kokus tidak banyak yang dapat bergerak; mereka yang bergerak
mempunyai satu sampai lima flagel. Dari golongan spiril banyak yang dapat
bergerak karena mempunyai flagel pada salah satu atau kedua ujung sel. Golongan
basil yang dapat bergerak mempunyai flagel yang tersebar baik pada ujung-ujung
maupun pada sisi sel. Berdasarkan tempat kedudukan flagel terdapat 5
penggolongan, yaitu: monotrik (hanya satu flagel yang melekat pada ujung sel),
lofotrik (banyak flagel, namun hanya melekat pada salah satu ujung sel), amfitrik
(banyak flagel, dan melekat pada kedua ujung sel), peritrik (banyak flagel, yang
melekat pada ujung maupun sisi sel), atrik (tidak memiliki flagel sama sekali).

Menurut Radji (2011), Berdasarkan struktur sel nya, bakteri termasuk
kedalam golongan prokariot: sel prokariot memiliki struktur sel lebih sederhana

dibandingkan sel eukariot. Struktur sel bakteri, terdiri atas tiga bagian penting, yaitu:



(1) Struktur eksternal sel

Pada struktur eksternal sel, bagian-bagian penting dipermukaan sel adalah
glikokaliks, flagel, fimbria dan pili.
- Glikokaliks

Beberapa bakteri biasanya mampu mengeluarkan bahan yang dapat
menutupi bagian permukaan selnya, yaitu glikokaliks. Glikokaliks yang berarti
selubung gula yang merupakan istilah umum untuk substansi yang dapat
menyelimuti permukaan sel. Glikokaliks bakteri umumnya mengandung polisakarida
dan polipeptida yang biasanya dibuat dibagian internal sel dan disekresikan ke
permukaan sel. Jika terstruktur dan menempel dengan kuat di seluruh dinding sel,
glikokaliks ini disebut dengan kapsul atau selubung bakteri. Keberadaan kapsul
dapat ditunjukkan dengan pewarnaan negatif (bukan gram negatif) terhadap kapsul
bakteri.
- Flagel

Beberapa jenis bakteri mempunyai flagel sehingga bakteri dapat bergerak
dengan bebas dan berenang dalam cairan habitatnya. Flagel adalah bagian bakteri
yang berbentuk seperti benang dengan diameter 12-30 nanometer dan pada
umumnya mengandung protein yang disebut dengan flagelin. Berdasarkan pola
keberadaan flagel pada tubuh sel bakteri, flagel dibagi alam empat jenis, yaitu
monotrik flagel tunggal berada pada bagian ujung sel bakteri, amfitrik satu atau
lebih flagel berada dikedua bagian polar sel bakteri, lofotrik lebih dari satu flagel
berada di satu bagian polar sel bakteri, peritrik flagel tersebar di sekeliling tubuh sel

bakteri.



- Fimbria dan Pili

Beberapa bakteri mempunyai organ tambahan berbentuk benang yang lebih
pendek, lebih lurus, dan lebih kecil dari pada flagel, yang berfungsi sebagai alat
untuk menempel dan bukan untuk bergerak, yaitu pili dan organ ini mengandung
protein yang disebut pilin. Pili berperan dalam proses konjugasi sel dalam
pemindahan materi genetik (DNA) antara satu sel bakteri dan sel bakteri lain
sehingga terkadang disebut juga pili seks.

Fimbria terdapat diseluruh permukaan sel bakteri. Organ ini berperan dalam
adhesi bakteri dengan sel hospes. Sebagai contoh, fimbria yang terdapat pada sel
Neisseria gonorrhoeae berperan penting dalam proses kolonisasi bakteri pada
membran mukosa sehingga dapat menyebabkan penyakit. Jika bakteri ini tidak
memiliki fimbria maka bakteri ini tidak dapat menempel pada mukosa dan kolonisasi
bakteri tidak terjadi sehingga tidak dapat menyebabkan penyakit.

(2) Struktur dinding sel

Dinding sel bakteri mempunyai struktur yang sangat kompleks yang terdiri
atas komponen yang kaku dan kuat serta berfungsi untuk mempertahankan bentuk
dan keutuhan sel. Dinding sel harus mampu mempertahankan sel ketika tekanan
osmotik di dalam sel lebih tinggi daripada di luar sel. Hampir semua sel prokariotik
mempunyai dinding sel. Dinding sel relatif kuat dan lentur sehingga dapat menahan
tekanan osmotik yang tinggi di dalam sel bakteri (berkisar antara 5-20 atmosfer).

(3) Struktur internal sel
Struktur internal sel, terdiri atas membran sitoplasma, sitoplasma, area

nukleus, ribosom, mesosom, dan inklusi.
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- Membran Sitoplasma

Membran sitoplasma merupakan lapisan tipis yang berada tepat di dalam
dinding sel yang melapisi sitoplasma sel. Fungsi penting membran sitoplasma
adalah sebagai penyaring selektif keluar masuknya senyawa kimia dari luar dan dari
dalam sel. Selain mengandung beberapa enzim yang dapat mencerna nutrisi dan
menghasilkan energi ATP, membran plasma juga berfungsi untuk menjamin
pemisahan materi genetik (DNA) ke sel anakan pada saat terjadi pembelahan sel.
- Sitoplasma

Sitoplasma merupakan substansi yang berada di dalam plasma dan
mengandung 80% air. Selain itu, sitoplasma mengandung protein, enzim,
karbohidrat, lipid, ion-ion anorganik, dan berbagai senyawa berbobot molekul
rendah. Struktur utama sitoplasma prokariot terdiri atas area nucleus yang
mengandung DNA, ribosom, berbagai inklusi, dan granul.
- Area Nukleus

Area nukleus atau nukleous sel bakteri mengandung DNA untai ganda
berbentuk melingkar yang disebut dengan kromosom bakteri. Berbeda dari
kromosom sel eukariot, kromosom bakteri tidak dikelilingi oleh membrane inti sel dan
tidak mengandung protein histon. Selain kromosom, bakteri sering kali mengandung
molekul DNA untai ganda berbentuk melingkar dan berukuran kecil yang disebut
dengan plasmid. Plasmid merupakan elemen materi genetic ekstrakromosomal yang
tidak berhubungan dengan kromosom bakteri.

Plasmid dapat bereplikasi secara otonom dan tidak bergantung pada
kromosom bakteri. Plasmid biasanya mengandung sekitar 5-100 gen yang tidak
begitu berperan pada ketahanan hidup sel dalam lingkungan tertentu. Namun,

plasmid terkadang juga bermanfaat untuk kehidupan sel bakteri. Plasmid dapat
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membawa gen yang menyebabkan resistensi terhadap antibiotik, gen yang
memberikan ketahanan terhadap sifat toksik logam berat tertentu, gen yang
menghasilkan toksin, atau gen yang menyintesis berbagai jenis enzim. Plasmid
dapat berpindah dari sel bakteri yang satu ke sel bakteri yang lain.
- Ribosom

Semua sel, baik prokariot maupun eukariot, memiliki ribosom yang berfungsi
penting untuk sintesis protein. Pengamatan dengan mikroskop electron
menunjukkan bahwa sitoplasma dipenuhi oleh ribosom sehingga sitoplasma tampak
bergranul. Ribosom pada prokariot berbeda dengan ribosom pada eukariot.
Ribosom prokariot lebih kecil dibandingkan dengan ribosom eukariot.
- Mesosom

Pada beberapa tempat di membran plasma, terdapat lekukan ke dalam yang
relatif besar dan biasa disebut dengan mesosom. Lekukan membrane plasma ini
dapat memperluas permukaan membran dan berfungsi sebagai tempat kerja enzim
yang terlibat dalam respirasi dan transpor electron. Mesosom, yang merupakan
tempat menempelnya kromosom bakteri, juga berfungsi dalam proses pembelahan
sel.
- Inklusi

Saat di dalam sitoplasma sel prokariot, terdapat granul-granul yang
mengandung berbagai substansi, seperti glikogen, metafosfat anorganik, asam
polihidroksibutirat, belerang atau senyawa yang mengandung nitrogen, yang
biasanya digunakan sebagai cadangan nutrisi bagi sel. Substansi cadangan tersebut
dikenal dengan inklusi. Tidak semua spesies bakteri memiliki inklusi tertentu, oleh

karena itu, jenis inklusi sering kali digunakan untuk mengidentifikasi spesies bakteri.
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2.1.2 Bentuk Bakteri
Menurut Hidayat et al., (2006), Bakteri umumnya berukuran kecil dengan
karakteristik dimensi sekitar 1um. Bentuknya dapat bulat atau cocci, batang atau
bacilli. Sel dapat tunggal maupun rantaian. Beberapa kelompok memiliki flagella
dan dapat bergerak aktif. Bakteri memiliki berat jenis 1,05-1,1 g cm™ dan berat
sekitar 10" g sebagai partikel kering. Ukurannya aktual tergantung dari laju
pertumbuhan, media tumbuh, dan sebagainya. Ada tiga bentuk dasar bakteri, yaitu
bentuk bulat atau kokus, bentuk batang atau silindris, bentuk lengkung atau vibri.
1. Bentuk Bulat
Sebenarnya tidak ada bakteri yang betul-betul bulat, tetapi spheroid. Bentuk
bulat atau kokus dapat dibedakan lagi dalam:
a. Mikrokokus, bulat satu-satu.
b. Diplokokus, bulat bergandengan dua-dua.
c. Streptokokus, bulat bergandengan seperti rantai sehingga hasil pembelahan
sel ke satu atau dua arah dalam satu garis.
d. Tetrakokus, bulat terdiri dari 4 sel yang tersusun dalam bentuk bujur sangkar
sebagai hasil pembelahan sel ke dua arah.
e. Sarsina, bulat terdiri dari 8 sel yang tersusun dalam bentuk kubus sebagai
hasil pembelahan sel ke tiga arah.
f. Stafilokokus, bulat tersusun sebagai kelompok buah anggur sebagai hasil
pembelahan sel ke segala arah.
2. Bentuk Batang
a. Diplobasilus, bentuk batang dapat terdiri dari sel tunggal yang bergandengan
dua-dua.

b. Streptobasilus, bentuk batang seperti rantai.
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3. Bentuk Lengkung

a.

b.

C.

berikut:

Vibrio, apabila lengkungannya kurang dari setengah lingkaran.
Spirochaeta, apabila spiralnya halus dan lentur.
Spirillium, apabila spiralnya tebal dan kaku.

Menurut Irianto (2006), bentuk bakteri bermacam-macam, yaitu sebagai

1. Bakteri Berbentuk Bulat (Bola)

Bakteri berbentuk bulat atau bola dinamakan kokus (coccus), dapat dibedakan

atas:

a.

b.

Monokokus, yaitu bakteri berbentuk bola tunggal

Diplokokus, yaitu bakteri berbentuk bola yang bergandengan dua-dua
Sarkina, yaitu bakteri berbentuk bola yang berkelompok empat-empat
sehingga bentuknya mirip kubus.

Streptococcus, yaitu bakteri bentuk bola yang berkelompok memanjang
membantuk rantai.

Stafilokokus, yaitu bakteri berbentuk bola yang berkoloni membentuk
sekelompok sel tidak teratur, sehingga bentuknya mirip dompolan buah

anggur.

2. Bakteri Berbentuk Batang

a. Basil tunggal, yaitu bakteri yang hanya berbentuk satu batang tunggal.

b. Diplobasil, yaitu bakteri berbentuk batang yang bergandengan dua-dua.

c. Streptobasil, yaitu bakteri berbentuk batang yang bergandengan memanjang

membentuk rantai.
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3. Bakteri Berbentuk Melilit
a. Spiral, yaitu golongan bakteri yang bentuknya seperti spiral, dan umumnya
sel tubuhnya umumnya kaku.
b. Vibrio, atau bentuk koma, yaitu bakteri yang dianggap sebagai bentuk spiral
tak sempurna.
c. Spirochaetal, yaitu golongan bakteri berbentuk spiral yang bersifat lentur,
pada saat bergerak, tubuhnya dapat memanjang dan mengkerut.
2.1.3 Struktur Utama dan Morfologi Sel Bakteri

Berdasarkan Radji (2011), Komponen utama struktur bakteri terdiri atas
makromolekul, yaitu DNA, RNA protein, polisakarida, dan fosfolipida. Makromolekul
terdiri atas sub-unit primer, yaitu nukleotida, asam amino, dan karbohidrat. Struktur
dan urutan makromolekul menentukan fungsi makromolekul tersebut. Sebagai
contoh, urutan nukleotida menentukan sifat genetik dari sel yang terdapat dalam
kromosom DNA; urutan asam amino menentukan sifat dan fungsi protein; urutan
gula dalam lipopolisakarida menentukan sifat dan fungsi spesifik pada golongan
bakteri patogen. Secara keseluruhan, struktur utama makromolekul sangat
mempengaruhi sifat-sifat suatu sel dan menentukan perbedaan fungsi sel itu dalam
setiap sistem biologi.

Spesies bakteri dikarakteristikkan menjadi beberapa tipe yaitu bentuk sel,
dimensi, morfologi dalam kondisi standart pada lingkungan pertumbuhan. Biasanya
terdiri atas: 1. Bentuk sel (kokus, batang panjang dan pendek, spiral); 2. Tipe
susunan sel (single cell, berpasangan, rantai, filamen, kelompok kecil); 3. Dimensi
sel; 4. Bentuk potongan akhir sel (melingkar, persegi, meruncing, melengkung); 5.
Bentuk spora (bulat, elips, bujur); 6. Tatanan sel (terpusat, polar); 7. Motil dan tipe

flagel; 8. Kapsul; 9. Komposisi sel (Rodina,1972).
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2.1.4 Pertumbuhan Bakteri

Menurut Waluyo (2005), Pada organisme uniseluler (bersel satu atau
tunggal) pertumbuhan adalah pertambahan jumlah sel, yang juga berarti
pertambahan jumlah organisme yang membentuk populasi atau suatu biakan. Umur
sel jasad renik ditentukan segera setelah proses pembelahan sel selesai,
sedangkan umur kultur ditentukan dari waktu atau lamanya inkubasi. Ukuran sel
tergantung dari kecepatan pertumbuhannya. Semakin baik zat nutrisi di dalam
substrat tempat tumbuhnya, mengakibatkan pertumbuhan sel semakin cepat dan
ukuran sel semakin besar.

Pertumbuhan tidak selalu berhubungan dengan pembelahan. Banyak
spesies bakteri bentuk batang, disebabkan oleh banyak faktor-faktor ekstrogen,
gagal mengadakan pembelahan, walaupun pembelahan bahan inti, pertumbuhan
dinding, membran, dan isi sel terus berlangsung. Hasilnya ialah bukan penambahan
jumlah sel, tetapi terbentuk filamen yang panjang dan tidak bersekat. Beberapa zat
penghalang pembelahan sel ialah, sabun dan garam-garam empedu, radiasi
ultraviolet, beberapa antibiotik, efek nutrisi, dan mutasi. Faktor-faktor ini
menghambat pembentukan septum, tetapi tidak menghambat pertumbuhan.
Mekanismenya yang tepat masih belum diketahui (Irianto,2006).

Menurut Radji (2011), Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan
bakteri antara lain: suhu, pH, tekanan osmotik, dan faktor kimia (karbon, nitrogen,
sulfur, fosfor dan unsur kelumit seperti Cu, Zn dan Fe), Oksigen, sedangkan fase
pertumbuhan mikroorganisme menurut Dwidjoseputro, (2005) antara lain :

- Fase Adaptasi, yaitu 1 sampai 2 jam setelah pemindahan, bakteri belum

mengadakan pembiakan.
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- Fase Permulaan Pembiakan, dimana jumlah bakteri mulai bertambah sedikit
demi sedikit sel — sel dalam fase ini tampak gemuk.

- Fase Pembiakan cepat (fase logaritma), pada fase ini pembiakan bakteri
berlangsungnya paling cepat.

- Fase Pembiakan diperlambat, menyusutnya jumlah sel-sel yang segar,
kecepatan biakan menjadi kurang sekali.

- Fase Konstan, dimana jumlah bakteri yang berbiak sama dengan jumlah
bakteri yang mati.

- Fase Kematian , dimana jumlah bakteri yang mati makin banyak, dan makin
melebihi jumlah bakteri yang membelah diri.

- Fase Kematian dipercepat , cepat meranannya koloni, jumlah bakteri yang mati

senantiasa bertambah.

Jumlah sel seluruhnya
X = waktu
y = log dari jumlah sel

7
<+—Jumlah sel hidup

2 8 14 20

Gambar 1. Kurva Pertumbuhan Bakteri
2.1.5 Metabolisme Bakteri
Metabolisme adalah semua proses kimia yang terjadi di dalam sel hidup.
Karena semua reaksi kimia yang terjadi membutuhkan atau melepaskan energi.

Metabolisme terdiri atas dua jenis reaksi kimia, yaitu proses kimia yang
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menghasilkan energi dan proses kimia yang membutuhkan energi. Selama bakteri
hidup dan melangsungkan proses hidup (seperti tumbuh, bergerak, dan berkembang
biak), bakteri selalu membutuhkan energi. Oleh karena itu, bagian yang penting
dalam mempelajari metabolisme bakteri adalah bagaimana bakteri memperoleh
energi (Radiji, 2011).

Pada sel hidup, proses reaksi kimia yang menghasilkan energi disebut
dengan katabolisme, dan proses reaksi kimia yang membutuhkan energi disebut
dengan anabolisme. Reaksi katabolik umumnya merupakan reaksi hidrolisis yang
memecah senyawa organik komplek menjadi senyawa-senyawa yang lebih
sederhana, misalnya reaksi pemecahan senyawa gula menjadi karbon dioksida dan
air. Reaksi ini disebut juga dengan reaksi katabolisme karbohidrat. Sebaliknya,
reaksi anabolik atau reaksi biosintesis merupakan proses yang membangun molekul
organik kompleks dari senyawa-senyawa yang lebih sederhana. Contoh reaksi
anabolik adalah pembentukan molekul protein dari asam amino, pembentukan
nukleotida dari asam nukleat, dan pembentukan polisakarida dari monosakarida.

Proses bhiosintesis ini sangat dibutuhkan dalam pertumbuhan sel (Radji, 2011).

2.2  Bakteri Termofil

Bakteri termofii mampu hidup secara optimal diatas suhu 45°C, dengan
struktur protein penyusun enzim yang tetap stabil atau tidak terdenaturasi oleh
panas. Mikroorganisma ini sendiri tidak hanya bersifat toleran terhadap suhu
lingkungannya yang bersifat ekstrim, tetapi juga mampu untuk bertahan hidup dan
berkembangbiak pada kondisi suhu yang ekstrim tersebut (Brock, 1986). Menurut

Rahayu et al., (1999), Kemampuan bakteri termofilik untuk bertahan hidup di
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lingkungan panas disebabkan bakteri termofil mempunyai membran sel yang kaya
akan asam lemak jenuh dan membran ribosom yang juga tahan panas.

Spesies termofil paling banyak ditemukan pada kelompok bakteri dan dapat
tetap hidup pada keadaan aerob, anaerob fakultatif dan anaerob. Kemampuan hidup
mikroorganisme termofil ini berhubungan dengan struktur selnya yang memiliki
beberapa kelebihan yaitu:

1. Struktur membran sel

Membran sel setiap mahkluk hidup tersusun atas senyawa lipid dan protein
yang disebut lipoprotein. Pada umumnya bagian lipid dari membran sel mahkluk
hidup dihubungkan oleh ikatan ester, sedangkan pada organisme termofil senyawa
lipid membran selnya mengandung ikatan eter yang terbentuk lewat proses
kondensasi dari gliserol atau senyawa poliol kompleks lainnya dengan alkohol
isoprenoid yang mengandung 20, 25 atau 40 atom karbon. Lebih jauh lagi senyawa
eter gliserol pada Archaebacteria ini mengandung 2,3 O-sn-gliserol yang
menyebabkan struktur lipoprotein dari membran sel termofil tersebut lebih stabil
(Sianturi, 2008).

2. Chaperonin

Chaperonin merupakan jenis protein yang sangat jarang dijumpai pada
protein-protein fungsional lainnya di dalam sel. Protein ini berperan dalam
mempertahankan kembali struktur tiga dimensi dari protein fungsional sel dari
denaturasi suhu lingkungan yang bersifat ekstrim. Protein ini memiliki struktur yang
tetap stabil, tahan terhadap denaturasi dan proteolisis sehingga dapat membantu
organism termofil mengembalikan fungsi aktifitas enzimnya bila terdenaturasi oleh
suhu yang tinggi. Chaperonin tersusun oleh molekul yang disebut chaperone, yang

membentuk struktur chaperonin seperti tumpukan kue
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donat pada sebuah drum. Tiap cincin donat terdiri atas 7, 8 atau 9 subunit
chaperone tergantung jenis organismenya. Dalam aktivitasnya mempertahankan
struktur protein fungsional agar tetap stabil, chaperonin membutuhkan molekul ATP
(Sianturi, 2008).
3. Struktur DNA girase

DNA girase merupakan salah satu anggota kelompok enzim topoisomerase
yang berperan dalam mengontrol topologi DNA suatu sel dan memegang peran
penting dalam proses replikasi dalam transkripsi DNA. Semua jenis topoisomerase
dapat merelaksasikan DNA tetapi hanya DNA girase yang dapat mempertahankan
struktur DNA tetapi berbentuk supercoil. DNA girase disusun oleh 90-150 pasangan
basa-N DNA. DNA girase ini juga selalu dijumpai pada organisme yang hidup
dilingkungan di atas suhu 70°C dan juga dapat dijumpai pada organisme yang hidup
pada kisaran suhu sekitar 60°C. DNA ini merupakan salah satu kelengkapan sel dari

organisme termofil (Sianturi, 2008).

2.3  Enzim Termostabil

Enzim adalah molekul protein kompleks yang dihasilkan oleh sel hidup an
bekerja sebagai katalisator dalam berbagai proses kimia di dalam tubuh. Reaksi
yang tidak dikatalisis kerap kali memberikan hasil produk yang tidak spesifik, tetapi
reaksi yang dikatalisis enzim akan menghasilkan produk spesifik tergantung dari
spesifik substrat yang diberikan (Soeka et al., 2011).

Enzim merupakan protein yang disintesis oleh sel makhluk hidup untuk
mengkatalisis reaksi yang berlangsung didalamnya. Enzim memiliki sifat-sifat umum
protein dan merupakan biokatalisator dengan spesifitas dan efisiensi tinggi. Enzim

akan terdenaturasi pada suhu tinggi dan kondisi ekstrim lainnya seperti tinggi
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rendahnya pH atau tekanan, (Suhartono, 1989). Dan Lehninger (1997)
menambahkan bahwa enzim adalah katalisator sejati. Molekul ini meningkatkan
dengan nyata kecepatan reaksi kimia spesifik yang tanpa enzim akan berlangsung
amat lambat. Enzim tak dapat mengubah kesetimbangan reaksi yang dikatalisisnya;
enzim juga tak akan habis dipakai atau diubah secara permanen oleh reaksi-reaksi
ini.

Istilah termostabil dapat didefinisikan dalam sejumlah arti dan bersifat relatif.
Definisi termostabil umumnya dihubungkan dengan sifat alami dari enzim dan
sumber penghasil enzim. Enzim termostabil sering dikenal dengan sebutan
termozim merupakan enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme termofilik. Enzim
ini tidak mengalami denaturasi akibat naiknya suhu lingkungan dan menunjukkan
aktivitas optimum pada suhu tinggi (6-120°C). Enzim termostabil biasanya
digunakan untuk meneliti beberapa hal, seperti evolusi enzim, mekanisme
molekuler, termostabil protein dan batas suhu maksimum. Enzim termostabil secara
struktur maupun fungsi memiliki keunikan tersendiri, berbeda dengan enzim yang
berasal dari bakteri mesofilik. Hal ini diakibatkan karena enzim ini menunjukkan
ketahanan terhadap suhu tinggi yang sangat baik (Wiryawan, 2011).

Selain suhu aktivitas enzim dipengaruhi oleh pH lingkungan tempat enzim
tersebut bekerja. Banyak enzim yang sensitif terhadap perubahan pH dan setiap
enzim memiliki pH optimum untuk aktivitasnya. Perubahan pH dapat menyebabkan
berhentinya aktivitas enzim akibat proses denaturasi pada struktur tiga dimensi
enzim (Palmer, 1985). Umumnya enzim bekerja optimum pada rentang pH 6-8,
tetapi beberapa jenis organisma dapat hidup pada pH yang lebih rendah yang
dikenal dengan istilah asidofil ataupun pada pH yang lebih tinggi yang dikenal

dengan istilah alkalifil. Bakteri termofil memiliki enzim termostabil. Beberapa enzim
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yang telah diteliti antara lain selulase, amylase, protease, kreatinase, xylanase,

kitinase, dan lain-lain (Dewi, 2008).

