BABYV

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Isolasi bakteri dari lumpur pengendap logam PT. SIER
didapatkan isolat Bacillus sp. resisten tembaga 1,1 mM. Uji pertumbuhan
isolat Bacillus sp. pada medium pertumbuhan mengandung tembaga,
menunjukkan bahwa tembaga mempengaruhi pertumbuhan isolat Bacillus sp.
Pengaruh tersebut tergantung pada besarnya konsentrasi tembaga pada
medium pertumbuhan. Medium pertumbuhan mengandung tembaga 0,5 mM
mempunyai waktu generasi lebih cepat dan jumlah bakteri lebih tinggi
daripada medium pertumbuhan mengandung tembaga 0,8 mM dan 1,1 mM.
Isolat Bacillus sp. selama fase eksponensial akhir mampu mengakumutasi
tembaga dengan konsentrasi 0,5 mM, »0,8 mM dan 1,1 mM. Pada konsentrasi
tembaga 0,5 mM isolat Bacillus sp. mampu mengakumulasj sebesar
36,27 mg/g berat kering sel, konsentrasi tembaga 0,8 mM isolat Bacills sp.
mampu mengakumulasi sebesar 33,89 mg/g berat kering sel dan pada
konsentrasi tembaga 1,1 mM isolat Bacillus sp. mampu mengakumulasi
sebesar 31,33 mg/ g berat kering sel. Kemampuan isolat Bacillus sp. dalam

mengakumulasi tembaga, bersifat linear terhadap waktu generasi.
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E. Saran

Untuk penelitian lebih lanjut mengenai kemampuan isolat Bacillus sp.
dalam mengakumulasi' tembaga sebaiknya dilakukan uji resistensi untuk
mengetahui nilai resisten  maksimal, dilakukan pengukuran  faktor
lingkungan (temperatur dan pH) selama akumulasi berlangsung dan juga
ditingkatkan dengan pemanfaatan tekmk amobilisasi sel bakteri, sehingga

didapatkan hasil akumulasi yang optimal.
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Lampiran 1. Bahan dan Cara Kerja Pengecatan Gram (Hadioetomo,

1993 dan Lay, 1994).

A. Bahan :
Kultur Bacillus sp. (hasil isolasi) umur 18 — 24 jam, aquades,
alkohol 70 %, seperangkat pewarna gram, terdiri dari larutan kristal
violet (zat warna I), larutan Lugol (larutan Mordan), larutan aseton

alkohol (larutan pemucat) dan larutan safranin.

B. Cara Kerja :

1. Kaca objek dibersihkan dengan alkohol 70 %, kemudian dipanaskan di
atas nyala lampu spiritus.

2. Dibuat preparat ulas dari biakan bakteri yang akan di cat (diambil satu
ose suspensi bakteri secara aseptis dan diletakkan diatas kaca objek)

* kemudian difiksasi di atas lampu spiritus.

3. Dibubuhkan larutan kristal violet 2 - 3 tetes pada permukaan preparat
ulas dan didiamkan selama 1 menit.

4. Dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan.

5. Dibubuhkan larutan lugol dan dibiarkan selama satu menit kemudian
dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan. ‘

6. Dibubuhkan larutan pemucat (aseton alkohol) sélama 10 - 20 detik
kemudian langsung dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan.

7. Dibubuhkan larutan safranin dan dibiarkan selama 15 detik kemudian
dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan anginkan (dikeringkan
dengan kertas saring).

8. Dlamati dengan rﬁii(roskop petblisaran 100 sampai 100 x.
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Lampiran 2. Bahan dan Cara Kerja Pengecatan Spora (Hadioetomo,

1993 dan Lay, 1994).

A, Bahan :

Kultur Bacillus sp. (hasil isolasi) dalam medium agar miring umur

72 jam, aquades, alkohol 70 %, seperangkat pewarna spora, terdiri dari :

larutan malachite green 5 %, larutan safranin 0,5 %.

B. Cara Kerja :

1.

Kaca objek dibersihkan dengan alkohol 70 %, kemudian dipanaskan di

atas nyala lampu spiritus.

. Dibuat preparat ulas dari biakan bakteri yang akan di cat (diambil satu

ose suspensi bakteri secara aseptis dan diletakkan diatas kaca objek)

kemudian difiksasi di atas lampu spiritus.

