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ABSTRAK

Logam berat pb diduga mencemari sungai
Cilemahabang yang dapat membahayakan kesehatan manusia
dan ekosistem perairan. Tujuan dari penelitian skripsi ini
untuk mengidentifikasi bakteri resisten logam berat timbal
(Pb) pada air dan sedimen sungai Cilemahabang serta
karakteristik bakteri tersebut yang diharapkan dapat
berpotensi sebagai agen bioremediasi. Penelitian ini
menggunakan sampel air dan sedimen yang diisolasi dari
sungai Cilemahabang Kabupaten Bekasi. Isolasi bakteri
menggunakan media NA yang ditambahkan logam berat Pb
10 ppm kemudian diinkubasi selama 24 jam dengan suhu
27°C. Identifikasi bakteri dilakukan dengan pengamatan
morfologi, pewarnaan gram dan uji biokimia. Metode disk
diffusion digunakan untuk mengetahui resistensi bakteri
toleran logam Pb pada konsentrasi Pb yaitu 10 ppm, 15 ppm,
20 ppm, 25 ppm dan 30 ppm. Hasil penelitian ini diperoleh 8
isolat bakteri yang terdiri dari genus Bacillus, Citrobacter,
Pseudomonas dan Aeromonas. Genus Citrobacter mempunyai
diameter zona hambat terbaik pada semua konsentrasi.
Penelitian ini menunjukan bahwa sungai Cilemahabang
memiliki bakteri resisten terhadap logam berat Pb sehingga
berpotensi sebagai agen bioremediasi untuk meminimalisir
pencemaran logam Pb pada sungai tersebut.

Kata kunci: Bakteri toleran, Logam berat Pb, Sungai
Cilemahabang
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BAB1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Air merupakan sumber daya yang dapat
diperbarui secara alami. Air merupakan kebutuhan
primer bagi semua makhluk hidup terutama dalam
kehidupan sehari-hari. Aktivitas manusia dapat
dengan mudah mencemari air. Sungai merupakan
salah satu sumber air yang dibutuhkan manusia
untuk melakukan aktivitas dan memenuhi kehidupan
sehari-hari (Akhnah et al., 2022). Aktivitas penduduk
dalam bidang industri, pemukiman dan pertanian
akan semakin meningkat seiring dengan kemajuan
zaman, akibat hal tersebut pembuangan limbah dari
kegiatan manusia akan berakhir ke perairan sungai
yang diduga dapat menyebabkan kualitas sungai
sehingga mengalami penurunan dan tercemar (Malau
etal., 2018).

Sungai memiliki salah satu permasalahan yaitu
pencemaran air yang dapat memunculkan beberapa
dampak negatif, kondisi sungai yang mengeluarkan
bau dan kotor akan memberikan dampak negatif bagi

lingkungan sekitar dan tidak layak digunakan oleh
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warga (Pratiwi, 2021). Penyebab menurunnya
kualitas air sungai tersebut karena limbah industri
dan limbah domestik (Salamahu, 2012). Diduga
kedua sumber limbah tersebut merupakan faktor
utama terhadap pencemaran air di Kabupaten Bekasi.
Salah satu sungai di Kabupaten Bekasi yang diduga
terkena dampak pencemaran air yaitu sungai
Cilemahabang. Sungai Cilemahabang secara langsung
menerima berbagai masukan limbah yang dibuang
akibat pembuangan limbah industri dan limbah

domestik.

Gambar 1. 1 Kondisi Air Sungai Cilemahabang
(Tirta,2021)

Pembuangan limbah ke sungai secara langsung
tanpa pengolahan terlebih dahulu dapat berdampak

buruk bagi keseimbangan lingkungan (Agustiningsih,



2022). Apabila jumlah bahan kimia dan limbah
melebihi ambang batas maka air tersebut tidak layak
untuk digunakan. Limbah industri pada sungai dapat
mempengaruhi perubahan sifat fisika dan kimia yang
mengandung bahan-bahan beracun diantaranya yaitu
senyawa arsen, merkuri, barium, amoniak, khorium,
tembaga, aluminium, hidrokarbon, dan lain
sebagainya, menurut Lestina (2014) Senyawa-
senyawa dalam jumlah melebihi batas yang
ditetapkan akan mengakibatkan perubahan dalam
lingkungan, diantaranya:

a) Terganggunya kehidupan makhluk hidup di

dalam air

b) Menurunnya daya guna air

c) Mempercepat proses korosi logam yang

kontak langsung dengan air

d) Terganggunya penggunaan air sebagai air

pencuci, air minum, pertanian, perikanan dan
air untuk industri.

Limbah logam berat yaitu bentuk dari salah satu
limbah berbahaya yang dihasilkan oleh proses
industri dan dapat menyebabkan rusaknya tatanan
lingkungan hidup serta kesehatan manusia

(Salamahu, 2012). Sungai sering tercemar oleh
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logam berat diduga karena menjadi tempat buangan
limbah dari suatu industri yang tidak diproses
terlebih dahulu. Kawasan yang dijadikan sebagai
pusat industri memiliki permasalahan berat
terhadap pencemaran sungai ketika hasil buangan
dari industri berupa polutan yang sulit terurai akan
mencemari lingkungan perairan dan dapat
membahayakan biota perairan serta manusia (Ayu
Puspitalena, 2018).

Pencemaran logam berat pada sungai diantaranya
seperti timbal (Pb), kadmium (Cd), besi (Fe),
cromium (Cr), tembaga (Cu), nikel (Ni), mangan
(Mn), raksa (Hg) dan seng (Zn) (Winongo et al.,
2021). Jenis logam berat terbagi menjadi dua
golongan yaitu logam berat esensial dan non
esensial, keberadaan logam esensial dalam kadar
tertentu dapat berguna dan diperlukan organisme
hidup, namun dapat menjadi toksik jika jumlahnya
berlebihan, contohnya Cu, Zn, Fe, Co, Ni, Mn. Kedua
yaitu logam non esensial, keberadaan logam non
esensial belum memiliki manfaat dan dapat menjadi
toksik jika berada di dalam tubuh manusia

contohnyaa Pb, Hg, Cd, Cr. (Syaifullah et al., 2018).



Sungai Cilemahabang yaitu salah satu sungai yang
terletak di Kabupaten Bekasi diduga memiliki
penurunan kualitas air yang dapat diamati dari
kondisi fisik sungai tersebut. Menurut Dinas
Lingkungan Hidup Kota semarang (2023) ciri-ciri air
yang tercemar yaitu berbau, bewarna, pH tidak
netral, terdapat bahan pelarut dan mikroorganisme
berlebihan. Warga di Desa Waluya Kabupaten Bekasi
masih banyak yang memanfaatkan air sungai
Cilemahabang yang diduga tercemar limbah untuk
melakukan aktifitas sehari-hari seperti MCK,
memancing, membuang sampah disekitar sungai dan
lain sebagainya. Masalah yang terjadi pada beberapa
warga di desa Waluya Kabupaten Bekasi yaitu
kurangnya kesadaran terhadap kebersihan dan
kesehatan seperti kebiasaan membuang sampabh,
kotoran dan kelayakan dalam penggunaan air sungai
Cilemahabang.

Tercatat jumlah penduduk Kabupaten Bekasi
tahun 2018 berjumlah 3.631.000 jiwa, dengan rata-
rata kepadatan penduduk 2.748 jiwa per km?,
keadaan ini dapat berdampak pada kualitas air
udara, dan penyempitan lahan Kabupaten Bekasi

(Budi et al., 2022). Menurut Supriyanto (2021) hasil



pemeriksaan air sungai Cilemahabang memiliki
kondisi sungai dengan indeks pencemaran (IP) yaitu
IP = +9,85 (5,0 < IP £ 10,0), berdasarkan nilai indeks
kualitas air sungai Cilemahabang menunjukkan
status air sungai tersebut tercemar sedang.
Keberadaan pencemaran sungai yang melebihi baku
mutu air memungkinkan berdampak pada gangguan
ekosistem dan sumber toksik bagi manusia yang
menggunakan air sungai tersebut (Wicaksana,
2016).

Salah satu pencemaran lingkungan perairan pada
sungai merupakan kerusakan yang disebabkan
akibat aktivitas manusia yang memberikan efek
negatif, seperti pada firman Allah SWT pada Al-
Qur’an surah Ar-Rum ayat 41:

Eni€ lay Al el L8 Dl ek
| slae A1) (mid 23830 Guld)) g0
O sxa 03 palal

Artinya: “Telah nampak kerusakan di darat dan di
laut disebabkan karena perbuatan tangan manusia,
supaya Allah merasakan kepada mereka sebahagian
dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali

(ke jalan yang benar)” (Q.S Ar-Rum/30:41).
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Menurut tafsir Kementerian Agama RI surat Ar-
Rum ayat 41 Allah menegaskan bahwa nafsu
manusia merupakan penyebab kerusakan di bumi.
Allah ingin mereka mengalami beberapa akibat dari
perbuatan buruk manusia yaitu kerusakan
lingkungan di darat dan di laut sehingga mereka
dapat kembali ke jalan yang lurus dengan terus
menjaga kesesuaian perilakunya.

Sungai Cilemahabang diduga memiliki kandungan
senyawa kimia atau logam berat yang diduga berasal
dari pembuangan limbah cair industri. Salah satu
jenis logam berat yang dapat mencemari lingkungan
sungai Cilemahabang yaitu logam berat timbal (Pb).
Logam berat timbal (Pb) dipilih karena tingginya
potensi industri di Kabupaten Bekasi yang dapat
mengasilkan logam berat timbal (Pb) pada sungai
tersebut. Timbal (Pb) adalah logam yang sangat
populer dan banyak diketahui oleh masyarakat
umum, Karena penggunaannya yang luas dalam
industri non-pangan, logam Pb paling banyak
menyebabkan keracunan bagi makhluk hidup
(Agustina, 2014).