2.4  Peranan Enzim Termostabil Pada Produk Perikana n

Bakteri termofil menghasilkan enzim termostabil yang sangat penting dalam
proses industri dan bioteknologi, seperti dalam teknik-teknik biologi molekuler untuk
kegunaan penelitian dan diagnostik (enzim yang memproses DNA dan RNA) dan
kemampuan enzim untuk mengubah tepung, makanan, pengelolaan sampah,
pembuatan kertas dan sintesis zat-zat organik (Sutiamiharja, 2008). Sehingga dalam
industri, enzim termostabil memiliki peranan yang baik dalam pengolahan bahan
pangan dibidang perikanan khususnya yang menggunakan suhu tinggi dalam
pengolahannya, misalnya dalam pembuatan kitin dan kitosan.

Kitin dan khitosan merupakan polimer karbohidrat yang biasanya ditemukan
pada hewan golongan krustasea seperti udang, lobster dan kepiting dan mempunyai
banyak kegunaan, antara lain sebagai bahan tambahan makanan yang berfungsi
untuk mempertahankan tekstur makanan dan pengemulsi makanan yang baik. Di
bidang kedokteran digunakan sebagai bahan untuk mempercepat penyembuhan
luka, krim penghalus kulit dan sebagai bahan benang bedah. Karotenoid yang
diekstrak nantinya dapat digunakan sebagai bahan aditif untuk produk perikanan,
baik perikanan budidaya maupun ikan-ikan hias sehingga intensitas warnanya akan
lebih baik (Ebookpangan, 2006).

Untuk mendapatkan kitin dapat diperoleh dengan cara menggiling kulit udang
lalu dilakukan penambahan NaOH untuk menghilangkan protein (deproteinasi) dan
HCI untuk menghilangkan mineral (demineralisasi), setelah itu dilakukan proses

pengeringan (Hendarsyah, 2006). Sampai saat ini pengolahan limbah untuk
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mendapatkan kitin ada dua cara, yaitu pengolahan 1) secara kimiawi dengan cara
demineralisasi dan deproteinasi melalui penambahan asam atau basa kuat, 2)
secara biokimia dengan penambahan enzim proteolitik untuk deproteinasi dan
melibatkan kitinase untuk mendegradasi limbah Kkitin (Haliza dan Maggy, 2012).

Pada proses demineralisasi dapat pula dilakukan secara kimia dan biologi.
Dimineralisasi secara kimia menggunakan senyawa kimia seperti asam klorida .
Demineralisasi secara biologi yaitu melarutkan mineral yang terdapat dalam kulit
udang melalui proses fermentasi asam laktat yang bereaksi dengan kalsium
karbonat dalam kulit udang dan membentuk kalsium laktat yang larut dalam air
(Jung et al., 2007). Kemudian ditambahkan oleh Arif et al., (2013) pada tahap
deproteinase sampel hasil demineralisasi dan dekolorisasi dilanjutkan dengan
melarutkannya ke dalam enzim protease dengan perbandingan 1:10
(sampel:pelarut), kemudian dimasukkan ke dalam shaker incubator dan diinkubasi
selama 1, 2, 3, dan 24 jam pada suhu 50°C. selanjutnya disaring dengan penyaring
biichner, dan residunya dicuci dengan akuades hingga pH netral, kemudian
dikeringkan dalam oven pada suhu 80°C selama 24 jam.

Selain itu peranan enzim termostabil juga dapat diaplikasikan dalam
pembuatan kitosan dari kitin pada cangkang udang atau kepiting (crutacea). Dalam
proses pembuatan kitosan, enzim kitin deasetilase berperan dalam proses
perubahan kitin menjadi kitosan. Ketika pengolahan kitin menjadi kitosan harus
dilakukan proses deasetilasi kitin, saat melakukan proses deasetilasi, gugus asetil
harus dihilangkan namun tetap mempertahankan gugus amin nya. Proses tersebut
dapat dilakukan secara kimia maupun secara enzimatis. Secara kimiawi proses
deasetilasi dilakukan dengan merendam kitin dalam NaOH 50% dengan berat NaOH

50% 10 kali dari berat sampel lalu dipanaskan dengan suhu 116-120°C selama 2
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jam (Ebookpangan, 2006). Sedangkan proses deasetilasi secara enzimatis dapat
dilakukan dengan menggunakan enzim kitin deasetilasi (EC 3.5.1.41) yang diperoleh
dari mikroorganisme seperti Mucor rouxii (Kafetzopoulos et al., 1993), E.Coli
(Tokoyasu et al., 1999) dan Colletotrichum lindemuthianum (Tokoyasu et al., 1999).
Kemudian ditambahkan oleh Yamasaki et al., (1993), beberapa mikroorganisme
yang dapat menghasilkan enzim dengan aktivitas kitinolitik (kitin deasetilase), telah

berhasil diisolasi diantaranya dari Enterobacter sp.

OH OH OH
-~
WH2 NHz

Chitosan

Gambar 2. Senyawa Kimia Khitin dan Khitosan

Chitinase (EC 3.2.1.14) Chitin deacetylase (EC 3.5.1.41)

CHITIN OLIGOMER CHITOSAN

GlNAc-ase (EC 3.2.1.30) Chitosanase (EC 3.2.1.132)

h 4 h 4
N-ACETYL GLUCOSAMINE CHITOSAN OLIGOMERS

Deacem A}lucusaminidase

GLUCOSAMINE

Gambar 3. Jalur degradasi kitin secara enzimatis (Gooday, 1994)
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2.5  Kultur Bakteri

Media perbenihan adalah media nutrisi yang disiapkan untuk menumbuhkan
bakteri di dalam skala laboratorium. Beberapa bakteri dapat tumbuh dengan baik
pada setiap perbenihan, sedangkan yang lain membutuhkan media khusus. Media
perbenihan harus dapat menyediakan energi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan
bakteri. Media harus mengandung sumber karbon, nitrogen, sulfur, fosfor, dan
pertumbuhan organik. Sejumlah bakteri yang diinokulasikan pada sebuah media
perbenihan disebut inokulum. Bakteri yang tumbuh dan berkembang biak dalam
media perbenihan itu disebut biakan bakteri (Rad;ji,2011).

Medium biakan yang digunakan untuk menumbuhkan mikroorganisme dalam
bentuk padat, semi padat, dan cair. Medium padat diperoleh dengan menambahkan
agar. Agar berasal dari ganggang merah. Agar digunakan sebagai pemadat karena
tidak dapat diuraikan oleh mikroba dan membeku pada suhu 45°C. Kandungan
sebagai bahan pemadat dalam medium adalah 1,5-2,0%. Setelah medium biakan
disiapkan, harus disterilkan lebih dahulu sebelum digunakan membiakkan mikroba.
Saat di laboratorium, sterilisasi medium menggunakan otoklaf dengan tekanan uap
air, sehingga suhu dapat mencapai 121°C dan tekanan Ibs atau 1 atm selama 15
menit (Waluyo,2005).

Menurut Surya (2013), Alasan diteteskannya bakteri sebanyak 0,1 ml untuk
spread plate dan 1 ml untuk pour plate karena spread plate ditujukan untuk
menumbuhkan dipermukaanya saja, sedangkan pour plate membutuhkan ruang
yang lebih luas untuk penyebarannya sehingga diberikan lebih banyak dari pada

spread plate.
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2.5.1 Metode Tuang ( Pour Plate)

Menurut Surya (2013), Teknik ini memerlukan agar yang belum padat
(>45°C) untuk dituang bersama suspensi bakteri ke dalam cawan petri, kemudian
dihomogenkan dan dibiarkan memadat. Hal ini akan menyebarkan sel-sel bakteri
tidak hanya pada permukaan agar saja, melainkan sel terendam agar (di dalam
agar) sehingga terdapat sel yang tumbuh dipermukaan agar yang kaya O, dan ada
yang tumbuh di dalam agar yang tidak banyak atau tidak begitu banyak
mengandung oksigen. Adapun prosedur kerja yang dilakukan adalah sebagai
berikut:

1. Siapkan cawan steril, tabung pengenceran yang akan ditanam dan media pada
yang masih cair (> 45°C)

2. Teteskan 1 ml secara aseptis suspensi sel kedalam cawan kosong

3. Tuangkan media yang masih cair ke cawan kemudian putar cawan untuk

menghomogenkan suspensi bakteri dan media. Kemudian diinkubasi.

pour plate

Gambar 5. Hasil penanaman dengan metode tuang
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2.5.2 Metode Tebar ( Spread Plate)

Menurut Surya (2013), Spread plate adalah teknik menanam dengan
menyebarkan suspensi bakteri di permukaan agar diperoleh kultur murni. Adapun
prosedur kerja yang dapat dilakukan adalah sebagai berikut:

1. Ambil suspensi cairan sebanyak 0,1 ml dengan pipet ukur kemudian teteskan
diatas permukaan agar yang telah memadat.

2. Batang L atau batang drugal diambil kemudian disemprot alkohol dan dibakar
diatas bunsen beberapa saat, kemudian didinginkan dan ditunggu beberapa
detik.

3. Kemudian disebarkan dengan menggosokkannya pada permukaan agar supaya
tetesan suspensi merata, penyebaran akan lebih efektif bila cawan ikut diputar.

4. Hal yang perlu diingat bahwa batang L yang terlalu panas dapat menyebabkan

sel-sel mikroorganisme dapat mati karena panas.

Gambar 6. Teknik penanaman dengan metode tebar

spread plate

Gambar 7. Hasil penanaman dengan metode tebar

2.6 Isolasi Bakteri
Penelitian yang layak mengenai mikroorganisme dalam berbagai habitat ini

memerlukan teknik untuk memisahkan populasi campuran yang rumit ini atau
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disebut dengan biakan campuran. Biakan murni terdiri dari suatu populasi sel yang
semuanya berasal dari satu sel induk. Mikroorganisme dibiakkan di laboratorium
pada bahan nutrien yang disebut medium. Banyak medium yang tersedia tergantung
dari macam mikroorganisme yang akan ditumbuhkan. Bahan yang akan diinokulasi
pada medium disebut dengan inokulum dengan menginokulasi medium agar nutrien,
dengan menggunakan metode cawan gores atau metode cawan tuang. sel-sel akan
terpisah sendiri-sendiri. Setelah inkubasi sel-sel mikroba individu itu memperbanyak
diri dengan cepat dalam waktu 18-24 jam akan terbentuk massa sel yang dapat
dilihat dengan mata telanjang yang disebut dengan koloni. Setiap koloni yang
berlainan dapat mewakili macam mikroorganisme yang berbeda-beda. Setiap koloni
merupakan biakan murni satu macam mikroorganisme (Pelczar dan Chan,1986).

Menurut Purnomo (2008), di alam bebas tidak ada mikroorganisme yang
hidup tersendiri terlepas dari mikroorganisme lain. Sering berbagai jenis maupun
kelompok mikroorganisme kedapatan secara bersama-sama di suatu titik, tempat,
maupun bahan tertentu. Oleh karena itu, di dalam mempelajari suatu
mikroorganisme diperlukan teknik untuk menyendirikan (isolasi) mikroorganisme
yang bersangkutan dari mikroorganisme- mikroorganisme lainnya, kita sebut dengan
teknik biakan murni. Di dalam pelaksanaan teknik bhiakan murni tidak hanya
bagaimana memisahkannya tetapi juga bagaimana memelihara dan mencegah
terjadinya kontaminasi (pencemaran) dari mikroorganisme yang tidak Kkita
kehendaki.

Mikroorganisme yang akan diisolasi dapat berupa biakan mumi atau populasi
campuran. Bila biakan yang akan diidentifikasi ini tercemar, perlu dilakukan
pemurnian terlebih dahulu. Pemumian dilakukan dengan cara menggores suspensi

mikroba yang akan diisolasi pada agar lempengan. Setelah diperoleh koloni
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terpisah, dibuat pewamaan Gram dari berbagai koloni untuk melihat kemumian
biakan (Lay, 1994).
2.6.1 Cawan Gores

Inokulum digoreskan dipermukaan medium agar nutrien dalam cawan petri
dengan menggunakan jarum pindah (lup inokulasi). Kemudian diantara garis-garis
goresan akan terdapat sel-sel yang cukup terpisah-pisah sehingga dapat tumbuh
menjadi koloni-koloni terpisah seperti yang terdapat pada (Pelczar dan Chan,1986).

Cara penggarisan dilakukan pada medium pembiakan padat bentuk
lempang. Bila dilakukan dengan baik cara ini adalah yang paling praktis. Setiap
laboratorium memiliki cara atau metode pengerjaan yang berbeda-beda, tetapi
tujuannya adalah sama, yaitu untuk membuat garis sebanyak mungkin pada
permukaan lempeng medium pembiakan dengan ose atau jarum bahan
pemeriksaan yang terlepas pada garis-garis tersebut semakin lama semakin sedikit,
sehingga pada garis-garis terakhir koloni-koloni bakteri bakteri yang terbentuk akan
terpisah agak jauh (Irianto,2006).
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Gambar 8. Isolasi dengan metode cawan gores
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2.6.2 Cawan Tuang

Menurut Pelczar dan Chan (1986), dalam isolasi mikroorganisme dengan
menggunakan metode cawan tuang terdapat langkah-langkah yang harus
diperhatikan yaitu:

1. Dengan menggunakan lup inokulasi, pindahkan satu lup penuh suspensi asal
kedalam tabung A (medium agar cair yang agak dingin). Tabung A
digelindingkan diantara kedua tangan agar inokulumnya bercampur secara
merata. Kemudian dilakukan pengenceran bertingkat atau pemindahan serupa
dari tabung A ke B dan dari B ke C.

2. lIsi setiap tabung dituangkan kedalam cawan petri terpisah

3. Setelah inkubasi, cawan-cawan diperiksa kalau-kalau ada koloni yang terisolasi.
Kemudian dari cawan-cawan yang berisikan koloni-koloni terisolasi dapat
diisolasi biakan murni mikroorganisme dengan memindahkan sebagian dari satu

koloni ke dalam tabung berisi medium steril.

Gambar 9. Tahapan isolasi dengan metode cawan tuang
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Berdasarkan Irianto (2006), isolasi bakteri dengan cara tuang ini umumnya
dilakukan untuk menentukan perkiraan jumlah bakteri hidup dalam suatu cairan,
misalnya air, susu, kemih atau biakan bulyon. Hasilnya dinyatakan dalam jumlah
koloni, yang berarti jumlah bakteri hidup dal tiap milimeter cairan yang diperiksa.
Cara pengerjaannya adalah sebagai berikut.

a. Dari suspensi bahan pemeriksaan dibuat pengenceran

b. Dari tiap pengenceran diambil satu milimeter dan diletakkan ke dalam
pinggan petri steril.

c. Ke dalam tiap pinggan petri tersebut dituang medium pembiakan yang telah
dicairkan dan didinginkan sampai suhu kira-kira 40°C-45°C. Dengan
perlahan-lahan pinggan petri itu digoyang dengan gerakan memutar tanpa
diangkat dari permukaan meja, sehingga bahan pemeriksaan tercampur rata
dalam medium pembiakan, kemudian diamkan sampai beku.

d. Pengeraman dilakukan pada suhu yang sesuai selama 18-20 jam, kemudian
koloni-koloni dihitung. Dalam hal ini bahan pemeriksaan tidak murni untuk
penelitian koloni bakteri yang dicari, ciri-ciri koloni dan reaksi terhadap

medium pembiakan membantu memisahkan tipe bakteri.

2.7 Karakteristik Bakteri

Ada beberapa metode untuk mencirikan suatu mikroorganisme, yaitu: secara
morfologis, nutrisional, kultural, metabolik, susunan kimiawi, susunan antigen, dan
patogenik. Pada uji morfologis pengamatan dilakukan pada spesimen dengan
bantuan mikroskop cahaya atau elektron baik diwarnai atau tidak. Teknik mikroskop
elektron memungkinkan pengamatan irisan ultra tipis sel-sel mikroba. Uji

nutrisional dengan cara penentuan substansi kimiawi dan keadaan fisik yang
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khusus (suhu, cahaya, gas) yang diperlukan untuk menunjang pertumbuhan
mikroorganisme. Uji kultural , penentuan tampang pertumbuhan mikroba pada
berbagai macam medium laboratorium, baik yang cair maupun yang padat. Uji
metabolik, identifikasi dan pengukuran perubahan kimiawi yang dilakukan oleh
mikroorganisme, misalnya apakah suatu mikroba mampu mengubah karbohidrat
menjadi asam. Uji susunan kimiawi , penentuan susunan kimiawi berbagai
komponen sel, misalnya untuk memperoleh fragmen dinding sel, bahan nukleus,
dan membran. Uji susunan antigen , pencirian mikroorganisme terutama bakteri
dan virus dengan penelaahan antigen, dimana antigen dan antibodi merupakan
bagian dari sistem imunologis yang kompleks. Uji patogenik , penentuan populasi
suatu biakan mikroba mampu menimbulkan penyakit atau tidak (Pelczar dan Chan,
1986).

Menurut Prabaningtyas (2003), Karakterisasi dapat dilakukan berdasarkan
sifat sitologi (bentuk sel, gerak, sifat Gram, dan endospora), sifat morfologi koloni,
dan sifat fisiologi. Berdasarkan Fardiaz (1988), Karakterisasi merupakan dasar
dalam identifikasi mikroba secara sistematik yang terdiri dari tiga tahap penting yaitu
(a) klasifikasi: mengelompokkan mikroorganisme ke dalam grup; (b) nomenklatur:
menetapkan nama ilmiah intemasional yang tepat terhadap organisme; dan (c)
identifikasi penetapan organisme ke dalam Kklasifikasi yang diberi nama sesuai
nomenklatur.

Uji sifat morfologi koloni sangat penting untuk identifikasi bakteri karena
karakterisasi koloni bakteri pada medium lempeng dapat mempunyai nilai identitas.
Sifat-sifat koloni, seperti ukuran, bentuk, wama, dan lain-lain memberi nilai

diagnostik (Prabaningtyas, 2003).
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2.7.1 Uji Morfologi Bakteri
Menurut Pelczar dan Chan (1986), Sel bakteri amat beragam panjangnya.

Beberapa spesies, sel dapat berukuran 100 kali lebih panjang daripada sel spesies
yang lain. Berdasarkan morfologinya uji morfologi sel bakteri terbagi atas tiga
kelompok yaitu:
1. Ukuran

Satuan ukuran bakteri adalah mikrometer (um) yang setara dengan 1/1000 mm
atau 10° mm. Walaupun bakteri amat kecil ukurannya namun dapat diukur dengan
mikroskop yang memiliki mikrometer okular. Misalnya dari segi kuantitatif suatu
volume sebanyak 1 cm® mengandung sekitar setengah triliyun bakteri berbentuk
batang berukuran rata-rata padahal berat bekteri hanya 1 gram.
2. Bentuk

Sel-sel bakteri dapat berbentuk seperti elips, bola, batang atau spiral. Masing-
masing ciri ini penting dalam mencirikan morfologi suatu spesies. Bentuk sel bakteri
yang berbeda-beda dapat disebabkan oleh sifat dari dinding sel nya.
3. Penataan

Spesies-spesies bakteri tertentu menunjukkan adanya pola penataan sel, seperti
berpasangan, gerombol, rantai, atau filamen. Kokus memperlihatkan beberapa
penataan yang berbeda-beda. Masing-masing penataan ini merupakan pola khusus
bagi spesies kokus tertentu. Penataan sel tersebut jarang sekali terlihat disemua sel
suatu spesies. Penataan yang terlihat paling banyak terjadi merupakan ciri yang
penting. Basilus tidak menata dirinya dalam berbagai pola seperti yang khas
dijumpai pada kokus. Basilus yang menyebabkan difteri cenderung untuk
membentuk kelompok-kelompok sel yang berdampingan seperti batang korek api.

Basilus tuberkulosis dapat dijumpai dalam suatu penataan tiga basilus yang
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terkesan membentuk huruf Y. Sel-sel beberapa spesies akuatik menata dirinya
dalam bentuk roset. Spiral sering dijumpai sebagai sel tunggal.

Identifikasi isolat bakteri berdasarkan karakteristik fenotip, yaitu morfologi,
biokimia, dan fisiologi. Pengamatan morfologi (merujuk pada Cappucino & Sherman,
2001) meliputi bentuk, tepi, elevasi, warna dan ukuran koloni yang tumbuh terpisah
pada medium. Pengamatan morfologi sel mencakup bentuk, sifat gram, dan motilitas
dibawah mikroskop binokuler pada perbesaran 10 dan 40x. Pengamatan fisiologi uji
pertumbuhan pada suhu 15 dan 45°C pada pH 4 dan 9, konsentrasi NaCl 6,5; 10;
dan 18% dalam medium MRS broth (Nursyirwani et al., 2011).

2.7.2 Uji Pewarnaan Gram

Menurut Pelczar dan Chan (1986), Pewarnaan gram merupakan salah satu
teknik pewrnaan diferensial yang paling penting dan paling luas digunakan untuk
bakteri. Dalam proses pewarnaan gram bakteri yang terfiksasi dikenai larutan-
larutan secara berurutan yaitu ungu kristal, larutan yodium, alkohol (bahan
pemucat), dan safranin. Dalam uji pewarnaan gram bakteri dibagi atas dua
kelompok yaitu bakteri gram positif yang mampu mempertahankan zat warna ungu
kristal sehingga tampak ungu tua dan bakteri gram negatif yang tampak berwarna
merah karena kehilangan zat warna ungu kristal ketika dicuci dengan alkohol dan
menyerap zat warna merah safranin.

Menurut Hadioetomo (1985), Bakteri Gram positif terlihat berwama ungu
karena asam-asam ribonukleat pada sitoplasma sel-sel Gram positif membentuk
ikatan lebih kuat dengan kristal violet. Namun, sel-sel bakteri Gram negatif
mempunyai kandungan lipid yang lebih tinggi dan umumnya mudah larut oleh
alkohol yang memperbesar pori-pori dinding sel. Dengan demikian pemucatan pada

sel-sel gram negatif lebih cepat.



Tabel 1. Pewarnaan Gram

34

LARUTAN DAN
URUTAN
PENGGUNAANNYA

NO.

REAKSI DAN TAMPANG BAKTERI

Gram Positif

Gram Negatif

(s Ungu Kiristal (UK)

Sel berwarna ungu

Sel berwarna ungu

2. Larutan Yodium (Y)

Kompleks UK-Y terbentuk
didalam sel; sel tetap
berwarna ungu.

Kompleks UK-Y
terbentuk didalam sel;
sel tetap berwarna ungu.

Dinding sel mengalami
dehidrasi, pori-pori
menciut; daya rembes

Lipid terekstraksi dari
dinding sel, pori-pori

3. Alkohol dinding sel dan membran | mengembang, kompleks
menurun, UK-Y tak dapat | UK-Y keluar dari sel. Sel
keluar dari sel; sel tetap menjadi tak berwarna.
ungu
Sel menyerap zat
4. Safranin Sl LR BB, ey pewarna ini, menjadi

ungu

merah

Sumber: Pelczar (1986)

Berdasarkan Brown (2001),

Isolat yang tumbuh dari media tersebut,

diidentifikasi lanjut yaitu pewarnaan Gram dan uji biokimia. Pewarnaan Gram
digunakan untuk menentukan kelompok bakteri Gram positif dan bakteri Gram
negatif. Pada pewarnaan Gram, bakteri Gram positif akan memberikan warna ungu,
hal ini disebabkan karena bakteri Gram positif mengalami denaturasi protein pada
dinding selnya akibat pencucian dengan alkohol. Protein menjadi keras dan beku,
pori-pori mengecil dan permeabilitas dinding sel berkurang sehingga kompleks
kristal violet yang berwarna ungu dipertahankan dan bakteri akan tetap berwarna
ungu. Sedangkan bakteri Gram negatif akan memberikan warna merah karena lipid
yang terdapat di dalam dinding selnya akan larut pada waktu pencucian dengan
alkohol sehingga pori-pori dan dinding sel akan membesar dan menyebabkan
terlepasnya kompleks kristal violet yang diserap sebelumnya dan bakteri akan

berwarna merah setelah diberikan safranin.
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Gambar 10. Susunan Sel Bakteri Gram Positif dan Gram Negatif

2.7.3 Uiji Biokimia

Sifat biokimia sering dijadikan dasar untuk mengidentifikasi jenis bakteri,
karena setiap spesies bakteri dapat memproduksi jenis enzim yang berbeda.
Keberadaan jenis enzim tertentu dalam suatu bekteri dapat dimanfaatkan untuk
mengidentifikasi jenis bakteri tersebut dengan menggunakan uji fermentasi. Bakteri
dimasukkan dalam larutan media yang mengandung protein, karbohidrat tertentu
(misalnya glukosa, laktosa, sukrosa, manitol, atau inositol), dan indikator pH serta
tabung durham untuk mengetahui terbentuknya gas selama proses fermentasi.
Bakteri yang diinokulasi ke dalam media tersebut akan menggunakan protein atau
karbohidrat sebagai sumber karbon atau energi (Radiji, 2011).
2.7.3.1TSIA

Menurut Irianto (2007), Triple Sugar Iron Agar mengandung glukosa, laktosa,
sakarosa dan ferosulfat. Medium pembiakan ini disediakan dalam bentuk agar
miring. TSIA ini biasa digunakan untuk diferensiasi pendahuluan jenis-jenis
Enterobacteriaceae. Cara penggunaannya adalah sebagai berikut:
a. Dasar medium, yang disebut “butt”, ditanam dengan cara menusuk
b. Bagian miring medium, yang disebut “slant ” ditanam secara zig-zag pada

permukaannya.

c. Tabung harus ditutup sedikit longgar supaya terdapat pertukaran udara bebas.



