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ABSTRAK
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dan Aktifitas Antimikrobial

Pembimbing | : Syafrina sari Lubis, M. Si
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Bakteri Bacillus merupakan bakteri yang toleran terhadap toksisitas logam
berat serta mampu mereduksi logam berat di lingkungan dengan cara
bioakumulasi atau bioabsorbs. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
bagaimana resistensi Bacillus sp. terhadap logam berat Fe, kurva pertumbuhan
Bacillus sp. tercekam logam Fe, karakteristik bakteri patogen Krueng Aceh dan
aktifitas antimikroba Bacillus sp. terhadap mikroba patogen. Metode penelitian ini
ialah deskriptif dan eksperimental. Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa
Bacillus sp resisten terhadap logam Fe dengan konsentrasi 2000 ppm dan 2500
ppm. Hasil pengukuran kurva pertumbuhan Bacillus sp. tercekam logam Fe
memasuki fase lag (adaptasi) pada jam ke-0. Kemudian fase log (eksponensial)
dimulai dari jam ke-12 sampai jam ke-30, selanjutnya fase stasioner dimulai dari
jam ke-30 sampai dengan jam ke-42. Hasil uji karakteristik bakteri patogen
didapatkan 14 isolat bakteri patogen, yaitu 4 genus Klebsiella, 4 genus
Enterobacter, dan 6 genus Staphylococcus. Hasil uji aktifitas antimikrobial
Bacillus sp., yang diujikan pada mikroba patogen yaitu Klebsiella sp., dan
Staphylococcus sp memiliki kategori daya hambat lemah yaitu 2,71, 0,51 hal ini
menunjukkan bahwa Bacillus sp. tidak mampu menghambat mikroba patogen

tersebut.
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ABSTRACT

Name : Annisa Rahmah
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Title . Ecopotential  Bacillus sp. from Krueng Aceh:

Bioremediation and Antimicrobial Activity

Supervisor | . Syafrina Sari Lubis, M. Si
Supervisor 11 : Diannita Harahap, M. Si
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Bacillus bacteria are bacteria that are tolerant to heavy metal toxicity and
are able to reduce heavy metals in the environment by bioaccumulation or
bioabsorption. This research aims to determine how resistant Bacillus sp. against
the heavy metal Fe, the growth curve of Bacillus sp. affected by Fe metal,
characteristics of the Krueng Aceh pathogenic bacteria and the antimicrobial
activity of Bacillus sp. against pathogenic microbes. This research method is
descriptive and experimental. Based on the research results, it is known that
Bacillus sp is resistant to Fe metal at concentrations of 2000 ppm and 2500 ppm.
Results of measuring the growth curve of Bacillus sp. exposed to Fe metal with a
concentration of 3000 ppm entered the lag phase (adaptation) at hour 0. Then the
log (exponential) phase starts from the 12th hour to the 30th hour, then the
stationary phase starts from the 30th hour to the 42nd hour. The results of the test
for the characteristics of pathogenic bacteria showed that there were 14 isolates of
pathogenic bacteria, namely 4 genus Klebsiella, 4 genus Enterobacter, and 6
genus Staphylococcus. The results of the antimicrobial activity test for Bacillus
sp., which was tested on pathogenic microbes, namely Klebsiella sp., and
Staphylococcus sp., had a weak inhibitory category, namely 2.71, 0.51, this shows

that Bacillus sp. unable to inhibit these pathogenic microbes.
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Kota Banda Aceh ialah wilayah yang dilalui oleh aliran sungai, salah
satunya ialah Krueng Aceh. Sungai tersebut mengalir jadi dua bagian dari pusat
kota yaitu bagian selatan dan utara, sungai Krueng Aceh juga sungai terpanjang
dan terbesar. Perkembangan dan tumbuhnya Kota Banda Aceh tidak terlepas dan
terpisah dari Sungai Krueng Aceh. Krueng Aceh berperan strategis sebagai
pendukung aktivitas perkotaan dan memiliki keindahan yang sangat besar dalam
membentuk wajah kota serta peningkat kualitas perkotaan Banda Aceh. Luas
Daerah Aliran Sungai (DAS) Krueng Aceh mempunyai luas + 1.755 km2 dengan
panjang + 145 km, dengan aliran hulu di Cot Seukek, Aceh Besar sampai hilir di
dermaga Nelayan Lampulo, Banda Aceh (Rahmat et al., 2018).

Pembuangan yang terjadi dari limbah domestik tanpa pengolahan ataupun
yang diolah tapi kadar dari polutannya masih di atas baku mutu yang ditentukan
mengakibatkan pencemaran air. Pencemaran dapat memberikan dampak yang
negatif bagi lingkungan serta perairan, Muara Krueng Aceh merupakan sumber
pencemar yang terduga memberikan dampak tersebut. Daerah perairan muara
Krueng diduga telah mengalami pencemaran yaitu baik berupa sampah organik,
limbah domestik, aktivitas perkapalan, logam berat serta tumpahan minyak yang
terjadi seiring waktu terus bertambah sehingga melebihi batasnya (Hadi et al.,
2018). Pencemaran air yaitu masuknya makhluk hidup, energi, zat serta
komponen-komponen lain ke dalam air atau berubahnya struktur air akibat proses
alami maupun aktivitas manusia hingga dampaknya kualitas air turun dan tidak
dapat dipergunakan sesuai dengan fungsinya lagi (Pratiwi, 2020).

Logam berat ialah bagian alamiah yang terdapat pada kulit bumi serta
tidak mudah untuk dihancurkan atau didegradasi dan logam berat adalah zat yang
berbahaya karena dapat mengakibatkan terjadinya bioakumulasi. Bioakumulasi
merupakan peningkatan konsentrasi polutan didalam tubuh organisme dalam
jangka waktu yang lama, dibandingkan dengan konsentrasi polutan yang berada di
lingkungan (Adhani, 2017).



Limbah logam berat yang di buang ke lingkungan dapat mempengaruhi
tanah, air dan atmosfer. Pencemaran yang paling berbahaya akibat logam berat
merupakan pencemaran perairan karena air ialah elemen esensial untuk
keberlangsungan semua kehidupan. Alam mampu memulihkan kerusakan
lingkungan, namun kerusakan atau pencemaran yang parah akan sulit dipulihkan
kembali sehingga metode remediasi dilakukan untuk membantu mengatasi
kerusakan lingkungan (lrawati, 2019).

Terdapat 2 jenis pembagian logam berat diantaranya logam berat esensial
serta logan berat non esensial. Logam berat yang diperlukan oleh organisme
dalam jumlah tertentu yaitu logam berat esensial. Tetapi akan menimbulkan sifat
beracun apabila terdapat dalam jumlah yang banyak. Contohnya: Co, Fe, Cu, Mn,
Zn, dan lainnya. Sedangkan logam berat non esensial yaitu logam yang belum
diketahui pemanfaatannya dalam tubuh dan sifatnya toksin. Contohnya Cr, Hg,
Pb, Cd dan lainnya (Irhamni et al., 2017).

Besi (Fe) adalah mikroelemen yang mendasar bagi tubuh, besi dibutuhkan
dalan proses pembentukan darah (hematopoiesis) yaitu dalam sintesa
haemoglobin. Walaupun dibutuhkan di dalam tubuh, tapi jika dalam kadar
berlebih dapat menyebabkan dinding usus rusak. Fe juga dapat terakumulasi
dalam alveori sehingga mengakibatkan kurangnya fungsi paru - paru (Murraya et
al., 2018).

Berdasarkan hasil pengukuran konsentrasi Fe pada perairan Krueng Aceh,
Jin. Teuku di Anjong, Gampong Jawa, Kec. Kuta Raja, Kota Banda Aceh, Aceh
adalah sebesar 1886 mg/kg dan menunjukkan bahwa logam Fe pada perairan
tersebut di atas ambang baku mutu. Menurut Peraturan Pemerintah Republik
Indonesia No. 22 Tahun 2021 baku mutu logam Cd, Pb dan Fe masing-masing
adalah 0,01; 0,03; dan 0,3 mg/L (Kiswandono et al., 2022). Fe yang terdapat di
perairan dapat bersumber dari tanah serta dapat juga bersumber dari lainnya,
seperti cemaran dari besi, pengendapan dari pembuaangan industri ataupun
larutnya logam besi. Kadar besi yang rendah di tubuh manusia memiliki fungsi
sebagai pembentukan sel-sel darah merah, namun jika dosisnya lebih dari yang

dibutuhkan oleh tubuh, maka akan menyebabkan masalah kesehatan, yaitu



mengganggu pernafasan, iritasi pada mata dan kulit, dan jika terus berlanjut dapat
menyebabkan kanker (Kurniawan et al., 2020).

Bakteri yang berasal dari lingkungan yang tercemar logam berat memiliki
daya resisten terhadap logam yang berada disekitarnya dan mempunyai
kemampusan adaptasi genetic. Resistensi dapat melalui mekanisme biosorbsi dan
bioakumulasi. Menyerapnya logam, senyawa ataupun larutan yang tidak
memerlukan energi (metabolism) ialah biosorpsi. Bioakumulai (absorbs)
merupakan proses mengambil logam secara aktif dengan penggunaan energi
berdasarkan pengikatan dan transport aktif (Fahruddin et al., 2019).

Mekanisme toleransi mikroba terhadap logam berat dengan cara
kompleksasi meliputi polisakarida ekstraseluler yang mempunyai anion serta
memiliki fungsi sebagai bioakumulator yang efesien, produksi metabolit organik
yang mempunyai sifat pengkelat dan membentuk kompleks dengan logam,
Kristalisasi ekstraseluler, dan presipitasi. Bacillus merupakan salah satu bakteri
yang resisten akan logam berat. Beberapa genus Bacillus dalam penelitian
dijelaskan resisten terhadap logam berat Pb, Cu, Fe, Hg, Mn, As, dan Cd. Genus
ini merupakan golongan genus yang banyak di alam. Perbedaan karakteristik dari
genus ini dengan genus lain adalah Gram postif, bentuk batang, sifat aerobik atau
anaerobik fakultif, produksi endospore serta katalase (Farisna & Zulaika, 2015).

Menurut Rahmawati & Zulaika (2021) bakteri ialah salah satu agen hayati
yang dapat dipergunakan untuk pemanfaatan dalam bioremediasi karena bakteri
akan mencari cara agar dapat bertahan hidup, mekanisme dalam bioakumulasi dan
bioadsorbsi. Bakteri resisten logam berat termasuk logam Fe dapat melakukan
bioakumulasi, pada mekanisme respirasi sel logam berat sebagai penerima
elektron. Bakteri mampu memproduksi polisakarida ekstraselular yang memiliki
fungsi sebagai tempat membentuk metalotheonein atau bioadsorbsi ialah suatu
protein yang akan mengkelat pada logam untuk detoksifikasi serta regulasi ion
logam di dalam sel. Isolat bakteri Bacillus, Sporosarcina,dan Lysinibacillus
memiliki kemampuan dalam meresistensi logam berat Fe (besi).