Timbal merupakan salah satu logam berat yang

menjadi ancaman serius bagi semua makhluk hidup
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karena kemampuannya memicu kanker, kelainan
genetikt, sulit terurai, beracun dan logam Pb dapat
masuk ke perairan melalui Kristalisasi Pb di udara
dan turun melalui air hujan, batuan mineral yang
mengalami proses korofikasi juga merupakan salah
satu penyebab kontaminasi sumber Pb ke perairan
(Rahayu, 2018). Pencemaran logam Pb pada air
sungai sangat berbahaya bagi lingkungan karena
dapat menyebabkan terakumulasi biota laut dan
membahayakan kesehatan manusia (Yahya, 2013).
Dampak negatif logam Pb dalam suatu perairan yang
tercemar akan berbahaya bagi makhluk hidup
terutama manusia karena dapat menyebabkan
toksisitas akut (Maulana & Mursiti, 2017). Dampak
lain pada manusia terhadap pencemaran logam
berat Pb dapat mengakibatkan kerusakan susunan
saraf, anemia berat, mual, terganggunya sistem
imun, dan kerusakan ginjal dalam kurun waktu yang
lama (Jorgensen et al., 2016).

Menurut penelitian Ahmad (2013) tempat tinggal
masyarakat yang dekat dengan kawasan industri
dapat mengakibatkan terjadinya kontaminasi logam
berat pada pasokan air, jika pada pasokan air

terdapat kandungan logam berat Pb kemudian



digunakan untuk konsumsi, mandi dan MCK secara
konsisten maka akan menyebabkan gangguan
kesehatan bagi manusia. Menurut penelitian
Maulana & Mursiti (2017) timbal yang terserap ke
dalam tubuh manusia sebagian besar mengendap di
ginjal, pengendapan timbal dalam jumlah besar
dalam tubuh manusia dapat menimbulkan penyakit
anemia, gangguan ginjal, beberapa penyakit
kardiovaskuler dan keterbelakangan mental.
Menurut penelitian Tchounwou (2012) pada anak-
anak, pengendapan timbal dalam jumlah besar dapat
menyebabkan gangguan konsentrasi, keracunan,
keterlambatan perkembangan syaraf, penurunan
intelegensi, gangguan pendengaran, gangguan
berbahasa, gangguan berbicara dan antisosial, pada
orang dewasa dapat menyebabkan penurunan
kualitas sperma.

Salah satu cara untuk menurunkan jumlah
cemaran pada perairan yaitu dengan Tindakan
proses bioremediasi. Bioremediasi yaitu penggunaan
mikroorganisme terpilih untuk tumbuh pada
kontaminan tertentu agar dapat mengurangi kadar
polutan, enzim-enzim yang diperoleh

mikroorganisme pada proses bioremediasi akan
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mengubah struktur cemaran toksik menjadi
metabolit yang aman (Priadie, 2012). Cemaran
didegradasi oleh mikroorganisme akan mengalami
penurunan konsentrasi cemaran, sehingga seiring
berjalannya waktu cemaran akan lenyap dan
digantikan dengan lingkungan yang lebih sehat.
Menurut penelitian Fahruddin (2019) isolasi bakteri
dari alam yang terkontaminasi logam berat timbal
(Pb) memperoleh bakteri yang efektif resistensi
terhadap logam berat tersebut.

Menurut penelitian Dangi (2019) penggunaan
mikroba untuk memulihkan air limbah sudah
memberikan hasil yang memuaskan, nutrisi bagi
mikroba yaitu senyawa-senyawa organik pada air
limbah, senyawa tersebut akan dipecah menjadi
bentuk yang lebih mudah dan konstan sehingga
dapat mengurangi jumlah polutan yang ada dalam
limbah. Salah satu mikroba yang dapat dijadikan
sebagan agen Dbioremediasi adalah  bakteri
indigenous. Bakteri indigenous yaitu bakteri pribumi
yang dapat diisolasi dari limbah yang serupa dengan
lingkungan asalnya dan dilakukan pengolahan
sebagai agen bioremediasi (Yazid,2013). Keunggulan

menggunakan bakteri indigenous yang dijadikan
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agen bioremediasi menunjukan hasil kerja
pengurangan konsentrasi polutan pada lingkungan
membaik (Pertiwi, 2021).
Berdasarkan permasalahan bahaya logam berat
Pb bagi manusia, maka penting untuk melakukan
pemulihan pada sungai yang tercemar logam berat
Pb menggunakan mikroorganisme berupa bakteri
toleran logam berat Pb yang diisolasi di sungai
Cilemahabang. Penelitian ini memiliki tujuan untuk
mengidentifikasi serta mengetahui karakteristik
bakteri toleran logam berat timbal (Pb) pada air dan
sedimen sungai Cilemahabang yang memiliki
kemampuan dan berpotensi sebagai agen
bioremediasi yang diharapkan dapat meminimalisir
pencemaran terhadap logam berat Pb di sungai
tersebut.
B. Rumusan Masalah
1. Apa saja genus bakteri toleran logam berat timbal
(Pb) yang terdapat pada air dan sedimen sungai
Cilemahabang berdasarkan buku Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology 9t Edition?
2. Bagaimana kemampuan isolat bakteri yang

didapatkan pada sampel air dan sedimen sungai
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Cilemahabang dalam resistensi logam berat
timbal (Pb)?
C. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui genus bakteri toleran logam timbal
(Pb) pada air dan sedimen sungai Cilemahabang
buku Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology 9t Edition.

2. Mengetahui kemampuan isolat bakteri yang
didapatkan pada air dan sedimen sungai
Cilemahabang dalam resistensi logam berat
timbal (Pb).

D. Manfaat penelitian

Manfaat Teoritis:

1. Memberikan kontribusi dan informasi mengenai
genus bakteri yang toleran logam berat timbal
(Pb) pada sungai Cilemahabang.

2. Memberikan informasi keberadaan bakteri
toleran logam berat timbal (Pb) di sungai
Cilemahabang Desa Waluya, Kabupaten Bekasi
yang dapat dikembangkan sebagai agen
bioremediasi.

Manfaat Praktis:

1. Bagi Penulis, penelitian ini dapat memperluas

pengetahuan mengenai identifikasi bakteri
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toleran logam berat timbal (Pb) pada sungai

Cilemahabang.

Sebagai refrensi atau acuan untuk penelitian

selanjutnya.



BAB I
LANDASAN PUSTAKA

A. Kajian Teori
1. Bakteri Toleran Logam Timbal (Pb)

Bakteri merupakan organisme yang tidak
memiliki selubung inti (prokariotik) dengan DNA
sirkuler yang panjang sebagai materi genetiknya, DNA
pada bakteri tersusun atas akson dan tidak memiliki
intron, bakteri disebut sebagai Ubiquitous yang
memiliki arti dimana-mana (Komalasari, 2020).
Bakteri secara alami dapat menyesuaikan diri dan
berkembang biak dengan lingkungannya, bakteri ini
dikenal sebagai bakteri indigenous atau bakteri yang
berasal dari ekosistem asal dan dapat menyesuaikan
diri dengan lingkungannya sehingga memiliki
ketahanan untuk mereduksi racun dari lingkungan
yang tercemar oleh logam berat (Ihsan et al, 2020).
Bakteri indigenous yaitu bakteri yang mampu hidup
dengan limbah dan substrat tertentu, bakteri
indigenous sudah beradaptasi pada lingkungan
tercemar dan diharapkan mampu melakukan
degradasi senyawa organik maupun anorganik pada

lingkungan tersebut (Martiningsih, 2019). Upaya

13
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untuk menurunkan konsentrasi limbah logam Pb yang
berasal dari industri dengan memanfaatkan agen
biologis seperti bakteri indigenous.

Bakteri indigenous merupakan mikroorganisme
yang dapat tumbuh dalam kondisi lingkungan yang
terkontaminasi logam berat karena ion pada logam
berat memiliki muatan positif dan akan terikat secara
elektrostatistik ke permukaan sel bakteri, sehingga
bakteri dapat mengakumulasi logam berat pada
dinding selnya (Sholikah & Kuswytasari, 2013).
Bakteri yang memiliki kemampuan toleran terhadap
logam berat dikenal dengan sebutan bakteri
pengakumulasi logam berat karena bakteri tersebut
memiliki kemmampuan untuk  meminimalisir
kontaminan limbah oleh logam berat (Wicaksana,
2016). Bakteri pada lingkungan aerob dan anerob
dapat mereduksi logam berat Pb, bakteri dengan
kondisi aerob menggunakan NADH sebagai donor
elektron untuk mereduksi logam berat, sedangkan
dalam kondisi anaerob bakteri menggunakan
membran protein sitoplasma pada bakteri tersebut
untuk mereduksi logam berat (Angraeni, 2017).
Beberapa bakteri yang sudah di uji memiliki

kemampuan toleran terhadap logam Pb yaitu Bacillus
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sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida
Enterobacter sp, Symphortcarpus albus, Streptomyces
rimosus,  Streptoverticillium  cinnamoneum, dan
Corynebacterium glutamicum (Maulana & Mursiti,
2017).

Menurut Angraeni (2017) Bakteri memiliki
kemampuan untuk mengurangi atau menghilangkan
toksisitas logam berat dengan melakukan beberapa
cara diantaranya:

a. Melakukan pelepasan cairan ekstraseluler
sehingga akan bereaksi dengan logam berat
tersebut, kemudian disimpan dengan
mengendapkan kedalam bentuk molekul
disekitar sel.

b. Metabolisme dalam sel bakteri melibatkan
logam berat melalui proses perubahan
senyawa kimia dengan enzim atau biasa
disebut biotransformasi destruksi,
kemampuan tersebut didukung Kkarena
bakteri ~mampu  mengkatalisis  reaksi
biotransformasi dengan mensintesis enzim
adaptif.

c. Bakteri dapat menyerap logam berat
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d. Struktur sel pada bakteri dapat mengikat

logam berat.