36

Konsentrasi dalam medium pembiakan TSI agar adalah 1/10 dari konsentrasi
laktosa dan sakarosa. Konsentrasi yang kecil ini dimaksudkan untuk mengetahui bila
hanya glukosa saja yang difermentasi, maka hasil fermentasi di bagian “slant”
karena sedikit, segera teroksidasi sehingga warna indikator tidak berubah. Di bagian
"butt” tegangan oksigen lebih rendah, sehingga reaksi asam tetap dipertahankan.
ltulah sebabnya tutup tabung tidak boleh terlalu rapat untuk memungkinkan
pertukaran udara secara bebas, sehingga keadaan alkalis di bagian “slant” dapat
dalam medium ini dimaksudkan untuk melihat

dipertahankan. Ferosulfat

pembentukan hidrogensulfida. Bila H,S dibentuk maka bagian dasar akan terbentuk

warna hitam.

Tabel 2. Reaksi Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)

Reaksi Medium

Fermentasi Karbohidrat

Kemungkinan Organisme

“butt” Kuning
“slant” Kuning

Gas dalam "butt”
Tidak ada H,S

Glukosa dengan asam gas
Laktosa dan / atau sakarosa
dengan asam + gas

E. Coli
Klebsiella atau Enterobacter
Proteus atau Providencia
Koliform intermedius

“butt” Kuning
“slant” Merah

“butt” tanpa gas
Tidak ada H,S

Glukosa dengan asam gas
Laktosa dan / atau sakarosa
dengan asam + gas tidak
terfermentasi

Salmonella **)

Proteus

Arizona (beberapa tipe)
Providencia, Serratia

“butt” Kuning Glukosa dengan asam gas Arizona
“slant” Merah Laktosa dan / atau sakarosa Citrobacter
dengan asam + gas tidak -
terfermentasi -
Gas dalam “butt” -
Ada H,S -
“butt” Merah - Alkaligenes ***)
“slant” Merah - Pseudomonas ***)
Tidak ada H,S - Herella **)
Keterangan:

*) : Kuning = medium asam, Medium = medium alkalis

**) . Salmonella tyhpi membentuk sedikit H,S, tetapi jarang gas
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***):Dicantumkan disini karena dapat dikelrukan dengan anggota

Enterobacteriacceae yang laktosa negatif

Media triple sugar agar (TSIA) merupakan medium yang digunakan untuk
mengetahui pembentukan asam dan mengandung tiga macam gula, yaitu galaktosa,
laktosa, sukrosa, indikator merah fenol, dan FeSO,. Konsentrasi glukosa adalah
1/10 dari konsentrasi laktosa atau sukrosa agar fermentasi glukosa saja yang dapat
terlihat. Jika glukosa dapat difermentasi maka kemungkinan ada fermentasi glukosa
lain, seperti monosakarida selain glukosa disakarida (maltosa, laktosa, sukrosa dan
lainnya) serta polisakarida (Sale,1961).

Uji H,S juga digunakan media yang mengandung sulfur dan ion pada saat
bakteri ditumbuhkan dalarn media yang kaya akan asam amino mengandung sulfur
seperti TSIA maka terjadi desulfurase membentuk H,S [Fe*"] kemudian H,S Fe®'
bereaksi dengan asam sulfide menghasilkan senyawa FeS yang berwama hitam
dan tidak larut dalam air (Lay, 1994).
2.7.3.2 SIM

Uji indol bertujuan untuk mendeteksi kemampuan mikroba mendegradasi
asam amino tryptopan. Pembentukan indol dari mikroorganisme dapat diketahui
dengan menumbuhkannya dalam media biakan yang kaya akan tryptophan. Untuk
melihat adanya indol digunakan reagen kovac yang memberikan reaksi warna
merah apabila tes positif. Adapun prosedur pengujian indol adalah sebagai berikut:
koloni bakteri pada media diambil sebanyak 1 ose dan diinokulasikan pada media
MIO (moatiliti indol ornitin), kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
setelah 24 jam biakan tadi ditambahkan dengan larutan reagen kovac’s sebanak 0,2
ml, dimana larutan ini digunakan untuk melihat kehadiran indol yang ditandai dengan

terbentuknya cincin merah pada lapisan atas media (Suyati, 2010).
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Uji sulfit, indol dan motilitas dilakukan pada satu media yaitu media SIM. Uiji
sulfit digunakan untuk melihat kemampuan bakteri untuk mereduksi sulfur. Bakteri
yang mereduksi metabolit sulfur dari natrium tiosulfat pada media akan
menghasilkan hidrogen sulfida (H,S) sehingga terbentuk warna hitam pada media
sebagai hasil reaksi antara H,S dan ferro sulfat pada media. Sulfat merupakan
sumber energi anorganik bagi bakteri. Bakteri yang tidak mampu mereduksi sulfur
tidak akan menghasilkan H,S sehingga tidak terbentuk warna hitam pada media
(Duncan, 2005).

Pengujian  produksi sulfur dan uji motilitas dilakukan ~dengan
menginokulasikan satu ose koloni bakteri dengan metode tusukan pada media SIM
(Sulfur Indol Motility). Media diinkubasi pada suhu suhu 37°C selama 24 jam,
selanjutnya diamati ada tidaknya pembentukan sulfur dan motilitas koloni bakteri.
Hasil sulfur positif ditandai dengan terbentuknya warna hitam pada media SIM.
Kekeruhan yang menyebar sepanjang bekas tusukan menunjukkan reaksi positif
terhadap motilitas bakteri (Jayanti et al., 2012).

Uji indol digunakan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
mendegradasi asam amino triptofan. Medium uji indol mengandung substrat
triptofan, yaitu adalah asam amino esensial yang dapat teroksidasi oleh aktivitas
enzimatik bakteri. Triptofan diubah menjadi produk metabolik indol, asam piruvat,

dan amonia oleh enzim triptofanase (Cappucino, 1987).

CHay

. ~

N e N
[, | ‘ CH, (|3H COOH Triptofanase. | ‘ . |C|_O . NH:
S Jt . NH, S
ST ST SN COOH
Triptofan Indol Asam Amonia
Piruvat

Gambar 11. Reaksi Oksidasi Triptofan Oleh Enzim Triptofanase
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Keberadaan indol dideteksi dengan penambahan pereaksi Kovac yang
mengandung p-dimetilaminobenzaldehid, butanol, dan asam hidroklorat. Indol yang
diekstraksi ke lapisan pereaksi tersebut akan mengasamkan komponen butanol dan
membentuk kompleks dengan p-dimetilaminobenzaldehid yang menghasilkan warna

merah (Cappucino, 1987).

CHO

N{CH;};

zaldehid

Gambar 12. Reaksi Indol dengan Komponen Dalam Pereaksi Kovac

2.7.3.3 Urease

Menurut Suyati (2010), uji urea bertujuan untuk mengetahui bakteri yang
memiliki enzim urease. Bakteri tertentu dapat menghidrolisis urea dan membentuk
ammonia dengan menimbulkan warna merah karena indikator phenol red.
Terbentuknya ammonia menyebabkan nilai pH menjadi alkalis sehingga jika uji urea
terjadi warna merah muda pada media berarti tes positif. Adapun cara kerjanya
sebagai berikut: koloni bakteri pada media diambil dengan menggunakan ose lancip
dan diinokulasikan pada media urea, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam. Terjadinya warna merah muda pada media berarti tes positif dari warna
dasar yaitu kuning.

Uji urease bertujuan untuk mengetahui kemampuan mikroorganisme dalam
mendegradasi urea atau menghasilkan enzim urease. Enzim urease merupakan

enzim hidrolisis yang memecah ikatan nitrogen dan karbon pada komponen amida
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seperti urea dan membentuk amonia yang menciptakaan suasana basa
(Cappuccino dan Sherman, 1983).

Pada pengujian urease, bila dalam biakan terdapat urease, urea dihidrolisis
sehingga terbentuk amonia yang mengubah warna indikator dari kuning menjadi
merah. Untuk mendapatkan hasil yang lebih cepat, sebaiknya medium pembiakan

diinkubasi diatas pengangas air (Irianto,2007).

NH,
I Urease

C-O0 ———— 2NH;+CO,
| H,O

NH,

Gambar 13. Reaksi Dalam Biakan Urease

2.7.3.4 Nitrat

Uji reduksi nitrat untuk menentukan kemampuan beberapa organisme dalam
meredukasi nitrat menjadi nitrit atau diluar bentuk nitrit (Cahyadi,2007). Uji reduksi
nitrat ditujukan untuk mengetahui keberadaan nitrit dalam media diuji dengan
penambahan asam sulfanilat dan a-naftilamin yang akan bereaksi dengan nitrit yang
ditunjukkan dengan perubahan warna media menjadi merah atau merah muda.
Pada tabung yang tidak menunjukkan perubahan warna, ditambahkan bubuk Zn
untuk melihat reduksi nitrat menjadi nitrit. Bila didapatkan nitrat dalam medium,
maka kaldu berubah warna menjadi merah muda atau merah karena Zn mereduksi
nitrat menjadi nitrit dan nitrit ini bereaksi dengan reagen uji dan terbentuk warna
merah (Lay, 2004).

Reduksi nitrat terjadi pada kebanyakan bakteri anaerob fakultatif dengan
menggunakan nitrit. Reaksinya:

NO; +2e + 2H* Nitratasg NO, + H,O
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0O, dapat menghambat reduksi nitrat sehingga dalam reaksi, O, dihabiskan
kemudian menggunakan nitrat pada bakteri anaerob (Suriawiria, 1985).
2.7.3.5 Sitrat

Penanaman dalam medium pembiakan sitrat (Simmons Citrate Medium)
dimaksudkan untuk mengatahui apakah senyawa sitrat dapat dipakai sebagai satu-
satunya sumber karbon bagi organisme. Dalam medium ini digunakan natrium sitrat
sebagai sumber karbon. Bila natriumsitrat ini dapat diuraikan maka amonium
hidrogenfosfat turut teruraikan dan akan melepaskan NH; sehingga menyebabkan
medium menjadi alkalis, dan indikator bromtimol biru berubah dari hijau menjadi
biru. Penanaman dilakukan dengan jarum, karena penanaman berlebih dapat
menghasilkan positif palsu (Irianto,2007).

Uji sitrat bertujuan untuk mengetahui jenis bakteri yang mengutilisasi sitrat.
Bakteri yang memanfaatkan sitrat sebagai sumber karbon akan menghasilkan
natrium karbonat yang bersifat alkali, sehingga dengan adanya indicator brom
thymol blue menyebabkan warna biru pada media. Adapun cara kerjanya sebagai
berikut: koloni bakteri pada media diambil dengan menggunakan ose dan
diinokulasikan pada media sitrat, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Terjadinya warna biru pada media berarti tes positif dari warna dasar media
yaitu hijau (Suyati,2010).

Uji sitrat dapat menggunakan sitrat-Koser berupa medium cair atau medium
sitrat-Simon berupa medium padat. Simon citrate Agar merupakan medium sintetik
dengan Na-sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon, NH** sebagai sumber N dan
brom thymol blue sebagai indikator pH, sedangkan medium sitrat- Koser tidak
mengandung indikator. Bila mikroorganisme mampu menggunakan sitrat, maka

asam akan dihilangkan dari medium biakan, sehingga menyebabkan peningkatan
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pH dan mengubah warna medium dari hijau menjadi biru. Perubahan warna dari
hijau menjadi biru menunjukan bahwa mikoroorganisme mampu menggunakan sitrat
sebagai satu-satunya sumber karbon (Cappuccino dan Sherman, 1983).

Uji sitrat digunakan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
memfermentasi sitrat. Media Simmons - Citrate mengandung sitrat sebagai sumber
karbon, garam amonium sebagai sumber nitrogen, dan indikator biru bromtimol yang
berubah warna dari hijau menjadi biru dalam keadaan basa. Sitrat diubah menjadi
asam oksaloasetat dan asam asetat oleh enzim sitrase, lalu produk antara tersebut
diubah menjadi asam piruvat dan karbondioksida secara enzimatik. Selama reaksi
ini berlangsung, keadaan media Simmons-Citrate berubah menjadi basa, karena
karbondioksida berikatan dengan natrium dan air membentuk natrium karbonat yang

bersifat basa (Cappucino dan Sherman, 1987).

Asam Sitrat Asam Asam Asetat  Asam Piruvat Asam
Oksaloasetat Berlebih

CO, + 2Na* +H,0 —Na,CO; —»pH basa —»Perubahan warna dari hijau
menjadi biru
Gambar 14. Reaksi Dalam Biakan Simmon’s Sitrat
2.7.3.6 MR
Pengujan dengan metil merah dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri

dapat membantuk asam sedemikian banyaknya sehingga dapat mengubah indikator
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metil merah menjadi merah. Beberapa jenis bakteri yang dapat membentuk asam
tapi tidak cukup banyak untuk dapat mengubah indikator dan penurunan pH sampai
50, pada umumnya sudah menghambat kelanjutan hidup mikroorganisme.
Perubahan warna menjadi merah dikarenakan adanya penurunan pH dan apabila
warna menjadi kuning hal tersebut dikarenakan adanya kenaikan pH. Pengujian
seharusnya jangan dilakukan sebelum biakan berumur 2 hari pada suhu 37°C atau
tiga hari pada suhu 30°C. Reaksi ini tidak dapat dipercepat dengan meningkatkan
kadar glukosa dalam medium (Irianto,2007).

Menurut Suyati (2010), Uji MR ini bertujuan untuk menentukan adanya
fermentasi asam campuran. Beberapa bakteri memfermentasi glukosa dan
menghasilkan berbagai produk yang bersifat asam sehingga akan menurunkan pH
media pertumbuhan menjadi 5,0 atau lebih rendah. Penambah indikator pH “methyl
red” dapat menunjukan adanya perubahan pH menjadi asam. Cara kerja: Biakan
bakteri dari media diinokulasi pada media MR dan diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C. Pertumbuhan bakteri pada biakan MR selanjutnya ditetesi dengan 2-3
tetes reagen Methyl Red. Terjadinya warna merah berarti tes positif dari warna
dasar media yaitu putih bening.

Uji merah metil (methyl red test) bertujuan untuk mengetahui kemampuan
dari mikroorganisme untuk mengoksidasi glukosa dengan memproduksi asam
dengan konsentrasi tinggi sebagai hasil akhirnya. Heksosa monosakarida glukosa
merupakan substrat utama yang dioksidasi oleh semua oraganisme enterik sebagai
sumber energinya (Cappuccino dan Sherman, 1983).

Uji merah metil (methyl red test) bertujuan untuk mengetahui kemampuan
dari mikroorganisme untuk mengoksidasi glukosa dengan memproduksi asam

dengan konsentrasi tinggi sebagai hasil akhirnya. Heksosa monosakarida glukosa
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merupakan substrat utama yang dioksidasi oleh semua oraganisme enteric sebagai
sumber energinya. Uji metil red dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri
dalam memfermentasi glukosa dan menghasilkan campuran asam. Adanya
campuran asam dapat menurunkan derajat keasaman media sampai pH 5,0, yang
terdeteksi dengan perubahan warna indikator metil merah dari kuning menjadi
merah. Pada umumnya, bakteri yang memberikan hasil uji MR positif adalah bakteri
penghasil gas, karena bakteri ini menghasilkan enzim format hidrogenliase yang
memecahkan asam format menjadi karbondioksida dan air (Cappuccino dan

Sherman, 1983).

Asam Laktat
Glukosa + H:O0 — | Asam Asetat — CO;+Hz(pH 4,4)

Asam Format l
Indikator Metil Merah
akan, Berwarna Merah
Gambar 15. Reaksi Fermentasi Glukosa dalam Media MR Menjadi Asam

Campuran

2.7.3.7 VP

Menurut Irianto (2007), pengujian VP (Voges Proskauer) adalah untuk
mengetahui apakah dalam proses pertumbuhan organisme terbentuk asetil-
metilkarbinol sebagai produk antara dari proses metabolisme karbohidrat.
Asetilmetilkarbinol dalam lingkungan yang mengandung potasium hidroksida dan
udara, teroksidasi menjadi senyawa diasetil. Senyawa ini dengan alfa-naftol dan inti
guanidin dari asam-aminoorgania (dari pepton) menghasilkan warna merah. Reaksi
ini harus dilihat dalam waktu lebih dari empat jam setelah ditambah reagens.
Adapun cara melakukan pengujian ini adalah sebagai berikut:

1. Reagens yang diperlukan terdiri dari:



45

a. Larutan alfa-naftol 5% dalam alkohol absolut

b. Larutan KOH 40% yang mengandung 3% kreatin
2. Dengan pipet 1 ml biakan umur 24 jam dimasukkan kedalam tabung wasserman
3. Ke dalam tabung ini ditambahkan 0,6 ml larutan alfa-naftol
4. Selanjutnya ditambahkan 0,2 ml larutan KOH kreatin
5. Setelah dikocok campuran itu didiamkan selama 10-30 menit. Bila di dalam

biakan terbentuk asetilmetilkarbinol, akan timbul warna merah pada permukaan

medium, dan warna ini akan meluas sampai keseluruh campuran

Uji VP ini bertujuan untuk mendeteksi adanya acethyl methyl carbinol yang

diproduksi oleh bakteri tertentu dalam pembenihan VP. Adanya bekteri tertentu yang
dapat memproduksi acethyl methyl carbinol dapat diketahui dengan penambahan
reagen voges proskauer (reagen VP). Adapun prosedur kerjanya sebagai berikut:
Biakan bakteri dari media diinokulasi pada media VP dan diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C. Selanjutnya ditambahkan reagen yang kemudian dikocok pelan
hingga tercampur dan dibiarkan selama 15 menit, terjadinya warna orange berarti
tes positif dari warna dasar media yaitu putih bening (Suyati,2010).

Glukosa + O, —» Asam Asetat —» 2,3 butandiol — CO, + H,
Asetilmetilkarbinol

Gambar 16. Reaksi Fermentasi Glukosa Dalam Medium VP menjadi Senyawa
Non-Asam

Senyawa 2,3-butandiol dapat dideteksi menggunakan pereaksi Barrit yang
mengandung a-naftol dan kalium hidroksida 40%. Penambahan pereaksi ini
mengakibatkan perubahan warna media VP menjadi merah muda atau merah, jika

terdapat asetilmetilkarbinol (asetoin).
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Gambar 17. Deteksi Senyawa Asetilmetilkarbinol Menggunakan Pereaksi
Alphanaftol

Deteksi dilakukan terhadap asetilmetilkarbinol, karena senyawa ini hampir
selalu terdapat bersama-sama 2,3-butandiol. Metode deteksi ini sering disebut
metode tak langsung Voges Proskauer (Cappucino, 1987).
2.7.3.8 Microbact Identification Kits

Sistem Microbact Identification Kit Gram negatif digunakan untuk
mengidentifikasi bakteri aerob dan fakultatif anaerob (Enterobacteriaceae dan
bermacam-macam bakteri gram negatif). Prinsipnya setiap set terdiri dari 12 (12A,
12B, dan 12E) atau 24 (24E) uji biokimia. Secara Kklinis hanya menggunakan
MicrobactTM 12A Gram-negatif (jalur format) dan 12E (lempeng format) yang dapat
digunakan sendiri untuk identifikasi apabila oksidase negatif dan nitrat positif.
Microbact TM 12B Gram-negatif dapat digunakan bersama dengan 12A untuk
identifikasi oksidase positif, nitrat negatif, non fermentor glukosa (aneka bakteri gram
negatif) dan Enterobacteriaceae. Microbact TM 24E Gram negatif adalah kombinasi
dari tes 12A (or 12E) dan 12B dalam format lempeng. Adapun prosedurnya adalah
dilakukan kultur murni pada isolat yang tumbuh selama 18-24 jam, melakukan tes

oksidase untuk menentukan kits yang akan digunakan, tambahkan 4 tetes suspensi
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bakteri untuk setiap sumur, tambahkan 2 tetes mineral oil (MB1093A) ke sumur
hitam, lalu inkubasi pada suhu 35°C + 2 °C selama 18-24 jam, setelah itu
tambahkan reagen sesuai dengan jenis uji biokimanya.(Oxoid, 2003).

2.7.4 Uji 16S rDNA

Urutan 16S rDNA adalah pengkodean gen dari subunit kecil RNA ribosomal.
Gen ini mengandung urutan DNA yang umum untuk semua bakteri yang memiliki
urutan yang berbeda dan unik untuk masing-masing spesies bakteri. Ketika
sepotong kecil urutan ini digunakan sebagai primer dalam PCR assay, ia bertindak
sebagi u201D% primer u201Cuniversal% untuk nonselektif yang dilakukan untuk
memperkuat setiap DNA bakteri dalam sampel u2019s%. Setelah DNA telah
diperkuat, PCR produk kemudian diwarnai dengan eithidium bromida dan
divisualisasikan oleh elektroforesis pada gel agarose. Jika bakteri DNA diidentifikasi,
maka dapat langsung diurutkan ke spesies bakteri. Urutan gen untuk semua bakteri
yang dikenal, termasuk yang ditemukan dalam infeksi sistem saraf pusat dan sepsis,
tersedia untuk perbandingan DNA sequencing. Setelah identifikasi bakteri, kemudian
ditentukan berdasarkan sensitivitas data (Universal Bacterial PCR Fact Sheet,
2004).

Prosedur 16S rDNA PCR assay adalah DNA diekstrak dari sampel klinis
menggunakan kit tersedia secara komersial dengan prosedur standar proteinase K.
Sampel kemudian disimpan di suhu -70°C sampai assay dapat dilakukan. Masing-
masing assay terdiri dari empat reaksi. Reaksi pertama adalah kontrol [positif terdiri
dari DNA pasien dari sampel klinis, primers untuk gen GP3DH, dan reagen PCR.
GP3DH adalah gen u201D% dan u201Chousekeeping % untuk memuverifikasi
bahwa DNA dari pasien u2019s % sampel dapat diperkuat. Reaksi kedua adalah

sampel pasien, universal 16S rDNA primer dan reagen PCR. Reaksi ketiga adalah
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kontrol negatif yang terdiri dari reagen PCR dan 16S rDNA primer dengan tidak
mentarget DNA. Reaksi akhir adalah kontrol positif yang terdiri dari DNA spesies
bakteri yang diketahui (E.coli atau salmonella typhimurium), 16S rDNA primer dan
reagen PCR. Produk PCR dilihat dengan menggunakan eithidium bromida pada 1%
gel agarosa. Seluruh produk PCR gel dimurnikan dan diajukan untuk sequencing.
Sequencing Nukleotida dilakukan menggunakan sequencing langsung (Universal
Bacterial PCR Fact Sheet, 2004).

Berdasarkan Widayati et al (2007), Akhir-akhir ini banyak metode
biomolekular yang memungkinkan untuk memonitor komunitas bakteri di alam tanpa
diperlukan tahap isolasi dan kultivasi, yaitu dengan membuat sidik jari komunitas
DNA (Ranjard et al. 2000). Sekuen DNA yang saat ini sering digunakan untuk
memantau komunitas bakteri di alam adalah gen yang berhubungan dengan operon
ribosomal (Ranjard et al. 2000). Sekuen gen 16S rRNA saat ini banyak digunakan
untuk mempelajari keanekaragaman mikroba di alam (Griffiths et al. 2000). Jumlah
spesies di dalam suatu komunitas (species richness) dan ukuran populasi spesies di
dalam suatu komunitas (species evenness) merupakan dua parameter penting
dalam menentukan struktur dan = keanekaragaman dalam suatu komunitas (Liu et
al. 1997). Penggunaan teknik Amplified rDNA Restriction Analysis (ARDRA)
mempunyai keterbatasan yaitu tidak dapat menunjukkan kekerabatan dan juga tidak
dapat untuk memperkirakan jumlah spesies di dalam suatu komunitas dan ukuran
populasi spesies di dalam suatu komunitas (Liu et al., 1997).