Menurut Rahadi (2019) Bakteri Bacillus ialah bakteri yang mempunyai
toleransi terhadap toksisitas logam berat dan mempunyai kemampuan
menghilangkan logam berat di lingkungan dengan cara menyerapnya. Genus



Bacillus mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain karena Bacillus
dapat menghasilkan senyawa antibakteri yaitu bakteriosin. Bakteriosin adalah
senyawa peptide memiliki keuntungan yaitu dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lainnya, tidak bersifat toksik, dan mudah terdegradasi oleh enzim
proteolitik, dan tidak berbahaya terhadap mikroflora di usus karena mudah dicerna
oleh enzim pencernaan (Ambarwati & Ibrahim, 2021).

Bakteri coliform adalah bakteri yang sering digunkan sebagai indikator
pencemaran lingkunga. Bakteri coliform yang terdapat pada perairan dapat
menunjukkan kemungkinan terdapatnya mikroorganisme yang memiliki sifat
eterpatogenetik dan taksigenetik yaitu mampu mempengaruhi kesehatan biota dan
manusia. Bakteri coliform memiliki bentuk batang dan Gram negatif beberapa
bakteri coliform diantaranya vyaitu Klebsiella sp., Eschericiha coli dan
Enterobacter sp (Saputri & Efendy, 2020).

Menurut Novitasari et al (2019) Staphylococcus auresus ialah bakteri yang
berbentuk bulat gerombol seperti anggur serta koloni ke emasan (aureus), dan
Gram positif. S. aureus adalah salah satu bakteri patogen yang keberadaannya
sering terdapat di dalam susu yang terkontaminasi. S aureus sering menjadi
penyebab mastitis subklinis dan mastitis kronis, hingga terjadinya mastitis sering
berhubungan dengan infeksi Staphylococcus aureus.

Berdasarkan data dan latar belakang telah terdapat bakteri resisten logam
berat Fe yang diisolasi, maka dilakukan penelitian ini yang bertujuan untuk
mengetahui aktifitas antimikrobial dan resisten logam Fe pada bakteri dari Krueng
Aceh. Oleh karena itu perlu dilakukan uji resistensi bakteri terhadap logam berat
Fe dan uji antimikrobial bakteri Bacillus sp. terhadap mikroorganisme patogen.

Mikroba patogen yang akan digunakan adalah Coliform dan Staphylococcus.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana kemampuan resistensi bakteri terhadap logam berat Fe di
perairan Krueng Aceh?
2. Bagaimana kurva pertumbuhan bakteri Bacillus sp. yang tercekam logam
berat Fe?

3. Bagaimana karakteristik bakteri bakteri patogen dari Krueng Aceh?



4.

Bagaimana aktifitas antimikrobial bakteri Bacillus sp. terhadap

mikroorganisme patogen?

1.3 Tujuan Penelitian

1.

Untuk mengetahui kemampuan resistensi bakteri terhadap logam berat Fe
di Krueng Aceh.

Untuk mengetahui kurva pertumbuhan bakteri Bacillus sp. yang tercekam
logam berat Fe.

Untuk mengetahui karakteristik bakteri patogen dari Krueng Aceh.

Untuk mengetahui aktifitas antimikrobial bakteri Bacillus sp. terhadap

mikroorganisme patogen.

1.4 Manfaat Penelitain

i

Untuk memberikan informasi tentang aktifitas antimikrobial dan resisten
logam Fe pada bakteri dari Krueng Aceh.

Untuk menambah informasi tentang karakteristik bakteri patogen dari
Krueng Aceh dan kurva pertumbuhan bakteri Bacillus sp. tercekam logam
berat Fe.

Untuk menambah ilmu tentang aktifitas antimikrobial dan resisten logam

Fe pada bakteri dari Krueng Aceh.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
1.1 Logam Berat

Logam berat merupakan suatu zat pencemar yang memiliki sifat beracun
bagi kesehatan masyarakat serta lingkungan di area perairan. Secara kimia dan
biologis logam berat tidak dapat terdegradasi sehingga akan sulit dihilangkan dari
lingkungan. Logam berat banyak terdapat di daerah tambang, limbah industri dan
pembuangan lumpur (Dawaiyah, 2020). Menurut perannya dalam sistem biologis
logam berat dapat di klasifikasikan sebagai esensial dan non-esensial. Logam
berat esensial diperlukan oleh organisme untuk mendukung fisisologis dan
biokimia dalam jumlah yang sedikit, contohnya Zn, Cu, Ni, Mn dan Fe.
Sedangkan logam berat non-esensial tidak diperlukan oleh organisme sebagai
pendukung fungsi fisiologis dan biokimia, contohnya As, Hg, Cr dan Pb.
Biomagnifikasi adalah suatu kejadian yang dapat terjadi apabila unsur logam berat
dapat terakumulasi dalam jaringan tubuh organisme (bioakumulasi) serta
konsentrasi meningkat apabila memelewati trofik rendah ke trofik tinggi.
(Handayanto et al., 2017).

Terdapatnya logam berat di dalam air dari sumber alami dapat berasal dari
partikel logam di udara, pengikisan dari batu mineral, dan aktivitas dari manusia
seperti buangan dari rumah tangga atau buangan sisa-sisa industri. Selain
mencamari lingkungan perairan, logam berat juga terendap pada dasar perairan
dan memiliki waktu tinggal (residence time) hingga ribuan tahun. Logam berat
akan masuk ke dalam tubuh makhluk hidup melalui proses biomagnifikasi dan
bioakumulasi dengan beberapa cara: melalui kulit, melalui saluran pencernaan dan
saluran pernapasan. Logam berat sangat berbahaya apabila di makan oleh
makhluk hidup terutama makhluk hidup yang mencari makanan di dasar perairan
yang tercemar logam berat. (Syaifullah et al., 2018).

Logam terdapat dalam berbagai bentuk kimia dan dapat terubah dari satu
bentuk ke bentuk lainnya akibat adanya perubahan sifat fisiokimia dari
lingkungan dimana logam itu berada serta aktivitas organisme dan manusia.
Umumnya, logam memiliki manfaat bagi manusia karena penggunaannya pada

bidang kedokteran, industri, dan pertanian. Sebagiannya adalah unsur penting



karena dibutuhkan dalam berbagai fungsi biokimia. Logam juga dapat berbahaya
bagi kesehatan manusia apabila diperoleh dalam jumlah yang berlebihan di
lingkungan dan makanan (Fahruddin et al., 2020).

Keberadaan pencemaran lingkungan akibat logam berat dapat mempengaruhi
proses biologis organisme akuatik dan mampu mengancam keberlangsungan
hidup termasuk manusia melalui rantai makanan. Sumber logam berat dapat
berasal dari sumber alami seperti deposi atmosfer serta pelapukan bebatuan dan
juga dapat bersumber dari antropogenik yaitu pertanian, peternakan, domestik dan
industri (Patty et al., 2018).

Logam berat tidak hanya terdapat di perairan saja tetapai logam berat juga
terdapat pada tanah. Penggunaan bahan kimia yang mengenai tanah, hujan
ataupun pengendapan, pengikisan tanah dan penimbunan debu dapat
menyebabkan logam masuk kedalam tanah. Secara alami tanah mengandung
logam berat, namun sebagian dari logam berat berperan dalam fisiologis tanaman
contohnya Zn, Ni, Cu dan Fe tapi dalam jumlah relatif sangat sedikit, jika

berlebihan akan memberi efek toksik terhadap tanaman (Winarmadani, 2019).

11.2 Besi (Fe)

Besi (Fe) merupakan logam berat yang tahan dengan korosif, rendah titik
lebur serta padat. Fe sering dijumpai di dalam makanan dengan jumlah yang
berbeda-beda, dari jumlah tinggi di daging serta yang rendah di sayuran. Fe di
dalam perairan dapat masuk ke dalam tubuh makhluk hidup melalui permukaan
tubuh, terserap insang serta rantai makanan. Logam berat yang telah masuk ke
dalm tubuh ikan menumpuk di dalam tubuh ikan hal ini mengakibatkan logam
berat tidak dapat dikeluarkan sehingga Fe akan ada sepanjang rantai makanan
(Ainiyah et al., 2018).

Besi merupakan unsur yang ditemukan pada air permukaan dan air tanah
dan salah satu unsur penting. Kandungan besi yang tinggi di dalam air tidak
diinginkan untuk keperluan rumah tangga, disebabkan mampu mengakibatkan
bekas karat pada baju, porselin dan alat lainnya, dan jika berada diatas konsentrasi

0,3 mg/L akan menimbulkan rasa yang tidak enak (Mastiani et al., 2018).



Adanya Fe di perairan dapat menimbulkan pertumbuhan bakteri, rasa
anyir, warna kuning, dan secara keseluruhnya terdapatnya Fe dalam air
menimbulkan keruh. Fe yang terdapat di air akan memiliki bentuk ion valensi 2
(Fe2*) dan valensi 3 (Fe?*). Bentuk ikatan dapat berbentuk Fe,05;, Fe(OH)s,,
Fe(OH); atau FeSO, tergantung dari unsur lain yang mengikat. Pemerintah
melaluli PP Rl Nomor 82 tahun 2001 tentang pengelolaaan kualitas air serta
pengendalian pencemar air, untuk kualitas mutu sungai kelas | ditetapkan
konsentrasi besi yang masih dapat diterima adalah 0,3 mg/L. Melakukan
pengolahan yang tepat perlu dilakukan untuk menurunkan kadar logam terlarut
hingga memenuhi baku mutu yang telah ditentukan. (Kurniawan et al., 2020).

Kandungan besi yang terdapat di perairan bersumber dari suatu larutan
bebatuan yang memiliki kandungan senyawa Fe seperti pyrit. Namun
pembuangan limbah industri mempunyai kandungan besi yang asalnya dari korosi
pipa-pipa air mineral logam sebagai hasil elektro kimia yang terjadi pada
perubahan air yang mengandung padatan larut mempunyai sifat menghantarkan
listrik serta mempercepat terjadi korosi (Kamarati et al., 2018).

Pencemaran yang disebakan oleh logam sangat bahaya karena memiliki
sifat beracun, selain itu logam berat juga akan terkumpul dalam sedimen serta
biota melalui proses gravitasi. Keberadaan Fe di perairan membuat air berubah
berwarna coklat setelah beberapa saat berkontak langsung dengan udara. Fe dapat
menyebabkan maslah kesehatan seperti ganguan usus, menimbulkan warna
kuning di bak penampungan dan menimbulakan bau yang tidak sedap.
Meningkatnya permeabialitas dinding pembuluh darah kapiler hingga plasma
darah merembes keluar dan menjadi (Pratama, 2017).

Limbah logam berat adalah ancaman bagi kesehatan masyarakat dan
lingkungan hidup karena semakin banyaknya jumlah logam yang terlepas ke
lingkungan akibat dari aktivitas kegiatan manusia. lon besi (Fe) merupakan
senyawa yang apabila jumlah yang berada dilingkungan melebihi ambang batas
akan sangat berbahaya bagi keberlangsungan makhluk hidup. Namun jika dalam
jumlah yang tidak melebihi ambang batas maka Fe berfungsi sebagai

mikronutrien. Selain Fe golongan yang dalam kadar tertentu memiliki fungsi



sebagi mikronutrien dan memiliki manfaat bagi kehidupan organisme yaitu Co,
Cu dan Zn (Karim et al., 2017).