Proses untuk mengurangi polutan dengan
menggunakan mikroorganisme disebut sebagai proses
bioremediasi. Proses bioremediasi yaitu pembersihan
alami pada ekosistem menggunakan mikroorganisme
untuk mengurangi pencemaran seperti cemaran
logam berat. Penggunaan mikroorganisme dalam
bioremediasi  dilakukan menggunakan bakteri
indigenous, teknik bioremediasi dapat ditingkatkan
dengan menambahkan mikroba eksogen. Bakteri
indigenous mampu menghasilkan metabolit yang
dapat memecah cemaran kompleks menjadi senyawa
sederhana (De Fretes et al,, 2019).

2. Sungai Cilemahabang

Sungai secara alami mengalir dari hulu ke hilir,
aliran sungai ini berfungsi sebagai pemasok utama
kebutuhan air bagi manusia agar dapat melengkapi
kebutuhan sehari-hari (Adrianto, 2018). Sungai
berfungsi sebagai tempat terkumpulnya air dari
suatu wilayah, semua limbah yang dihasilkan dari
kegiatan masyarakat, pertanian, dan industri di
daerah sekeliling sungai akan dialirkan ke sungai

tersebut (Sahabuddin et al, 2018). Berdasarkan
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Peraturan Pemerintah Nomor 37 tahun 2012 tentang
Pengolahan Daerah Aliran Sungai (DAS) “sungai
merupakan alur atau wadah alami dan buatan yang
berupa jaringan pengaliran air beserta air di
dalamnya, yang dimulai dari hulu sampai muara yang
dibatasi garis sempadan kanan dan kiri”. Berbagai
aktifitas manusia yang menyebabkan kualitas sungai
mengalami perubahan-perubahan.

Menurut  Agustiningsih ~ (2022) Indikator
pencemaran dan perubahan pada air dapat diamati

melalui:

o

Adanya perubahaan suhu pada air,

b. Terdapat perubahan pH pada air,

c. Perubahan warna, bau dan rasa pada air,
d. Terdapat endapan dan koloid,

e. Terdapat mikroorganisme.

Di Indonesia sungai dapat dijumpai disetiap
tempat. Sungai yaitu salah satu sumber air yang
memenuhi kebutuhan wuntuk kegiatan manusia
(Adrianto, 2018). Fungsi sungai dapat menyediakan
berbagai  keperluan bagi aktivitas manusia
diantaranya pemasok air dan penampung air untuk
keperluan pertanian, rumah tangga, industri, sanitasi

lingkungan, pariwisata, pertahanan, perikanan,
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transportasi, pembangkit listrik, dan lainnya, selain
itu sungai juga berperan dalam menjaga kualitas
lingkungan seperti pengendalian banjir dan
penyediaan habitat ekosistem flora dan fauna (PP No.
37 tahun 2012). Di Kkota-kota besar, banyak
ditemukan sungai yang dijadikan tempat
pembuangan limbah kotoran dan sampah (Adrianto,
2018).

Kabupaten Bekasi adalah daerah yang berada
pada sektor industri terbesar di Asia Tenggara,
terdapat tujuh zona industri internasional dan 16
sektor industri yang cukup besar, Kabupaten Bekasi
dan Ibukota Jakarta berbatasan wilayah sebelah
barat, laut jawa membelah batasan utara dan selatan
yaitu berbatasan dengan Kabupaten Bogor di selatan,
dan Kabupaten Karawang di timur (Zulfikar & Ema
Jumiati, 2020). Secara geografis Kabupaten Bekasi
terletak di sebelah barat Provinsi Jawa barat yang
membentang dari utara ke selatan dan terletak di
antara 6° 10’ 53” Lintang Selatan dan 106° 48’ 28”-de
107027’ 29” Bujur Timur, (Wicaksana, 2016).

Diduga penyebab utama pencemaran air sungai
Cilemahabang yaitu pembuangan langsung air limbah

industri tanpa mengolahnya terlebih dahulu dan
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rutinitas masyarakat yang membuang limbah rumah
tangga ke sungai. Aktivitas masyarakat di bantaran
sungai Cilemabang yang berhubungan dengan sungai
yaitu membuang sampah di sungai, sebagai tempat
buang air besar disungai, mandi, mencuci, dan ruang
produksi seperti menangkap ikan, hal tersebut
menyebabkan penurunan kualitas sungai
Cilemahabang Kabupaten Bekasi. Limbah yang
diduga masuk dalam air yang semula memiliki
keadaan normal menjadi terbentuknya

penyimpangan dan pencemaran air.

PR

Gambar 2. 1 Kegiatan Warga Desa Waluya di
Sungai Cilemahabang (Dokumentasi penelitian,
2023)

3. Pencemaran Logam Berat timbal (Pb)

Kegiatan warga desa Waluya di sungai
Cilemahabang pada (Gambar 2.1) terlihat beberapa

warga menggunakan air sungai berwarna hitam yang
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diduga air sungai tersebut tercemar logam berat.
Logam berat dapat bersumber dari pertambangan,
limbah pertanian, dan sampah industri yang
merupakan jenis limbah dengan kandungan logam
berat paling besar akibat seringnya penggunaan
logam berat sebagai bahan baku, logam berat juga
dapat diperoleh melalui aktivitas rumah tangga
sehari-hari ~ (Salamahu, 2012). Industri yang
menggunakan bahan pewarna, industri keramik,
industri baterai, industri kimia, industri pengolahan
kayu, industri pengecoran dan lain-lain adalah contoh
industri yang memperoleh limbah dengan kandungan
logam berat, beberapa limbah logam berat yang
dihasilkan seperti timbal (Pb), kadmium (Cd), merkuri
(Hg), tembaga (Cu), arsen (As), kromium (Cr), dan
(Syaifullah et al., 2018). Indikator pencemaran logam
berat dapat ditemukan pada tiga media berbeda yaitu
air, sedimen, dan mikroorganisme (Riswanda et al,
2014).

Salah satu logam berat yang bersifat racun bagi
makhluk hidup dan terdapat di perairan adalah logam
timbal (Pb) yang merupakan logam golongan IV A
memiliki massa atom 207,2 dan nomor atom 82

(Wahikun, 2016). Timbal (Pb) merupakan logam
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memiliki tekstur lunak, padat, dan berwarna coklat
kehitaman (Aminah, 2018). Timbal merupakan logam
yang mempunyai titik leleh yang rendah dan
mempunyai karakteristik aktif secara kimiawi dan
dengan mudah memapar tubuh manusia. Timbal
bersifat racun dan polutan karena zat yang tidak dapat
diuraikan akan bertahan lama di dalam air (Fahruddin
et al, 2020). Timbal memiliki kemampuan untuk
mengikat molekul biologis, sehingga timbal dapat
menyebabkan masalah fisiologis pada organisme
(Pertiwi, 2021).

Timbal mendapatkan perhatian utama dalam
dunia kesehatan dan memiliki resiko besar karena
sifat toksisitasnya, Timbal adalah logam berat yang
secara alami didapati pada kerak bumi, timbal juga
dapat berasal dari aktivitas manusia dan jumlahnya
bisa mencapai 300 kali lebih banyak (Zulfiani, 2018).
Manusia dapat terpapar logam berbahaya timbal (Pb)
melalui makanan (65%), air (20%), dan udara (15%)
(Agustina, 2014). Timbal memiliki dampak negatif
bagi makhluk hidup dan menjadi beracun dalam
segala hal, seperti masalah pada sistem saraf,
hematologi, dan ginjal (Panuntun, 2014). Timbal

memiliki kemampuan untuk tenggelam ke dasar air
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dan organisme di perairan dapat menyerap logam
timbal tersebut (Malau et al., 2018).

Apabila tingkat paparan logam berat Pb
terakumulasi jangka waktu lama dalam tubuh dapat
memuculkan berbagai penyakit seperti berkurangnya
kesuburan reproduksi, keracunan akut, munculnya
kanker, berpotensi mengalami keguguran, penyakit
sistem kardiovaskuler, hati, ginjal dan tulang
(Fernanda, 2019). Sebagian besar timbal terakumulasi
di dalam ginjal, hati, rambut, jaringan lemak, kuku dan
dieksresikan melalui urin dan feses, logam timbal Pb
dapat menghambat fungsi enzim yang terlibat dalam
sintesis hemoglobin (Hb) dalam tubuh manusia.
(Angraeni, 2017).

4. Baku Mutu Sungai Cilemahabang

Merujuk pada ketentuan Peraturan Pemerintah
No. 22 Tahun 2021 tentang “Penyelenggaraan
Perlindungan dan Pengelolaan Lingkungan Hidup,
klasifikasi dan kriteria mutu air” ditetapkan menjadi
empat kelas yaitu:

a. “Kelas |, air yang peruntukannya dapat digunakan
untuk air baku air minum dan peruntukan lain
yang mempersyaratkan mutu air sama dengan

kegunaan tersebut”;
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b. “Kelas 1I, air yang peruntukannya dapat
digunakan untuk prasarana/sarana rekreasi air,
pembudidayaan ikan air tawar, peternakan, air
untuk mengairi pertanaman, dan peruntukan lain
yang mempersyaratkan mutu air sama dengan
kegunaan tersebut”;

c. “Kelas IlII, air yang peruntukan dapat digunakan
untuk pembudidaya ikan air tawar, peternakan,
air untuk mengairi tanaman, dan peruntukan lain
yang mempersyaratkan mutu air yang sama
dengan kegunaan tersebut”;

d. “Kelas 1V, air yang peruntukannya dapat
digunakan untuk mengairi pertanaman dan
peruntukan lain yang mempersyaratkan mutu air
yang sama dengan kegunaan tersebut”.