Penggunaan sekuen 16S rRNA memiliki kelemahan karena kadang-kadang
kurang dapat membedakan dengan jelas suatu spesies dalam level genus.
Beberapa bakteri memiliki sifat fisiologis yang berbeda tetapi memiliki sekuen 16S

rRNA yang sama. Berbeda dengan sekuen 16S rRNA, sekuen di antara 16S-23S
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rDNA yang dikenal dengan ribosomal intergenic spacer (RIS) memiliki panjang
sekuen yang berbeda untuk masing-masing spesies, sehingga sekuen RIS dapat
digunakan sebagai penanda untuk membedakan spesies dan strain dalam suatu
spesies (Yu & Mohn, 2001). Sekuen RIS juga dapat digunakan untuk mengungkap
struktur komunitas bakteri di alam dengan cara membandingkan secara kualitatif
pola pita yang dihasilkan dari pemisahan amplikon RIS pada agarose atau
poliakrilamid. Pada akhirnya, analisis sekuen 16S rDNA yang merupakan bagian
sekuen RIS dapat digunakan untuk mengetahui identitas bakteri dalam komunitas

tersebut (Yu & Mohn, 2001).

2.8 Parameter Fisik dan Kimia Lingkungan

Mikroba termasuk kelompok jasad hidup yang sangat peka terhadap
perubahan lingkungannya. Adanya perubahan kecil di lingkungan, misalnya suhu
atau cahaya, maka dengan cepat akan mempengaruhi dalam aktivitasnya. Tetapi
mikroorganisme itu juga dengan cepat dapat menyesuaikan diri dengan perubahan
lingkungan (Waluyo, 2009). Cara penyesuaian diri yang cepat ini didukung oleh
adanya enzim adaptif yang lebih aktif didalamnya. Sehingga tidak mengherankan
kalau dalam waktu yang relatif singkat, mikroba dapat menyesuaikan diri dengan
lingkungannya yang baru, walau pada mulanya lingkungan tersebut bersifat
meracun terhadapnya. Namun sebaliknya, kehadiran mikroba dalam suatu tempat
dapat langsung mempengaruhi lingkungannya. Baik lingkungan fisik, lingkungan
kimia, ataupun lingkungan biologisnya (Suriawiria, 2003).
2.8.1 Suhu

Suhu atau temperatur merupakan salah satu besaran pokok yang sering kita

jumpai dalam kehidupan sehari-hari. Pada siang hari kita merasa panas, sebaliknya
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pada malam hari terasa dingin. Api terasa panas, sedangkan es terasa dingin. Suatu
benda dikatakan panas berarti benda dengan kaitan tersebut bersuhu tinggi,
demikian juga sebaliknya, benda dikatakan dingin berarti benda tersebut bersuhu
rendah. Jadi suhu menyatakan ukuran tingkat atau derajat panas atau dinginnya
suatu benda. Alat ukur suhu yang sering digunakan dikenal dengan termometer.
Sebuah termometer biasanya terdiri dari sebuah pipa kaca berongga sempit dan
panjang, disebut pipa kapiler, yang di dalamnya berisi zat cair, biasanya alkohol atau
raksa (merkuri), sedangkan bagian atas cairan adalah ruang yang hampa udara.
Agar pengukuran suhu dengan menggunakan termometer dapat diketahui nilainya,
maka pada dinding kaca termometer diberi skala (Begawan, 2012).

Menurut Radji (2011), sebagian besar bakteri tumbuh optimal pada suhu
tubuh manusia. Akan tetapi, beberapa bakteri dapat tumbuh dalam lingkungan
ekstrim yang berada diluar batas pertahanan organisme eukariot. Bakteri
digolongkan menjadi tiga bagian besar berdasarkan perbedaan suhu tumbuh, yaitu:
1. Psikrofil (hidup diudara dingin)

Bakteri yang tumbuh pada suhu 0°C dengan suhu optimum 15 °C dan tidak
tumbuh pada suhu kamar (25 °C) bakteri ini sering ditemukan di laut dalam dan di
daerah kutub, serta sering menimbulkan masalah pada pengawetan makanan
2. Psikrotrof ( psikrofil fakultatif)

Bakteri yang tumbuh pada suhu 0°C dengan suhu optimum 20-30 °C dan tidak
tumbuh pada suhu lebih dari 40 °C bakteri ini sering terdapat pada makanan yang
disimpan pada suhu rendah karena dapat tumbuh pada suhu lematri es.

3. Mesofil (hidup diudara bersuhu sedang)
Bakteri yang tumbuh optimal pada suhu 25-40 °C dan merupakan bakteri yang

paling banyak ditemukan. Suhu optimum bakteri patogen yaitu 37 °C. Bakteri mesofil
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termasuk sebagian besar bakteri yang mampu menyebabkan kerusakan dan
penyakit.
4. Termofil (hidup diudara panas).

Bakteri yang tumbuh pada suhu tinggi. Sebagian besar bakteri ini dapat tumbuh
pada suhu 50-60 °C. Suhu seperti ini dapat terjadi di dalam tanah yang disinari
matahari dan dalam sumber air panas. Bakteri termofil tidak dapat tumbuh dibawah
suhu 45 °C. Hal ini terjadi karena suhu yang lebih tinggi akan menginaktifkan sistem
enzimatik di dalam sel bakteri, maka dari itu tiap bakteri tumbuh pada kelompok
suhu berikut ini:

e Minimum : suhu terendah bakteri masih dapat tumbuh
e Optimum : suhu bakteri dapat tumbuh subur
e Maksimum: suhu tertinggi bakteri masih dapat tumbuh

Menurut Waluyo (2009), semua mikroorganisme dalam proses kehidupannya
dipengaruhi oleh temperatur. Bakteri, Cyanophyta, dan Fungi dapat tumbuh hanya
pada suatu batas rentang temperatur -10 sampai dengan + 90°C. Pada rentang
tersebt temperatur mempengaruhi laju pertumbuhan, kebutuhan nutrisi, enzimatik,
dan komposisi kimiawi dalam sel. Ada tiga kelompok bakteri yang dibedakan
berdasarkan temperatur, yakni:

Tabel 3. Kelompok Bakteri Berdasarkan Temperatur

Minimum (°C) Optimum (°C) Maksimum (°C)
Psikrofil -10 s.d +5 + 10s.d + 20 + 20 s.d +30
Mesofil +10 s.d +15 + 30 s.d + 40 + 40 s.d +50
Termofil +25s.d + 45 + 50 s.d +75 + 75 s.d +93

Sumber: Waluyo (2009)

Pembagian temperatur berdasarkan menjadi tiga, yakni temperatur minimum,

temperatur optimum, dan temperatur maksimum terlalu kaku. Karena beberapa
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mikroorganisme dapat mengadaptasikan temperatur, baik adaptasi terhadat
temperatur yang lebih tinggi atau temperatur yang lebih rendah.
2.8.2 pH

pH adalah derajat keasaman suatu larutan. Kebanyakan bakteri tumbuh
subur pada pH 6,5 sampai 7,5. Sangat sedikit bakteri yang mampu tumbuh pada pH
asam (di bawah pH 4). Ketika dibiakkan di laboratorium, bakteri sering memproduksi
asam yang biasanya berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri itu sendiri. Untuk
menetralkan dan mempertahankan pH, dengan penambahan pepton dan asam
amino atau garam fosfat (Radji, 2011).

Berdasarkan Suriawiria (2003), Batas pH untuk pertumbuhan jasad
merupakan suatu gambaran dari batas pH bagi kegiatan enzim. Untuk tiap jasad
dikenal nilai pH minimum, optimum, dan maksimum. Bakteri memerlukan pH antara
6,5 sampai 7,5, ragi antara 4,0 sampai 4,5, sedang jamur dan aktinomiset tertentu
mempunyai daerah pH yang luas. Atas dasar daerah-daerah pH bagi kehidupan
mikroorganisma, dibedakan adanya 3 golongan besar, yaitu:

1. Mikroorganisma asidofilik, yaitu jasad yang dapat tumbuh pada pH antara
2,0-5,0

2. Mikroorganisma mesofilik (neutrofilik), yaitu jasad yang dapat tumbuh pada
pH antara 5,5 sampai 8,0

3. Mikroorganisma alkalifilik, yaitu jasad yang dapat tumbuh pada pH 8,4

sampai 9,5
2.8.3 Salinitas

Perbandingan salinitas menentukan sebagian besar komunitas kehidupan di
air. Konsentrasi relatif tinggi NaCl pada air laut. Hanya sedikit kehidupan yang dapat

hidup baik di air tawar dan air laut. Sebagai contoh bakteri dan jamur lebih
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memenuhi persyaratan tersebut di atas dibandingkan dengan tumbuhan hijau dan
binatang. Salinitas dapat memperpanjang waktu generasi bakteri dan jamur.
Seringkali salinitas juga menyebabkan perubahan morfologis dan fisiologis.
Beberapa bakteri laut yang semula mempunyai bentuk batang atau bentuk koma
pada keadaan salinitas optimal menjadi lebih panjang pada konsentrasi garam lebih
dari 5% dan akhirnya menjadi bentukan filamen. Misalnya bakteri luminous yang
diisolasi dari laut arab tumbuh optimal pada kadar garam lebih kurang 3% berbentuk
batang, panjang 1-2 mm, pada kadar garam 1% berbentuk kokus, pada kadar garam
7,5% berbentuk filamen dengan panjang lebih dari 100 mm. Perubahan salinitas,
misalnya karena tekanan menyebabkan perubahan mekanisme reproduktif. Sel-
selnya masih dapat tumbuh walaupun tidak dapat membelah (Waluyo,2009).

Salinitas merupakan salah satu faktor lingkungan yang berpengaruh pada
vitalitas organisme karena merupakan masking factor bagi organisme akuatik yang
dapat memodifikasi perubah fisika dan kimia air menjadi satu kesatuan pengaruh
yang berdampak osmotik terhadap osmoregulasi dan bioenergetik organisme
akuatik (Gilles dan Pequeux, 1983; Ferraris et al., 1986).

Salinitas adalah tingkat keasinan atau kadar garam terlarut dalam air. Garam
yang dimaksud adalah berbagai ion yang terlarut dalam air termasuk garam dapur
(NaCl). Pada umumnya salinitas disebabkan oleh 7 ion utama yaitu: natrium (Na"),
kalium (K", kalsium (Ca'™), magnesium (Mg™), klorida (CI), sulfat (SO,) dan
bikarbonat (HCO3) (Apriani dan Putu, 2013).

2.8.4 Logam Berat

Unsur logam berat adalah unsur logam yang mempunyai massa jenis lebih

besar dari 5 g/cms, antara lain Cd, Hg, Pb, Zn, dan Ni. Logam berat Cd, Hg, dan pB

dinamakan logam berat non esensial dan pada tingkat tertentu menjadi logam
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beracun bagi makhluk hidup (Subowo et al., 1999). Logam berat ialah unsur logam
dengan berat molekul tinggi. Dalam kadar rendah logam berat pada umumnya
sudah beracun bagi tumbuhan dan hewan, termasuk manusia. Termasuk logam
berat yang sering mencemari habitat adalah Hg, Cr, Cd, As, dan Pb
(Am.geol.Inst.,1976).

Logam berat merupakan komponen alami tanah. Elemen ini tidak dapat
didegradasi maupun dihancurkan. Logam berat dapat masuk ke dalam tubuh
manusia melalui makanan, air minum, atau udara. Logam berat seperti tembaga,
selenium, atau seng dibutuhkan tubuh manusia untuk membantu kinerja
metabolisme tubuh. Akan tetapi, dapat berpotensi menjadi racun jika konsentrasi
dalam tubuh berlebih. Logam berat menjadi berbahaya disebabkan sistem
bioakumulasi, yaitu peningkatan konsentrasi unsur kimia didalam tubuh mahluk
hidup (Rumajar,2001).

Logam berat masuk ke dalam tubuh organisme laut sebagian besar melalui
rantai makanan fitoplankton yang merupakan awal dari rantai makanan yang di
mangsa oleh zooplankton, zooplankton dimakan oleh ikan-ikan kecil, ikan kecil
dimangsa oleh ikan-ikan besar dan akhirnya ikan dikonsumsi oleh manusia. Proses
ini berlangsung terus-menerus maka jumlah dari logam yang terkonsumsi juga
semakin banyak dan termasuk terakumulasi dalam tubuh manusia (Darmono,2001).

Logam berat memiliki tingkat atau daya racun yang berbeda bergantung
pada jenis, sifat kimia dan fisik logam berat. Kementerian Negara Kependudukan
dan Lingkungan Hidup 1990 in Marganof (2003) membagi kelompok logam berat
berdasarkan sifat toksisitas dalam 3 kelompok, yaitu bersifat toksik tinggi yang terdiri

atas unsur - unsur Hg, Cd, Pb, Cu, dan Zn; bersifat toksik sedang terdiri dari Unsur-
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unsur Cr, Ni, dan Co; dan bersifat toksik rendah yang terdiri atas unsur Mn dan Fe
(Sanusi, 2006).

Menurut Sutamihardja et al. (1982) mengurutkan berdasarkan sifat kimia dan
fisikanya, maka tingkat atau daya racun logam berat terhadap hewan air dapat
diurutkan (dari tinggi ke rendah) sebagai berikut : merkuri (Hg), cadmium (Cd), seng
(Zn), timah hitam (Pb), krom (Cr), nikel (Ni), dan kobalt (Co). Sedangkan menurut
Darmono (1995) daftar urutan toksisitas logam paling tinggi ke paling rendah
terhadap manusia yang mengkomsumsi ikan adalah sebagai berikut : Hg >* > Cd %

>Ag *>Ni* >Pb?*>As?*>Cr* dan Sn* >2Zn*

2.9 Lumpur Lapindo

Lumpur panas Lapindo dengan gejala alam yang disebut gunung lumpur /
mud volcano yang banyak tersebar di Indonesia (khususnya di Indonesia Timur
dikenal dengan istilah poton), bahkan di Jawa Timur Utara pun banyak diketemukan,
seperti Bleduk Kuwu dekat Purwodadi, Gunung Anyar dekat Surabaya bahkan di
selatan Kali Porong, yang di masa lalu menyemburkan lumpur tetapi sekarang
sudah mati. Dan definisi dari Mud Volcano adalah suatu gunung api lumpur yang
berbentuk suatu kerucut tanah liat dan lumpur berukuran kecil, yang pada umumnya
kurang dari 1-2 m tingginya. Gunung api lumpur kecil ini terbentuk dari campuran air
panas dan sedimen halus (tanah liat dan lumpur) dimana terdapat (1) aliran
perlahan dari suatu lubang seperti suatu arus lahar cair; atau (2) menyembur ke
udara seperti suatu air mancur lahar yang melepaskan air mendidih dan gas
vulkanis. Tanah liat dan lumpur yang secara khas berasal dari gas batuan vulkanik
padat dan panas yang terlepas dari magma yang dalam di bawah memutar air

bawah tanah menjadi suatu campuran panas dan asam yang secara kimiawi
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merubah batuan vulkanik menjadi fraksi lumpur dan tanah liat (Koesoemadinata,
2006).
2.9.1 Air

Air merupakan materi yang sangat menentukan di dalam kehidupan dan
lingkungan, tetapi di dalam air terkandung suatu kehidupan yang mempunyai bentuk
dan sifat berbeda dengan kehidupan ditempat lain. Khususnya untuk kehidupan dari
sekelompok jasad-hidup yang termasuk mikroba (jasad-renik, mikroorganisme)
seperti bakteri, fungi, mikroalga. Kehadiran jasad tersebut di dalam air banyak
mendatangkan kerugian, tetapi juga banyak mendatangkan keuntungan dan
manfaat (Suriawiria, 2003).

Air merupakan unsur yang mempunyai peran utama dalam kehidupan di
bumi ini. Air dikenal sebagai sumber daya yang terbarukan, namun dari segi kualitas
maupun kuantitas membutuhkan upaya dan waktu untuk dapat berlangsung baik.
Kriteria dan standar kualitas air didasarkan atas beberapa hal antara lain
keberadaan logam dan logam berat, anorganik, tingkat toksisitas, dan teremisinya
pencemar ke lingkungan. Air adalah pelarut yang baik, oleh sebab itu di dalamnya
paling tidak terlarut sejumlah kecil zat-zat anorganik dan organik. Dengan kata lain,
tidak ada air yang benar-benar murni dan hal ini menyebabkan dalam setiap analisis
air ditemukan zat-zat terlarut (Setiadi, 1993).
2.9.1.1 Bakteri Air

Bakteri ditemukan di air sebagaimana mikroorganisme lainnya. Kebanyakan
bakteri akuatik adalah heterotrofik , yakni hidup dengan menggunakan zat organik.
Secara morfologis, bakteri akuatik mempunyai bentuk yang hampir sama dengan
tipe bentuk dasar bakteri yang terdapat di darat; seperti yang telah digambarkan

oleh van leeuwenhoek , yakni bentuk batang, kokus, dan spiral. Organisme yang
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berbentuk filamen dan bentuk pita dengan tangkai dapat juga ditemukan dalam
lingkungan akuatik. Kebanyakan bakteri akuatik adalah motil dengan flagela. Bakteri
akuatik secara sistematik tidak digolongkan dalam satu grup yang homogen. Tetapi
yang jelas semuanya telah tercantum di Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology tahun 1994, namun kendalanya pada sistematikanya bakteri yang
terakhir belum disebutkan secara khusus tentang bakteri-bakteri akuatik
(Waluyo,2009).
Menurut Waluyo (2009), berdasarkan karekteristik lingkungan hidupnya,

bakteri perairan terbagi atas beberapa kelompok yaitu:
a. Bakteri pada Perairan Dalam

Bakteri flora pada perairan dalam berhubungan dengan bakteri dalam tanah.
Sebagian bakteri terikut aliran air yang berasal dari dalam tanah. Telah diteliti bahwa
pada sumber air di beberapa tempat didapatkan bakteri batang gram negatif tak
berspora. Sejumlah mikroorganisme yang terdiri dari genus Achromobacter dan
Flavobacterium dan untuk bakteri gram positif misalnya Micrococcus, Nocardia, dan
Cytophaga. Sedangkan Vibrios, Spirilla, Corynebacteria, dan Mycobacteria tidak
didapatkan. Pada sumber air yang berasal dari lapisan geologis yang berbeda
secara umum memiliki karakter kelompok bakteri yang sama, tetapi berbeda secara
kualitatif dan kuantitatif distribusi spesiesnya. Pada mata air yang terlindung minyak
terdiri sejumlah besar bakteri yang menguraikan hidrokarbon.
b. Bakteri pada Danau-Danau Bergaram

Mayoritas bakteri yang hidup di danau bergaram yang memiliki kadar garam
tinggi dinamakan dengan halofilik. Kebanyakan organisme halofilik ekstrem dapat
berkembang secara optimal dengan kadar garam 20-30 persen. Mereka memiliki

pigmen merah dan contohnya adalah Halobacterium dan Halococcus
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c. Bakteri Laut

Hampir semua bakteri laut adalah halofilik, yakni memerlukan NaCl untuk
perkembangannya yang optimal. Pertumbuhan terbaik pada konsentrasi garam 2,5 -
4,0 persen, dan mikroba laut tidak dapat tumbuh atau dapat tumbuh tetapi sangat
jelek bila ditempatkan di media air tawar. Laut memiliki kandungan garam rata-rata
3,5 persen. Bakteri-bakteri tersebut membutuhkan ion Na® untuk membantu transpor
zat kedalam sel, sedangkan ion CI" berfungsi membantu pertumbuhan.

Kebanyakan bakteri laut dapat diwarnai dengan pewarnaan gram negatif. Pada
penelitian di California diisolasi terdapat 80% bakteri gram negatif di laut dan 36%
bakteri gram negatif di tanah. Pertumbuhan bakteri laut umumnya lebih lambat
dibandingkan dengan tanah.

Proporsi bakteri proteolitik (pengurai protein) pada bakteri laut lebih besar dari
pada kebanyakan bakteri air tawar dan bakteri tanah. Hampir semua bakteri
heterotrofik laut dapat melepaskan amonia dari pepton. Organisme sakarolitik
(pengurai gula) memainkan sedikit peran didalam laut dibandingkan pada habitat
lain. Sebagian besar bakteri laut berupa gram negatif, berflagela, batang tak
berspora.

Pada air laut dan beberapa sedimen di laut perbandingan bakteri berpigmen
besar. Telah dilaporkan bahwa separuh lebih banyak bakteri yang hidup dilaut
adalah berpigmen. Pada media ekstrak yeast-pepton agar proporsi bakteri
berpigmen antara 10-95%. Warna yang nampak adalah kuning, jingga, coklat, dan
merah, lebih banyak daripada warna violet, biru, hitam, atau kehijauan. Bakteri
dengan warna fluoresen hijau, biru, atau kuning juga sering didapat namun hanya
beberapa persen saja. Bakteri berpigmen, adalah bakteri yang mengandung

karotenoid yang mempunyai sifat toleran terhadap cahaya, dan terhambat oleh
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cahaya pada intensitas normal. Suatu efek pengambatan pada kehidupan bakteri
pada zona permukaan air; diasumsikan daerah itu terpapar sinar matahari yang
kuat, maka dari itu hanya sejumlah kecil bakteri yang ditemukan di area permukaan
laut.

2.9.2 Sedimen Padat

Sedimen adalah bahan padat yang sedang atau telah terangkut dari tempat
asalnya melalui udara, air, gravitasi atau es ke lapangan atau posisi rendah
(USDA,1996). Sedimen adalah partikel organik dan anorganik yang terakumulasi
secara bebas (Duxubury et al., 1991). Sedimen didefinisikan secara luas sebagai
material yang diendapkan di dasar suatu cairan (air dan udara), atau secara sempit
sebagai material yang diendapkan oleh air, angin, atau gletser / es
(Wahyuancol,2008).

Sedimen adalah partikel organik dan anorganik yang terakumulasi secara
bebas. Sedimen didefinisikan secara luas sebagai material yang diendapkan di
dasar suatu cairan (air dan udara), atau secara sempit sebagai material yang
diendapkan oleh air, angin, atau gletser / es. Sedangkan endapan sedimen adalah
akumulasi mineral dan fragmen batuan dari daratan yang bercampur dengan tulang-
tulang organisme laut dan beberapa partikel yang terbentuk melalui proses kimiawi
yang terjadi di dalam laut (Gross, 1993).
2.9.2.1 Bakteri Sedimen

Berdasarkan Waluyo (2005), Bakteri yang hidup dalam tanah memegang
peranan penting dalam meningkatkan pertumbuhan dan produksi tanaman. Hal ini
berkaitan dengan kemampuannya mengikat nitrogen dari udara dan mengubah

amonium menjadi nitrat. Termasuk dalam golongan ini bakteri berbentuk basil yang
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mampu membentuk spora. Selain bakteri yang berbentuk batang, terdapat pula

bakteri berbentuk kokus, dan vibrio. Beberapa contoh bakteri tersebut adalah:

1.

Clostridium pasteurianum adalah bakteri yang menfiksasi nitrogen dalam
keadaan anaerob.

Azotobacter chroococcum adalah bakteri yang dapat mengikat nitrogen
dalam keadaan aerob.

Nitrobacter yaitu bakteri yang dapat mengubah amonium menjadi nitrat.
Radicicolas vyaitu bakteri yang mampu hidup bersimbiosis dengan
Leguminosae

Bacillus yaitu bakteri yang dapat mengikatnitrogen, membentuk spora,
rentang pH nya 2-8 dengan rentang temperatur -5°C hingga 75°C meliputi 7-
67%

Pseudomonas terdiri dari 3-15%, beberapa spesiesnya bersifat patogen.
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3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2012-September 2013.
Sampel air dan sedimen diperoleh dari kawasan lumpur Lapindo di desa
Renokenongo, Kecamatan Porong, Kabupaten Sidoarjo. Proses kultur sampai uji
identifikasi bakteri dilaksanakan di Laboratorium Sentral llmu dan Hayati serta
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
Proses pengujian logam berat dan salinitas dilaksanakan di Laboratorium Kimia
Organik dan Biokimia Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam
Universitas Brawijaya Malang; Toyohasi University of Technology, Japan serta

sebagian isolat bakteri diamati di Laboratorium Universitas Kagoshima, Jepang.