Besi adalah mineral mikro terbanyak yang terdapat di dalam tubuh. Secara
umum, tanpa melihat berat badan, kebutuhan tubuh orang dewasa terhadap
mineral adalah berkisar antara 1-18 mg. pada laki-laki dewasa, jumlah mineral
besi dapat mencapai 3-5 gram atau sekitar 45 mg/kg berat badan, sedangkan pada
wanita mencapai 40 mg/kg berat badan.pada bayi kadar zat besi dapat mencapai
70 mg/kg berat badan sedangkan bagi ibu hamil kebutuhan zterhadap zat besi
adalah kebutuhan dasar ditambah dengan 50 mg (Purnamasari et al., 2022).

11.3 Ekopotensial Bacillus dan Bioremediasi

Bakteri adalah salah satu golongan mikroorganisme sel tunggal
(prokariotik), hidup berkoloni serta tidak memiliki selubung inti tetapi mampu
hidup dimana saja. Bakteri dapat diklasifikasikan menjadi 2: bakteri Gram negatif
dan Gram positif. Bakteri Gram negatif dan Gram positif beberapa diantaranya
adalah flora normal di tubuh manusia. Mikroorganisme yang menempati daerah
tanpa menyebabkan penyakit bagi host yang ditempati merupakan flora normal.
Pada kulit normal biasa ditempati sekitar 102-10°® CFU/cm? bakteri. Sebagian
dari bakteri Gram negatif serta positif jika mencapai batas dari yang ditentukan
dapat menimbulkan penyakit misalnya Staphylococcus aureus jika jumlah
mencapai 1.000.000 atau 10° per Gram akan menyebabkan penyakit karena
jumlahnya yang cukup untuk produksi racun (Holderman et al., 2017).

Bakteri yang terisolasi dari wilayah yang mengalami pencemaran logam
berat memiliki daya tahan resisten serta dapat menyesuaikan diri secara genetik
akan logam berat di bagian yang tercemar (Fahruddin et al., 2019). Beberapa
mikroorganisme memiliki kemampuan resistensi terhadap logam berat contohnya,
Acinetobacter sp. yang dapat menurunkan kadar logam berat Zn, Fe dan Mg.
Mikroorganisme yang terpapar logam berat mencari cara untuk bertahan hidup.
Beberapa mekanisme yang dilakukan bakteri dalam meresistensi logam berat
diantaranya yaitu biosorbsi dan bioakumulasi. Biosorpsi merupakan mekanisme
resisten bakteri yang terjadi karena terdapatnya interaksi fisiokimia antara dinding

sel bakteri dengan ion logam berat. Mekanisme resistensi bakteri dengan



biokumulasi ialah dengan cara pengakumulasian logam berat di dalam sel
(Parhusip et al., 2020).

Bakteri Bacillus merupakan salah satu bakteri yang resiten terhadap
logam. Dalam penelitian menjelaskan bahwa beberapa genus dari Bacillus
memiliki daya resistensi terhadap logam berat Pb, Mn, Hg, Cu, Cd, As dan Fe.
Genus Bacillus adalah gologan bakteri yang melimpah di alam. Karakteristik yang
berbeda antara genus ini dan genus bakteri lain ialah bentuk batang, Gram positif,
sifat aerobik dan anaerobik fakultif, katalase positif serta produksi endospora
(Farisna & Zulaika, 2015).

11.4 Ekopotensial Bacillus sebagai Antimikroba

Antimikroba adalah senyawa kimia atau biologis yang memiliki sifat
penghambat tumbunnya bakteri ataupun kapang (bakteriostatik/fungistatik) serta
membunuh bakteri ataupun kapang (bakterisidal/fungisidal) (Yanis et al., 2020).
Mekanisme pengendalian patogen dengan Bacillus adalah antibiosis yaitu
mengahambat patogen dengan cara menghasilkan senyawa baik itu antibiotik,
enzim maupun senyawa lain yang mudah menguap. Mekanisme antibiosis dalam
pengujian in vitro ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni
antagonis (Prihatiningsih et al., 2021).

Bakteri genus Bacillus mampu menghasilkan beberapa peptida yang
memiliki peran sebagai antifungi serta antibiotik, seperti: subtilosin, subtilin,
mycobactilin, ituirin, surfactin, cerexin, subsporin, bacilysin, bacillomycin,
bacilyocin, fengycin, dan asam sianida. Sintesis antibiotik pada Bacillus dikontrol
oleh beberapa gen yang ekspresinya dikontrol sesuai dengan kondisi lingkungan
tempat bakteri hidup (Suada, 2017).

Bakteriosin merupakan senyawa antibakteri yang dihasilkan Genus
Bacillus yang mampu menghambat tumbuhnya mikroorganisme lain. Bakteriosin
adalah senyawa peptida yang memiliki keuntungan yaitu tidak beracun, mudah
terdegradasi oleh enzim proteolik dan dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lain dan juga tidak bahaya akan mikroflora di usus karena mudah
dicerna oleh enzim pencernaan. Genus Bacillus mampu menghasilkan senyawa

bakteriosin dengan jumlah berkisar 167 dan 66 dari senyawa antibiotik tersebut
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asalnya dari spesies B.subtilis. Bacillus subtilis mampu menghasilkan senyawa
bakteriosin diantaranya yaitu subtilin, difficidin, basitrasin, mycobacilin, serta
polymixin. Bacillus subtilis dapat menghambat pertumbuhan Serratia marcescens.
Bacillus subtilis sifatnya antagonis terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa,
Aeromonas hydrophila, dan Staphylococcus auresus. Bacillus subtilis dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas florescens serta Streptococcus
iniae (Ambarwati, 2021).

Bakteri Bacillus subtilis sering digunakan sebagai probiotik oral dan
bakteri ini adalah bakteri Gram positif, non-patogen, dan umum digunakan
sebagai organisme anti diare. Adanya aktifitas antibakteri pada bakteri ini
dikarenakan oleh genus Bacillus mempunyai senyawa bakteriosin dengan karakter
yang spesifiik. Bacillus subtilis menghasilkan bakteriosin dengan jenis bacillocin.
Bakteriosin merupakan protein atau polipeptida pendek yang mengandung gen
toksin, gen lilis dan gen imunitas hingga mampu mengikat dan kemudian
membunuh sel-sel yang permukaan reseptornya dikenali oleh bakteriosin
(Budianto & Suprastyani, 2017).

Bacillus megaterium dan Bacillus subtilis juga mempunyai kemampuan
sebagai antifungi antara lain fengisin atau plipastatin, iturin dan surfaktin. Iturin,
fengisin serta surfaktin dapat mengurangi perkembangan penyakit oleh jamur
patogen. Bacillus megatirium dan bacillus subtilis selain menghasilkan senyawa
antifungi juga menghasilkan enzim kitinase. Enzim Kkitinase dapat merusak
dinding sel jamur yang tersusun oleh kitin, sehingga mengahambat pertumbuhan
sel jamur (Rochmawati & Trimulyono, 2021).

1.5 Uji Aktifitas Antimikrobial

Menurut Yanis et al., (2020) antimikroba adalah senyawa kimia atau kimia
yang memiliki sifat penghambat tumbuhnya bakteri atau kapang
(bakteriostatik/fungistatik) ~ serta  membunuh  bakteri  atau  kapang
(bakterisidal/fungisidal). Terdapatnya senyawa aktif antimikroba di dalam bidang
kesehatan ialah informasi yang berguna untuk mengurangi penyakit yang
diakibatkan oleh mikroba (Mujipradhana et al., 2018).
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Menurut Dewi (2019) mekanisme kerja antimikroba yaitu:
1. Antimetabolit, yaitu terjadinya blocade pada tahap metabolisme spesifik
mikroba.
2. Menghambat sintesis dinding sel, yaitu menyebabkan dinding sel mati dan
sel menjadi lisis.
3. Menghambat fungsi membrane sel, yaitu dengan mempengaruhi
permeabilitas membran sel sehingga terjadinya kebocoran sel.
4. Menghambat sintesis protein dan menghasilkan protein abnormal.
5. Menghambat sintesis asam nukleat melalui penghambatan enzimnya.
Pengujian antimikroba adalah metode yang memilki tujuan sebagai
penetuan konsentrasi zat antimikroba hingga diperoleh suatu pengobatan yang
efektif serta efesien. Ada dua metode yang dapat dilakukan sebagai penguji
antimikroba diantaranya dilusi dan difusi. Menurut Muslimin (2019) metode
difusi dan dilusi dapat dibagi jadi beberapa metode, diantaranya:
a. Metode difusi yaitu mengukur serta mengamati diameter zona bening yang
di sekitar disk, pengukuran dilakukan dengan jangka sorong setelah masa
inkubasi 18-24 jam. Metode difusi meliputi yaitu metode disc diffusion
atau metode Kirby Baure, metode E-Test, ditch plste technique, cup-plate
technique, dan gradient-plate technique.
b. Metode dilusi ada dua, yaitu metode solid dilution testt/ delusi padat serta

metode broth dilution test/ dilusi cair.

11.6 Uji Bioremidiasi

Bioremediasi merupakan proses mengurai limbah organik/anorganik
polutan dengan penggunaan organisme (bakteri, fungi, enzim atau tanaman)
dalam pengendalian pencemar pada kondisi terkontrol untuk menjadi bahan yang
tidak membhayakan ataupun konsentrasi di bawah baku mutu yang telah
ditetapkan dengan tujuan mengontol ataupun mereduksi bahan pencemar dari
lingkungan. Bioremediasi ialah pengembangan dari bidang bioteknologi
lingkungan dengan pemanfaatan proses biologi dalam pengendalian pencemaran

(Anggreini, 2019). Ada 2 jenis bioremediasi ex situ serta in situ.
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Bioremediasi in situ yaitu metode yang dapat dikerjakan dengan berbagai
cara untuk pengamplikasian mikroorganisme secara langsung dalam lingkungan
yang tercemar. Metode tersebut dikerjakan secara bioaugmentasi ataupun
biostimulasi. Bioaugmentasi dikerjakan dengan penambahan mikroorganisme
pengurai sebagai pelengkap populasi yang telah ada sedangkan biostimulasi
dilakukan dengan penambahan nutrisi atau zat gizi yang dikerjakan atau stimulus
keadaan lingkungan agar mikroorganisme mampu tumbuh optimum (Jekti, 2018).
Sedangkan bioremediasi ex situ adalah metode pengaplikasikan mikroorganisme
dalam tanah ataupun air tercemar yang telah dipindah dari tempat asal (Rohmabh,
2017).

11. 7 Karakteristik Mikroba Patogen Sungai

Mikroba merupakan organisme yang dapat hidup bebas di berbagai macam
lingkungan, mikroba ini dapat tersebar di udara, air, tanah, benda kemudian juga
dapat hidup ditubuh manusia. Mikroba ada yang bersifat patogen namun ada pula
yang non patogen. Jika hanya dilihat dengan kasat mata, jenis-jenis bakteri
tersebut tidak bisa dibedakan sehingga identifikasi bakteri perlu dilakukan untuk
mengetahui jenis-jenis bakteri. Beberapa bakteri coliform, Eschericia coli,
Salmonella sp.,Staphylococcus sp., Vibrio sp. dan Aeromonas sp. merupakan
beberapa contoh bakteri patogen yang terdapat pada sungai (Afianti &
Sutiknowati, 2020).