Sungai Cilemahabang dikategorikan termasuk
baku mutu air kelas III. Menurut PP No. 22, (2021)
“tentang  penyelenggaraan  perlindungan dan
pengelolaan lingkungan hidup tentang baku mutu air
Nasional untuk Parameter Pb Pada sungai kelas III
yaitu 0,03”. Jika Parameter Pb pada sungai > 0,03
maka sungai tersebut tidak sesuai standar baku mutu

logam timbal Pb yang ditetapkan.
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Menurut penelitian Supriyanto, et al, (2021)
Berdasarkan perhitungan status mutu air sungai
menggunakan alat untuk mengevaluasi tingkat
pencemaran perairan yaitu Water Quality Index (WQI)
pada sungai Cilemahabang senilai #*24,66 yang
termasuk ke dalam kategori sangat buruk, kondisi
kualitas baku mutu pada air sungai Cilemahabang
berdasarkan pengujian parameter fisika, kimia dan
mikrobiologi yaitu :

Tabel 2. 1 Parameter Air Sungai Cilemahabang
(Supriyanto, et al., 2021).

Indikator Lokasi Pengambilan Sampel
Rata-
rata Unit
Titik 1 Titik 2
Titik S:9299661.00 S:9304942.00
Koordinat E: 737507.53 E: 740124.95
TSS 22,7 (Cy) 12,4 (C1) 17,55 mg/L
pH 7,13 (C2) 7,01 (C2) 7,07 mg/L
BOD 13 (C3) 16 (C3) 14,5 mg/L
CoD 44 (C4) 52 (Cq) 48 mg/L
DO 3,77 (Cs) 3,90 (Cs) 3,835 mg/L
Ammoniac 2,3 (Ce) 1,7 (Ce) 2 mg/L
(NHsN)
Total 35.000 1.600.000 817,500 MPN/10
Coliform Oml

Menurut (Bekasi Regencial Environment Agency,
2020) hasil pemantauan kualitas air sungai sangat
berpengaruh terhadap Indeks Kualitas Air (WQI) di

Kabupaten Bekasi. Baku mutu air sungai yang
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digunakan di penghitungan WQI di Kabupaten Bekasi
adalah Lampiran VII PP No. 22 Tahun 2021.
Berdasarkan penelitian Budi (2022) Badan
Lingkungan Hidup Kabupaten Bekasi melakukan
penelitian pada sampel air sungai yang diambil pada
bulan Mei, Juli, Oktober, tahun 2021 berdasarkan
pemantauan di beberapa lokasi terlihat banyak
sampah dari kegiatan rumah tangga yang dialirkan
langsung ke sungai atau saluran drainase, hasil
perhitungan status mutu sungai periode 1, 2, dan 3 di
Kabupaten Bekasi pada Hulu sungai Cilemahabang
pada periode 1 memiliki index pencemaran 2,842
dalam kategori cemaran sedang. Periode 2 memiliki
index pencemaran 3,236 dalam kategori cemaran
sedang, periode 3 memiliki index pencemaran 4,485
dalam kategori cemaran sedang, hilir sungai
Cilemahabang pada periode 1 memiliki index
pencemaran 2,490 dalam kategori cemaran sedang,
periode 2 memiliki index pencemaran 2,669 dalam
kategori cemaran sedang, periode 3 memiliki index
pencemaran 4,369 dalam kategori cemaran sedang.
5. Bioremediasi

Keberadaan cemaran pada sungai Cilemahabang

diduga memiliki kandungan logam berat timbal (Pb).
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Kehadiran logam berat timbal dapat mengganggu
ekosistem perairan dan berdampak buruk bagi
kesehatan manusia, istilah bioremediasi yaitu
pemanfaatan mikroorganisme untuk menghilangkan
polutan atau kontaminan dari lingkungan yang dapat
menstabilkan lingkungan (Pertiwi, 2021).
Bioremediasi yaitu teknologi pengendalian cemaran
guna melindungi dan membersihkan lingkungan dari
cemaran senyawa kimia berbahaya (Sunaryanto,
2017). Mikroorganisme dapat menguraikan dan
menurunkan  kontaminan  cemaran  sehingga
konsentrasi cemaran mengalami penurunan dan
lingkungan menjadi normal seiring berjalannya waktu
(Wignyanto, 2020). Agen bioremediasi yaitu teknik
pemulihan lingkungan menggunakan mikroorganisme
seperti bakteri, jamur, ganggang dan tanaman
(Melati,2020).
6. Agen Bioremediasi

Salah satu kelompok mikroorganisme adalah
bakteri, Bakteri memiliki karakteristik yang
membuatnya resisten pada logam berat dan dapat
dijadikan sebagai agen bioremediasi cemaran logam
berat, karena bakteri tersebut memiliki ketahanan

untuk mengakumulasi logam berat (Larashati, 2012).
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Bakteri dapat bertahan hidup di alam dengan tingkat
cemaran logam berat yang tinggi karena
mengandalkan  kemampuan  detoksifikasi  dari
mikroorganisme (Sunaryanto, 2017). Berdasarkan hal
tersebut bakteri resisten dan toleran pada logam berat
Pb dapat dimanfaatkan untuk proses bioremediasi
pada daerah tercemar akibat limbah industri yang
mengandung logam berat. (Ikhsan et al, 2020).
Bakteri indigenous sebagai agen bioremediasi telah
menunjukan  penurunan konsentrasi cemaran
lingkungan menjadi lebih baik (Pertiwi, 2021).
7. Uji Biokimia
Uji biokimia dilakukan untuk mengidentifikasi
bakteri berdasarkan variasi pereaksi dalam aktivitas
biokimia yang didapatkan oleh setiap jenis bakteri.
Proses biokimia akan mengasilkan metabolisme sel
dalam mikroorganisme, selama reaksi, bakteri akan
menghasilkan energi untuk kegiatan selular dan
sintesis komponen-komponen pada sel (Rohmabh,
2017). Macam-macam uji biokimia yang dilakukan
untuk identifikasi baktri yaitu:
a) Uji indol, bertujian untuk mengetahuipergerakan
bakteri motil atau non motil, media yang

digunakan seperti media SIM (Sulfide Indol
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Motility). Hasil positif ditandai dengan terlihat
akar bewarna putih dan menyebar di sekitar
inokulasi hal tersebut menunjukan bahwa bakteri
tersebut memiliki flagel. Hasil positif ditandai
dengan penyebaran akar berwarna putih hanya
menyebar pada bekas tusukan inokulasi (Kosasi et
al,, 2019).

Uji katalase, bertujuan untuk rnengetahui bakteri
yang dapat menghasilkan enzim katalase. Uji
katalase dilakukan dengan meneteskan hidogren
peroksida (H20.) pada objek glass. Hasil positif
ditandai dengan terbentuknya gelembung udara
(Rohmah, 2017).

Uji sitrat, bertujuan untuk mengetahui bakteri
yang menggunakan sitrat sebagai sumber energi.
Media yang digunakan yaitu (Simon Citrate Agar)
yang memiliki indikator Brom Tynol Blue. Hasil
positif ditandai dengan perubahan warna media
menjadi biru, hasil negatif tidak terjadi perubahan
warna pada media karena bakteri tersebut tidak
menggunakan sitrat sebagai sumber energi
(Rohmah, 2017).

Uji TSIA, bertujuan untuk mengetahui bakteri yang

dapat memfermentasikan glukosa, sukrosa, laktisa
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dan pembentukan gas. Hail positif uji TSIA
ditandai adanya perubahan media menjadi warna
kuning, dan permukaan media menjadi hitam
karna terbentuknya gas H»S (Sari, 2014).

Uji MR, bertujuan untuk mengetahui bakteri yang
dapat memfermentasikan asam campuran. Setelah
ditambahkan Methyl Red Ph turun menjadi 5 atau
kurang dan akan berubah menjadi warna merah
yang menandakan bakteri tersebut dapat
memfermentasikan asam campuran (Sari, 2014).
Uji VP, bertujuan untuk mengetahui bakteri yang
memiliki kemampuan untuk membentuk asetil
metil karbinol yaitu hasil fermentasi glukosa, hasil
positif ditandai dengan perubahan warna menjadi
merah setelah ditambahkan reagen o napthol 5%

dan KOH 40% (Ulfa, 2016).
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No Author Tahun Metode Hasil Gap Research
1. | Nur 2021 o Pengukuran uji Menemukan bakteri logam | Kebaruan pada
Rokhmatul kandungan logam Pb pada | berat tahan Pb pada sampel air sungai
Lailiya air dan sedimen sampel air sungai Porong Cilemahabang dan
menggunakan AAS Sidoajo berasal dari genus | uji resistensi
e Isolasi dan pemurnian Bacillus dan genus logam Pb pada
bakteri Pseudomonas. bakteri
e Identifikasi bakteri
meliputi pengamatan
makroskopik,
mikroskopik dan uji
biokimia
2. | Della Hijri 2021 |e [Isolasi bakteri pesisir terdapat tiga isolat yang Kebaruan pada
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Yanti, laut Dumai. memiliki kemampuan sampel air sungai
Nursyirwani, Mengidentifikasi bakteri | sebagai agen bioremediasi | Cilemahabang, uji
Dessy morfologi menggunakan | darilaut Dumai. resistensi
Yoswaty uji pewarnaan gram dan | pertumbuhan paling baik menggunakan
biokimia adalah isolat D1. metode disk
Uji resistensi logam diffusion, uji kadar
timbal menggunakan logam Pb pada air
metode TPC dan sungai
spektofotometri menggunakan
menurunkan kadar AAS
logam Pb dengan AAS
Afiyatul 2020 [solasi dan pemurnian Mendapatkan 9 hasil isolat | Kebaruan pada
Dawiyah bakteri pada bakteri toleran logam | sampel air sungai

Pembuatan suspensi

bakteri

Pb pada perairan

lamongan Bacillus,

Cilemahabang, uji

kandungan logam
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Uji resistensi bakteri
logam Pb

Pengamatan makroskopis,
pewarnaan gram,
biokimia untuk

mengidentifikasi bakteri

Citrobacter, Neisseria,
Aeromonas, Vibrio, dan
Morganella.

bakteri genus Vibrio
memiliki kemampuan

resisten logam paling

tinggi

berat Pb pada air.