3.2 Materi Penelitian
3.2.1 Bahan Penelitian

Bahan-bahan utama yang digunakan adalah air lumpur dan sedimen
padat Lapindo yang didapatkan dari wilayah lumpur panas Lapindo, Sidoarjo.
Media penumbuh bakteri dalam identifikasi bakteri dominan lumpur Lapindo,
Sidoarjo ini terdiri dari NA merck (Nutrient Agar), NB merck (Nutrient Broth).
Bahan-bahan dalam pengujian biokimia bakteri antara lain: TSIA Agar (Triple
Sugar Iron Agar), MRVP Agar (Methyl Red and Voges Proskauer), Nitrat Agar,
Urea Broth, Simmon Sitrat, SIM Agar (Sulfide Indol Matillity), KOH 40%, a-naftol,
Methyl Red, Kovac, didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas
Kedokteran, Universitas Brawijaya Malang. Bahan-bahan dalam pewarnaan
gram antara lain: aquadest, Kristal ungu, Aseton, lodin, Safranin, yellow tip, blue
tip yang didapatkan dari Laboratorium Sentral lIlmu Hayati (LSIH) Universitas

Brawijaya Malang. Bahan-bahan dalam pengujian logam berat pada sampel
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antara lain: HCI+HNO; (Aquaregian), HNO3; (Asam Nitrat) ((NH4).S,0g) Amonium
persulfat, HsPO, (Asam Fosfor) NalO, (Natrium Periodate) [(CsHs)NHNH],CO
(Diphenylcarbazide), (CH;CNOH), (Dimethylglyoxime), lodium, Ammonium Sitrat
yang didapatkan dari Laboratorium Kimia, Fakultas Matematika dan Ilimu
Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya Malang. Bahan-bahan pelengkap
adalah Alumunium foil, plastik wrap, kapas, tisu, lalu kertas saring, kertas
whattman no. 42, alkohol 70%, spirtus, masker serta sarung tangan didapatkan
dari CV. Makmur Sejati, Perumahan Griya Santha Blok | no. 238 Malang.
3.2.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam identifikasi bakteri dominan lumpur
panas Lapindo, Sidoarjo ini terdiri dari Laminer Air Flow (LAF) merk Naire, botol
scott merk Pyrex, tabung reaksi merk Pyrex, rak tabung reaksi, cawan petri merk
Pyrex, pipet volume 10 ml merk Pyrex, bola hisap, erlenmeyer 250 ml merk
Pyrex, 500 ml dan 1000 ml merk Pyrex, gelas ukur 100 ml merk Pyrex, corong
merk Pyrex, beaker glass 500 ml dan 1000 ml merk Pyrex, spatula, autoklaf merk
Sanyo, timbangan digital merk Mettler Toledo, hampan, shaker incubator merk
SI-600R, jarum loop, jarum ose, kompor, sprayer, mikropipet merk Avi-Teck, pH
meter Luton YK-2001PH, termometer merk oxoid, panci, bunsen, coolbox,
microbact identification kit merk oxoid, AAS (Atomic Absorbsion
Spectrophotometer) merk Shimadzu, spektrofotometri merk Thermo Spectronic,
inkubator merk Memmert, cruisable tunk, washing bottle, mikroskop merk
Olympus, kulkas merk Toshiba, objeck glass, cover glass, bunsen, kamera merk

Olympus, refraktometer merk Atago.

3.3 Metode Penelitian
Penelitian ini menggunakan metode eksploratif, dimana metode ini

digunakan untuk mempelajari gejala-gejala serta studi kasus yang masih perlu
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diteliti dan masih sangat kurang diketahui oleh masyarakat umum. Penelitian
jenis ini bertujuan untuk memperdalam pengetahuan mengenai suatu gejala
tertentu, atau mendapatkan ide-ide baru dengan maksud untuk merumuskan
masalahnya secara lebih terperinci atau untuk mengembangkan hipotesa.
Metode ini bertujuan untuk memformulasikan pertanyaan penelitian yang lebih
tepat, sehingga hasil penelitian nanti dapat menjawab pertanyaan-pertanyaan
selanjutnya di masa mendatang (Yumei dan Yulia, 2008).

Metode eksploratif dimasukkan ke dalam jenis penelitian terapan yang
sifatnya sangat longgar, fleksibel, dan tidak terstruktur. Jumlah sampel tidak
perlu terlalu banyak dan jika analisis dari data primer lebih bersifat kualitatif. Jadi
penelitian ini berguna apabila peneliti tidak banyak mengetahui atau sedikit sekali
mengetahui informasi mengenai masalah (Masyhuri dan Zainuddin, 2008).

Peneliti mencoba untuk menggambarkan dan menjelaskan tentang isolasi
bakteri dominan lumpur Lapindo untuk diketahui jenis bakteri dan karakterisasi
nya secara morfologis maupun sifat biokimianya yang diambil dari sampel air
lumpur dan sedimen padat Lapindo, Sidoarjo dengan menggunakan beberapa
uji, yaitu uji mofologis koloni dan sel bakteri, uji biokimia yang dibandingkan
dengan uji 16S rDNA, berdasarkan kondisi lingkungan lumpur Lapindo Sidoarjo
serta untuk mengetahui peranan bakteri termofil dalam proses pengolahan

produk perikanan.

3.4  Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengambilan Sampel

Sampel diambil disekitar semburan lumpur Lapindo Porong Sidoarjo,
terdapat dua macam sampel yang diambil yaitu berupa sedimen padat dan
lumpur bercampur air. Masing-masing sampel diambil dari 5 titik yang berbeda

dan disetiap titik dilakukan 3 kali pengambilan sampel, kemudian dimasukkan
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menjadi satu kedalam botol scott steril kemudian ditutup dan dibawa kembali ke
laboratorium dan disimpan dalam kulkas suhu 4°C hingga digunakan untuk
mempertahankan kualitas sampel yang diambil. Pengambilan sampel dilakukan
di 5 titik dengan tujuan bahwa sampel tersebut telah mewakili kondisi lingkungan
secara keseluruhan sehingga didapatkan hasil yang representative atau layak.
Pengambilan sampel terbagi atas 2 macam, yaitu botol scott steril dipersiapkan
khusus untuk sampel dalam kultur (air lumpur dan sedimen padat), sedangkan
botol scoot non steril untuk mengambil air Lapindo yang akan dipergunakan
sebagai bahan dalam pembuatan larutan isotonis pengganti Nafis 0.9 % saat
pengenceran bertingkat. Deskripsi lokasi pengambilan sampel dapat dilihat pada

gambar 9. Langkah-langkah pengambilan sampel dapat dilihat pada Lampiran 2.

Gambar 18. Lokasi pengambilan sampel air lumpur dan sedimen padat

Lapindo

3.4.2 Pengukuran Parameter Fisika dan Kimia Lingkun  gan
3.4.2.1 Pengukuran Suhu

Pengukuran suhu dilakukan pada masing-masing sampel, yaitu
pengukuran suhu pada sampel air dan pengukuran suhu pada sampel sedimen.
Pengukuran suhu dilakukan di 5 titik yang berbeda dan disetiap titik dilakukan
sebanyak 3 kali sebagai faktor koreksi agar didapatkan data yang representative

atau layak. Pengukuran suhu secara langsung dilakukan ditempat pengambilan
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sampel. Termometer di tancapkan langsung pada sampel air maupun sedimen
kemudian dibaca suhunya. Pengukuran suhu dapat dilihat pada gambar 10.

Langkah-langkah pengukuran suhu sampel dapat dilihat pada Lampiran 3.1

Gambar 19. Pengukuran suhu air lumpur dan sedimen padat Lapindo

3.4.2.2 Pengukuran pH

Pengukuran pH dilakukan pada masing-masing sampel, yaitu pengukuran
pH pada sampel air dan pengukuran pH pada sampel sedimen. Pengukuran pH
dilakukan di 5 titik yang berbeda dan disetiap titik dilakukan sebanyak 3 kali
sebagai faktor koreksi agar didapatkan data yang representative atau layak.
Sampel air Lapindo dimasukkan kedalam beaker glass 500 ml kemudian pH
meter dimasukkan kedalam beaker glass dan dicatat pH nya. Sedangkan untuk
sampel sedimen, sedimen padat dimasukkan kedalam beaker glass 500 ml lalu
ditambahkan sedikit aquades yang memiliki pH netral setelah itu pH meter
dimasukkan ke dalam beaker glass dan dicatat pH nya. Pengukuran pH
dilakukan di laboratorium mikrobiologi LSIH, Universitas Brawijaya, Malang
menggunakan pH meter. Pengukuran pH dapat dilihat pada gambar 11.

Langkah-langkah pengukuran pH dapat dilihat pada Lampiran 3.2
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Gambar 20. Pengukuran pH sampel air lumpur dan sedimen padat Lapindo
3.4.2.3 Pengukuran Salinitas
Pengukuran salinitas air Lapindo dilakukan dengan menggunakan
refraktrometer. Pengukuran salinitas dilakukan di 5 titik yang berbeda dan
disetiap titik dilakukan sebanyak 3 kali sebagai faktor koreksi agar didapatkan
data yang representative atau layak. Pada sampel air Lapindo masing-masing
diambil satu tetes kemudian diteteskan pada prisma refraktometer, kemudian
ditutup dan dilihat ke arah sumber cahaya melalui lensa belakang refraktometer
untuk mendapatkan kadar salinitasnya. Kemudian dilakukan hal yang sama pada
sampel sedimen lumpur Lapindo. Pengukuran salinitas air dan sedimen Lapindo
dapat dilihat pada gambar 12. Langkah-langkah pengukuran salinitas dapat

dilihat pada Lampiran 3.3

Gambar 21. Pengukuran Salinitas dengan Refraktometer

3.4.2.4 Pengukuran Kadar Logam Berat (AAS dan Spek  trofotometer)
Pengukuran kadar logam berat dilakukan pada masing-masing sampel
dengan menggunakan metode Atomic Absorbsion Spectrophotometer (AAS)
dan spektrofotometer. Pada metode AAS sampel sedimen ditimbang sebanyak 2
gram dan untuk sampel air diukur 100 ml. kemudian dimasukan ke cawan
porselen dan ditambahkan aquregia yang terdiri dari (HCI dan HNO3) sebanyak 5
ml yang ditujukan untuk melarutkan logam dalam sampel. Berdasarkan
Kristianingrum (2013), Aqua regia yaitu campuran asam klorida pekat dan asam
nitrat pekat dengan perbandingan volume 3:1 mampu melarutkan logam-logam

mulia seperti emas dan platina yang tidak larut dalam HCI pekat dan HNO; pekat.
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Reaksi yang terjadi jika 3 volume HCI pekat dicampur dengan 1 volume HNO;
pekat:
3 HCl(aqg) + HNO3(ag) —— Clx(g) + NOCI(g) + 2H,0(l)

Gas klor (Cl,) dan gas nitrosil klorida (NOCI) inilah yang mengubah logam
menjadi senyawa logam klorida dan selanjutnya diubah menjadi kompleks anion
yang stabil yang selanjutnya bereaksi lebih lanjut dengan CI. Setelah itu
dipanaskan diatas kompor listrik sampai kadar air pada sampel sedimen hilang
sedangkan pada sampel air dipanaskan selama 10 menit. kemudian didinginkan
dan ditambahkan sebanyak 10 ml larutan HNOs; 2,5 N encer dan dipanaskan
kembali selama 5 menit kemudian disaring ke labu 25 ml untuk ditambahkan
aguades sampai tanda batas labu. Lalu dikocok sampai homogen kemudian
sampel dibaca dengan AAS dengan menggunakan lampu katoda sesuai dengan
logam berat yang akan diuji dan dicatat absorbansinya. Pengukuran logam berat
dengan menggunakan AAS dapat dilihat pada gambar 13. Langkah-langkah
pengujian logam berat dengan AAS (Atomic Absorbsion Spectrophotometer)

dapat dilihat pada Lampiran 3.4

Gambar 22. Pengukuran Kadar Logam Berat dengan AAS
Untuk pengujian logam Ni dengan metode spektrofotometer dilakukan
pada sampel air dan sedimen lumpur Lapindo. Pada sampel sedimen ditimbang
2 gram. Kemudian ditambah aquaregia (HNO; + HCI) sebanyak 5 ml yang

berfungsi untuk melarutkan logam Ni yang berada dalam sampel. Berdasarkan
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Kristianingrum (2013), Aqua regia yaitu campuran asam klorida pekat dan asam
nitrat pekat dengan perbandingan volume 3:1 mampu melarutkan logam-logam
mulia seperti emas dan platina yang tidak larut dalam HCI pekat dan HNO; pekat.
Reaksi yang terjadi jika 3 volume HCI pekat dicampur dengan 1 volume HNO;
pekat:
3 HCl(ag) + HNO3z(ag) ——— Clx(g) + NOCI(g) + 2H,0(l)

Gas klor (Cl;) dan gas nitrosil klorida (NOCI) inilah yang mengubah logam
menjadi senyawa logam klorida dan selanjutnya diubah menjadi kompleks anion
yang stabil yang selanjutnya bereaksi lebih lanjut dengan CI. Kemudian
ditambahkan HNO; encer (2,5 N) sebanyak 10 ml agar logam larut lebih
sempurna. Setelah itu sampel dididihkan hingga asat atau kadar air hilang untuk
mempercepat reaksi pelarutan logam dalam sampel dan didinginkan. Lalu
disaring pada labu 100 ml dan ditambahkan aquades hingga 100 ml jika hasil
saringan kurang dari 50 ml dan didapatkan filtrat. Setelah itu filtrat diambil 50 ml
dan ditambahkan 10 ml Amonium Sitrat (CsH14N,O7) yang berfungsi sebagai
pengikat logam Ni. Lalu ditambahkan 5 ml larutan lodium yang berfungsi sebagai
larutan buffer, kemudian ditambahkan 20 ml Jlarutan (CH3(NOH),)
(Dimethylglyoxime) yang berfungsi sebagai pengkompleks logam Ni.
Berdasarkan Zajac et al.,, (2010), Nikel mempunyai sifat umum yang
hypersensitif. Sebuah gangguan utama dalam estimasi nikel adalah kobalt, besi
atau tembaga. Sehingga reaksi complexometric antara nikel dengan
dimethylglyoxime merupakan salah satu metode yang telah dikembangkan untuk
mengatasi masalah ini. Setelah itu ditambahkan kembali aquades hingga 100 ml
dan didamkan selama 10 menit. Lalu dibaca di spektrofotometer dengan panjang
gelombang 530 nm untuk dicatat absorbansinya. Langkah-langkah pengujian

logam berat Ni dengan Spektrofotometer dapat dilihat pada Lampiran 3.5
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Untuk pengujian logam Ni dengan metode spektrofotometer dilakukan
pada sampel air dan sedimen lumpur Lapindo. Pada sampel air diukur 100 ml.
Kemudian ditambah aquaregia (HNOs; + HCI) sebanyak 5 ml yang berfungsi
untuk melarutkan logam Ni yang terdapat di dalam sampel. Berdasarkan
Kristianingrum (2013), Aqua regia yaitu campuran asam klorida pekat dan asam
nitrat pekat dengan perbandingan volume 3:1 mampu melarutkan logam-logam
mulia seperti emas dan platina yang tidak larut dalam HCI pekat dan HNO; pekat.
Reaksi yang terjadi jika 3 volume HCI pekat dicampur dengan 1 volume HNO;
pekat:

3 HCl(aqg) + HNO3(agq) —— Cl3(g) + NOCI(g) + 2H,0(l)

Gas klor (Cly) dan gas nitrosil klorida (NOCI) inilah yang mengubah logam
menjadi senyawa logam klorida dan selanjutnya diubah menjadi kompleks anion
yang stabil yang selanjutnya bereaksi lebih lanjut dengan CI. Setelah itu
ditambahkan HNO; encer (2,5 N) sebanyak 10 ml agar logam larut lebih
sempurna. Setelah itu sampel dididihkan hingga asat atau kadar air hilang untuk
mempercepat reaksi pelarutan logam dalam sampel dan didinginkan. Lalu
disaring pada labu 100 ml dan ditambahkan aquades hingga 100 ml jika hasil
saringan kurang dari 50 ml dan didapatkan filtrat. Setelah itu filtrat diambil 50 ml
dan ditambahkan 10 ml Amonium Sitrat (CsH14N,O7) yang berfungsi sebagai
pengikat logam Ni. Lalu ditambahkan 5 ml larutan lodium yang berfungsi
sebagai larutan buffer. kemudian ditambahkan 20 ml larutan (CHs(NOH),)
(Dimethylglyoxime) yang berfungsi sebagai pengkompleks logam Ni.
Berdasarkan Zajac et al.,, (2010), Nikel mempunyai sifat umum yang
hypersensitif. Sebuah gangguan utama dalam estimasi nikel adalah kobalt, besi
atau tembaga. Sehingga reaksi complexometric antara nikel dengan
dimethylglyoxime merupakan salah satu metode yang telah dikembangkan untuk

mengatasi masalah ini. Setelah itu ditambahkan kembali aquades hingga 100 ml
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dan didamkan selama 10 menit. Lalu dibaca di spektrofotometer dengan panjang
gelombang 530 nm untuk dicatat absorbansinya. Langkah-langkah pengujian
logam berat Ni dengan Spektrofotometer dapat dilihat pada Lampiran 3.5

Untuk pengujian logam Cr dengan metode spektrofotometer dilakukan
pada sampel air dan sedimen lumpur Lapindo. Pada sampel sedimen ditimbang
2 gram. Kemudian ditambah asam nitrat (HNO3) pekat sebanyak 10 ml yang
berfungsi untuk melarutkan logam Cr dalam sampel. Setelah itu dididihkan
sampai asat atau kadar air hilang, kemudian didinginkan. Berdasarkan Ward et
al., (1969), asam nitrat yang mendidih digunakan untuk menghancurkan sampel,
sehingga logam tersebut mudah dilarutkan dengan rebusan asam nitrat,
penggunaan asam nitrat ini dikarenakan lebih aman jika dibandingkan asam
peklorat panas. Kemudian ditambahkan HNO; encer (2,5 N) sebanyak 10 ml lalu
dipanaskan kembali selama + 10 menit agar logam dalam sampel terekstraksi
(larut) lebih sempurna dan disaring kedalam labu ukur 100 ml agar didapatkan
filtrat. Setelah itu filtrat diambil sebanyak 10 ml dan dimasukkan kedalam tabung
reaksi, lalu ditambahkan 2 ml [(CsHs)NHNH],CO (Diphenylcarbazide) sebagai
pengkompleks logam Cr pada pH asam sehingga akan membentuk warna ungu
violet. Menurut (Clesceri et al., 1998). Penentuan Cr dalam air dengan APHA
3500-Cr, digunakan Diphenylcarbazide sebagai pengkompleks. Prinsip dari
metode ini dapat dijelaskan sebagai berikut: penentuan Cr dapat dilakukan
dengan menambahkan pengkompleks Diphenylcarbazide pada pH asam
sehingga nanti akan memberikan warna ungu violet. Kemudian dikocok dan
dibaca di spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 nm untuk dicatat
absorbansinya. Langkah-langkah pengujian logam berat Cr dengan
Spektrofotometer dapat dilihat pada Lampiran 3.5

Untuk sampel air pada pengujian logam Cr dengan metode

spektrofotometer. Air sampel diukur sebanyak 100 ml. Kemudian ditambah
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asam nitrat (HNOj) pekat sebanyak 10 ml yang berfungsi untuk melarutkan
logam Cr dalam sampel. Setelah itu dipanaskan sampai + 10 menit, kemudian
didinginkan. Berdasarkan Ward et al.,, (1969), asam nitrat yang mendidih
digunakan untuk menghancurkan sampel, sehingga logam tersebut mudah
dilarutkan dengan rebusan asam nitrat, penggunaan asam nitrat ini dikarenakan
lebih aman jika dibandingkan asam peklorat panas. Kemudian disaring kedalam
labu ukur 100 ml agar didapatkan filtrat dan ditambahkan aquades hingga
volume menjadi 100 ml. Setelah itu filtrat diambil sebanyak 10 ml dan
dimasukkan kedalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 2 ml [(C¢Hs)NHNH].CO
(Diphenylcarbazide) sebagai pengkompleks logam Cr pada pH asam sehingga
akan membentuk warna ungu violet. Menurut (Clesceri et al., 1998). Penentuan
Cr dalam air dengan APHA 3500-Cr, digunakan Diphenylcarbazide sebagai
pengkompleks. Prinsip dari metode ini dapat dijelaskan sebagai berikut:
penentuan Cr dapat dilakukan dengan menambahkan pengkompleks
Diphenylcarbazide pada pH asam sehingga nanti akan memberikan warna ungu
violet. Setelah itu dikocok dan dibaca di spektrofotometer dengan panjang
gelombang 540 nm untuk dicatat absorbansinya. Langkah-langkah pengujian
logam berat Cr dengan Spektrofotometer dapat dilihat pada Lampiran 3.5

Untuk pengujian logam Mn dengan metode spektrofotometer dilakukan
pada sampel air dan sedimen lumpur Lapindo. Pada sampel sedimen ditimbang
2 gram dan pada sampel air diukur 100 ml. Kemudian ditambah asam nitrat
(HNO3) sebanyak 10 ml yang berfungsi untuk melarutkan logam Mn dalam
sampel dengan cara mengoksidasi dari ion Mn ke Mn?*. Setelah itu dididihkan
sampai asat atau kadar air hilang, kemudian didinginkan. Berdasarkan Ward et
al., (1969), asam nitrat yang mendidih digunakan untuk menghancurkan sampel,
sehingga logam tersebut mudah dilarutkan dengan rebusan asam nitrat,

penggunaan asam nitrat ini dikarenakan lebih aman jika dibandingkan asam
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peklorat panas. Setelah itu ditambahkan [(NH,4).S,0g] (Amonium Persulfat) yang
berfungsi sebagai pengikat ion logam Mn* dengan cara menghilangkan
senyawa oksida nitrat (NO), dan larutan HsPO, (Asam Fosfor/Phosphoric Acid)
sebanyak 10 ml yang berfungsi sebagai larutan buffer, sehingga pada pH
tersebut terjadi proses pengkompleksasian yang lebih sempurna tanpa
gangguan dari ion-ion yang lain. Lalu didihkan untuk mempercepat reaksi
kemudian didinginkan. Setelah itu ditambahkan NalO, (Natrium Periodate)
sebanyak 0,1 gram yang berfungsi sebagai pengkompleks logam Mn yang
nantinya akan membentuk warna ungu violet. Berdasarkan DR 2800
Spectrophotometer (2007), mangan (Mn) dalam sampel dioksidasi menjadi
warna ungu dengan Natrium Periodate, warna ungu berbanding lurus dengan
konsentrasi mangan, yang hasilnya telah diukur pada panjang gelombang 525
nm. Lalu dipanaskan + 70°C hingga terbentuk warna merah lembayung (merah
keunguan). Setelah itu dibaca di spektrofotometer dengan panjang gelombang
525 nm untuk dicatat absorbansinya. Langkah-langkah pengujian logam berat
Mn dengan Spektrofotometer dapat dilihat pada Lampiran 3.5

Menurut Ulrich dan Oliver (2013), sebagian besar mangan mengandung
sedikit baja. Sebuah metode kolorimetrik berdasarkan warna ungu yang
digunakan untuk karakteristik dari ion MnO4. Metode ini didasarkan pada
pembubaran baja dalam asam nitrat yang juga mengoksidasi Mn ke Mn**. Reaksi
yang terjadi adalah:

3Mn + 2NO3 + 8H" <===> 3Mn*" + 2NO + 4H,0

Oksida nitrat yang dihasilkan harus dihilangkan karena akan bereaksi dengan
periodat dan dengan demikian akan menghambat oksidasi ion Mn*.
Penghapusan NO dicapai melalui pemanasan hingga mendidih dan penambahan
Amonium Peroxydisulfate (NH,4),S,0s. Senyawa yang juga dikenal sebagai

Amonium Persulfat. Reaksi yang terjadi adalah:
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2NO + 3S,05” + 4H,0 <===> 2NO3 + 6S0,” + 8H"
Peroxydisulfate juga mengoksidasi dan menghilangkan karbon atau bahan
organik lainnya. S,0s> adalah agen pengoksidasi kuat. Ini mungkin akan
mengoksidasi beberapa ion manganous ke MnO, yang akan membentuk
endapan coklat. Penambahan sejumlah kecil Natrium Bisulfit NaHSO; akan
mengurangi MnO, kembali ke Mn?*. Asam fosfat ditambahkan ke larutan untuk
mencgah gangguan apapun dari ion besi yang dapat membentuk kompleks
warna, sehingga akan menimbulkan masalah karena mengalami oksidasi antara
cerium (llI) dan kromium (lll) dengan adanya periodat dan dapat menunjukan
penyerapan yang signifikan dari cahaya pada panjang gelombang yang sama

untuk mengukur absorbansinya.