Bakteri koliform dapat digunakan sebagai indikator karena densitasnya
berbanding lurus dengan tingkat pencemaran air. Bakteri ini dapat mendeteksi
patogen pada air seperti virus, protozoa, dan parasit. Beberapa contoh bakteri
coliform diantaranya ialah Klebsiella sp., Enterobacter sp., Citrobacter dan
Escherichia coli, makin sedikit kandungan coliform artinya kualitas air semakin
baik. Bakteri Coliform merupakan bakteri Gram negative dan memiliki bentuk
batang bersifat anaerob atau fakultif anaerob, tidak membentuk spora serta dapat
memfermentasi laktosa untuk menghasilkan asam dan gas pada suhu 35 °C — 37
°C. infeksi yang disebabkan oleh bakteri coliform dapat menyebabkan penyakit
diare, tifus disentri basiler (Adrianto, 2018).
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Bakteri Staphylococcus adalah flora normal yang terdapat pada kulit dan
membran mukosa alat pencernaan dan pernapasan. Staphylococcus juga dapat
ditemukan pada makanan seperti daging dan susu. Staphylococcus adalah bakteri
dengan Gram positif, bentuknya bulat dengan diameter 0,7-1,2 um, berkelompok
tidak teratur seperti buah anggur, tidak membetuk spora, fakultatif anaerob, dan
tidak bergerak. Suhu optimum untuk pertumbuhannya adalah 37 °C, namun pada
suhu kamar (20 °C — 25 °C) akan membentuk pigmen. Warna pigmen yang
terbentuk mulai dari abu-abu hingga kuning keemasan dengan koloni berbentuk
bundar, halus, menonjol, dan berkilau. Infeksi Staphylococcus pada kulit dapat
menyebabkan bisul, impetigo, dan staphylcoccal scalded skin syndrome (SSSS)
dan selulitis (Rianti et al, 2018).

14



BAB 111
METODE PENELITIAN
I11.1 Tempat dan Waktu
Penelitian  telah dilaksanakan pada Laboratorium  Multifungsi,
Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam
Negeri Ar-Raniry. Penelitian dimulai pada 16 Mei sampai dengan 5 Oktober
2023.

111.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini dilakukan kurang lebih sekitar 4 bulan mulai dari Mei hingga

Oktober jadwal pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada tabel dibawah ini.

Kegiatan Mei Juni Juli Agustus | September | Oktober

314 1112/3/4123/4/1]2[3/4|12]3[4/1|2|3

Persiapan Alat dan
Bahan

Pengambilan
Sampel

Isolasi Bakteri Uji

Uji Biokimia

Uji Resistensi

Uji Antimikrobial

Ukur Kurva
Pertumbuhan

Analisis Data

111.3 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dipergunakan pada penelitian ini ialah deskriptif dan
eksperimental. Penelitian deskriptif meluputi isolasi serta identifikasi bakteri
patogen dari muara sungai Krueng Aceh, JIn. Teungku di Anjong, Gampong
Jawa, Kec. Kuta Raja, Kota Banda Aceh, Aceh. Adapun titik koordinat
pengambilan sampel vyaitu Lintang 5.571031°N dan Bujur 95.321576°E.
Sedangkan penelitian eksperimental dilakukan untuk pengujian tingkat resisten

isolat bakteri terhadap perbedaan konsentrasi logam berat besi (Fe) serta
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dilanjutkan dengan uji aktivitas antimikrobial bakteri Bacillus terhadap

mikroorganisme patogen.

111.4 Alat dan Bahan
111.4.1 Alat

Alat-alat yang dipergunakan pada penelitian ini yaitu batang L, gelas ukur,
Laminar Air Flow (LAF), autoklaf, hot plate, cawan petri, mikroskop, jarum ose,
rak tabung reaksi, inkubator, bunsen, mikropipet, gelas objek, jangka sorong,
pipet tetes, plastik wrap, spatula, erlenmenyer, tabung reaksi, aluminium foil,

paper disk, gelas beker, spiritus, dan timbangan analitik.

111.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang dipergunakan pada penelitian ini ialah isolat bakteri
yang didapat dari perairan Krueng Aceh, Banda Aceh, Aceh. Aquades, alkohol
70%, media Mannitol Salt Agar (MSA), Lactose Broth (LB), Nutrient Agar (NA),
Brillian Green Lactose Broth (BGLB), Nutrient Broth (NB), Muller Hinton Agar
(MHA), Eosin Methylene Blue Agar (EMBA), besi (Fe),. Bacillus dan Candida
albicans diambil dari koleksi kultur Laboratorium Mikrobiologi dan
Staphylococcus serta Coliform diisolasi dari perairan Krueng Aceh, Jin, Tgk. Di

Anjong, Gampong Jawa, Kec. Kuta Raja, Kota Banda Aceh, Aceh.

I11.5 Prosedur Penelitian
I11.5.1 Peremajaan Bacillus sp.

Isolat bakteri Bacillus sp. merupakan bakteri idigen yang diisolasi dari
Krueng Aceh dan diperoleh dari koleksi Laboratorium gedung Multifungsi
fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Ar-Raniry, Banda Aceh.
Isolat bakteri diambil dengan melakukan peremajaan bakteri yaitu dengan
mengambil isolat bakteri sebanyak 1 ose secara aseptik dan ditumbuhkan pada
medium Nutrient Agar (NA), lalu diinkubasi pada suhu 37 °C (Rismawati, 2019).
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111.5.2 Isolasi Mikroba Uji

Pengambilan sampel air sungai dilakukan pada muara sungai Krueng
Aceh, JIn. Teungku di Anjong, Gampong Jawa, Kec. Kuta Raja, Kota Banda
Aceh, Aceh. Adapun titik koordinat pengambilan sampel vyaitu Lintang
5.571031°N dan Bujur 95.321576°E. Pengambilan sampel air sungai dilakukan
pada 1 titik, sampel air yang telah diambil kemudian dibawa ke Laboraturium

Mikrobiologi Fakultas Sains dan Teknologi untuk dilakukan isolasi mikroba.

a GPS Map Camera

HBCC+HCH, JI. Teungku di Anjong, Gampong Jawa, Kec. Kuta

el I Kecamatan Kuta Raja, Aceh, Indonesia
e < )
-3 ¥ \

4 'I Raja, Kota Banda Aceh, Aceh, Indonesia

Lat 5.571031°
Long 95.321576°
2 17/05/23 10:24 AM GMT +07:00

Gambar I11. 1 Lokasi Pengambilan Sampel

a. Isolasi Bakteri Coliform
Sampel bakteri yang akan diisolasi diambil dari perairan Krueng Aceh,
sampel air yang telah diambil kemudian dibawa ke laboratorium untuk
dilakukan pengujian. Pengujian dilakukan dengan metode Most Portable
Number (MPN), metode ini terdiri dari 3 tahapan yaitu:
1) Uji Pendugaan (Persumtive Test)
Uji pendugaan merupakan tahap pertama dari uji MPN. Media LB
(Lactose Broth) yang telah disiapkan dituang dalam tabung yang
terisi tabung durham, kemudian diambil 1 ml sampel air dan
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dimasukkan kedalam tabung berisi media LB serta digoyangkan
agar media serta sampel tercampur dengan merata, kemudian
tabung diinkubasi selam 24 jam pada suhu 37°C. Hasil uji positif
ditandai dengan keruhnya media dan terbentuknya gas oada tabung
durham (Nurjannah & Novita, 2018).

2) Uji Penegasan (Confirmed Test)
Dari tabung dengan hasil positif dilanjut dengan uji penegasan
yaitu dengan cara mengambil 1-2 ose penuh kemudian
diinokulasikan kedalam tabung yang terisi media BGLB lalu
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Terbentuknya gas pada
tabung durham menunjukkan hasil positif (Utami et al., 2020).

3) Uji Pelengkap (Complete Test)
Hasil uji pada sampel air yang dinyatakan postitif pada uji
konfirmasi selanjutnya diambil dan diisolasi kembali pada cawan
petri yang terisi media EMBA, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam (Ratna et al, 2019).

Kemudian diujikan morfologinya dengan melakukan pewarnaan gram
pada bakteri coliform. Pewarnaan diujikan untuk membedakan antara bakteri
gram positif dan negatif. Pewarnaan dilakukan dengan cara:

Disiapkan kaca objek yang telah disterilkan dengan aquadest, kemudian 1
ose biakan diambil pada media dan diletakkan di atas kaca objek lalu
diratakan dan dilakukan fiksasi bakterinya. Lalu ditetesi kristal violet sampai
semua olesan tertutupi dan didiamkan selama 1 menit. Kemudian dicuci
kembali dengan air mengalir, dan dikering-anginkan. Lalu ditambahkan
larutan iodium sampai bakteri tertutupi serta didiamkan selama 1 menit.
Dicuci kembali dengan air mengalir dan dikeringkan. Selanjutnya
ditambahkan alkohol 96% selama 30 detik hingga warna ungu menghilang
dan dicuci dengan air mengalir serta dikeringkan-anginkan. Kemudian warnai
dengan safranin selama satu menit dan dicuci kembali dengan air mengalir.
Lalu diamati dibawah mikroskop, hasil sel dengan warna ungu memiliki sifat

Gram positif dan merah gram negatif (Saira, 2017).
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Kemudian Uji Biokimia dilakukan untuk melihat karakteristik bakteri
melalui reaksi biokimia yaitu uji Indol, uji Methyl Red (MR), uji Voges
Proskaeur (VVP) dan uji sitrat.

a. Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA)

Biakan bakteri diinokulasikan kedalam tabung yang berisi
media TSIA, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam
didalam inkubator. Berubahnya bagian slant dan butt berwarna kuning
menunjukkan bahwa bakteri mampu memfermentasi glukosa, laktosa
dan sukrosa. Retak dan terangkat media merupakan tanda
pembentukan gas, lalu membentuknya cinci hitam pada media
meruoakan tanda H2S (Puspita et al., 2020).

b. Uji Indol

Biakan bakteri diionokulasikan secara aseptis kedalam media SIM,
lalu pada suhu 37 °C selama 24 jam kemudian melalui dinding tabung
reaksi ditembahkan Reagen 3-4. Terbentuknya cincin merah
menunjukkan hasil postif (Puspita et al., 2020).

c. Uji Methyl Red (MR)

Secara aseptis media bakteri diinokulasikan ke dalam media
MRVP, lalu diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37 °C, kemudian
sebanyak 2-3 tetes reagen MR ditambahkan. Hasil berwarna merah
menunjukkan positif (Kartikasari et al., 2019).

d. Uji Voges Proskaeur (VP)

Secara aseptis biakan bakteri diinokulasikan dari media ke dalam
media MRVP, serta diinkubasi selama 24 jam dengan 37 °C, lalu
ditambah 2-3 tetes a-naphtol 5% dan 3-4 tetes KOH 40%. Warna
merah menunjukkan hasil uji positif (Kartikasari et al., 2019).