Senja

ikerismawati

2019

Isolasi bakteri
Pengkodean dan
pengamatan morfologi
Melakukan pengujian
reduksi Pb isolat bakteri
Karakterisasi dan

identifikasi isolat bakteri

menemukan bakteri
indigenous limbah cair agar
yang dapat mereduksi
logam timbal yaitu Bacillus
alvei mereduksi logam Pb
sebesar 83,62%, Bacillus
pumilus mereduksi logam

Pb sebesar 81,31% dan

Kebaruan sampel
air sungai
Cilemahabang, uji

resistensi
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Bacillus Lichenformis
mereduksi logam Pb

sebesar 79,31%.

Hasyimuddin,
fatmawati

Nur, Indriani

2018

Isolasi bakteri dari
saluran pembuangan
limbah industri non
pangan, khususnya di
pabrik beton (PT. Create
Concrete Sinar Perkasa)
dan pabrik tali rafia (PT.
Intra Polyplast Palangga).
Identifikasi bakteri dan uji
kemampuan bakteri
Pengakumulasi logam

timbal

Didapatkan 6 isolat bakteri
dari saluran pembuangan
limbah industri yang
mengakumulasi logam Pb
dan termasuk dalam 2
genus Bacillus dan genus
Pseudomonas dengan
kemampuan penurunan
konsentrasi Pb tertinggi
dengan kadar 11 mg/L,
terendah sebesar 7 mg/L.

Kebaruan pada
sampel air, pada
metode uji
biokimia, dan uji
resistensi logam

Pb pada bakteri
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No | Author Tahun Metode Hasil Gap Research

6. | Alfian 2017 Uji awal isolasi sampel Penggunaan bakteri Kebaruan pada air
Maulana, sedimen sungai setu eksogen (S. aureus dan B. sungai
Supartono, Isolasi bakteri S. aureus | subtilis) dalam Cilemahabang,

Sri Mursiti

dan B. subtilis pada
konsentrasi masing-
masing 10 dan 20%,
mengunakan SSA untuk
menguji sampel sebelum
dan sesudah perlakuan,
dan pengurangan
konsentrasi kemudian

dihitung.

bioremediasi logam timbal
(Pb) pada sedimen sungai
mampu menjadi agen
bioremediasi yang baik,
dengan penurunan logam
terbesar terjadi dengan
penambahan
Staphylococcus 20%.
aureus dengan persentase
yang berkurang hingga
95,85%.

isolasi bakteri, uji
resistensi logam

Pb




C. Kerangka Berpikir

33

Air di sungai Cilemahabang desa Waluya kec. Cikarang utara
Kab. Bekasi yang diduga tercemar timbal (Pb)

l

Dampak mempengaruhi aktivitas manusia yang masih
memanfaatkan sungai Cilemahabang

l

Isolasi dan karakterisasi bakteri toleran logam berat Pb

l

kandungan logam berat Pb dengan AAS

Mengetahui karakteristik bakteri menggunakan pengamatan uji
morfologi dan uji biokimia

l

Uji resistensi untuk mengetahui resisten logam Pb dari bakteri
yang ditemukan

Gambar 2. 2 Kerangka Berpikir



BAB III
METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada tanggal 9 Januari- 2
Maret 2023. Pengambilan sampel air dan sedimen
dilakukan pada tanggal 9 Januari 2023 di wilayah
sungai Cilemahabang Desa Waluya Kabupaten Bekasi.
Isolasi dan Kkarakterisasi bakteri dilakukan pada
tanggal 12 Januari- 2 Maret 2023 di Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Walisongo
Semarang.

B. Alat dan bahan

Alat yang diperlukan pada penelitian ini yaitu
botol kaca, tabung reaksi (iwaki), erlenmeyer (iwaki),
spatula, gelas beker (iwaki), object glass, cover glass,
cawan petri (anumbra), bunsen, inkubator
(memmert), mikroskop compound (meiji techno),
oven, mikrotube, optilab (advance V2), paper disk,
mikropipet (dalb), jarum ose, penggaris, timbangan
analitik (ohaus), laminar air flow (esco), pH meter,
thermometer, ice box, aluminium foil, hot plate
(benchmark), vortek (Biorat), autoklaf (hirayama),

spektrofotometer serapan atom (AAS).
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Bahan yang diperlukan pada penelitian ini yaitu,
aquades, alkohol 70%, H202, Pb(NO3),, sampel air dan
sedimen sungai Cilemahabang, plastik tahan panas,
tissu, HNO3, plastik wrap, larutan iodin, kristal violet,
etanol absolut 96%, larutan safranin, KOH 40%, alfa
naftol, minyak emersi, media Nutrient Agar (NA),
Nutrient Broth (NB), methyl Red (MR), Voges
Proskauer (VP), Sulfide Indol Motility (SIM), Triple
Sugar Iron Agar (TSIA), Simmons Citrat Agar (SCA),
Muller Hinton Agar (MHA).

C. Metode

1. Pengambilan sampel

Gambar 3.1 Lokasi Pengambilan Sampel di Sungai

Cilemahabang Desa Waluya (Google earth,2023)
Sampel air dan sedimen sungai Cilemahabang
diambil menggunakan teknik purposive sampling

dengan tiga titik lokasi yaitu lokasi 1, lokasi 2 dan
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lokasi 3 dapat dilihat pada Lampiran 1 yang
ditentukan berdasarkan arus aliran limbah logam Pb
dari sungai Cilemahabang. melakukan pengukuran
suhu menggunakan thermometer dan pengukuran
tingkat keasaman dengan pH meter pada ketiga titik
lokasi, pengambilan sampel air dengan memasukkan
ke dalam botol kaca yang steril ke permukaan air
sungai, pengambilan sampel sedimen dengan
memasukkan sampel sedimen ke dalam plastik steril.
Sampel yang telah diambil selanjutnya disimpan
dalam box ice selanjutnya dibawa untuk
diidentifikasi ke laboratorium.
2. Pembuatan Media

Menimbang empat gram media NA, lalu
tambahkan 200 ml aquades ke dalam Erlenmeyer.
Kemudian tutup mulut erlenmeyer dengan
aluminium foil dan kapas, panaskan media diatas hot
plate, media dimasak hingga homogen, campur media
NA dengan logam Pb(NO)3 dengan konsentrasi 10
mg/L. Setelah itu, media NA disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit. Setelah  sterilisasi, media kemudian
dimasukkan dalam cawan petri hingga memadat

(Lailiya, N, 2021).
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3. Sterilisasi alat dan media

Membungkus alat yang berbahan kaca
diantaranya tabung reaksi, cawan petri, erlenmeyer
dengan kertas koran serta sterilisasikan mikrotube
kemudian di letakkan ke dalam plastik tahan panas.
Homogenkan media NA, media uji biokimia dan
media uji resistensi dan alat-alat kemudian di
sterilisasi menggunakan autoklaf bersuhu 121¢ C
selama 15 menit.
4. Isolasi Bakteri Toleran Logam Pb

Ditimbang lima gram sedimen kemudian
dilakukan pengenceran dengan 10 ml aquades,
homogenkan sampel menggunakan vortex dan
dihasilkan pengenceran 10-% Pengenceran
dilasanakan hingga didapatkan hasil pengenceran
10-4. Lalu masing-masing pengenceran diinokulasi
kedalam media NA mengandung larutan Pb(NO); 10
ppm menggunakan metode spread plate selanjutnya
inkubasi dalam suhu 37°C selama 24 jam, koloni siap
untuk diamati (Lailiya, N, 2021).

Isolasi bakteri dari air yang telah diambil
dilakukan pengenceran bertingkat dilution method, 1
ml sampel air dilakukan pengenceran dengan 9 ml

aquades hingga didapatkan pengenceran pertama 10-
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1, lanjutkan pengenceran hingga 10-3. Diambil 0,1 mL
sampel kemudian diinokulasi kedalam media NA
dengan kandungan Pb(NO)3 10 ppm lalu
ditempatkan dalam cawan petri menggunakan
metode spread plate, inkubasi selama 24 jam, dan
diamati pertumbuhan koloninya.

Dilakukan pemurnian pada koloni yang tumbuh
dengan dengan streak plate. Diambil bakteri isolat
menggunakan jarum ose secara aseptis pada api
Bunsen, lalu diinokulasi pada permukaan atas media
NA secara aseptis lalu diinkubasi bersuhu 37°C
selama 24 jam (Lailiya, N, 2021).

5. Uji Kandungan Logam Pb pada Air dengan AAS

Diukur sampel air sebanyak 50 ml, Ilalu
ditambahkan 1 ml HNOs; 65%, panaskan sampel
diatas hot plate pada suhu 99°C kemudian tunggu
sampel berkurang volume 20 ml. Sampel dimasukkan
kedalam labu ukur 50 ml kemudian dimasukkan
akuabides hingga tanda batas. Sampel disaring
dengan kertas filter whatman ukuran sedang (40)
dan homogenkan 30 detik. Lalu sampel diuji
menggunakan AAS (Rizkiana et al., 2017).