. Dibubuhkan larutan malachite green dan dibiarkan 0,5 — 1 menit

kemudiankan dipanasi diatas nyala lampu spiritus sampai menguap

selama + 0,5 menit.

4. Dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan.

5. Dibubuhkan larutan cat saffanin selama 30 detik kemudian dicuci

dengan air mengalir dan dikering anginkan.

6. Amati dengan mikroskop perbesaran kuat dengan menggunakan

ifiyak ittersi.
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Lampiran 3. Bahan dan Cara kerja Uji Fermentasi Karbohidrat

(Hadioetomo, 1993 dan Lay, 1994).

A. Bahan:

Indikator phenol red, kaldu karbohidrat terdiri dari 1000 mi

nutrient broth, 5 gr karbohidrat.

. Cara Kerja :

Kultur bakteri yang diuji (Bacillus sp.) diinokulasikan ke dalam
kaldu karbohidrat. Inokulasi dilakukan secara hati-hati, sehingga tidak’

menimbulkan gelembung gas dalam tabung durham. Selanjutnya
diinkubasikan selama 24 jam pada temperatur 36°C.

Kultur dalam tabung reaksi yang berisi kaldu karbohidrat tersebut
diamati, jika indikator phenol red pada medium warnanya berubah menjadi
kuning berarti terjadi fermentasi karbohidrat (terbentuk asam). Bila pada
tabung durham yang diletakkan dalam tabung medium terdapaf gas,
berarti pada fermentasi tersebut terbentuk gas.

Keterangan :

Uji fermentasi karbohidrat bersifat negatif, jika setelah inkubasi 24

jam indikator phenol red yang terdapat pada medium tidak mengalami

perubahan warna (tetap berwarna merah).
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Lampiran 4. Bahan dan Cara Kerja Uji Katalase (Bangun,

1989 dan Lay, 1994).

A. Bahan :

Reagen uji katalase : 3 % larutan HO,

B. Cara Kerja :

Diambil hidrogen peroksida 3 % beberapa tetes (+ 2 tetes) dan
diletakkan pada kaca objek yang telah dibersihkan. Kemudian secara
aseptik diambil biakkan yang akan diuji (dengan menggunakan lup
inokulasi) dan dipindahkan pada kaca objek tersebut (dicampurkan).

Hasil uji bersifat positif, jika terbentuk gelembung-gelembung gas

O, setelah reagen dan biakkan bakteri dicampur. Uji bersifat negatif jika

tidak timbul gelembung gas O,.

Lampiran 5. Bahan dan Cara Kerja Uji Oksidase (Cowan, 1974

dan Lay, 1994).

A. Bahan :

Reagen uji oksidase : 1 % tetramethyl-p-phenylenediamine,

dilarutkan pada aquades.
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B. Cara Kerja :

Reagen diteteskan pada kertas saring yang bersih. Kemudian
secara aseptis diambil kultur bakteri yang akan diuji dan diulaskan pada
kertas saring yang telah basah dengan reagen tersebut. Dibiarkan selama +
30 detik kemudian diamati. Hasil uji bersifat positif, jika terbentuk warna
ungu kehitaman (merah lembayung) dan bersifat negatif jika warna tidak
berubah.

Lampiran 6. Bahan dan Cara Kerja Uji Oksidasi Fermentasi (O-F)

{Cowan, 1974 dan Lay, 1994).

A. Bahan :
Medium uji O-F, terdiri dari 2 gr pepton; 5 gr NaCl; 0.3 gr
KoHPOQy; 3 gr agar; 1000 ml aquades; 15 ml Bromthymol blue (0,2 %
dilarutkan dengan aquades); 1 %karbohidrat (glukosa). Karbohidrat
disterilkan secara terpisah (mempergunakan filter penyaring bakteri),
pH medium 7,1.
Dipergunakan dua tabung reaksi, satu tabung medium ditutup

dengan parafin cair.