Gambar 23. Pengukuran Kadar Logam Berat dengan Spektrofotometer

3.4.3 Kultur Bakteri Massal

Kultur bakteri massal pada sampel air dan sedimen lumpur Lapindo
menggunakan metode tuang yang dilakukan sebagai langkah awal untuk
mengetahui macam-macam jenis bakteri yang mampu tumbuh di air dan
sedimen lumpur panas Lapindo. Sehingga peneliti dapat memilih dan
menentukan bakteri dominan yang tumbuh pada sampel untuk diuji lebih lanjut.
Kultur bakteri secara massal ini menggunakan metode tuang yang termodifikasi

milik Surtiningsih et al., (2009) dan Pelczar and Chan, (1986).
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3.4.3.1 Air

Kultur bakteri secara acak (massal) dilakukan pertama kali terhadap
sampel air Lapindo. Pertama-tama dilakukan sterilisasi terhadap semua alat dan
bahan yang akan digunakan. Kemudian sampel air Lapindo diambil dari kulkas
lalu disaring dengan menggunakan kertas whattman no. 42 sebanyak 10 ml.
Penyaringan dilakukan didalam LAF untuk mencegah terjadinya kontaminasi dari
bakteri lain. Kemudian disiapkan larutan pengencer, larutan pengencer ini
digunakan air Lapindo yang disaring menggunakan kertas saring lalu
dimasukkan kedalam tabung reaksi masing-masing berisi 9 ml sebanyak 9
tabung untuk pengenceran dari 10® hingga 10™° dan 90 ml sebanyak 1
erlenmeyer 250 ml untuk pengenceran 10" kemudian dilakukan sterilisasi
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit.

Kultur bakteri dilakukan dengan menggunakan media NA Merck
sebanyak 8,4 gram yang dilarutkan dengan air Lapindo sebanyak 420 ml, karena
kultur dilakukan dari 10™ hingga 10™° secara duplo dengan metode tuang dan 1
cawan petri berisi blanko atau kontrol (-) sebagai standar apakah terjadi
kontaminasi selama penanaman. Kemudian diinkubasi selama 72 jam dengan
suhu 47°C dimana setiap 24 jam sekali pertumbuhan bakteri diamati. Lalu hasil
didapatkan. Langkah-langkah kultur bakteri massal sampel air dapat dilihat pada
Lampiran 4.
3.4.3.2 Sedimen

Kultur bakteri secara acak (massal) dilakukan terhadap sampel sedimen
lumpur Lapindo. Pertama-tama dilakukan sterilisasi terhadap semua alat dan
bahan yang akan digunakan. Kemudian sampel Lapindo diambil dari kulkas dan
diambil sampel sedimen sebanyak 10 gram, pengambilan sampel sedimen
dilakukan didalam LAF untuk mencegah terjadinya kontaminasi dari bakteri lain.

Kemudian disiapkan larutan pengencer, larutan pengencer ini digunakan air
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Lapindo yang disaring menggunakan kertas saring lalu dimasukkan kedalam
tabung reaksi masing-masing berisi 9 ml sebanyak 9 tabung untuk pengenceran
dari 102 hingga 10 dan 90 ml sebanyak 1 erlenmeyer 250 ml untuk
pengenceran 10" kemudian dilakukan sterilisasi menggunakan autoklaf dengan
suhu 121°C selama 15 menit.

Kultur bakteri dilakukan dengan menggunakan media NA Merck
sebanyak 8,4 gram dengan air Lapindo sebanyak 420 ml, karena kultur dilakukan
dari 10" hingga 10" secara duplo dengan metode tuang dan 1 cawan petri
berisi blanko atau kontrol (-) sebagai standar apakah terjadi kontaminasi selama
penanaman. Kemudian diinkubasi selama 72 jam suhu 47°C dimana setiap 24
jam sekali pertumbuhan bakteri diamati. Lalu hasil didapatkan. Langkah-langkah
kultur bakteri massal sampel sedimen dapat dilihat pada Lampiran 4.

3.4.4 Isolasi Bakteri Target

Isolasi atau pemurnian bakteri target dilakukan agar didapatkan biakan
bakteri target yang benar-benar murni. Isolasi bakteri target ini dilakukan dengan
menggunakan metode tuang, dengan menggunakan 2 macam media, yaitu
media NB (Nutrient Broth) dan media NA (Nutrient Agar). Isolasi bakteri target ini
menggunakan metode tuang yang termodifikasi milik Nanda et al., (2010) dan
Pelczar and Chan, (1986)

Pertama-tama isolat bakteri target pada masing-masing sampel air dan
sedimen dikultur dengan mengambil 1 loop isolat bakteri kemudian dimasukkan
kedalam media NB (Nutrient Broth) steril secara duplo dan 1 tabung reaksi berisi
blanko atau kontrol (-) yang digunakan sebagai standar apakah terjadi
kontaminasi selama penanaman. Kemudian diinkubasi dalam shaker incubator
dengan kecepatan 80 rpm suhu 47°C selama 3 hari, hingga terjadi perubahan
kepekatan atau kekeruhan pada media NB yang menandakan adanya

pertumbuhan pada bakteri. Setelah itu diinokulasikan dengan cara dikultur pada
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media NA (Nutrient Agar) untuk mengoptimalkan pertumbuhan bakteri yang
diinginkan dari 10 hingga 107 secara duplo dan ditambah 1 cawan petri berisi
blanko atau kontrol (-) sebagai standar apakah terjadi kontaminasi selama
penanaman. Kemudian diinkubasi dengan suhu 37°C selama 5 hari. Lalu hasil
didapatkan. Langkah-langkah isolasi bakteri target sampel air dan sedimen dapat
dilihat pada Lampiran 5.
3.4.5 Uiji Karakteristik Bakteri

Karakteristik bakteri dominan lumpur Lapindo berdasarkan metode
Samanta et al., (2012) yang termodifikasi, meliputi morfologi koloni bakteri yang
meliputi bentuk koloni, warna koloni, tepi koloni dan elevasi koloni. Kemudian
morfologi sel bakteri yang meliputi pewarnaan gram dan bentuk sel bakteri, serta
pengujian biokimia, yang meliputi uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar), uji MR
(Methyl Red), uji VP (Voges Proskauer), uji SIM (Sulfide Indol Motillity), uji
Urease, uji Nitrat, dan uji Sitrat kemudian ditunjang dengan pengujian biokimia
menggunakan microbact identification kits. Secara keseluruhan langkah-langkah
dalam uji karakteristik bakteri dominan lumpur Lapindo dapat dilihat pada
Lampiran 6.
3.4.5.1 Morfologi Koloni Bakteri
a. Bentuk Koloni

Bentuk koloni bakteri dilakukan secara visual menggunakan mata
telanjang. Pengamatan bentuk koloni dilakukan setelah didapatkan isolat bakteri
target yang telah murni, setelah diisolasi dengan metode tuang yang diinokulasi
dari media NB ke media NA pada cawan petri. Kemudian diidentifikasi bentuk
koloni bakteri tersebut.
b. Warna Koloni

Warna koloni bakteri dilakukan secara visual menggunakan mata

telanjang. Pengamatan warna koloni dilakukan setelah didapatkan isolat bakteri
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target yang telah murni, setelah diisolasi dengan metode tuang yang diinokulasi
dari media NB ke media NA pada cawan petri. Kemudian diidentifikasi warna
koloni bakteri tersebut.
c. Tepi Koloni

Tepi koloni bakteri dilakukan secara visual menggunakan mata telanjang.
Pengamatan tepi koloni dilakukan setelah didapatkan isolat bakteri target yang
telah murni, setelah diisolasi dengan metode tuang yang diinokulasi dari media
NB ke media NA pada cawan petri. Kemudian diidentifikasi tepi koloni bakteri
tersebut.
d. Elevasi Koloni

Jenis Elevasi koloni bakteri dilakukan secara visual menggunakan mata
telanjang. Pengamatan elevasi koloni dilakukan setelah didapatkan isolat bakteri
target yang telah murni, setelah diisolasi dengan metode tuang yang diinokulasi
dari media NB ke media NA pada cawan petri. Kemudian diidentifikasi elevasi
koloni bakteri tersebut.
3.4.5.2 Morfologi Sel Bakteri
a. Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram sel bakteri dilakukan menggunakan teknik pengecatan
gram modifikasi milik Sogaard et al., (2007). Pewarnaan gram dilakukan untuk
mengetahui jenis gram dari bakteri yang akan diidentifikasi apakah termasuk
dalam gram positif atau gram negatif. Pewarnaan gram dilakukan setelah
mengetahui morfologi koloni bakteri, kemudian diamati dibawah mikroskop
dengan perbesaran 1000x. Adapun prosedur pewarnaan gram adalah sebagai
berikut diambil sedikit isolat bakteri kemudian ambil 1 ose Nafis steril 0,9% dan
dihomogenkan diatas objek glass dan difiksasi sampai kering. Kemudian ditetesi
kristal violet dan didiamkan selama 30 detik kemudian dibilas dengan akuades,

Setelah itu ditetesi dengan iodine didiamkan selama 30 detik dan dibilas dengan
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akuades, selanjutnya ditetesi dengan aseton alkohol dan didiamkan tidak boleh
lebih dari 7 detik kemudian dibilas dengan akuades dan terakhir ditetesi safranin
dan didiamkan 30 detik kemudian dibilas dengan akuades kemudian diamati
dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000x. Langkah-langkah pengecatan
gram bakteri dapat dilihat pada Lampiran 6.1

b. Bentuk Sel Bakteri

Bentuk sel bakteri dilakukan setelah pewarnaan gram. Identifikasi bentuk
sel bakteri dilakukan dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000x untuk
mengetahui bentuk sel dari bakteri tersebut, apakah berbentuk basil, coccus,
atau spiral.
3.4.5.3 Uji Biokimia

Uji biokimia ditujukan untuk mengetahui sifat biokimia dari bakteri
tersebut, proses pengujian biokimia pada penelitian ini dilakukan sebanyak dua
kali, yaitu pengujian biokimia secara manual modifikasi milik Cappucino and
Sherman (1983), dan pengujian biokimia dengan menggunakan Microbact
Identification Kits (Oxoid, 2003), sebagai pembanding dan pelengkap uji biokimia
agar didapatkan hasil yang representatif.

a. TSIA (Triple Sugar Iron Agar)

Pengujian TSIA (Triple Sugar Iron Agar) dilakukan dengan cara
mengambil masing-masing satu ose isolat bakteri target yang telah murni dengan
menggunakan jarum ose, kemudian ditusukkan hingga mencapai setengah dasar
medium “butt” untuk mengetahui adanya gelembung dan terbentuknya H,S pada
media TSIA miring. Kemudian dengan isolat yang sama, jarum ose langsung
digoreskan pada bagian lereng media TSIA miring “slant”. Kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 hingga 48 jam. Apabila pada bagian “butt” berwarna
kuning maka menandakan bahwa media berubah menjadi asam yang berarti

bahwa bakteri mampu memfermentasi glukosa, sedangkan apabila “butt”
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berwarna merah atau pink maka hal tersebut menandakan bahwa media
berubah menjadi alkaline (basa) yang berarti bahwa bakteri tidak mampu
memfermentasi glukosa. Kemudian apabila pada bagian “slant” berwarna kuning
hal tersebut menandakan bahwa bakteri mampu memfermentasi laktosa dan
atau sakarosa dengan asam. Sedangkan apabila “slant” berwarna merah atau
pink hal tersebut menandakan bahwa bakteri tidak mampu memfermentasi
laktosa dan atau sakarosa. Lalu apabila pada bekas tusukan jarum ose terdapat
rongga udara maka hal tersebut menandakan bahwa bakteri menghasilkan gas
dan apabila terdapat warna hitam maka hal tersebut menandakan terbentuknya
H,S pada media TSIA Langkah-langkah uji biokimia TSIA dapat dilihat pada
Lampiran 6.2.1

b. SIM (Sulfide Indol Motillity)

Pengujian SIM (Sulfide Indol Motillity) dilakukan dengan cara
mengambil masing-masing satu ose isolat bakteri target ditusukkan pada media
SIM (Sulfide Indol Motility) dengan cara ditusuk secara tegak lurus di tengah-
tengah media, kemudian diinkubasi dengan suhu 37°C selama + 18-24 jam.
Setelah itu media SIM ditetesi 10 tetes pereaksi indol (kovac). Bila pada bekas
tusukan media timbul kekeruhan seperti kabut berarti menandakan bakteri
tersebut bergerak atau motil, sedangkan apabila dipermukaan media terbentuk
cincin merah hal tersebut menandakan bahwa terbentuk indol pada media, serta
apabila pada media terdapat warna hitam, hal tersebut menandakan bahwa
terbentuk sulfur pada media Langkah-langkah uji biokimia SIM dapat dilihat pada
Lampiran 6.2.1.

c. Urease

Pengujian urease dilakukan dengan cara mengambil masing-masing satu

ose isolat bakteri target yang telah murni dengan menggunakan jarum ose,

kemudian diinokulasikan dengan cara digoreskan pada medium urea agar
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miring, lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 hingga 48 jam. Apabila
medium berubah warna menjadi merah atau pink, hal tersebut menandakan
bahwa bakteri tersebut mampu menghasilkan enzim urease sehingga terbentuk
senyawa amoniak. Sedangkan apabila medium tidak berubah warna atau tetap
berwarna kuning, hal tersebut menandakan bahwa bakteri tersebut tidak mampu
menghasilkan enzim urease sehingga tidak terbentuk senyawa amoniak.
Langkah-langkah uji biokimia urease dapat dilihat pada Lampiran 6.2.1
d. Sitrat

Pengujian sitrat dilakukan dengan cara mengambil masing-masing satu
ose isolat bakteri target yang telah murni dengan menggunakan jarum ose,
kemudian diinokulasikan dengan cara digoreskan pada medium simmons citrat
miring. Lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 48-96 jam. Apabila media
simmons citrat berubah menjadi warna biru, maka hal tersebut menandakan
bahwa bakteri menunjukkan reaksi positif yang berarti bahwa bakteri mampu
menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon, dan apabila media
simmons citrat tidak berubah warna atau tetap berwarna hijau, maka hal tersebut
menandakan bahwa bakteri menunjukkan reaksi negatif yang berarti bahwa
bakteri tidak mampu menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon.
Langkah-langkah uji biokimia sitrat dapat dilihat pada Lampiran 6.2.1
e. Nitrat

Penguijian nitrat dilakukan dengan cara mengambil masing-masing satu
ose isolat bakteri target yang telah murni dengan menggunakan jarum ose,
kemudian diinokulasikan kedalam media nitrat broth, lalu diinkubasi pada suhu
37°C selama 24-48 jam. Apabila setelah diinkubasi larutan nitrat berubah
menjadi keruh hal tersebut menunjukkan bahwa bakteri menunjukkan reaksi
positif yang berarti bahwa bakteri mampu mereduksi nitrat menjadi nitrit dan

apabila larutan nitrat tidak berubah kekeruhan maka hal tersebut menunjukkan



81

bahwa bakteri tidak dapat mereduksi nitrat menjadi nitrit. Langkah-langkah uji
biokimia nitrat dapat dilihat pada Lampiran 6.2.1
f. MR (Methyl Red)

Pengujian MR (Methyl Red) dilakukan dengan cara mengambil masing-
masing satu ose isolat bakteri target yang telah murni dengan menggunakan
jarum ose, kemudian diinokulasikan pada media MRVP, lalu diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24-48 jam. Setelah itu media MRVP ditetesi larutan metil
merah sebanyak 5 tetes dan dikocok hingga homogen. Apabila media MRVP
berubah menjadi merah, maka hal tersebut menandakan bahwa bakteri
menunjukkan reaksi positif yang menunjukkan bahwa bakteri mampu
mengoksidasi glukosa dengan memproduksi asam berkonsentrasi tinggi, dan
apabila media MRVP tidak berubah warna atau tetap berwarna kuning, maka hal
tersebut menunjukkan bahwa bakteri menunjukkan reaksi negatif yang
menunjukkan bahwa bakteri tidak mampu mengoksidasi glukosa dengan
memproduksi asam berkonsentrasi tinggi. Langkah-langkah uji biokimia MR
dapat dilihat pada Lampiran 6.2.1
g. VP (Voges Proskauer)

Pengujian VP (Voges Proskauer) dilakukan dengan cara mengambil
masing-masing satu ose isolat bakteri target yang telah murni dengan
menggunakan jarum ose, kemudian diinokulasikan pada media MRVP, lalu
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24-48 jam. Setelah itu media MRVP
ditambahkan larutan «-naftol lalu dihomogenkan sebentar. Lalu ditambahkan
larutan KOH 40%. Dimana perbandingan larutan a-naftol dengan KOH 40%
adalah 3:1 dengan beturut-turut sebanyak 0,6:0,2 ml pada setiap ml larutan
MRVP. Setelah itu diamkan selama 2-4 jam untuk mereaksikannya. Apabila
media MRVP berubah warna menjadi merah muda hingga merah tua, maka hal

tersebut menandakan bahwa bakteri menunjukkan reaksi yang positif yang
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berarti bahwa dalam pertumbuhan bakteri telah terbentuk asetilkarbinol sebagai
produk antara dari proses metabolisme karbohidrat. Sedangkan apabila media
MRVP tidak berubah warna atau tetap berwarna kuning, maka hal tersebut
menandakan bahwa bakteri menunjukkan reaksi yang negatif yang berarti bahwa
dalam pertumbuhan bakteri tidak terbentuk asetilkarbinol sebagai produk antara
dari proses metabolisme karbohidrat. Langkah-langkah uji biokimia VP dapat
dilihat pada Lampiran 6.2.1
3.4.5.4 Uji Microbact Identification Kits
Identifikasi bakteri dengan pengujian biokimia juga dilakukan dengan

menggunakan Microbact Identification Kits. Untuk pengujian bakteri gram positif
bias digunakan GNB 12B saja, sedangkan GNB 12A diabaikan. Uji bakteri gram
negatif menggunakan 1 set yaitu GNB 12A/B/E 24E. Cara penggunaannya yang
pertama dilakukan adalah melakukan uji oksidasi untuk menentukan jenis
Microbact ldentification Kits yang digunakan. Kultur isolate bakteri yang akan
diidentifikasi diambil sedikit dengan jarum ose, kemudian ditempatkan pada
kertas oksidase (Bactident Oxidase Kit), diamati perubahan warnanya selama
60 detik, apabila timbul warna ungu menunjukkan oksidase positif, maka harus
memakai microbact MB-12A + MB-12B atau microbact 24E. namun apabila
tidak berwarna menunjukkan oksidasi negatif, maka bias memakai microbact
MB-12A saja atau bisa juga MB 12A + MB 12B atau MB 24E
- Pengujian Sifat Biokimia Dengan Microbact

Uji biokimia dengan MB-12A/E meliputi uji lysine, uji omithin, uji H,S, uji
glukosa, uji manitol, uji xylose, uji ONPG, uji indol, uji urease, uji VP, uji Citrate
dan uji TDA. Uji biokimia dengan MB-12B meliputi uji gelatin, uji malonat, uiji
inositol, uji sorbitol, uji ramnosha, uji sucrose, uji lactose, uji arabinosa, uji

adanitol, uji rafinosa, uji salisin, dan uji arginin.
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» Pengisian Microbact

Microbact yang telah disiapkan kemudian ditarik seal penutupnya dan
larutan bakteri sebanyak 4 tetes diteteskan pada setiap sumur microbact. Pada
sumur lysine, omithin, H,S pada MB 12A dan sumur arginin pada MB-12B
ditetesi dengan mineral oil sebanyak 1-2 tetes, setelah itu seal ditutup kembali
dan microbact diinkubasi selama 12-18 jam pada suhu 37°C di dalam inkubator.
* Pembacaan Microbact

Microbact diambil dari incubator kemudian ditarik seal penutupnya dan
ditambahkan dengan reagent pada:
- Sumur nomor 8 dengan indol kovact, 2 tetes
- Sumur nomor 10 dengan VP 1 (larutan 40% KOH) dan VP Il (larutan 40%

Alpha;Napthol) masing-masing 1 tetes.
- Sumur nomor 12 dengan TDA 1 tetes.
* Evaluasi Hasil

Dari sumur-sumur microbact dilihat apakah positif atau negatif dengan cara
membandingkan dengan table warna kunci. Angka-angka oktal didapat dari
penjumlahan reaksi positif saja, dari tiap-tiap kelompok (3 sumur didapatkan 1
angka oktal). Spesies bakteri dapat dilihat pada program computer berdasarkan
angka-angka oktal. Sebagai perbandingan dicocokkan sifat-sifatnya berdasarkan
Bergeys Manual of Determinative Bacteriology. Langkah-langkah uji biokimia

dengan Microbact Identification Kits dapat dilihat pada Lampiran 6.2.2
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kondisi Lingkungan Lumpur Lapindo Sidoarjo
Lingkungan sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan bakteri. Adapun
kondisi lingkungan dari lumpur Lapindo Sidoarjo adalah sebagai berikut:

Tabel 4. Kondisi Lingkungan Lumpur Lapindo Sidoarjo

JENIS SAMPEL PARAMETER UJI_ L_INGKUNGKAN
Suhu Salinitas pH

Air Lapindo 45°C +0,288675135 30 ppt 7,8+ 0,125830574
Sedimen Lapindo 48°C+ 0,204124145 - 7,5+ 0,090061707
Berdasarkan hasil penelitian dalam pengukuran dengan parameter yang

meliputi pengukuran suhu, pH, dan salinitas diperoleh rata-rata data pada tiap
sampel. Pada sampel air Lapindo memiliki suhu 45°C + 0,288675135 yang
didapatkan dari data suhu 45°C, 45°C, 45,2°C, 45,7°C, 45°C; dan pH 7,8 +
0,125830574 yang didapatkan dari data pH 7,8; 7,6; 7,8; 7,9; 7,9, serta salinitas
sebesar 30 ppt. Sedangkan pada sampel sedimen Lapindo memiliki suhu 48°C +
0,204124145 yang didapatkan dari data suhu 48°C, 48°C, 47,8°C, 48°C, 47,8°C;
dan pH 7,5 £ 0,090061707 yang didapatkan dari data pH 7,6; 7,4; 7,5; 7,6; 7,6.
Pada suhu sampel air Lapindo sebesar 45°C dan suhu pada sampel
sedimen lumpur Lapindo sebesar 48°C, hal tersebut dapat dikarenakan
semburan lumpur Lapindo yang keluar dari perut bumi. Berdasarkan
Koesoemadinata (2006), Banyak para ahli geologi yang menganalogikan
semburan lumpur panas Lapindo dengan gejala alam yang disebut gunung
lumpur / mud volcano yang banyak tersebar di Indonesia (khususnya di
Indonesia Timur dikenal dengan istilah poton), bahkan di Jawa Timur Utara pun
banyak diketemukan, seperti Bleduk Kuwu dekat Purwodadi, Gunung Anyar
dekat Surabaya bahkan di selatan Kali Porong, yang di masa lalu

menyemburkan lumpur tetapi sekarang sudah mati. Dan definisi dari Mud
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Volcano adalah suatu gunung api lumpur yang berbentuk suatu kerucut tanah liat
dan lumpur berukuran kecil, yang pada umumnya kurang dari 1-2 m tingginya.
Gunung api lumpur kecil ini terbentuk dari campuran air panas dan sedimen
halus (tanah liat dan lumpur) dimana terdapat (1) aliran perlahan dari suatu
lubang seperti suatu arus lahar cair; atau (2) menyembur ke udara seperti suatu
air mancur lahar yang melepaskan air mendidih dan gas vulkanis. Tanah liat dan
lumpur yang secara khas berasal dari gas batuan vulkanik padat dan panas yang
terlepas dari magma yang dalam di bawah memutar air bawah tanah menjadi
suatu campuran panas dan asam yang secara kimiawi merubah batuan vulkanik
menjadi fraksi lumpur dan tanah liat.