e. Uji Sitrat

Secara aseptis biakan bakteri diinokulasikan pada media simon
citrate, kemudia dinkubasi dengan suhu 37 °C selama 24 jam. Hasil uji
positif akan menunjukkan perubahan warna pada media dari hijau
menjadi biru (Kartikasari et al., 2019).
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b. Isolasi Staphylococcus
Isolasi Staphylococcus dikerjakan dengam menanam sampel pada media
MSA, serta identifikasi dengan pewarnaan Gram, Uji Katalase, Uji Methyl
Red, Uji Voges-Proskauer. Sampel bakteri yang akan diisolasi diambil dari
perairan Krueng Aceh. Isolasi bakteri dilakukan dengan mengambil sampel air
terlebih dahulu dan dilakukan pengenceran, kemudian diambil dari
pengenceraan 1073 dan 1075 disebarkan pada media MSA dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37 °C. Berubahnya warna pada medium dari warna
merah menjadi warna kuning menunjukkan hasil yang positif sedangkan pada
medium yang tidak mengalami perubahan warna menunjukkan hasil negatif.
Selanjutnya dilakukan Pewarnaan Gram bertujuan untuk mengamati morfologi
sel Staphylococcus. Pewarnaan Gram dikembangkan oleh Cristian Gram dan
merupakan salah satu pewarnaan yang paling sering digunakan (Hayati et al.,
2019).
a. Uji Katalase
Uji ini dilakukan dengan diteteskan hidrogen peroksida (HO) 3% pada
gelas objek yang bersih. Dioleskan biakan di gelas objek yang sudah
ditetesi HO, dicampur secara perlahan suspensinya dengan ose,
terbentuknya gelembung udara menunjukkan hasil yang positif
(Apriyanthi et al., 2022).
b. Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA)
Uji TSIA dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri, lalu
ditusukkan sampai ke dasar tabung serta dilakukan secara zigzag pada
bagian miring media. Kemudian diinkubasi selama 24 jam. Hasil
berwarna kuning menunjukkan bahwa bakteri mampu memfermentasi
glukosa, laktosa dan sukrosa (Lasmini et al., 2022) .
c. Uji Methyl Red
Uji methyl red memiliki tujuan untuk konfirmasi apakah
mikroorganisme mampu menhasilkan dan mempertahankan produk
akhir. Produk akhir berupa asam yang didapatkan dari proses oksidasi

glukosa. Berubahnya warna di bagian atas media menjadi merah
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setelah ditetesi 3-5 tetes reagen methyl red menunjukkan hasil positif
(Karimela et al., 2017).
d. Uji Voges-Proskauer

Menurut Cappucino dan Sherman (1992) pengujian ini dipergunakan
sebagai pengidentifikasi organisme yang mampu menghasilkan acetoin
dari pendegradasian glukosa selama fermentasi 2,3 butanadiol, hingga
penurunan pH media menjadi 5 atau lebih. Hasil yang positif ialah
terbentuknya warna merah atau pink setelah menambahkan Barrit’s
Reagen dengan pembentukan asetil metil karbonil (Karimela et al.,
2017).

I11.5.3 Uji Resistensi Bakteri Terhadap Logam Fe (Besi)

Uji resistensi dilakukan dengan 3 perlakuan (kontrol, konsentrasi 2000
ppm, 2500 ppm). Dilakukan dengan metode Kirby Bauer yaitu cutton bud steril
dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi suspense bakteri kemudian
digoreskan di cawan petri yang berisi media MHA, lalu diatasnya diletakkan
paper disk. Kemudian paper disk yang telah direndam Fe dengan variasi
konsentrasi yaitu: 2000 ppm dan 2500 ppm diletakkan diatas media MHA yang
telah diinokulasikan Bacillus. Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
°C dalam inkubator. Pembentukan zona bening di area cakram ialah tanda bakteri

mempunyai kemampuan daya hambat (Novaryatiin et all., 2018).
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Pengukuran diameter vertikal dan horizontal zona bening dilakukan
dengan penggunaan jangka sorong, lalu hasil pengukuran dihitung dengan rumus
zona hambat.

(Dv - Dc) + (Dh- Dc)
2

Keterangan:

Dv : Diameter vertikal

Dh : Diameter horizontal

Dc : Diameter cakram/sumuran (Winastri et al, 2020).

Kriteria pengukuran zona hambat dilakukan berdasarkan Rodriguez et al,
(2021):
a. Suscentible/ rentan: >18 mm
b. Resisten/ tahan: < 13 mm
c. Intermediet/ sedang: antara 13-18 mm

d. Susceptible Dose- Dependent (SDD): tidak memiliki zona hambat

111.5.4 Pengukuran Kurva Pertumbuhan Bacillus

Pengukuran kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan Optical Density
(OD) setiap 6 jam sekali selama 72 jam yaitu dengan cara mengambil bakteri yang
mampu meresisten Fe dengan zona hambat paling sedikit. Pengukuran kurva ini
menggunakan media Nutrient Broth (NB) yaitu bakteri diinokulasikan kedalam
media tabung yang berisi media NB 10 ml dan diingkubasi selama 24 jam.
Selanjutnya secara aseptis 10 ml bakteri diinokulasikan kedalam 90 ml media NB
dengan penambahan konsentrasi Fe 3000 ppm lalu di shaker dengan kecepatan
200 rpm. Setiap 6 jam sekali diambil 1 ml kultur kemudian dimasukkan kedalam
kuvet untuk pengukuran nilai OD dengan panjang gelombang (A) 600 nm.
Pengukuran OD dimulai dari jam ke-0 sampai 72 jam, data hasil pengukuran lalu
dibuat kurva dengan sumbu x sebagai waktu (t) dan y sebagai nilai OD (Farisna,
2016).
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I11.5.5 Uji Aktivitas Antimikroba

Metode difusi agar (disc diffusion Kirby and Bauer) dipergunakan untuk
melakukan pengujian ini. Aktifitas penghambatmya diuji terhadap Klebsiella sp,
Sthaphylococcus sp., yang dipergunakan sebagai mikroba uji. Untuk pengujian
aktifitas antimikroba menggunakan kertas cakram yang berukuran 6 mm. Satu ose
Klebsiella, dan Staphylococcus sp. yang telah diinokulasi diambil £ 1 ose lalu
diencerkan dengan larutan NaCl 0,9% steril hingga memiliki kekeruhan yang
sesuai dengan standar Mc. Farland 0,5 (108CFU/mI). Kemudian disuspensikan
mikroba patogen tersebut dengan cutton bud steril kedalam cawan petri berisi
media MHA dengan metode goresan (streak plate), lalu diletakkan paper disk
yang telah direndam dengan bakteri Bacillus diatasnya setelah itu diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 24 jam pada pengujian ini menggunakan kontrol antibiotik
(Budianto & Suprastyani, 2017).

Kemudian dilakukan pengamatan setelah 24 jam diinkubasi. Daerah pada
sekitaran cakram yang menunjukkan kepekaan terhadap antimikroba dinyatakan
dengan diameter zona bening. Diameter zona bening diukur dengan satuan
millimeter (mm) dengan menggunakan jangka sorong. Empat kategori aktifitas
antimikroba yang dapat dikelompokkan, yaitu: aktivitas lemah (<5 mm), sedang
(5-10 mm), kuat (>10-20 mm), sangat kuat (>20-30 mm). Diameter zona bening
yang dihasilkan di sekitar kertas cakram dinyatakan sebagai aktifitas zona hambat
antimikroba. Pengukuran diameter zona hambat dilakukan dengan satuan mm
(Datta dkk, 2019).

(Dv- Dc) + (Dh- Dc)
2

Keterangan:
Dv : Diameter vertikal
Dh : Diameter horizontal

Dc : Diameter cakram/sumuran

Gambar 111.2. Rumus Perhitungan Zona Hambat (Winastri et al., 2020).
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111.6 Analisis Data

Data yang telah diperoleh dari isolasi bakteri patogen dianalisis dengan
metode kualitatis yaitu secara deskriptif berdasarkan jumlah isolat dan
karakteristik morfologi bakteri. Sedangkan data kuantitatif dianalisis berdasarkan
pengukuran zona hambat dari uji resistensi bakteri Bacillus sp. terhadap Fe serta

uji aktifitas antimikrobial Bacillus sp. terhadap mikroba patogen.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

IV.1 Hasil Penelitian
1V.1.1 Resistensi Bacillus sp. Sungai Krueng Aceh Terhadap Fe

Diketahui dengan hasil yang menunjukkan semua isolat Bacillus sp.
tumbuh dengan baik pada area sekitar cakram yang terdapat logam Fe pada
konsetrasi 2000 ppm dan 2500 ppm. Hasil Uji resistensi memperlihatkan bahwa
isolat Bacillus sp. resisten terhadap logam Fe yang ditandai dengan pertumbuhan
Bacillus sp. disekitar paper disk yang mengadung Fe. Morfologi koloni dan hasil

uji resistensi isolat Bacillus sp. dapat dilihat pada gambar IV.1.

Gambar IV.1 Isolat Awal Bakteri Bacillus sp. (A) dan Hasil Uji Resistensi
Bacillus sp. Terhadap Fe dengan Konsentrasi 2000 ppm dan 2500

ppm (B).

Tabel 1V.1 Uji Resistensi Bacillus sp. Terhadap Fe

Konsentrasi Ulangan (mm) Rata-
Rata

Ui uz2 U3 U4 us U6 U7 U8 U9 (mm)
2000 ppm 5,0 SN BUOEEE ISR s o 1.5 1,82
2500 ppm 2,7 32 1557156 TmmesA2 1,7 18 14 2,31

Hasil uji resistensi bakteri Bacillus sp. terhadap Fe dengan konsentrasi
2000 ppm menunjukkan nilai rata-rata 1,82 mm (<13 mm) yang menandakan
bahwa bakteri Bacillus sp. tersebut resisten. Kemudian hasil uji resistensi bakteri
Bacillus sp. dengan konsentrasi 2500 ppm menunjukkan nilai rata-rata 2,31 mm
(<13 mm) juga menandakan bakteri Bacillus sp. resisten terhadap Fe.

25



IV.1.2 Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus sp.

Hasil pengukuran kurva pertumbuhan bakteri Bacillus sp. dilakukan untuk
melihat fase pertumbuhan bakteri. Hasil pengukuran kurva pertumbuhan Bacillus
sp. dengan konsentrasi 3000 ppm. Data hasil pengukuran kurva pertumbuhan
dapat dilihat pada Tabel IV.5.