39

6. Pengamatan Morfologi

Mengamati karakteristik isolat bakteri dengan
mengamati dan mengidentifikasi morfologi pada
koloni bakteri diantaranya bentuk koloni, warna,
koloni, tepi, permukaan koloni(elevasi), dan daya
tembus cahaya.
7. Pewarnaan Gram

Membersihkan kaca objek menggunakan alkohol
70%. Lalu ambil bakteri isolat dengan jarum ose
secara aseptis kemudian oles isolat ke dalam kaca
objek. Fiksasi preparat diatas api Bunsen hingga
kering, selanjutnya tetesi kristal violet ditunggu 1
menit kemudian basuh pada air yang mengalir lalu
keringkan. Teteskan larutan iodin pada isolat
ditunggu 1 menit kemudian basuh pada air yang
mengalir lalu keringkan. Kemudian tetesi etanol 96%
hingga 30 detik, basuh menggunakan air mengalir
kemudian keringkan. Terakhir teteskan pewarna
safranin ditunggu 30 detik dan basuh pada air yang
mengalir lalu keringkan. Amati menggunakan
mikroskop pada perbesaran 1000x dan teteskan
minyak imersi (Yulvizar, 2013). Adanya warna ungu

pada bakteri menunjukkan hasil uji pewarnaan gram
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positif, ~ sedangkan  adanya  warna  merah
menunjukkan hasil negatif.
8. Uji Biokimia

Uji biokimia berfungsi mengidentifikasi biakan
dari koloni bakteri yang sudah ditemukan lalu
mengamati morfologi berdasarkan sifat fisiologis
bakteri tersebut, hasil uji dilihat berdasarkan
interaksi metabolisme yang dihasilkan berdasarkan
reagen-reagen kimia (Lailiya, N, 2021).
a. Uji Sitrat

Mengambil isolat biakan bakteri dengan jarum
ose kemudian masukkan dalam media Simmons
Citrat Agar (SCA), seanjutnya media diinkubasi
selama 24 jam bersuhu 37°C. Hasil positif
menunjukkan warna biru, jika hasil negatif
menunjukan warna hijau. Uji sitrat ini berfungsi
menentukan bakteri yang memakai natrium sitrat
sebagai sumber utama  metabolisme dan
perkembangannya, sitrat digunakan bakteri untuk
sumber karbon pada pertumbuhannya (Lailiya, N,
2021).
b. Uji Katalase

Isolat biakan bakteri diambil dengan jarum ose

secara aseptis, lalu ditaruh pada kaca objek, teteskan
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H20, pada preparat. Hasil positif apabila dihasilkan
gelembung udara. Uji katalase berfungsi mengetahui
dan mengidentifikasi bakteri yang mampu
menghasilkan enzim katalase (Lailiya, N, 2021).
c. Ujiindol

Mengambil isolat biakan bakteri menggunakan
jarum ose secara aseptis lalu diinokulasi kedalam
media SIM (Sulfide Indol Motility) lalu inkubasi
dengan suhu 37°C hingga 24 jam. Jika reaksi indol
positif akan tampak akar berwarna putih yang
menyebar disekitar tusukan inokulasi, artinya
bakteri tersebut memiliki flagel untuk bergerak.
Reaksi negatif apabila tidak terjadi perubahan di
sekitar tusukan jarum inokulum (Lailiya, N, 2021).
d. Uji Methyl-red

Mengambil isolat biakan bakteri dengan jarum
ose lalu masukan kedalam media MR kemudian
inkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam,
tambahkan 5 tetes pereaksi MR, dihomogenkan lalu
didiamkan. Reaksi negatif berwarna kuning
sedangkan reaksi positif berwarna merah. Uji MR
digunakan untuk mendeteksi bakteri yang dapat
melakukan fermentasi asam campuran (metilen

glikon) (Lailiya, N, 2021).
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e. Uji Voges Proskauer

Mengambil isolat biakan bakteri dengan jarum
ose lalu diinokulasi pada media MR-VP, kemudian
inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam, dimasukkan
3 tetes alfa naftol dan 2 tetes larutan KOH 40%
homogenkan lalu  diamkan. Hasil positif
menunjukkan warna merah muda, jika terdapat
perubahan maka menunjukkan hasil negatif.
f. Uji TSIA

Isolat dari biakan bakteri diinokulasi kedalam
media TSIA, media diinkubasi 24-48 jam. Hasil
positif ditunjukkan terbentuknya gas H:S yang
menyebabkan media mengembang dan menghitam
dan perubahan warna media menjadi kuning. Uji
bakteri TSIA  digunakan untuk mengukur
kemampuan fermentasi karbohidrat pada bakteri
(Lailiya, N, 2021).
Pembuatan Suspensi Bakteri

Ditimbang 2,16 gr media NB lalu dilarutkan pada
270 ml aquades. Kemudian media dipanaskan
menggunakan hot plate lalu sterilkan selama 15
menit dengan autoklaf pada suhu 1200C. Diisi botol

steril ukuran 30 ml dengan media NB. Bakteri isolat
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berumur 24 jam diinjeksikan pada media cair NB.
(Dawaiyah, 2020).
Uji resistensi Bakteri toleran logam Pb

Ditimbang 27,36 gr media Muller Hinton Agar
(MHA) dan larutkan 750 ml aquades. Diambil 0,1 ml
suspensi bakteri pada media NB kemudian ratakan
menggunakan metode spred plate. Menginjeksi
logam timbal sebanyak 20ul pada paper disk
menggunakan kadar volume 10,15,20,25,30 ppm.
Dimasukkan paper disk yang sudah diinjeksi
menggunakan pinset pada cawan petri berisi isolat
bakteri. Kemudian disimpan pada suhu ruang selama
24 jam. Terbentuknya zona hambat merupakan
tanda adanya resistensi. Semakin kecil tingkat
resistensinya maka diameter zona hambat yang
terbentuk semakin besar (Dawaiyah, 2020).
Analisis Data

Didapatkan data berupa karakteristik morfologi,
pewarnaan gram serta uji biokimia dianalisis secara
kualitatif deskriptif menggunakan buku Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology 9% Edition.
Analisis dari uji resistensi bakteri yang diperoleh
berupa zona hambat disajikan berupa data

kuantitatif deskriptif menggunakan Uji Kruskall
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Walis SPSS 22 dan software Microsoft Excel 2021

berupa rata-rata diameter zona hambat.

E. Alur Penelitian

Preparasi alat dan
bahan (pengambilan
sampel, pembuatan
media, sterilisasi alat
dan bahan)

Isolasi Bakteri
Toleran Logam Pb

{

Karakterisasi Bakteri
secara morfologi,
pewarnaan gram dan

uji biokimia

Uji kandungan logam
Pb dengan AAS

3

Uji resisten bakteri
toleran logam Pb

=

Analisis data
menggunakan metode
deskriptif

Gambar 3. 2 Alur Penelitian



BAB1V

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Kondisi Sungai Cilemahabang

Isolat  bakteri yang  ditemukan

sangat

berpengaruh terhadap kondisi lingkungan sungai

Cilemahabang yang dijadikan

sebagai

tempat

pengambilan sampel penelitian. Hasil kondisi air

sungai Cilemahabang dapat diamati pada tabel 4.1.

Tabel 4. 1 Hasil Parameter Sungai Cilemahabang

Kode Titik Koordinat pH Suhu Kadar
Lokasi Logam Pb
Air (mg/L)
Lokasi1l Lat:-6.269114° 7.57  33°C 0.0740
Long:107.184253°
Lokasi2 Lat:-6.268707° 7.53 320C 0.1045
Long:107.183429¢
Lokasi3 Lat:-6.268707° 750  30°C 0.0779
Long:107.182266°
Lokasi satu berada pada koordinat lat: -

6.269114° long: 107.184253° yang terletak sebelum

Pintu Air Tujuh yang menghubungkan antara sungai

Cilemahabang dan sungai Ciherang. Lokasi dua

berada pada titik koordinat lat:-6.268707° long:

45
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107.183429° lokasi tersebut merupakan tempat
ramai dengan kegiatan penduduk yang tinggal dekat
dengan sungai tersebut. Lokasi tiga berada pada titik
koordinat lat: -6.268707° long: 107.182266° yang
terletak + 150,33 m dari lokasi dua. Pengukuran
kondisi air sungai menggunakan parameter tingkat
keasaman (pH) dan suhu pada ketiga lokasi tersebut.
Hasil pengukuran tingkat keasaman pH pada
lokasi satu memiliki nilai pH 7,57, lokasi dua pH 7,53
dan pada lokasi 3 pH 7,50. Berdasarkan pengujian
tingkat keasaman yang telah dilakukan, nilai pH di
sungai Cilemahabang cenderung dalam kondisi basa.
Tingkat pH lingkungan mempengaruhi pertumbuhan
bakteri yang terkait dengan kinerja enzim bakteri,
setiap bakteri memiliki batas pH optimal, pH dapat
dijadikan faktor pembatas (Desriyan et al., 2015).
Hasil pengukuran suhu pada lokasi satu yaitu
330(C, lokasi dua yaitu 32°C, sedangkan di lokasi tiga
yaitu  30°C.  Suhu  berpengaruh  terhadap
pertumbuhan bakteri pada sungai tersebut yang
dibagi menjadi bakteri psikrofilik memiliki
kemampuan hidup pada suhu 15°C, bakteri mesofilik

memliki kemampuan pada suhu 25°C-409C, dan
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termofilik memiliki kemampuan hidup pada suhu
400°C-500C (Lailiya, N, 2021).