Pada salinitas air Lapindo sebesar 30 ppt atau 30.000 ppm, sehingga air
Lapindo dikategorikan dalam air payau dengan keasinan yang tinggi yang
didapatkan dari perhitungan dengan ppt (part per thousand) = 1/1000 = 103,
sedangkan untuk ppm (part per million) = 1/1.000.000 = 10°°, sehingga 1 ppm =
0,001 ppt. Kandungan salinitas yang tinggi diduga dari sumber material yang
keluar dari luapan lumpur Lapindo berasal dari campuran air yang memiliki kadar
salinitas tinggi (air laut). Menurut Satrio et al., (2012), yang menyatakan bahwa
adanya kontribusi dari air tanah atau air laut terhadap air yang keluar dari pusat
semburan lumpur Lapindo. Sedangkan pada sampel sedimen padat Lapindo
tidak terdeteksi adanya salinitas dikarenakan sampel yang berbentuk padatan.
Berdasarkan SIEJ (2013), Keasinan atau salinitas sumber air berdasarkan
kandungan garam yang dihitung dengan ppm atau part per million. Berdasarkan
parameter tersebut maka air tawar memiliki kurang dari 1.000 ppm, air tawar
sedikit payau antara 1.000 ppm hingga 3.000 ppm. Air payau biasa 3.000 ppm
hingga 10.000 ppm. Air payau dengan keasinan tinggi mempunyai kadar garam
10.000 ppm hingga 35.000 ppm. Sedangkan salinitas air laut diatas 35.000 ppm.

Berdasarkan SNI tahun 2002, tentang penyusunan neraca sumberdaya, Bagian
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1: Sumber daya air spasial menjelaskan bahwa salinitas air laut berkisar antara
35 ppt.

Pada pH baik sampel air lumpur maupun sedimen padat Lapindo dapat
dikategorikan basa, karena memiliki pH lebih dari 7. Menurut Dennifa (2008),
Skala pH (power of hydrogen) berkisar dari 10 sampai 14. Nilai 7 menunjukkan
suatu zat bersifat netral (tidak asam-tidak basa).Suatu asam memiliki nilai pH
yang lebih kecil dari 7. Semakin nilai pH mendekati angka O, maka tingkat
keasamannya semakin kuat, sedangkan jika nilai pH suatu zat mendekati 7,
maka tingkat keasamannya semakin lemah (berkurang). Senyawa basa memiliki
nilai pH yang lebih besar dari 7. Semakin nilai pH mendekati nilai 14, tingkat
kebasaannya semakin kuat. Kemudian dapat disimpulkan bahwa sampel air
maupun sedimen termasuk kedalam kategori pH yang tinggi ini hal tersebut
dikarenakan berhubungan dengan kadar salinitas yang tinggi. Berdasarkan
Brotowidjoyo et al., (1995), pH air laut umunya berkisar antara 7.6 — 8.3, dan
ditambahkan oleh Rindayani (2013), pH ini sudah disesuaikan dengan pH air
payau yang berkisar antara 6,5 hingga 8.

Tabel 5. Kadar Logam Berat di Lingkungan Lumpur Lapindo Sidoarjo

SK Gubernur
Jenis Sampel Jawa Timur | INDONESIA* | W.H.O*
Jenis (ppm) NO.45 Tahun (Ppm) (ppm) TUT*
Logam 2002
Berat . . Maks. Maks.
Alr Sedimen ppm (mg/L) | Diperbolehk | diperbole Air
Lapindo | Lapindo an hkan (ppm)
Pb 0,69 2,69 3 0,01 0,1 0,04
Hg 0,23 0,59 0,01 0,001 - -
Cu 0,07 0,27 5 1,0 15 0,0
Fe 0,76 6,48 20 1,0 1,0 0,52
Zn 0,03 0,49 20 15 15 0,36
Cr 0,02 0,06 2 0,05 0,05 0,03

|
Tidak ada | Tidak ada
|

Tidak ada

Au

0,42 2,12

Tidak ada

Tidak ada

Tidak ada
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(*) Sumber: Suriawiria (2003) dengan judul “Kandungan Kimia di Dalam Air yang
Diperkenankan”.
(**) Toyohasi University of Technology (2012), Inoue M. and Matsumoto Y.

Berdasarkan data hasil penelitian kadar logam berat yang terkandung di
air maupun sedimen lumpur Lapindo tidaklah sama. Hal tersebut dibuktikan
dengan pengujian kadar logam berat dengan menggunakan AAS dan
spektrofotometri dengan menggunakan 10 uji logam berat dikarenakan logam-
logam tersebut umum terdapat dilingkungan. Adapun logam-logam berat yang
diujikan adalah logam Pb, Hg, Cu, Fe, Zn, Cr, Cd, Ni, Mn, dan Au. Penguijian
logam berat tersebut ditujukan sebagai informasi dasar yang dapat digunakan
untuk mengetahui konsentrasi logam berat yang kemungkinan akan diabsorb
oleh biota air, khususnya ikan sehingga dapat mengurangi kualitas dari ikan
tersebut.

Pada sampel air Lapindo logam Pb yang terkandung sebesar 0,69 ppm
sedangkan pada sampel sedimen Lapindo sebesar 2,69 ppm. Pada sampel air
Lapindo logam Hg yang terkandung sebesar 0,23 ppm sedangkan pada sampel
sedimen Lapindo sebesar 0,59 ppm. Pada sampel air Lapindo logam Cu yang
terkandung sebesar 0,07 ppm sedangkan pada sampel sedimen Lapindo
sebesar 0,27 ppm. Pada sampel air Lapindo logam Fe yang terkandung sebesar
0,76 ppm sedangkan pada sampel sedimen Lapindo sebesar 6,48 ppm. Pada
sampel air Lapindo logam Zn yang terkandung sebesar 0,03 ppm sedangkan
pada sampel sedimen Lapindo sebesar 0,49 ppm. Pada sampel air Lapindo
logam Cr yang terkandung sebesar 0,02 ppm sedangkan pada sampel sedimen
Lapindo sebesar 0,06 ppm. Pada sampel air Lapindo logam Cd tidak terdapat
kadar logam Cd, sedangkan pada sampel sedimen Lapindo sebesar 0,03 ppm.
Pada sampel air Lapindo logam Ni yang terkandung sebesar 1,02 ppm

sedangkan pada sampel sedimen Lapindo sebesar 3,39 ppm. Pada sampel air
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Lapindo logam Mn yang terkandung sebesar 39,16 ppm sedangkan pada sampel
sedimen Lapindo sebesar 528 ppm. Pada sampel air Lapindo logam Au yang
terkandung sebesar 0,42 ppm sedangkan pada sampel sedimen Lapindo
sebesar 2,12 ppm.
Sehingga diperoleh hasil bahwa kandungan logam berat yang terkandung
di sampel air dan sedimen rata-rata paling banyak dikandung oleh sampel
sedimen Lapindo. Hal tersebut dikarenakan logam berat terakumulasi di sedimen
lumpur Lapindo yang memadat, sedangkan pada sampel air lumpur Lapindo
logam berat tersuspensi atau terlarut diseluruh aliran air lumpur Lapindo
sehingga logam berat tersebut menyebar ke seluruh wilayah aliran lumpur.
Selain itu kandungan logam berat yang tinggi pada sampel sedimen dikarenakan
tingginya pH yang dapat menyebabkan logam berat tersebut mengendap.
Berdasarkan Verloo (1993), pH larutan tanah akan berpengaruh langsung
terhadap kelarutan unsur logam berat. Walaupun peningkatan pH tanah akan
menyebabkan logam berat mengendap, tetapi yang lebih penting yaitu pengaruh
secara tidak langsung melalui pengaruhnya dalam kapasitas pertukaran kation,
dan ditambahkan oleh Sutamihardja et al., (1982), Hal tersebut berkaitan dengan
sifat — sifat logam berat yaitu :
1. Sulit didegradasi, sehingga mudah terakumulasi dalam lingkungan perairan
dan keberadaannya secara alami sulit terurai (dihilangkan);
2. Dapat terakumulasi dalam organisme termasuk kerang dan ikan, dan akan
membahayakan kesehatan manusia yang mengkonsumsi organisme tersebut;
3. Mudah terakumulasi di sedimen, sehingga konsentrasinya selalu lebih tinggi
dari konsentrasi logam dalam air. Di samping itu sedimen mudah tersuspensi
karena pergerakan masa air yang akan melarutkan kembali logam yang
dikandungnya ke dalam air, sehingga sedimen menjadi sumber pencemar

potensial dalam skala waktu tertentu.
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Sedangkan secara keseluruhan kadar logam berat tertinggi adalah logam
Mn dengan hasil 39,16 ppm pada sampel air Lapindo dan 528 ppm pada sampel
sedimen Lapindo. Kemudian kadar logam berat terendah adalah logam Cd
dengan hasil “—* pada sampel air Lapindo dan 0,03 ppm pada sampel sedimen
Lapindo. Rendahnya kadar logam Cd dikarenakan sifat dari logam Cd
(Cadmium) yang tidak larut dalam basa sehingga logam Cd tidak dapat larut
pada sampel air maupun sedimen lumpur Lapindo. Berdasarkan Awaludin et al.,
(2010), sifat logam Cadmium (Cd) terdiri atas sifat fisik dan sifat kimia. Adapun
sifat-sifat fisik nya adalah logam berwarna putih keperakan, mengkilat,
lunak/mudah ditempa dan ditarik, dan titik lebur rendah, sedangkan sifat
kimianya adalah Cd tidak larut dalam basa, larut dalam H,SO, encer dan HCI
encer Cd + H,SO,—»CdSO, + H,, Cd tidak menunjukkan sifat amfoter, Bereaksi
dengan halogen dan non logam seperti S, Se, P, Cd adalah logam yang cukup
aktif, Dalam udara terbuka, jika dipanaskan akan membentuk asap coklat CdO,
memiliki ketahanan korosi yang tinggi, Cdl, larut dalam alkohol.

Sedangkan Tingginya kandungan Mangan (Mn) dikarenakan logam
Mangan merupakan kandungan yang paling banyak terdapat di laut, selain itu
logam Mangan mampu stabil di suhu yang tinggi. Berdasarkan (Redaksi chem.-
is-try.org tahun 2008), Penemuan sejumlah besar senyawa mangan di dasar
lautan merupakan sumber mangan dengan kandungan 24%, bersamaan dengan
unsur lainnya dengan kandungan yang lebih sedikit. Logam mangan bersifat
ferromagnetik setelah diberi perlakuan. Logam murninya terdapat sebagai bentuk
allotropik dengan empat jenis. Salah satunya, jenis alfa, stabil pada suhu luar
biasa tinggi; sedangkan mangan jenis gamma, yang berubah menjadi alfa pada
suhu tinggi, dikatakan fleksibel, mudah dipotong dan ditempa.

Apabila dibandingkan dengan SK Gubernur Jawa Timur NO. 45 Tahun

2002 Tentang Baku Mutu Limbah Cair Bagi Industri atau Kegiatan Usaha
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Lainnya di Jawa Timur, maka kandungan logam berat yang terkandung di dalam
air dan sedimen lumpur Lapindo yang memenuhi standar aman logam berat di
lingkungan adalah logam Fe, Cu, Zn, Cr, dan Cd. Namun, pada logam berat Mn,
Hg, Pb, dan Ni melebihi standar batas aman logam berat dilingkungan.
Sedangkan apabila dibandingkan dengan standar kandungan kimia di air
secara Nasional (Indonesia) dan W.H.O diperoleh hasil bahwa logam berat yang
terkandung di air lumpur Lapindo yang memenuhi standar aman logam berat di
lingkungan air yaitu logam Fe, Cu, Zn, Cr, dan Cd. Namun, pada logam berat Pb,
Hg, dan Mn melebihi standar aman kandungan logam berat yang diperbolehkan

di air.

4.2 Morfologi Koloni dan Sel Bakteri Dominan Lumpur Lapindo Sidoarjo

Tabel 6. Morfologi Koloni Bakteri

MORFOLOGI KOLONI
KODE ISOLAT FOTO
BENTUK WARNA TEPI ELEVASI
Al Bulat Putih tipis Rata Datar
S1 Bulat Kunl_ng Rata_ Timbul
keputihan | berlapis

Berdasarkan data hasil penelitian didapatkan bahwa morfologi koloni
isolat bakteri A1 memiliki bentuk bulat, berwarna putih tipis dan tepiannya rata
dengan elevasi sel datar. Sedangkan morfologi koloni isolat bakteri S1 memliki
bentuk bulat, elevasi sel timbul, berwarna kuning keputihan, dimana warna

kuning terdapat pada bagian dalam dan warna putih terdapat pada lapisan luar
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bakteri, sehingga tepian sel bakteri terlihat rata berlapis karena terdapat dua
lapisan warna.

Tabel 7. Morfologi Sel Bakteri

KODE ISOLAT BIORE PR FOTO
GRAM BENTUK SEL
Al NEGATIF BASIL
S1 NEGATIF BASIL

Berdasarkan data hasil penelitian morfologi sel yang diamati dibawah
mikroskop perbesaran 1000x diperoleh hasil bahwa isolat bakteri A1 memiliki ciri
sel bakteri berwarna merah setelah dilakukan pengecatan gram sehingga isolat
bakteri dikelompokkan kedalam bakteri gram negatif dan saat diamati dibawah
mikroskop bakteri A1 memiliki bentuk sel basil atau batang. Sedangkan morfologi
sel isolat bakteri S1 memiliki ciri sel bakteri berwarna merah setelah dilakukan
pengecatan gram sehingga isolat bakteri juga dikelompokkan kedalam bakteri
gram negatif dan saat diamati dibawah mikroskop bakteri S1 memiliki bentuk sel

basil atau batang.

4.3 Karakteristik ~ Bakteri Dominan Lumpur Lapindo Si doarjo
Berdasarkan Uji Biokimia
Uji biokimia merupakan salah satu uji yang digunakan untuk
mengkarakteristikan suatu spesies bakteri yang didasarkan pada produksi enzim
yang dimiliki oleh setiap spesies bakteri.Tabel dibawah ini merupakan hasil dari

uji biokimia pada isolat Al dan S1.
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Tabel 8. Karakteristik bakteri dominan yang diisolasi dari sampel air dan sedimen

lumpur Lapindo Sidoarjo berdasarkan uji biokimia

KODE KARAKTERISTIK UJI BIOKIMIA
ISOLAT
TSIA SIM | UREASE | SITRAT | NITRAT | MR | VP
A/A NEG
Al G (+) NEG POS POS POS NEG | POS
H,S (-) | POS
A/A NEG
S1 G (+) NEG POS POS POS NEG | POS
H,S (-) | POS
Keterangan:
NEG = Negatif
POS = Positif
G =Gas

A/A = Asam/Asam

a. Isolat dengan kode Al

Berdasarkan hasil pengujian biokimia pada isolat dengan kode Al
mempunyai sifat biokimia sebagai berikut: pada uji TSIA didapatkan hasil bahwa
isolat A1 mampu memfermentasi glukosa, laktosa, dan atau sakarosa dengan
asam dan disertai dengan terbentuknya gas yang ditandai dengan terbentuknya
warna kuning didasar “butt” dan dilereng “slant” pada media TSIA, namun bakteri
tidak mampu membentuk gas sulfur atau H,S yang dihidrolisis dari asam amino
karena tidak terbentuk warna hitampada media. Pada uji SIM didapatkan hasil
bahwa isolat Al tidak mampu memecah asam amino triptofan karena tidak
terbentuk cincin merah dipermukaan media SIM, dan isolat Al tidak mampu
membentuk senyawa sulfur karena tidak terbentuk warna hitam pada media SIM,
namun terjadi pergerakan atau motilitas pada media yang ditandai dengan

adanya perubahan warna dalam media bekas tusukan menjadi keruh. Pada uiji
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urease didapatkan hasil bahwa isolat A1 mampu menghasilkan enzim urease
sehingga terbentuk senyawa amoniak yang ditandai perubahan warna pada
media urease menjadi warna pink. Pada uiji sitrat didapatkan hasil bahwa isolat
Al mampu menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon yang
ditandai dengan berubahnya warna media dari hijau menjadi biru. Pada uji nitrat
didapatkan hasil bahwa isolat A1 mampu mereduksi nitrat menjadi nirit yang
ditandai dengan terjadinya perubahan kekeruhan pada media nitrat broth. Pada
uji MR didapatkan hasil bahwa isolat Al tidak mampu mengoksidasi glukosa
dengan memproduksi asam campuran yang ditandai dengan tidak adanya
perubahan warna pada media MRVP. Pada uji VP didapatkan hasil bahwa isolat
Al mampu membentuk asetilkarbinol sebagai hasil dari proses metabolisme
karbohidrat yang ditandai dengan adanya warna merah pada media
MRVP.Adapun gambar hasil uji biokimia isloat A1 dapat dilihat pada Lampiran
12.
b. Isolat dengan kode S1

Berdasarkan hasil pengujian biokimia pada isolat dengan kode S1
mempunyai sifat biokimia sebagai berikut: pada uji TSIA didapatkan hasil bahwa
isolat S1 mampu memfermentasi glukosa, laktosa, dan atau sakarosa dengan
asam dan disertai dengan terbentuknya gas yang ditandai dengan terbentuknya
warna kuning didasar “butt” dan dilereng “slant” pada media TSIA, namun bakteri
tidak mampu membentuk gas sulfur atau H,S yang dihidrolisis dari asam amino
karena tidak terbentuk warna hitam pada media. Pada uji SIM didapatkan hasil
bahwa isolat S1 tidak mampu memecah asam amino triptofan karena tidak
terbentuk cincin merah dipermukaan media SIM, dan isolat S1 tidak mampu
membentuk senyawa sulfur karena tidak terbentuk warna hitam pada media SIM,
namun terjadi pergerakan atau motilitas pada media yang ditandai dengan

adanya perubahan warna dalam media bekas tusukan menjadi keruh. Pada uiji
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urease didapatkan hasil bahwa isolat S1 mampu menghasilkan enzim urease
sehingga terbentuk senyawa amoniak yang ditandai perubahan warna pada
media urease menjadi warna pink.Pada uji sitrat didapatkan hasil bahwa isolat
S1 mampu menggunakan sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon yang
ditandai dengan berubahnya warna media dari hijau menjadi biru.Pada uji nitrat
didapatkan hasil bahwa isolat S1 mampu mereduksi nitrat menjadi nirit yang
ditandai dengan terjadinya perubahan kekeruhan pada media nitrat broth.Pada
uji MR didapatkan hasil bahwa isolat S1 tidak mampu mengoksidasi glukosa
dengan memproduksi asam campuran yang ditandai dengan tidak adanya
perubahan warna pada media MRVP. Pada uji VP didapatkan hasil bahwa isolat
S1 mampu membentuk asetilkarbinol sebagai hasil dari proses metabolisme
karbohidrat yang ditandai dengan adanya warna merah pada media MRVP.

Adapun gambar hasil uji biokimia isloat S1 dapat dilihat pada Lampiran 12.

4.4 Karakteristik ~ Bakteri Dominan  Lumpur Lapindo Si doarjo

Berdasarkan Microbact Identification Kits

Pengujian dengan menggunakan microbact identification kits ini bertujuan
untuk mendukung hasil pengujian biokimia secara manual. Berdasarkan
penelitian diperoleh hasil yang berbeda pada kedua isolat bakteri lumpur Lapindo
(Al dan S1).
a. Isolat dengan kode Al

Berdasarkan penelitian diperoleh hasil uji biokimia dengan menggunakan

microbact identification kits dengan 1 set GNB 24E atau GNB 12A/B/E karena
diketahui bahwa isolat A1 merupakan bakteri gram negatif. Pada isolat A1 hanya
menggunakan microbact GNB 12A/E saja dikarenakan pada saat dilakukan uji

oksidase menunjukkan hasil negatif (tidak terjadi perubahan warna). Pengujian
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dengan GNB 12A/E meliputi: uji lysine, uji ornithine, uji H,S, uji glukosa, uiji
mannitol, uji xylose, uji ONPG, uji indol, uji urease, uji VP, uji sitrat, uji TDA.

Pada isolat Al diperoleh hasil yaitu: uji lysine (+), uji ornithine (+), uji H,S (-),
uji glukosa (+), uji mannitol (+), uji xylose (+), uji ONPG (+), uji indol (-), uji urease
(+), uji VP (+), uji sitrat (+), uji TDA (-). Adapun gambar hasil uji biokimia dengan
menggunakan microbact identification kits isloat A1 dapat dilihat pada Lampiran
13.

b. Isolat dengan kode S1

Berdasarkan penelitian diperoleh hasil uji biokimia dengan menggunakan
microbact identification kits dengan 1 set GNB 24E atau GNB 12A/B/E karena
diketahui bahwa isolat S1 merupakan bakteri gram negatif. Pada isolat S1 hanya
menggunakan microbact GNB 12A/E saja dikarenakan pada saat dilakukan uji
oksidase menunjukkan hasil negatif (tidak terjadi perubahan warna). Pengujian
dengan GNB 12A/E meliputi: uji lysine, uji ornithine, uji H,S, uji glukosa, uji
mannitol, uji xylose, uji ONPG, uji indol, uji urease, uji VP, uji sitrat, uji TDA.

Pada isolat S1 diperoleh hasil yaitu: uji lysine (-), uji ornithine (-), uji H>S (-),
uji glukosa (+), uji mannitol (+), uji xylose (+), uji ONPG (-), uji indol (-), uji urease
(), uji VP (-), uji sitrat (-), uji TDA (-). Adapun gambar hasil uji biokimia dengan
menggunakan microbact identification kits isloat S1 dapat dilihat pada Lampiran

13.

4.5 Pendugaan Jenis Bakteri Dominan Lumpur Lapindo Sidoarjo
Pendugaan jenis bakteri dominan lumpur Lapindo Sidoarjo dilakukan
dengan menggunakan uji biokimia (Microbact Identification Kits) yang mengacu
pada pedoman identifikasi bakteri (Bergey's Manual Determinative Bacteriology)
kemudian dibandingkan dengan uji 16S rDNA berdasarkan penelitian

Prof.Ir.Sukoso M,Sc Ph,D untuk mengetahui jenis bakteri secara pasti.
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Tabel 9. Hasil Pendugaan Isolat Bakteri A1 dan S1

Enterobacter gergoviae Marinobacter lutaoensis
Klebsiella rhinoscleromatis Marinobacter hydrocarbonoclasticus
(*) Berdasarkan penelitian Prof.Ir.Sukoso M.Sc Ph.D

Pada hasil penelitian menggunakan uji biokimia (Microbact Identification
Kits) yang mengacu pada pedoman identifikasi bakteri (Bergey’s Manual
Determinative Bacteriology) diperoleh hasil bahwa diduga bakteri dengan kode
isolat A1 memiliki jenis spesies Enterobacter gergoviae dengan ketepatan
88,58% dan dibandingkan dengan hasil penelitian uji 16S rDNA diperoleh jenis
spesies pada isolat A1 adalah Marinobacter lutaoensis. Sedangkan, pada isolat
bakteri dengan kode S1 dengan menggunakan uji biokimia (Microbact
Identification Kits) yang mengacu pada pedoman identifikasi bakteri (Bergey’s
Manual Determinative Bacteriology) diperoleh hasil bahwa diduga spesies bakteri
tersebut ialah Klebsiella rhinoseleromatis dengan ketepatan 88,67% dan bila
dibandingkan dengan hasil penelitian uji 16S rDNA diperoleh hasil spesies isolat
bakteri tersebut adalah Marinobacter hydrocarbonoclasticus.

Marinobacter lutaoensis merupakan sebuah bakteri laut heterotrofik dan
tahan panas, dengan strain T5054 yang diisolasi dari sumber air panas di pantai
Lutao,Taiwan. M. Lutaoensis sangat aerobik, gram negatif, tidak membentuk
spora dan motil dengan menggunakan satu sampai beberapa flagel.Stain T5054
memerlukan Na* untuk pertumbuhannya dan optimal pada suhu sekitar 45°C, pH
7 dan 3-5% NacCl. Strain tersebut berisi iso C-15:0 sebagai asam lemak yang
paling berlimpah dan ubiquinone-8 sebagai satu-satunya kuinon isoprenoid.
Marinobacter lutaoensis tidak memerlukan vitamin atau faktor pertumbuhan
organik lainnya, dan dapat tumbuh pada glukosa, manitol, dan berbagai asam

organik dan asam amino sebagai sumber koarbon tunggal. Berdasarkan hasil
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analisis filogenetik rDNA 16S, menunjukkan bahwa strain T5054 dapat
diklasifikasikan sebagai spesies baru dalam genus Marinobacter. Nama
Marinobacter lutaoensis sp. Diusulkan sebagai bakteri baru pada bulan
November (Shieh et al.,2003).