Tabel 1.2 Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus sp.
Waktu (t) Absorbansi (A)

6 0,094
12 0,853
18 7S
24 2,142
30 2,162
36 2,189
42 3,261
48 SR 33
54 2,268
60 22
66 i, 2
12 1,588

Y
wn
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]
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Gambar V.2 Grafik Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus sp.
Berdasarkan hasil pertumbuhan bakteri Bacillus sp. selama 72 jam dengan
pengukuran selama 6 jam sekali. Pada 6 jam pertama nilai absorbansi 0,094 dan
pada 72 jam nilai absorbansi 1,193. Hasil penelitian pengukuran kurva

pertumbuhan bakteri, fase lag (adaptasi) Bacillus sp. terjadi pada jam ke-0. Lalu
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fase log (eksponensial) dimulai dari jam ke-12 sampai jam ke-30, dengan nilai OD
dimulai dari 0,853 A sampai dengan 2,162 A. Fase log (eksponensial) ialah fase
yang dibutuhkan oleh mikroba untuk melakukan pembelahan sel atau
penggandaan sel yang disebut dengan waktu generasi, pH, suhu, sifat genetik serta
nutrisi yang terkandung dalam media mempengaruhi fase ini. Selanjutnya fase
stasioner dimulai dari jam ke-30 sampai dengan jam ke-42 dengan nilai OD 2,162
A sampai dengan 3,267 A dan fase mortalitas (kematian) pada jam ke-48 dengan
nilai OD 3,235 A,

1V.1.3 Karakteristik Bakteri Patogen dari Sungai Krueng Aceh

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, isolasi bakteri dari
sungai Krueng Aceh diperoleh 14 isolat. Isolat tersebut memiliki karakteristik
makroskopis yang berbeda-beda seperti: bentuk koloni, margin, elevasi, dan
warna. ldentifikasi bakteri dilakukan secara makroskopis dengan pewarnaan Gram
dan uji biokimia. Uji pewarnaan gram diamati menggunakan mikroskop
pembesaran 1000x, setelah diamati isolat bakteri dari sungai Kreung Aceh
memiliki bentuk sel Bacil (batang) dan Coccus (bulat). 8 Isolat tergolong bakteri
kedalam bakteri Gram negatif dan 6 isolat tergolong bakteri gram positif yang
ditandai dengan warna merah dan ungu atau biru dapat dilihat pada gambar 1V.2.

\.,\:;»_: o ~~-. AR %," ! S
BTN S e

. _‘v. y “;."_-f-

Selanjutnya dilakukan uji biokimia untuk mengetahui sifat-sifat suatu
bakteri. Adapun uji biokimia yang dilakukan pada prnrlitian ini adalah: uji sitrat,
uji TSIA, uji indol, uji MR-VP serta uji katalase. Hasil Karakteristik Makroskopis
dan Mikroskopis isolate bakteri patogen dari Kreung Aceh dapat dilihat pada tabel
IV.3.
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Tabel 1V.3 Karakteristik Bakteri Patogen di Isolasi dari Sungai Krueng Aceh

Makroskopis Mikroskopis Uji Biokimia Genus
Kode Bentuk Margin Elevasi Warna = 2
H [s5] o (2} (5]

Isolat Koloni _t{‘) S é g g 2 2 5 g % . N 2

2 3 Y. E E F = > 3

o} =5 o 4 (7] s ¥

[}
CL1 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) + + + - - - + + - + Klebsiella sp.
CL2 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) + + + - - - - + + - + Klebsiella sp.
CL3 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) - - - - - - - + + - + Enterobacter sp.
CL4 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) - - - - + + - + Klebsiella sp.
CL5 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) - - - - - - - + + - + Enterobacter sp.
CL6 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) - - - - - - - + + - + Enterobacter sp.
CL7 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) + + + - - - - + + - + Klebsiella sp.
CL8 Bulat Rata Cembung Merah Muda Batang Negatif (-) - - - - - - - + + - + Enterobacter sp.
SA1l Bulat Rata Cembung Kuning Bulat Positif (+)  + A 3 - - - + - + Staphylococcus sp.
SA?2 Bulat Rata Cembung Kuning Bulat Positif (+) + + + - - - + - + Staphylococcus sp.
SA3 Bulat Rata Cembung Kuning Bulat Positif (+) + + + - - - + - + Staphylococcus sp.
SA4 Bulat Rata Cembung Kuning Bulat Positif (+) + + + - - - + - + Staphylococcus sp.
SA5 Bulat Rata Cembung Kuning Bulat Positif (+) + + + - - - + - + Staphylococcus sp.
SA8 Bulat Rata Cembung Kuning Bulat Positif (+)  + + + - - - + - + Staphylococcus sp.

28



Tabel IV.4 Data Genus Makroskopis dan Mikroskopis Bakteri

Sumber

dari Berbagai

Genus Bakteri

Makroskopis Klebsiella sp. Enterobacter sp. Staphylococcus
sp.
(CLi,CL2,CL4CL7) (CL3,CL5,CL6,CL8) (SA1 F,)SAZ,
SA3, SA4, SA5,
SA8)
Bentuk Bulat Bulat Bulat
Koloni
Margin Rata Rata Rata
Elevasi Cembung Cembung Cembung
Warna Merah Muda Merah Muda Kuning
Mikroskopis
Gram - . +
Bentuk Sel Basil Basil Coccus
Glukosa + - +
Laktosa & - o
Sukrosa i - Hy
Gas - - -
H2S - - -
Indol - -
Motilitas 2 7
Sitrat a f -
MR + + +
VP - - -
Katalase H i s
((Khairani et al., 2019) (Vernanda et al., (Hajar et al.,
(Kambuno et al., 2017) 2023) 2018)
(Sihombing & (Prianti et al., 2018)  (Darmawi et al.,
Budiarso, 2017) (Utamy et al., 2021) 2019)
(Lasmini et al.,
2022)

Keterangan: Bakteri Isolat yang berhasil di Isolasi, Negatif (-) dan Positif (+)

Berdasarkan data tabel di atas, didapatkan 14 isolat bakteri patogen,

diantaranya yaitu 8 isolat dari Gram negatif dan 6 isolat dari gram positif. Isolat

dari Gram negatif terdiri dari genus Klebsiella sp. dan Enterobacter sp. kemudian

isolat dari Gram positif yaitu bakteri dari genus Staphylococcus sp.
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IV.1.4  Aktivitas Antimikrobial Bakteri Bacillus sp. Terhadap

Mikroorganisme Patogen
Hasil uji aktivitas antimikrobial bakteri Bacillus sp. dapat dilihat pada

Gambar 1V .4

Gambar 1V.4 Hasil Uji Aktivitas Antimikrobial Bacillus sp. Terhadap
Mikroorganisme Patogen

Uji aktifitas antimikrobial Bacillus sp. dilakukan dengan kontrol negatif
yaitu aquadest, kontrol positif yaitu kloramfenikol dan mikroorganisme patogen
yaitu isolat Klebsiella sp., dan Staphylococcus sp. Hasil uji aktifitas antimikrobial
Bacillus sp. dapat dilihat pada tabel 1V .4.

Tabel V.5 Hasil Uji Aktifitas Antimikrobial Bacillus sp. Terhadap
Miroorganisme Patogen

Isolat Patogen Antimikroba Rata-rata (mm)  Kriteria Zona
Hambat

Kontrol (-) 0 Lemah

Klebsiella sp. Kontrol (+) 18,38 Kuat
Bacillus sp. 2ol Lemah
Kontrol (-) 0 Lemah

Staphylococcus sp. Kontrol (+) 24,69 Sangat Kuat
Bacillus sp. 0,51 Lemah

Keterangan: lemah (<5 mm), sedang (5-10), kuat (>10-20 mm) dan sangat kuat
(>20-30 mm).
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I1VV.2 Pembahasan
IV.2.1 Resistensi Bacillus sp. Sungai Krueng Aceh Terhadap Fe

Hasil uji resistensi Bacillus sp. dapat dilihat pada Tabel 1V.1. Pengujian
resistensi bakteri Bacillus sp. menggunakan kontrol aquadest, konsentrasi Fe 2000
ppm dan 2500 ppm. Kriteria pengukuran zona hambat dilakukan berdasarkan
Rodriguez et al., (2021) dengan zona hambat yang dihasilkan bakteri dikatakan
resisten jika hasil pengukuran zona hambat <13 mm.

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, pengujian resistensi bakteri
Bacillus sp. terhadap logam Fe pada konsentrasi 2000 ppm menunjukkan hasil
nilai rata-rata 1,82 mm (resisten), dan pada konsentrasi 2500 ppm menunjukkan
hasil nilai rata-rata 2,31 mm (resisten). Menurut Sulastri et al., (2022) beberapa
spesies Bacillus resisten terhadap logam Fe hingga 6000 mg/L pada Nutrient Agar
dan beberapa spesies Bacillus hanya mampu bertahan hingga 100 mg/L.

Berdasarkan hasil uji pendahuluan kandungan logam Fe yang terdapat
dalam perairan Kreung Aceh adalah 1886 mg/kg. Menurut Fahruddin et al.,
(2020) bakteri dapat menyesuaikan diri terhadap lingkungan yang ekstrim, bakteri
mampu hidup pada air yang mengandung konsentrasi logam yang tinggi
disebabkan karena bakteri memilki kemampuan dalam mendetoksifikasi efek
logam berat melalui mekanisme di dalam sel yang mengikat logam. Bakteri
mempunyai kemampuan bertahan hidup di lingkungan tercekam logam berat
karena memiliki gen resisten, Menurut Rismawati, (2019) gen smtAB merupakan
salah satu gen resisten yang terlibat dalam protein (metallothionein) yang dapat
mengikat logam berat.

Menurut Abidin et al., (2019) bakteri memiliki kemampuan dalam
mengakumulasi logam melalui mekanisme yang bergantung pada metabolisme
(metabolism-dependent/ active uptake) atau tidak bergantung metabolisme
(metabolism-independent/ passive uptake). Pereduksian logam berat oleh bakteri
dapat dilakukan dengan cara bioakumulasi atau biosorpsi. Pada proses
bioakumulasi, logam akan ditranspor melalui membran sel ke dalam sitoplasma.
Adsorpsi logam ditentukan oleh kemampuan menyerap permukaan sel yang
dipengaruhi oleh komponen penyusun dinding sel. Komponen permukaan dinding
sel berupa gugus fungsional gugus karboksil, gugus fosfat, lipopolisakarida, asam
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teikoat dan asam teikuronat. Bakteri yang memiliki potensi sebagai agen
bioremediasi logam berat adalah bakteri yang resisten serta toleran terhadap
keberadaan logam berat di lingkungan.

Menurut Zhao et al., (2021) resistensi bakteri melalui mekanisme adaptasi,
hal tersebut terjadi karena ada perbedaan kromosomal, transposon dan plasmid
yang mengatur sistem resistensi pada bakteri, selanjutnya adanya protein RND
(resistance-nodulation-cell division) yang mengatur transportasi logam melalui
membran sel. Enzim katalase juga dihasilkan oleh Bacillus, enzim ini berfungsi
untuk memecah zat berbahaya yang terakumulasi kedalam sel bakteri. Bacillus
juga menghasilkan enzim reduktase yaitu enzim yang berfungsi untuk
menurunkan (reduksi) kadar toksisitas logam berat yang menjadi pencemar
menjadi bentuk yang tidak toksik. Logam Fe merupakan zat gizi mikro yaitu
sebagai pigmen sitokrom dan kofaktor enzim. Menurut Irhamni et al., (2017) Fe
juga merupakan nutrisi esensial yang dalam konsentrasi kecil berguna untuk
proses fisiologis seperti respirasi, metabolisme dan perbaikan DNA. Namun,
dalam konsentrasi besar, Fe bersifat toksik karena dapat memicu kerusakan DNA
bakteri.

IV.2.2 Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus sp.

Pengukuran kurva pertumbuhan bakteri Bacillus sp. memakai
spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nm. Pengukuran Kkurva
pertumbuhan bakteri dilakukan untuk melihat fase pertumbuhan bakteri, fase
pertumbuhan bakteri terdiri dari empat fase yaitu fase lag (adaptasi), fase log
(eksponensial), fase stasioner dan fase mortalitas (kematian). Isolat Bacillus
sebelum dilakukan uji kurva terlebih dahulu diuji resisten, kurva pertumbuhan
Bacillus sp. dapat dilihat pada tabel 1V.2.