Hasil pada penelitian ini diperoleh kadar logam
Pb pada sampel air sungai Cilemahabang pada lokasi
satu mempunyai kadar Pb 0,0740 mg/L. Lokasi dua
mempunyai kadar Pb 0,1045 mg/L. Pada lokasi tiga
mempunyai kadar Pb 0,0779 mg/L. Kadar logam
timbal pada ketiga titik yang diperoleh dari sungai
Cilemahabang berada di bawah ambang baku mutu
sungai kelas Il yang diizinkan sesuai “PP No. 22
Tahun 2021 menyatakan bahwa ambang batas kadar
logam Pb perairan sungai kelas III yaitu <0,03 mg/L".
Jumlah konsentrasi logam Pb yang sedikit dapat
dikarenakan logam Pb mengendap bersama lumpur
pada dasar perairan dan dapat pula terbawa arus
aliran air.

Hal ini serupa dengan penelitian yang telah
dilakukan oleh Lailiya, (2021) konsentrasi
kandungan logam berat Pb pada sungai Porong pada
air sekitar 0,81-2,93 ppm, sedangkan konsentrasi
pada sedimen sekitar 0,98-3,88 ppm. Logam Pb yang
masuk kedalam perairan memiliki karakteristik yang
dapat dengan mudah mengendap di dasar sungai,

maka logam Pb lebih banyak ditemukan pada dasar
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perairan sungai sedangkan sebagian sisanya telah
terserap oleh organisme yang ada pada sungai
tersebut (Malau et al,,2018). Jumlah kadar logam Pb
pada air dapat mengalami perubahan sewaktu-
waktu tergantung kondisi air tersebut, logam Pb
pada sedimen cenderung mengendap dalam jangka
relatif lama (Rizkiana & Karina, 2017). Logam berat
mempunyai karakter dapat mengikat bahan
anorganik yang kemudian mengendap didasar
perairan dan tercampur dengan sedimen (Dawaiyabh,
2020).
. Isolasi Bakteri Sungai Cilemahabang

Hasil penelitian didapatkan 8 koloni isolat pada
sampel air dan sedimen sungai Cilemahabang.
Masing-masing lokasi didapatkan satu isolat dengan
koloni bakteri yang berbeda. Hasil isolasi bakteri
resisten logam berat Pb pada air dan sedimen dapat
dilihat pada tabel 4.2.
Tabel 4. 2 Hasil Isolasi Bakteri pada Air dan Sedimen

Titik1  Titik2  Titik3 Titik 1 Titik 2 Titik 3

air air air sedimen sedimen sedimen
A1(1)  A2(1) A3(1) S1(1) S2(1) S3(1)
A1(2)  A2(2)
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I[solasi dilakukan pada sungai Cilemahabang di
tiga lokasi pengambilan sampel air dan sedimen
yang berbeda. Isolasi bakteri menggunakan metode
spread plate yang memiliki tujuan untuk
menginokulasi bakteri kedalam cawan petri berisi
media NA Nutrient Agar yaitu media yang digunakan
untuk pertumbuhan bakteri kemudian ditambahkan
Pb(NO); 10 ppm yang bertujuan hanya bakteri
resisten logam berat Pb kadar 10 ppm yang dapat
hidup di dalamnya. Pemurnian bakteri dilakukan
menggunakan metode streak plate yang bertujun
mempermudah pemisahan koloni bakteri menjadi
koloni tunggal. Hasil pemurnian dapat dilihat pada
Gambar 4.1.
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Gambar 4.1 Hasil pemurnian Bakteri Toleran
Logam Berat Pb umur 72 Jam Media NA ket: a). A1(1)
b). A1(2) c). A2(1) d). A2(2) e). A3(1) ). S1(1) g).
S2(1) h).S3(1) (Dokumentasi penelitian, 2023).

Hasil pemurnian pada air sungai Cilemahabang
dilakukan pengenceran yang berdeda pada sampel
air dan sedimen. Sampel air dilakukan pengenceran
10-3 didapatkan koloni pada isolat bakteri pada
lokasi satu yaitu A1(1) dan A1(2), lokasi dua yaitu
A2(1) dan A2(2), dan lokasi tiga yaitu A3(1).
Sedangkan hasil pemurnian pada sedimen sungai
Cilemahabang dilakukan dengan pengenceran 10-
didapatkan beberapa koloni isolat bakteri dari
sampel sedimen pada lokasi satu yaitu S1(1), lokasi

dua yaitu S2(1), dan lokasi 3 yaitu S3(1).
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C. Pengamatan Morfologi Bakteri

Morfologi koloni bakteri dapat dilihat secara
langsung seperti bentuk koloni, elevasi, bentuk tepi,
warna dan daya tembus cahaya yang terlihat
perbedaannya satu dengan lainnya yang dapat
dilihat pada Lampiran 2. Proses identifikasi
morfologi bakteri toleran logam timbal (Pb)
mengacu pada buku Microbiology 6th edition by
Prescott.

Hasil yang dihasilkan pada penelitian ini dapat
dilihat pada Tabel 4.3, pada isolat A1(1) dan A1(2)
yang dapat dilihat pada Gambar 4.6 memiliki
beberapa kesamaan karakteristik seperti bentuk
koloni circular, elevasi flat, dan bentuk tepi entire,
pada isolat A1(1) tidak tembus cahaya dan berwarna
coklat sedangkan A1(2) tembus cahaya dan putih
kekuningan. Isolat A2(1) pada Gambar 4.7 memiliki
karakteristik bentuk koloni Ireguler, elevasi flat,
bentuk tepi lobate, tembus cahaya dan berwarna
transparan. Isolat A2(2) pada Gambar 4.4 memiliki
karakteristik seperti bentuk koloni circular, elevasi
flat, bentuk tepi entire, tembus cahaya, berwarna
putih susu. Hasil pengamatan morfologi pada semua

isolat bakteri dapat dilihat pada tabel 4.3.
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Kode Bentuk morfologi bakteri
Isolat
Bentuk Elevasi Bentuk Daya Warna Ukuran
tepi tembus
Cahaya
A1(1) Circular Flat Entire tidak Coklat Sedang
tembus
A1(2) Circular Flat Entire  Tembus Putih Sedang
Cahaya kekuningan
A2(1) Irregular Flat Lobate tembus Transparan  Besar
Cahaya
A2(2) Circular Flat Entire tembus  putih susu Kecil
Cahaya
A3(1) Irregular Flat Undulate tidak putih Sedang
tembus bening
S1(1)  Rhizoid Flat Rhizoid Tidak Putih susu Besar
tembus
S2(1) Irregular Flat Undulate Tembus Putihsusu  Sedang
S3(1) Irregular Convex Lobate Tidak Coklat Besar
tembus

Isolat A3(1) pada Gambar 4.5 memiliki bentuk

koloni irregular, elevasi flat, bentuk tepi undulate,

tidak tembus cahaya, berwarna putih susu. Isolat

S1(1) pada Gambar 4.7 memiliki bentuk Kkoloni

rhizoid, Elevasi flat, betuk tepi rhizoid, tembus cahaya,

berwarna putih susu. Isolat S2(1) pada Gambar 4.7
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memiliki bentuk koloni irregular, elevasi flat, bentuk
tepi undulate, tembus cahaya, dan berwarna putih
susu. Isolat S3(1) pada Gambar 4.7 memiliki memiliki
bentuk tepi ireguler, elevasi convex, bentuk tepi lobate,
tidak tembus cahaya, berwarna coklat.
. Hasil Pengamatan Morfologi Bakteri Mikroskopis
Hasil identifikasi bakteri dengan bentuk sel dan
pewarnaan gram disajikan pada tabel 4.4.

Tabel 4. 4 Pengamatan Pewarnaan Gram

Kode isolat Bentuk mikroskopik bakteri

Sifat gram Bentuk sel
Al1(1) Negatif Basil
A1(2) Negatif Basil
A2(1) Negatif Coccus
A2(2) Positif Basil
A3(1) Negatif Basil
S1(1) Negatif Coccus
S2(1) Negatif Coccus
S3(1) Negatif Coccus

Berdasarkan pengamatan pewarnaan gram bakteri
yang telah didapatkan pada tabel 4.4 memiliki
perbedaan dan kesamaan bentuk sel. Pengamatan
mikroskopis yaitu pengamatan untuk mengidentifiksi

struktur dari dinding sel, dan permeabilitas antara
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dua jenis dinding sel bakteri yang menimbulkan
perbedaan warna gram negatif dan gram positif pada
bakteri, gram positif memiliki warna ungu karena zat
warna dari yodium diserap oleh bakteri gram positif
meskipun diberi alkohol, pewarnaan gram bakteri
negatif berwarna merah disebabkan oleh zat warna
dari kristal violet dilepaskan oleh bakteri gram negatif
tetapi ketika diberi alkohol, bakteri gram negatif
menyerap zat warna safranin sehingga menjadi warna
merah (Akhnah et al,, 2022).

Bakteri gram positif memiliki dinding sel
peptidoglikan yang tebal, jika dilarutkan pada alkohol
dinding sel pada pori-pori akan menyusut sebab
terjadinya penghilangan warna yang memungkinkan
dinding sel mempertahankan kristal violet, sedangkan
lapisan  terluar bakteri gram negatif yaitu
lipopolisakarida memiliki membran peptidoglikan
yang tipis pada periplasma (Lolita & Putri, 2018).
Menurut penelitian Lailiya, (2021) bakteri gram
positif dan gram negatif dapat resisten terhadap
logam Pb karena pada dinding sel mempunyai ikatan
ion sehingga akan mudah diserap oleh bakteri

tersebut.
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Sifat bahan dalam proses pewarnaan gram yaitu
asam dan basa diantaranya kristal violet memiliki
fungsi mewarnai permukaan sel bakteri, iodin bersifat
basa yang membentuk ikatan CV (mg-Ribonucleid
acid-Crystal violet) sehingga CV iodinribonukleat akan
terbentuk pada bakteri gram positif di permukaan
selnya, etanol memiliki sifat asam sehingga pori-pori
bakteri pada dinding sel banyak mengandung lipid
dan CV iodinribonukleat pada bakteri gram negatif
akan terlepas dari permukaan sel dan menjadi warna
kuning, sedangkan CV iodinribonukleat pada gram
positif tetap pada dinding sel, fungsi dari larutan
safranin sebagai kontras saat pewarnaan sel bakteri
(Hafsan, 2014).