Marinobacter hydrocarbonoclasticus SP17 berbentuk biofilm khusus yang
terdapat dipermukaan antara air dan senyawa hidrofobik (HOCS) yang
digunakan sebagi sumber karbon dan energi, pembentukan biofilm pada antara
permukaan HOC air telah diakui sebagai strategi untuk mengatasi rendahnya
ketersediaan substrat ini yang hampir tidak larut air, yang dapat menimbulkan
peningkatan mekanisme asimilasi HOCS melalui pembentukan biofilm. Senyawa
organik hidrofobik (HOCS) meliputi, lemak, hidrokarbon serta beberapa polutan
organik tersebar luas dilingkungan tetapi lemah larut dalam air dan dapat
menimbulkan terjadinya asimilasi oleh bakteri heterotrofik. Pembentukan biofilm
pada antar permukaan air (HOC’) merupakan strategi yang digunakan oleh
Marinobacter hydrocarbonoclasticus SP 17 (ATCC 49840) untuk mengatasi
bioavailabilitas rendah HOCS. SP17 diisolasi dari sedimen kronis yang
terkontaminasi minyak karena kemampuannya untuk menggunakan alkana
sebagai  satu-satunya sumber karbon dan = energi. Marinobacter
hydrocarbonoclasticus adalah gram negatif, bersifat aerobik, motil, tidak
membentuk spora dan bakteri berbentuk batang ini menunjukkan sifat
halotoleran yang ekstrim (0,08-3,5 M NaCl) dan mensintesis ectoine sebagai
osmoprotectan (Grimaud et.al.,2012).

Pada family Enterobacteriaceae genus Enterobacter merupakan lactose
fermenters, memiliki sifat-sifat sebagai bakteri bentuk batang gram negatif, motil,
agak mukoid, dan aktifitas fermentasi lebih terbatas dibandingkan dengan
Klebsiella (Alimsardjono,2012). Bakteri Enterobacter gergoviae 57-7 adalah

bakteri endofit oportunistik karena ia dapat hidup ditanah (An et al.,2007)
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Berdasarkan Naresh et.al., (2013), Hasil fisiologi dan biokimia bakteri
Enterobacter gergoviae adalah Gram negatif, morfologi sel (batang pendek),
Moatility (+), tidak terpigmentasi, tidak berspora,urease (+), indol (-), MR (-), VP
(+), Gelatin (-), phenyl alanine deaminase (+), L-Arabinose (+), Cellobiose (+),
Dulcitol (-), Glycerol (+), Laktosa (+), Maltosa (+), Mannitol (+), Raffinose (+),
Sukrosa (+), Trehalose (+), Xylose (+), D-Sorbitol (-)

Genus Klebsiella berada dalam keluarga Enterobacteriaceae. Jenis
spesies Klebsiella yang didapatkan dari pasien rhinoscleroma kemudian diberi

nama dengan Klebsiella rhinoscleromatis (Trevisan,1985).
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5. PENUTUP

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian tentang Isolasi dan Karakterisasi Bakteri

Termofilik Isolat A1 dan S1 dari Air Lumpur dan Sedimen Padat Lapindo,

Sidoarjo dapat disimpulkan bahwa:

Isolat A1 dan S1 termasuk kedalam kelompok bakteri termofilik karena
mampu tumbuh pada suhu lebih dari 45°C dan diketahui memiliki enzim
termostabil yang tidak mudah terdenaturasi pada suhu tinggi, yang dapat
dimanfaatkan dalam pengolahan produk perikanan, misalnya dalam
pembuatan kitin dan kitosan.

Pada Isolat Al diketahui jenis spesies bakteri dengan nama Marinobacter
lutaocensis yang diperoleh berdasarkan hasil uji 16S rDNA yang dilakukan
oleh Prof. Ir. Sukoso M.Sc, Ph.D dan memiliki sifat biokimia serupa dengan
Enterobacter gergoviae dengan ketepatan 88,58% yang mengacu pada
pedoman identifikasi bakteri (Bergey’s Manual Determinative Bacteriology)
serta memiliki morfologi koloni berbentuk bulat, berwarna putih tipis, memiliki
tepi yang rata dan berelevasi datar, lalu morfologi sel nya berbentuk basil dan
gram negatif, mampu hidup pada kondisi lingkungan lumpur Lapindo Sidoarjo
yang memiliki suhu 45°C; pH 7,8 memiliki kadar salinitas sebesar 30 ppt atau
dikategorikan dalam air payau dengan keasinan yang tinggi, dan beberapa
kandungan logam berat yaitu Pb, Hg, Cu, Fe, Zn, Cr, Cd, Ni, Mn, Au dengan
kadar tertinggi adalah logam Mn, sebesar 39,16 ppm dan tidak ditemukan
kandungan logam Cd atau nihil.

Pada isolat S1 diketahui jenis spesies bakteri dengan nama Marinobacter
hydrocarbonoclasticus yang diperoleh berdasarkan hasil uji 16S rDNA yang

dilakukan oleh Prof. Ir. Sukoso M.Sc, Ph.D dan memiliki sifat biokimia serupa
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dengan Klebsiella rhinoscleromatis dengan ketepatan 88,67% yang mengacu
pada pedoman identifikasi bakteri (Bergey’'s Manual Determinative
Bacteriology) serta memiliki morfologi koloni berbentuk bulat, berwarna
kuning keputihan, memiliki tepi yang rata berlapis dan berelevasi timbul, lalu
morfologi sel nya berbentuk basil dan gram negatif, mampu hidup pada
kondisi lingkungan lumpur Lapindo Sidoarjo yang memiliki suhu 48°C; pH 7,5
dan beberapa kandungan logam berat yaitu Pb, Hg, Cu, Fe, Zn, Cr, Cd, Ni,
Mn, Au dengan kadar tertinggi adalah logam Mn sebesar 528 ppm, dan

terendah adalah kandungan logam Cd sebesar 0,03 ppm.

5.2 SARAN

Saran yang dapat diberikan dari penelitian ini adalah perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui karakteristik bakteri dengan lebih
terperinci sehingga informasi yang didapat lebih lengkap dan dapat dilakukan
penanganan ataupun pemanfaatan mengenai jenis bakteri tersebut khususnya

dibidang pengolahan produk perikanan yang menggunakan suhu tinggi.
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LAMPIRAN

LAMPIRAN 1. Skema Kerja Penelitian

Sampel Air Lumpur dan Sedimen Padat

109

v v
Kultur Kondisi Lingkungan
3 Lumpur Lapindo
Penentuan Bakteri
Dominan v _+_ v v
7 pH Salinitas Suhu Logam
- - Berat
Diisolasi ‘
| v v
v v Triplo Duplo
Uji Uji Uji | |
Karakteristik | Karakteristik Biokimia v
Morfologi Morfologi Sel Hasil
Koloni
MR l
Microbact Identification Kits
Bentuk || Pewarnaan
Gram VP
Warna
Bentuk Sel
Bakteri TSIA
Tepi
Urease
Elevasi
Nitrat
Sitrat

SIM
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LAMPIRAN 2. Pengambilan Sampel

Air lumpur Lapindo Sedimen Lumpur Lapindo

A\ 4
Diambil sebanyak 3 kali
pengambilan dari sekitar 200 meter
dari pusat semburan lumpur lapindo

A\ 4
Dimasukkan ke dalam botol
scoot 1000 mL

A\ 4
Diletakkan dalam coolbox dan dibawa ke
Laboratorium Mikrobiologi Laboratorium Sentral limu
Hayati Universitas Brawijaya

A 4
Dimasukkan ke dalam kulkas
dengan suhu 4°C sampai digunakan
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LAMPIRAN 3. Pengukuran Parameter Fisika dan Kimia  Lingkungan

3.1

3.2

Pengukuran Suhu

Air Lumpur Lapindo

Sedimen padat Lapindo

A

y

Diukur suhunya sebanyak 3 kali di setiap titik pengambilan sampel
dengan menggunakan Thermometer, dengan cara Thermometer
ditancapkan pada sedimen padat Lapindo dan dicelupkan pada aliran

air lum

pur Lapindo

A 4

Diamat

hasilnya

i dan dicatat

Pengukuran pH

Sampel Air

v

Sampel Sedimen

!

Dituang secukupnya pada
beaker glass 50 ml

Ditambah aquades
secukupnya pada Beaker

Diukur dengan menggunakan pHmeter
sebanyak 3 kali pengukuran

v

pH didapatkan




3.3 Pengukuran Salinitas
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Air Lumpur Lapindo

Sedimen padat Lapindo

v

v

Diteteskan pada handrefraktometer

Diarahkan handrefraktometer ke
arah cahaya

Dicatat kadar salinitasnya yang tertera
pada skala pengamatan
handrefraktometer

Dilakukan sebanyak 3x

3.4 Pengukuran Logam Berat dengan AAS (- Atomic Absorbsion

Spectrophotometer )

Sampel air diambil
100 ml

'

Sampel ditimbang + 2 gr kemudian
dimasukan ke dalam cawan porselen

'

v

Ditambahkan larutan Aquaregian (HCI + HNO3)
sebanyak 5 ml dan dipanaskan diatas kompor listrik
sampai asat dan didinginkan

Ditambahkan HNO; encer (2,5 N)
sebanyak 10 ml panaskan per lahan-
lahan selama 5 menit dan dinginkan

A

Saring ke labu 25 ml tambahkan
agquades sampai tanda batas dan
dikocok sampai homogen

Sampel dibaca dengan AAS dengan
memakai katoda (lampu yang sesuai)
dan dicatat absorbansinya
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3.5 Pengukuran Logam Berat dengan Spektrofotomete r

- Logam Ni (Nikel)

Sampel air diambil 200 ml Sampel Sedimen diambil 2 gram

| |
v

Ditambah dengan Aquaregian (HCI + HNO3) sebanyak 5 ml

'

Ditambah HNO; encer (2,5 N) sebanyak 10 mi

v
| |
Dipanaskan selama = 5 menit Dididihkan sampai asat (kadar air hilang)
| |
v
Didinginkan dan Disaring ke labu 100 ml
v
| |
Filtrat Ditambah aquades
hingga batas (100 ml)
-Apabila filtrat 50 ml maka tidak perlu
diencerkan
- Apabila filtrat kurang dari 50 ml, maka Filtrat
perlu diencerkan hingga 100 ml
|
v
Diambil 50 ml

A 4
Ditambah 10 ml Ammonium Sitrat

A\ 4
Ditambah 5 ml larutan lodium

v

Ditambah 20 ml Dimethyl glyaxim (CH;CNOH),
Sampai berwarna merah lembayung

:

Ditambah aquades sampai 100 ml

v

Didiamkan 10 menit

A\ 4
Dibaca absorbansi nya pada Spektrofotometer
dengan panjang gelombang 530 nm




- Logam Cr (Cromium)
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Sampel air diambil 100 ml air dan
ditambahkan 10 ml HNO3 lalu
dipanaskan sampai mendidih £ 10 menit

Sampel sedimen diambil 2 gram dan
ditambahkan 10 ml HNOs lalu dididihkan
hingga asat (kadar air hilang) dan didinginkan

A

Disaring ke labu 100 ml lalu
ditambahkan aquades sampai tanda
batas (100ml)

I

Filtrat

l

Ditambah HNO; pekat
sebanyak 10 ml lalu
dipanaskan selama = 10 menit

A\ 4

Disaring ke labu 100 ml

I

Filtrat

Diambil 10 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi ditambahkan
Diphenylcarbazide [(C¢Hs)NHNH],CO 2 ml lalu dikocok

Y

y

dengan panjang
nm dan dicatat

Diukur dengan spektrofotometer

gelombang 540
absorbansinya




- Logam Mn (Mangan)
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Sampel air diambil 100 ml air dan
ditambahkan 10 ml HNOs lalu
dipanaskan sampai mendidih £ 10 menit

Sampel sedimen diambil 2 gram dan
ditambahkan 10 ml HNOs lalu
dididihkan hingga asat (kadar air hilang)

Didinginkan dan ditambahkan 0,5 gr Amonium persulfat
((NH,)2S,0g) dan 10 ml HsPO,4 (Asam Fosfor)

Didihkan dan didinginkan
kemudian ditambahkan NalO,
(Natrium Periodate) 0,1 gram

dan dipanaskan + 70°C sampai
terbentuk warna merah
lembayung

Diukur dengan spektrofotometer dengan panjang
gelombang 525 nm dan dicatat absorbansinya




LAMPIRAN 4. Kultur Bakteri Dominan

4.1 Persiapan Media NA ( Nutrient Agar)

Serbuk NA ditimbang

Y

Dilarutkan dalam air lapindo
yang telah disaring

v

Ditutup dengan kapas dan
alufo

v

Dipanaskan selama 15
menit dalam air mendidih

y

Disterilisasi dalam autoklaf dengan
suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15
menit

v

Media NA steril

20
Rumus : NA = T000 X > cawan x 20 ml
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4.2 Kultur Bakteri Massal
Air Sedimen
v v

Disaring dengan menggunakan
kertas whatmann no.42

v

Ditimbang sebanyak 10 gram

Diukur sebanyak 10 ml

v

Dimasukan ke dalam erlenmeyer 250 ml yang berisi 90 ml air
lapindo steril sebagai pengenceran 10

v

Diambil sebanyak 1 ml dengan mikropipet

v

Dilakukan pengenceran bertingkat sampai 10-'° ke dalam tabung
reaksi yang berisi 9 ml air lapindo steril sebanyak 1 ml

v

Dilakukan penanaman dari 10™* — 10™° secara duplo dengan
metode tuang (pour plate)

v

Ditunggu sampai media beku kemudian dibalik dan dirapatkan
dengan plastik wrap

v

Diinkubasi menggunakan suhu 47°C selama 3
hari

v

Diamati bakteri dominan yang
tumbuh

v

Hasil




LAMPIRAN 5. Isolasi Bakteri Target

5.1 Pembuatan Media NB ( Nutrient Broth)

Serbuk NB ditimbang

y

Dilarutkan dalam air lapindo
yang telah disaring

v

Ditutup dengan kapas dan alufo

v

Dipanaskan selama 15
menit dalam air mendidih

v

Dipindah kedalam tabung reaksi
sebanyak 7 ml

v

Disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu
121°C tekanan 1 atm selama 15 menit

v

Media NB steril

Rumus : NB = — x > tabung x 7 ml

1000
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5.2 Isolasi Bakteri Target

Tahap 1.

Bakteri target dari air dan sedimen

119

Media NB

v

Ditimbang

v

Dilarutkan dalam air lapindo yang
telah disaring

v

Dipanaskan dalam air
mendidih selama 15-20 menit

v

Dipindahkan ke tabung reaksi
@9 ml

v

Sterilisasi

v

Media NB steril

A 4

Diambil 1 ose dan dicelupkan ke dalam NB steril dan tabung reaksi
dipilin dengan tangan agar homogen

v

Diinkubasi selama 3 hari dalam inkubator
shaker dengan kecepatan 80 rpm suhu 47°C

v

Hasil
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Tahap 2.
Media NB yang telah diinkubasi Media NA
v
¢ Ditimbang
Diambil 0,1 ml dengan ¢
mikropipet
3 Dilarutkan menggunakan air
lapindo yang telah disaring
Dimasukan ke dalam tabung i
reaksi yang berisi 10 ml air : :
Lapindo steril sebagai 10 Dipanaskan dalam air
i mendidih selama 15-20
menit
Diambil 1 ml dari tabung 10
7 v
Dilakukan pengenceran hingga Sterilisasi
10" yang berisi 9 ml air lapindo v
steril disetiap tabungnya Media NA steril

y

Dilakukan penanaman dari 10®° sampai 10" secara
duplo pada media NA steril dengan metode tuang

v

Diinkubasi menggunakan suhu 37°C selama
5 hari

v

Hasil




LAMPIRAN 6. Uji Karakterisasi Bakteri

Isolat Murni Bakteri

121

A 4

A 4

Uji Morfologi Koloni Bakteri

Uji Morfologi Sel Bakteri

Bentuk koloni

Warna koloni

Tepi koloni

Elevasi koloni

v

Pewarnaan Gram

'

Bentuk sel bakteri

A 4

Uji Biokimia

MR
(Methyl Red)

VP
(Voges Proskauer)

TSIA (Triple Sugar
Iron Agar)

| (Sulfide Indol Motillity)

SIM

Urease

Nitrat

Sitrat

Microbact ldentification Kits [«
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6.1. Pewarnaan Gram dan Bentuk Sel Bakteri

Diambil isolat bakteri dari media NA dengan
menggunakan jarum ose

v

Ditambahkan 1 ose Nafis 0,9% steril pada kaca obyek

|

Digoreskan 1 ose isolat pada kaca obyek

Difiksasi di atas bunsen

Ditetesi dengan Kristal ungu, didiamkan selama 30 detik

A 4
Dibilas dengan aquades

'

Ditetesi dengan iodine, didiamkan selama 30 detik

!

Dibilas dengan aquades

A 4
Ditetesi dengan aseton, dan didiamkan tidak lebih dari 7 detik

|

Dibilas dengan aquades

'

Ditetesi dengan safranin, didiamkan selama 30 detik

A
Dibilas dengan aquades

'

Diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000x

v

Hasil pewarnaan gram dan bentuk sel bakteri




6.2 Uji Biokimia

6.2.1 Uiji Biokimia Manual

Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)

Isolat Bakteri 1 ose

'

Di inokulasi pada medium TSIA miring

y

123

Di inkubasi selama 24 jam sampai 48 jam dengan suhu 37°C + 2

Hasil

Keterangan:

Asam/Asam = Kuning/Kuning

Alkali/Alkali = Pink/Pink

Asam/Alkali = Kuning/ Pink

Alkali/Asam = Pink/Kuning

Adanya H,S = Warna hitam

Adanya Gas = Gelembung/retakan pada media

Uji SIM ( Sulfide Indol Motility)

Isolat Bakteri 1 ose

v

Di inokulasi pada medium SIM dengan metode tusuk

y

Di inkubasi selama 18 jam sampai 24 jam dengan suhu 37°C + 2

v

Diteteskan 10 tetes Reagen kovac's

'

Hasil




Indol:

(+) = Apabila medium berubah warna menjadi merah (cincin merah)
(-) = Apabila medium berubah warna menjadi kuning

Motil:

(+) = Adanya kekeruhan pada bekas tusukan

(-) =Tidak ada kekeruhan pada bekas tusukan

Sulfur:

(+) = Terbentuk warna hitam

(-) = Tidak berubah warna

- Uji Urease

Isolat Bakteri 1 ose

'

Di inokulasi pada medium urea miring

y

Di inkubasi selama 24 jam sampai 48 jam dengan suhu 37°C + 2

A 4
Hasil

Keterangan:
(+) = Apabila medium berubah warna menjadi pink

(-) = Apabila tidak ada perubahan warna

- Uji Sitrat

Isolat Bakteri 1 ose

.

Di gores zig-zag pada medium agar miring simmon’s

v
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Di inkubasi selama 48 jam sampai 96 jam dengan suhu 37°C + 2

Hasil
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Keterangan:
(+) = Apabila medium berubah warna menjadi biru dan disertai pertumbuhan
isolat bakteri

(-) = Apabila tidak ada perubahan warna (tetap hijau)

- Uji Nitrat

Isolat Bakteri 1 ose

'

Di inokulasi pada medium nitrat broth

y

Di inkubasi selama 24 jam sampai 48 jam dengan suhu 37°C + 2

’

Dihomogenkan secara perlahan

v

Hasil

Keterangan:
(+) = Apabila medium berubah menjadi keruh

(-) = Apabila tidak ada perubahan kekeruhan

- Uji MR (Methyl Red)

Isolat Bakteri 1 ose

'

Di inokulasi pada medium MR-VP broth

y

Di inkubasi selama 24 jam sampai 48 jam dengan suhu 37°C + 2

Diteteskan 5 tetes Reagen metil red secara perlahan

v

Hasil
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Keterangan:
(+) = Apabila medium berubah warna menjadi merah

(-) = Apabila medium berubah warna menjadi kuning

- Uji VP (Voges Proskaver)

Isolat Bakteri 1 ose

'

Di inokulasi pada medium MR-VP broth

!

Di inkubasi selama 24 jam sampai 48 jam dengan suhu 37°C + 2

\ 4
Diteteskan 0,6 ml a-naftol

v

Diteteskan 0,2 ml KOH

v

Didiamkan selama 2 — 4 jam

v

Hasil

Keterangan:
(+) = Apabila medium berubah warna menjadi pink hingga merah

(-) = Apabila tidak ada perubahan warna
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6.2.2 Uiji Biokimia Microbact Identification Kits

Isolat bakteri murni air dan sedimen pada media NA usia
72 jam dimasukkan 5 ml Nafis 0,9%

A 4
Dimasukkan 10 pl (4 tetes) larutan bakteri
kesetiap sumur microbact kits

\4

Sumur lysine, ornithin, H,S dan
arginin ditambah 1-2 tetes mineral

|

Sumur homor 8 dengan indol kovact 2 tetes, sumur nomor
10 dengan VP | dan VP Il masing-masing 1 tetes, sumur
nomor 12 dengan TDA 1 tetes

A 4

Hasil dibandingkan dengan tabel Sumur 7 ONPG
warna dan ditulis pada formulir yang ditambahkan nitrat A
tersedia dan nitrat B masing-

l masing 1 tetes

Dihitung angka oktal dan
dimasukkan dalam program
komputer

'

Hasil




LAMPIRAN 7. Pembuatan Blanko ( kontrol negatif )

Air Lapindo

v

Disaring

!

Disterilisasi

v

Air lapindo steril

128

Media NA

'

Dilarutkan dengan
air lapindo

'

Dipanaskan di air
mendidih selama
15-20 menit

v

Disterilisasi

Media NA steril

\ 4

Dilakukan penanaman sebanyak 1 ml pada
media NA dengan metode tuang (pour plate)

'

Diinkubasi pada suhu 47°C selama 3 hari

v

Hasil
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LAMPIRAN 8. Lokasi Semburan Lumpur Lapindo Sidoarjo
SEDIMEN

p1-e-qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS (@&,

SVLISYIAINDN
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LAMPIRAN 10. Foto Hasil Isolasi Bakteri Kode Isolat Al dan S1
KODE ISOLAT S

p1-e-qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS (@&,

SVLISYIAINDN
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LAMPIRAN 11. Foto Bentuk Sel Bakteri Pada Isolat A1  dan S1

ISOLAT Al

p1-e-qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS (@&,

SVLISYIAINDN
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LAMPIRAN 12. Foto Hasil Uji Biokimia Isolat A1 dan  S1

p1-e-qn-A1031s0daJ VAVIIMYYSE (@
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Microbact Identification Kits

LAMPIRAN 13. Foto Hasil Uji Biokimia Isolat A1 dan  S1 Menggunakan
ISOLAT Al

p1-e-qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS (@&,

SVLISYIAINDN
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LAMPIRAN 14. Hasil Analisa Logam Berat

p1-e-qn-A1031s0daJ VAVIIMYYSE (@




135

LAMPIRAN 15. Data Uji Microbact Identification Kits

p1-e-qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS (@&,

SVLISYIAINDN
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LAMPIRAN 16. Data Hasil Standar Deviasi Kondisi Lin

gkungan Lumpur Lapindo Sidoarjo

SUHU AIR 1 2 3 RATA2 STANDAR DEVIASI
A 43 45 47 45 2
B 44 45 46 45 1
C 445 45 46 45.16666667 0.763762616
D 44 45 48 45.66666667 2.081665999
E 44 45 46 45 1
Rata-rata 45.16666667 0.288675135
SUHU SEDIMEN 1 2 3 RATA2 STANDAR DEVIASI
A 47 49 49 48.33333333 1.154700538
B 47 48 49 48 1
C 46 48.5 49 47.83333333 1.607275127
D 47 49 48 48 1
E 47 48 48.5 47.83333333 0.763762616
Rata-rata 48 0.204124145
pH AIR 1 2 3 RATA2 STANDAR DEVIASI
A 8 7.7 7.8 7.833333333 0.152752523
B 8 7 7.8 7.6 0.529150262
C 7.4 7.9 8 7.766666667 0.321455025
D 7.8 7.8 8 7.866666667 0.115470054
E 8 7.7 7.9 7.866666667 0.152752523
Rata-rata 7.786666667 0.125830574
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pH SEDIMEN 1 2 3 RATA2 STANDAR DEVIASI
A 7.7 7.5 7.6 7.6 0.1
B 7.8 7.5 7 7.433333333 0.404145188
C 7.5 7.2 7.7 7.466666667 0.251661148
D 7.5 7.6 7.8 7.633333333 0.152752523
E 7.8 7.5 7.5 7.6 0.173205081
Rata-rata 7.546666667 0.090061707
SALINITAS 1 2 3 STANDAR DEVIASI

A 30 30 30 30

B 30 30 30 30

C 30 30 30 30

D 30 30 30 30

E 30 30 30 30

Rata-rata 30