Fase lag (adaptasi) bakteri Bacillus sp. terjadi pada jam ke-0, pada fase ini
biasanya bakteri melakukan adaptasi dengan lingkungan, seperti pH, suhu, nutrisi
dan lain sebagainya. Fase kedua yaitu fase log (eksponensial) dimana pada fase ini
pertumbuhan bakteri semakin cepat, pada fase ini kondisi fisiologis dan kimiawi
dari populasi sel bakteri seragam, hingga kultur yang terdapat pada fase
eksponensial biasa dipergunakan untuk penelitian fisiologis dan biokimia. Fase
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lag terjadi pada jam ke-12 sampai ke-30. Fase ketiga yaitu fase stasioner yaitu
fase yang mana laju pertumbuhan sama dengan laju kematian mikroba, hingga
hasil jumlah mikroba akan secara keseluruhan akan tetap sama, pada penelitian
Farisna (2015) kurva perumbuhan Bacillus tanpa penambahan logam
menunjukkan fase stasioner terjadi pada jam ke-220 sedangkan pada penambahan
logam Fe fase stasioner terjadi pada jam ke-30, pada fase ini nutrisi didalam
medium sudah banyak digunakan sehingga jika inkubasi tetap dilanjut setelah fase
ini maka sel bakteri akan mati karena lisis.

Kemudian nilai OD dengan penambahan logam Fe paling tinggi yaitu pada
nilai 3,26 A sedangkan pada Bacillus tanpa logam yaitu pada 0,5-0,6 A hal ini
bisa disebabkan karena Bacillus yang resisten terhadap logam Fe dan logam Fe
dalam konsentrasi tertentu dibutuhkan oleh mikroba pada respirasi seluler
(Rahmawati & Zulaika, 2021). Fase terakhir ialah fase mortalitas (kematian), di
fase ini pertumbuhan bakteri mulai turun karena nurisi dalam media dan cadangan
energi didalam sel mulai tipis fase kematian dimulai pada jam ke-48 (Risna et al.,
2022).

I1VV.2.3 Karakteristik Bakteri Patogen dari Sungai Krueng Aceh

Berdasarkan hasil penelitian terdapat 14 isolat bakteri patogen yang
diisolasi dari sungai Kreung Aceh yang terdiri dari 8 bakteri kelompok coliform
dan 6 bakteri genus Staphylococcus. 8 Bakteri coliform terdiri dari genus
Klebsiella dan Enterobacter. 14 isolat tersebut mempunyai karakteristik
makroskopis serta mikroskopis yang berbeda serta hasil uji pewarnaan gram dan
uji biokimia yang berbeda pula, tabel karakteristik bakteri patogen dari sungai
Kreung Aceh dapat dilihat pada tabel 1V.3.

Hasil penelitian memperlihatkan bahwa terdapat 3 genus bakteri yang
berhasil diisolasi pada sungai Krueng Aceh, yaitu Klebsiella, Enterobacte, dan
Staphylococcus. Pada penelitian Parhusip et al., (2020) menyebutkan bakteri yang
berhasil diisolasi dari sungai yaitu Enterobacter clocae, Pantoea agglomerans,
Klebsiella pnemonian, Klebsiella grimontii, serta Shigella flexneri. Kemudian

pada penelitian Elhany & Husnudin, (2023) bakteri yang berhasil diisolasi dari
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sungai yaitu Pseudomonas pseudomallei, Pseudomonas fluorescens, dan Bacillus
subtilis.

Klebsiella sp. pada media EMBA memiliki ciri koloni berwarna merah
muda dengan tepian rata dan diameter 2-5 mm. pada uji katalase memberikan
hasil positif dan pada uji TSIA juga menghasilkan hasil yang positif
memfermentasikan sukrosa, glukosa dan laktosa. Enterobacter sp. memiliki
koloni warna merah muda pada media EMBA dengan diameter 2-3 mm dan
elevasi cembung (Krisnawati et al., 2022).

Klebsiella sp. ialah bakteri Gram negatif yang memiliki bentuk batang
pendek. Klebsiella sp. dapat menyebabkan infeksi pada saluran pernapasan atas
yaitu pada mukosa hidung dan farings, dan dapat menjadi penyebab pneumonia
dan infeksi saluran kencing akibat meluasnya infeksi Ramaditya et al., (2018).
Klebsiella selain dapat ditemukan didalam air dapat pula ditemukan di tanah,
makanan, dan saluran usus hewan serta usus manusia. Enterobacter sp. ialah
bakteri gram negatif yang memiliki bentuk batang dan dapat menyebabkan infeksi
saluran kemih di dalam penelitian Janasuta et al., (2020) disebutkan bahwa genus
Enterobacter merupakan salah satu penyebab infeksi saluran kemih. Selain pada
air bakteri Entorobacter sp. termasuk kedalam bakteri coliform dan dapat
digunakan sebagai indikator sanitasi. Entorobacter sp. dapat ditemukan pada
tanah, limbah dan juga tanaman.

Staphylococcus sp. pada media MSA memiliki bentuk koloni bulat,
berwarna kuning dengan tepian rata. Bakteri tersebut bisa didapatkan berdiri
sendiri maupun kelompok dan bentuk kumpulannya seperti buah anggur. Bakteri
ini menunjukkan hasil positif pada uji katalase, dan sifatnya fakultatif anaerob.
Genus Staphylococcus ditemukan hidup di kulit dan kelenjarnya, juga pada
membran mukosa manusia, burung serta mamalia sebagai bakteri oportunistik. Di
alam bakteri ini terdapat pada air, tanah, permukaan tanaman dan produk makanan
(seperti kuning telur yang tidak matang) yang mampu menyebabkan penyakit
terhadap manusia (Nainggolan et al., 2018).

Staphylococcus sp. adalah bakteri gram positif yang apabila dilihat melalui
mikroskop berbentuk coccus. Bakteri tersebut bisa ditemukan di tanah, air, susu,
makanan dan udara. Infeksi yang disebabkan oleh Staphylococcus sp. pada kulit
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dapat menimbulkan impetigo, selulitis, bisul, dan staphylcoccal scalded skin
syndrome (SSSS). Staphylococcus sp. dapat menghasilkan enterotoksin yang
menjadi penyebab terjadinya gejala diare hingga horn’s disease, ulcerative colitic
dan keracunan juga dapat terjadi apabila mengkonsumsi makanan atau mi uman

yang tercemar dengan bakteri tersebut (Afrila et al., 2020).

IV.2.4  Aktivitas Antimikrobial Bakteri Bacillus sp. Terhadap
Mikroorganisme Patogen

Uji aktivitas antimikrobial bakteri Bacillus sp. dilakukan untuk
mengetahui kemampuan bakteri Bacillus dalam menghambat pertumbuhan
mikroba patogen. Hasil Pengujian aktivitas antimikrobial bakteri Bacillus sp.
dapat dilihat pada Tabel 1V.5. Mikroba patogen yang digunakan pada pengujian
ini adalah Klebsiella, dan Staphylococcus. Semua mikroba patogen tersebut
diujikan dengan Bacillus, kemudian hasil pengujian dihitung zona hambatnya
yaitu zona bening disekitar cakram. Kriteria pengukuran zona hambat dilakukan
berdasarkan Datta dkk, (2019) dengan diameter zona hambat dikatakan lemah
apabila menunjukkan hasil <5 mm dan dikatakan sangat kuat apabila
menunjukkan hasil >20-30 mm.

Pada pengujian aktivitas antimicrobial Bacillus sp. terhadap mikroba
patogen menggunakan kontol (-) yaitu aquadest dan kontrol (+) kloramfenikol.
Kontol (-) digunakan untuk memastikan tidak ada zona hambat yang terjadi
kepada mikroba patogen. Menurut Utomo et al (2018) penggunaan kontrol (+)
kloramfenikol karena kloramfenikol ialah antibakteri yang berspektrum luas
sehingga mampu mebunuh bakteri gram positif dan gram negatif. Bakteri
dikatakan resisten terhadap kloramfenikol apabila diameter zona hambat yang
dihasilkan <20 mm dan sensitif apabila zona hambat yang dihasilkan >20 mm.
Berdasarkan hasil penelitian Klebsiella sp. resisten terhadap kloramfenikol dengan
diameter zona hambat 18,38 mm dan Staphylococcus sp. sensitif terhadap
kloramfenikol dengan diameter zona hambat 24,69 mm.

Pada pengujian aktivitas antimikrobial Bacillus sp. terhadap Klebsiella sp.
menghasilkan zona hambat dengan kategori lemah yaitu 2,71 mm. Diameter zona
hambat yang kecil bisa disebabkan karena pengaruh dari membran sel bakteri
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yang berfungsi sebagai penghalang karena adanya lipid dan permeabelitas yang
tinggi. Kandungan fosfatidiletanolamin di dalam bakteri Gram negatif diduga
sebagai penyebab penurun sensitivitas bakteri terhadap senyawa antibakteri
hingga konsentrasi tersebenut tidak dikategorikan kuat pada aktivitas
penghambatan (Ambarwati & Ibrahim, 2021). Pada pengujian aktivitas
antimikrobial Bacillus sp. terhadap Staphylococcus sp. menghasilkan zona hambat
dengan kategori lemah yaitu 0,51 mm. Diameter zona hambat yang lemah bisa
diakibatkan karena bakteri Gram positif mempunyai dinding sel yang lebih tebal
hingga antimikroba akan sulit menembus dinding sel (Datta dkk, 2019).
Berdasarkan hasil uji aktivitas antimikrobial Bacillus sp. terhadap mikroba
patogen, maka dapat diketahui bahwa semua hasil pengujian kepada mikroba
patogen menghasilkan zona hambat dengan kategori lemah yaitu <5 mm. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa Klebsiella sp. lebih sensitif dari Staphylococcus
sp. hasil ini dapat dilihat dari kemampuan daya penghambat yang lebih besar dari
Staphlocuccus sp. hal ini disebabkan karena berbedanya sensitifitas antara bakteri
gram negatif (Klebsiella) dan gram positif (Staphylococcus). Menurut Mulyani et
al., (2017) bakteriosin Bacillus sp. lebih aktif terhadap bakteri gram negatif dari

bakteri gram positif.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa:

1. Bakteri Bacillus sp. resiten terhadap logam Fe dengan konsentrasi
2000 ppm dan 2500 ppm, dengan nilai yang paling rendah pada 2500
ppm yaitu rata-rata 2,31 mm.

2. Bacillus sp. yang terpapar logam berat Fe pada konsentrasi 3000 ppm
memasuki fase lag (adaptasi) yaitu pada jam ke-0. Kemudian fase log
(eksponensial) dimulai dari jam ke-12 sampai jam ke-30, selanjutnya
fase stasioner dimulai dari jam ke-30 sampai dengan jam ke-42.

3. Bakteri patogen dari sungai Krueng Aceh didapatkan 14 isolat bakteri
yaitu 4 genus Klebsiella, 4 genus Enterobacter dan 6 genus
Staphylococcus.

4. Aktivitas Antimikrobial Bacillus sp. yang diujikan kepada mikroba
patogen yaitu Klebsiella sp., dan Staphylococcus sp. memiliki daya
hambat dengan kategori lemah yaitu 2,71, dan 0,51.