B. Cara Kerja :
Kedua tabung medium diinokulasi dengan kultur bakteri yang
akan diuji. Satu tabung ditambahkan parafin cair steril , kemudian kedua
medium diinkubasi selama 48 jam. Pengamatan pada uji ini dilakukan

mulai dari jam ke 48 inkubasi sampai 14 hari.
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Hasil uji bersifat oksidasi jika pada tabung terbuka medium
berwarna kuning dan pada tabung tertutup parafin medium berwarna
hijau. Hasil uji bersifat fermantasi jika pada tabung terbuka maupun
tabung tertutup parafin, medium berwarna kuning. Hasil uji menunjukkan
karbohidrat tidak diurai, yaitu apabila pada tabung terbuka maupun

tabung tertutup parafin, medium berwarna hijau.

Lampiran 7. Bahan dan Cara Kerja Uji Indol (Cowan, 1974

dan Lay, 1994).

A. Bahan :
Medium tryptone water terdiri dari 1 gr tryptone; 0,5 gr sodium
chioride, 100 m! aquades, pH medium 7,5.
Reagen Kovacs, terdiri dari 1 gr p-dimethylaminobenzaldehyde;

75 ml amyl alkohol; 25 ml HCI.

B. Cara Kerja :

Medium tryptone water diinokulasi dengan kultur bakteri yang
akan diuji. Kemudian diinkubasikan pada suhu optimum selama 48 jam.
Setelah diinkubasi ditambabkan 5 ml reagen Kovacs kemudia.n tabung
reaksi yang berisi medium tersebut, dikocok bolak-balik dan diamkan
+ 1 menit.

Hasil uji bersifat positif jika segera terbentuk lapisan berwarna

merah dan menyerupai cincin, pada bagian atas medium tersebut.
Hasil uji bersifat negatif jika tidak terbentuk lapisan berwarna merah

(citicin thdol).
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Lampiran 8. Bahan dan Cara Kerja Uji Reduksi Nitrat (Cowan, 1974

dan Bangun, 1989).

A, Bahan :

Medium Nitrat Broth, terdiri dari 0,1 gr KNOs3; 100 ml nutrien
broth. pH medium 7,2,

Reagen reduksi nitrat terdiri dari larutan A : 0,8 % asam
sulphanilic dalam 5 N asam acetic dan larutan B : 0,5 % o—naphthylamine

dalam 5 N asam acetic.

. Cara Kerja :

Media nitart broth diinokulasi dengan kultur bakteri yang akan
diuji kemudian diinkubasikan selama 5 hari. Setelah diinkubasikan selama
5 hari, ditambahkan 1 ml reagen A dan 1 ml reagen B. Hasil uji bersifat
positif jika terbentuk warna merah setelah penambahan reagen tersebut
dan bersifat negatif jika medium tidak mengalami perubahan warna setelah
penambahan reagen. Hasil uji negatif harus dipertega;s dengan
penambahan unsur Zn dalam medium, bila terbentuk warna merah setelah
penambahan unsur tersebut menunjukkan uji bersifat negatif. Sedangkan
bila tidak terjadi perubahan warna setelah penambahan unsur Zn,

menunjukan uji bersifat positif.



52

Lampiran 9. Bahan dan Cara Kerja Uji MR-VP (Methyl Red —

Voges Proskauer) (Cowan, 1974).

A. Bahan :
Reagen uji MR adalah methyl red (0,04 gr methyl red, 40 mi
ethanol absolut, dilarutkan dengan aquades sampai 100 mi).
Reagen uji VP terdiri dari : larutan o—~napthol (5 % a—napthol

dalam ethanol absolut) dan larutan 40 % KOH dalam aquades.

B. Cara Kerja :

Medium MR-VP diinokulasi dengan kultur bakteri yang akan
diuji, kemudian diinkubasikan selama 48 jam. Medium ditambahkan
reagen methyl red (+ 2 tetes), Hasil uji positif jika medium berwarna
merah (oranye) setelah penambahan reagen tersebut dan bersifat negatif
jika medium berwarna kuning.

Setelah medium diuji methyl red dilanjutkan dengan uji VP, yaitu
medium ditambahkan dengan 0,6 ml larutan o—napthol dan 0,2 ml larutan
KOH. Kemudian dikocok dan dibiarkan pada rak dengan penutfu tabung |
dilonggarkan selama + 0,5 — 4 jam. Pengamtan dilakukan dari 0,5 jam
sampai 4 jam, hasil uji positf ditunjukkan dengan adanya warna merah
(merah muda) pada medium dan hasil uji negatif ditunjukan dengan tidak

adany4 perubahan warna padd thedium.
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Lampiran 10. Komposisi Larutan Buffer Fosfat pH 7 (Mulyadi, 1990).

Komposisi larutan buffer fosfat pH 7 terdiri dari larutan A :

0,01 M larutan Natrium fosfat monobasis (NaH,PO4.2H,0) dan larutan

B : 0,01 M larutan Natrium fosfat dibasis (NajPIPO4.7H20). Untuk

membuat larutan buffer fosfat pH 7 maka dicampurkan 39 ml larutan A
dengan 61 ml larutan B dan diencerkan dengan aquades sampai volume

200 ml.

Lampiran 11. Pemurnian Isolat Bacillus sp. Dengan Metode

Penggoresan (Restreaking).

ERPUSTAKAAN
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Lampiran 12. Tabel Nilai OD VS Plating Kurva Standar

10 0,2531 1,22x 10 14,09

Keterangan : sampel yang diinokulasikan 0,1 ml jadi nilai CFU/ml = nilai
CFU/0,1 ml x 10

Lampiran 13. Grafik Kurva Standar Log CFU/ml VS OD
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Lampiran 14. Tabel Nilai OD Isolat Bacillus sp. dengan A 600 Nm.

55

1 0,6714 0,4019 0,3113 1,4530

3 0,6552 0,5013 0,3041 1,2981
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Lampiran 15. Tabel Log Jumlah Isolat Bacillus sp. (Y = 25,237x + 7,1324)

37,4067

3 6,32

rad
n

33,5253 | 26,3605 | 47,6857

1 24,0765 | 17,2752 | 14,9887




Lampiran 16. Tabel Jumlah Isalat Bacillus sp. (x10°)
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Lampiran 17. Rumus Perhitungan Waktu Generasi

n = LogN-LogNo

Log 2

= Log N - Log No
0,3010

Keterangan :

.G = waktu generasi (jam)

"t = waktu akhir eksponensial

n = jumlah generasi

N = jumlah bakteri pada akhir eksponensial

No = jumtiah bakteri pada jam ke nol
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Lampiran 18. Uji Statistik Waktu Generasi Isolat Bacillus sp. Pada
Medium Mengandung Tembaga (0,S mM; 0,8 mM;
1,2 mM ) dan Kontrol

7,43 8,88 9,43 6,57

FK = (9847) = 096963409 = 8080284083

4)(3) 12

IKT = (7,43 + (8,30)” + (7,95)° + (8,88)> + (8,67)° + (8,37)% + (9,43)? +

0,28 + (9,94 + (6,57 + (6,70) + (6,95) — (0,088683213)

i

821,5819 — 808,0284083

13,5534917

TKP = (23,68)7 +(25,92)° + (28,65)" +(20,22)° — R08,0284083

3
= 820,7532333 — 808,0284083 = 12,72482503

JKG = 13,5534917 — 12,72482503 = 0,82866667
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DB perlakuan = 4-1 = 3
DB galat = 11 -3 =8

KTP = 12,72482503 = 4,241608343
3

KTG = 0,82866667 = 0.103583333
8

F hitung = 4,241608343 = 38,6
0.103583333

Tabel ANAVA Waktu Generasi Isolat Bacillus sp.

Tatal 11

F hitung > F tabel = Sangat signifikan

Uji DMRT (Duncan Multiple Range Test)

§? = KTG
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P rp (0,05) Rp
2 3,261 (3,261) (0,185816516) : 0,605947658
3 3,399 (3,399) (0,185816516) : 0,631590337
4 3,475 (3,475) (0,185816516) : 0,645712393
1,1 mM 0,8 mM 0,5 mM Kontrol
9,55 8,64 7,89 6,74
Kantrol
5,74 281" 19° 115 0
0,5 mM
7,89 1,66 0,75 0
0,8 mM
8,64 0917 0
1,1 mM
9,55 0

Keterangan :

* = ada beda nyata
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Lampiran 19. Data Uji Regresi — Korelasi Antara Waktu Generasi
Isolat Bacillus sp Dengan Nilai Akumulasi Tembaga
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Lampiran 20. Grafik Persamaan Regrasi Korelasi Waktu Generasi Isolat

Bacillus sp Dengan Akumulasi Tembaga

Akumulasi Tembaga
(mgl/g berat kering sel)
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