V.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian maka penulis menyarankan:

1. Perlu dilakukan uji lanjutan identifikasi molekuler atau PCR pada
bakteri Bacillus sp. agar mengetahui spesies bakteri.

2. Perlu dilakukan identifikasi senyawa bioaktif pada bakteri Bacillus sp.
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1 | Sedimen Fe 1886 mg'kg AAS-Flame

(=T 1 LHU yang diterpilkan bamva berhubimgm dengn comfob yang di up

LHU um dibuat unevk penggmmasn pelangaas vang diseburiom dabam LHU au
Laboratonum ¥5T tidak bertangsung jawab aas setiap kemgan dan smgguog
jawab Dutdoses v ang didersta obed pelak kebiga atis peagpenn lpoesn wi
4 Laporm Bazl up bdak bolkeh dgandakan kecumb  selwrub dm
presetapioes dars hbosatonan.

Lzt deteksi Fe = 02177 mp'L

-

At Banda Aceh, 2 Maret 2023
;\Kepala Laboratorium FST
A
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Lampiran 4. Alur Penelitian

Sterilisasi Alat dan Bahan

v

Pembuatan Media

v

Pengambilan Sampel

v

Sampel Di bawa Ke
Laboratorium Mikrobiologi
|| Multifungsi

Melakukan Pengenceran Isolasi Bakteri

Ié Pengamatan Makrokopis A

dan Pemurnian Bakteri

v

Peremajaan Bakteri
L

"

Pewarnaan Gram

Uji Biokimia

¥

Identifikasi Spesies Bakteri Patogen

Vv
Uji Resistensi Bacillus sp. Terhadap Fe
\
Uji Aktivitas Antimikrobial Bacillus sp. Terhadap Mikroba Patogen
k2
| Analisi Data |
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Lampiran 5. Dokumentasi Kegiatan Di Laboratorium

Pengambilan Sampel Pembuatan Media Pengenceran Sampel

o -
Isolasi Bakteri Pengukuran Bakteri Pemurnian Bakteri

Pewarnaan Gram Pengamatan di Mikroskop Uji Biokimia

1
1)\ 4N

Uji Katalase Uji Resistensi Uji Antimikrobial
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Lampiran 6. Dokumentasi Hasil Penelitian

SA 1073 SA 1073 SA 1073

Uji Pendugaan Uji Penegasan
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Lampiran 7. Dokumentasi Hasil Pewarnaan Gram dan UJi Biokimia

Pewarnaan Gram

3 L T » NI ]
- M - N
o ¢ y ' ‘l : \ "‘ S W P
’ | IS - . .
= : - o \ _f \ O Gl L R 2
» b 3 . 1 : "I.

’ " s i, "."s ?\\ N
0, . .-_‘s.‘ P a,"
; 9 - S e g& ; By “ 1
b L
: A 'IL ;ﬂ [ : 3
o A " 3 \ .“’c N gL' .0 -’o ;
CL2 E=5 SA1

Uji Sitrat
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Uji VP
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Uji Indol
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Lampiran 8. Data Mentah Hasil Uji Resistensi

Rumus perhitungan zona hambat
(Dv - Dc) + (Dh- Dc)

2
Konsentrasi 2000 ppm
Ulangan 1:
(844 —-6)+(828—-6) 224+228 4,72
= = = 3,5
2 2 2
Ulangan 2:
(8,51 —SEIEHOSISNG RN ] 5 ok
2 - 2 .
Ulangan 3:
(7,36 —6)+ (7,57%— 6)F 1,36 +1,57 291
= = = 1,46
2 2 2
Ulangan 4:
(745—-6)+(742—-6) 145+1,46 291
= = = 1,45
2 % 2
Ulangan 5:
(8,24 —6)+ (857 —6) 2,24+ 257 481
=] = = 2,40
2 2 2
Ulangan 6:
(20 ECE W 0) 1.2 LR ORsnai s
2 = 2 T ETE
Ulangan 7:
(7,47 —6) + (7,16 —6) 1,47+ 1,16 2,63
= = =181
2 B 2
Ulangan 8:
(748 —-6)+(728—6) 148+128 2,76
= = = 1,38
2 2 2
Ulangan 9:
(7,64—-6)+(7,37—-6) 1,64+137 3,01
= = = 1,50
2 2 2
Rata-rata :

)

16,45
35+222+1,46+145+2,40+1,23+191+ 1,38+ 1,50 = 9 = 1,82

54



Konsentrasi 2500 ppm

Ulangan 1:
(86 —-6)+(898—-6) 236+298 534
= = =267
2 2 2
Ulangan 2:
(891—-6)+(954—-6) 291+354 645
= = = 3,22
2 2 2
Ulangan 3:
(766 —6)+ (740—-6) 166+14 3,06
= = p— 1’53
2 2 2
Ulangan 4:
(747 —6)+ (766 —6) 147+166 3,13
= = = 1,56
2 2 2
Ulangan 5:
(874—6) +(859—-6) 2,74+2,59 5,33
= = = 2,66
2 2 2
Ulangan 6:
(11,81 -6)+(865—-6) 581 +265 846
— = == 4‘,23
2 2 2
Ulangan 7:
(7,56 —6)+(792 - 6) 1,56 +192 3,48
= = =1,74
2 2 2
Ulangan 8:
(7,56 —6) +(8,05—6) 156+2,05 3,61
= = = 1,80
2 2 2
Ulangan 9:
§ 7 FEINENCAVISVANS R Ty, | A
2 f 2 e
Rata-rata:
2,67 +322+153+156+2,66+423+1,74+ 1,80+ 1,41
20,82
=——=2,31

9
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Lampiran 9. Data Mentah Hasil Uji Antimikrobial
Rumus perhitungan zona hambat
(Dv - Dc) + (Dh- Dc)

2
a. Klebsiella sp.
Bacillus sp.
Ulangan 1:
(6,50 —6) +(623—-6) 05+023 0,73 o
2 = 2 il Fa e vy
Ulangan 2:
(.04 6) + (8,86 63" 2,62-+2,86 § 548 e
2 ¥ 2 N
Ulangan 3:
(10,10 —6) + (1099—-6) 4,1+499 9,09
= — — 4,54
2 % 2
Ulangan 4:
(992-6)+(859—-6) 392+259 6,51
= = = 3,25
2 2 P
Ulangan 5:
(985 —6) +(10,48—-6) 3,85+4,48 833
= = == 4,16
2 2 2
Ulangan 6:
(6,76 —6) + (7,69 —-6) 0,76 +1,69 245
= = = 1,2¢
2 2 2
Rata-rata:
16,27

0,36 + 2,74 + 4,54 + 3,25 + 4,16 + 1,22 = = - 2,71

Kontrol +
Ulangan 1:
(26,96 — 6) + (26,63 —6) 20,96 + 20,63 41,59
= = = 20,79
2 2 2
Ulangan 2:
(24,86 — 6) + (24,01 —6) 18,86 + 18,01 36,87
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Ulangan 3:
(27,80 —6) + (2547 —6) 21,8+ 1947 41,27

> > > = 20,63
Ulangan 4:
(23,38 —-6) + (23,06 —6) 17,38+ 17,06 34,44
= = = 17,22
2 2 2
Ulangan 5:
(24,61 — 6) + (23,78—6) 18,61+ 17,78 36,39
= = = 18,19
2 2 2
Ulangan 6:
(21,43 — 6) + (20,69 — 6) 15,43 + 14,69 30,12
= = = 15,06
2 2 2
Rata-rata:
110,32
20,79 + 18,13 + 20,63 + 17,22 + 18,19 + 15,06 = 3 = 18,38
. Staphylococcus sp.
Bacillus sp.
Ulangan 1: 0
Ulangan 2:
(6,17—-6) +(6,14—-6) 0,17+0,14 0,31
e = - 0,15
2 2 2
Ulangan 3:
(812—6)+(9,31—6) 2,12+3,11 543
= = =271
2 2 2
Ulangan 4: 0
Ulangan 5:
(6,05—-6)+(6,18—6) 0,05+0,18 0,23
- = . 0,11
2 2 2
Ulangan 6:
(6,06 —6) +(620-6) _ 006+02 _ 026 .
2 B 2 o2
Rata-rata:
,1
0+015+2,71+0+0,11+0,13 = > = 0,51
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Kontrol +

Ulangan 1:
(32,05 —-6) + (34,08 —6) 26,05+ 28,08 54,13
= = = 27,06
2 2 2
Ulangan 2:
(27,73 —6) + (27,67 —6) _ 21,73+21,67 43,4 217
2 B 2 o2 T
Ulangan 3:
(30,40 — 6) + (33,11 —6) 24,4+27,11 51,51
- = = 25,75
2 2 2
Ulangan 4:
(26,94 —6) + (30,87 —6) 20,94 + 24,87 45,81
= = = 22,90
2 2 2
Ulangan 5:
(33,42 -6) + (30,60 —6) 27,42+ 24,6 52,02
= = = 26,01
. Vi 2
Ulangan 6:
(30,70 —6) + (30,74 —6) 24,7 + 24,74 49,44
= = = 24,72
2 2 2
Rata-rata:
148,14
27,06 + 21,7 +25,75 +122,907F 26,01 124,72 = > = 24,69
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Lampiran 10. Biaya Penelitian

\ Alat / Bahan Volume Harga
0
1 |Media Msa 111,6 gram Rp 669.600
2 |lodine 6,8 ml 20.400
3 |Safranin 6,8 ml 20.400
4 |Media Emba 37,46 gram Rp 206.030
5 |Alfa Naftol 5,5 ml Rp 16.500
6 |Media Bglb 8 gram Rp 48.000
7 |Media Lb 1,3 gram Rp 6.500
8 |Media Mha 11,4 gram Rp 62.700
9 |Blank Disc 90 disk Rp 270.000
10 |Media Na 11,8 gram Rp 59.000
11 |Media Nb 5,4 gram Rp 27.000
12 |Media Mrvp 3,4 gram Rp 18.700
13 [Media Sca 4,85 gram Rp 26.675
14 |Media Sim 7,24 gram Rp 36.200
15 |Chloramfenikol 18 disk Rp 54.000
16 |Gliserol 7 ml Rp 21.000
17 |Tube 7 buah Rp 3.500
18 |Kristal Violet 6,8 mi Rp 13.600
19 |Minyak Emersi 6,8 mi Rp 88.400
20 |H202 3 % 1,6 ml Rp 1.600
21 |Methyl Red 5,5 ml Rp 16.500
22 |Reagen Kovack 2,7 ml Rp 35.100
22. (Sarung Tangan 1 kotak Rp 40.000
23. Wrab 2 pack Rp 35.000
24. |Aluminium Foil 1 pack Rp 25.000
25. |Cawan Petri 2 kotak Rp 600.000
26. |Plastik 1 kg Rp 15.000
27. [Tisu 2 pack Rp 25.000
28. |Kapas 1 pack Rp 15.000
29. Nacl 500 ml Rp 12.000
30. |Aquadest 5 liter Rp 20.000
31. |Alkhol 70% 2 liter Rp 50.000
32. |Spiritus 2 Liter Rp 60.000
Total Rp 2.618.405
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