Uji biokimia

Uji biokimia memiliki fungsi untuk
mengidentifikasi sifat fisiologis pada bakteri yang
telah di isolasi untuk untuk menemukan spesies
bakteri tertentu. Beberapa wuji biokimia yang
digunakan yaitu uji sitrat, katalase, indol, MR, VP dan
TSIA. Berdasarkan hasil penelitian diperoleh data
terkait aktivitas biokimia bakteri pada tabel 4.5. Uji
biokimia digunakan agar dapat melihat kemampuan

bakteri bereaksi membentuk senyawa kimia sehingga
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dapat dikaitkan dengan sifat bakteri tersebut, agar
dapat mengetahui reaksi tersebut dibutuhkan
senyawa indikator berdasarkan bahan kimia yang
digunakan (Nasution et al., 2020).

Tabel 4. 5 Hasil Analisis Uji Biokimia Bakteri

Nama Hasil Uji
Uji A1(1) A1(2) A2(1) A2(2) A3(1) S1(1) S2(1) S3(1)
Sitrat + + - - + - + +
Katalase + + + + + + + +
Indol + + + + + + + +
MR - + - + + + -
VP - - - -
TSIA + + + + + + + +

Uji sitrat memiliki tujuan mengetahui bakteri
mampu memfermentasikan sitrat sebagai satu-
satunya sumber karbon melalui enzim sitrat
permease, hasil positif uji sitrat ditandai dengan
perubahan media menjadi warna biru terlihat pada
tabel 4.5 isolat bakteri A1(1), A1(2), A3(1), S2(1) dan
S3(1). Hasil negatif ditandai dengan warna hijau yang
terlihat pada isolat bakteri A2(1), A2(2), dan S1(1),
hasil uji sitrat dapat dilihat pada Gambar 4.2. Media

sitrat yang berwarna hijau dalam kondisi asam akan
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berwarna biru pada kondisi basa karena pertumbuhan
bakteri membutuhkan natrium sitrat sebagai sumber
karbohidrat (Pattuju et al., 2014).

Uji indol dilakukan untuk mengetahui bakteri
motil atau non motil, hasil dari uji indol dapat dilihat
pada Gambar 4.2 Uji ini dilakukan menggunakan
media SIM (Sulfide Indol Motility). Hasil yang teramati
bahwa seluruh isolat menunjukan hasil positif atau
motil. Motilitas ditentukan oleh pertumbuhan bakteri
pada bekas tusukan yang menyebar menunjukan
bahwa isolat tersebut berflagel, sedangkan non motil
tidak terdapat perubahan di sekitar tusukan yang
menandakan bakteri tidak memiliki pergerakan
(Kosasi et al., 2019).

Selanjutnya uji MR (Methyl Red) bertujuan untuk
mendapatkan bakteri yang mampu menfermentasikan
asam campuran. Sesudah ditambahkan reagen methyl
red, pH akan turun menjadi lima atau kurang dan
berubah menjadi merah, menandakan bahwa bakteri
dapat memfermentasi campuran asam. (Dawaiyah,
2020). Hasil penelitian menunjukan bahwa kode
isolat A1(2), A2(2), A3(1) dan S1(1) menunjukan hasil
postif karena berubah menjadi merah. Sedangkan

kode isolat A1(1), A2(1), S2(1) dan S3(1) menunjukan
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hasil negatif karena tetap. Hasil uji MR dapat dilihat
pada Gambar 4.2.

Gambar 4. 2 Hasil Uji Sitrat, Indol, MR. keterangan: a)

hasil uji sitrat positif. b) hasil uji negatif. c) hasil uji indol

positif. d) hasil uji MR positif. ) hasil uji MR negatif
(Dokumentasi penelitian, 2023).

Hasil penelitian uji katalase didapatkan semua
isolat bakteri menunjukkan hasil positif karena
terbentuknya gelembung gas pada Gambar 4.3
menunjukkan bakteri mempunyai enzim katalase
yang mengubah H;0; menjadi H20 dan O; dan
memiliki sifat toksik yang dapat merusak struktur
pada sel bakteri (Ulfa et al., 2016).

Uji VP (Voges Proskauer) memiliki tujuan untuk
mendapatkan bakteri yang mampu menghasilkan
asetil metil karbinol yaitu hasil dari fermentasi

glukosa (Ulfa et al, 2016). Hasil positif uji VP
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ditunjukkan adanya perubahan menjadi warna merah
setelah penambahan o naphtol 5% dan KOH 40%
dapat dilihat pada Gambar 4.3. Hasil menunjukkan
semua isolat menunjukkan hasil negatif.

Uji TSIA memiliki tujuan mendapatkan bakteri
yang mampu menfermentasikan glukosa, sukrosa,
laktosa dan pembentukan gas atau HS (Sari, 2014).
Hasil dari uji TSIA pada isolat A2(1) dasar dan
permukaan media berwarna kuning menunjukkan
bakteri dapat memfermentasikan gula dan
memproduksi gas. Isolat A1(1), A1(2), S1(1), A2(2),
S2(1) dan S3(1) menunjukkan hasil dasar media
berwarna kuning dengan permukaan media berwarna
merah yang berarti bakteri dapat memfermentasikan

glukosa. Hasil uji TSIA dapat dilihat pada Gambar 4.3.

. - | T
.l

Gambar 4. 3 a). Hasil Uji TSIA warna lereng berwarna kuning b).
Hasil uji TSIA warna lereng dan dasar merah c). Hasil Uji TSIA
warna dasar kuning. d) hasil uji VP negatif e) hasil uji katalase

negatif (Dokumentasi penelitian, 2023).
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F. Penentuan Genus Bakteri Resisten Pb

Hasil bakteri yang telah di isolasi dengan logam
berat Pb 10 ppm dari sampel air dan sedimen sungai
Cilemahabang Kabupaten Bekasi diperoleh 8 isolat
bakteri memiliki hasil yang berbeda. Identifikasi pada
isolat bakteri dilakukan melalui pengamatan sifat
morfologi koloni, pengujian sifat fisiologi dan reaksi
biokimia. Proses identifikasi bakteri mengacu pada
buku Bergey’s Manual of determination Bacteriology
9th Edition dan didapatkan beberapa genus yaitu:

a) Genus Bacillus sp.

Hasil penelitian diperoleh karakteristik pada isolat
A2(2) merupakan gram positif berbentuk basil, motil,
uji TSIA positif, uji sitrat negatif, uji katalase positif, uji
VP negatif, memiliki betuk circular, elevasi flat, bentuk
tepi entire, berwarna putih susu, dan berukuran kecil.
Isolat A2(2) memiliki kesamaan dengan bakteri genus
Bacillus sp. dalam buku Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology 9t Edition yang memiliki karakteristik
bakteri gram positif berbentuk basil, motil, uji katalase
positif, anaerobik atau aerobik (Holt, 1994).

Hal ini serupa dengan penelitian Lailiya (2021)
yang menemukan bakteri Bacillus sp pada Sungai

Porong Sidoarjo yang memiliki kisaran nilai pH 7-8
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pada air yang didapatkan bakteri dengan kode isolat
A1B1, S1B3, A2B2 dan S2B3 berbentuk batang, gram
positif, uji katalse positif, motil dan non motil
Menurut penelitian Cote (2015) genus Bacillus sp.
memiliki endospora yang mampu resisten terhadap
kondisi lingkungan bersuhu tinggi dan lingkungan
yang tercemar logam berat (Cote et al, 2015).
Menurut Senja (2019) genus Bacillus sp. dapat
mereduksi logam berat Pb sebesar 83,62%. Klasifikasi

genus Bacillus sp. sebagai berikut:

Kingdom  : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Class : Bacili

Order : Bacillales

Family : Bacillaceae

Genus : Bacillus sp. (Holt, 1994).

Gambar 4. 4 Isolat bakteri A2(2) pada
Media NA Umur 24 jam (Dokumentasi
penelitian, 2023)
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b) Genus Citrobacter sp.

Hasil pengamatan yang diperoleh menunjukkan
karakteristik pada isolat A3(1) merupakan gram
negatif berbentuk basil, motil, uji katalase positif, uji
VP negatif, uji methyl red positif, uji sitrat positif,
memiliki bentuk irregular, elevasi flat, bentuk tepi
undulate, berwarna putih bening. Hasil pada isolat
A3(1) memiliki kesamaan dengan genus Citrobacter
sp. menurut buku Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology 9™ Edition yang memiliki ciri bakteri
gram negatif berbentuk basil, motil, uji sitrat positif,
uji katalase positif, uji VP negatif, uji methil red positif.

Hal ini serupa dengan penelitian Dawiyah (2020)
yang menemukan bakteri genus Citrobacter pada
perairan Paciran memiliki kisaran nilai pH 8 pada air
yang didapatkan bakteri dengan kode isolat S1.1
berbentuk batang, gram negatif, motil, sitrat positif, uji
katalase positif dan menghasilkan H2S pada uji TSIA.
Genus Citrobacter sp. memiliki kemampuan
menurunkan logam berat Pb sebesar 95,06%.
menggunakan plasmid bakteri sebagai mekanisme
resistensi dan mekanisme ekstraseluler melalui

pengendapan Pb menjadi polifosfat pada permukaan
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dinding sel (Mohseni et al., 2014). Klasifikasi genus

Citrobacter sp. sebagai berikut:

Kingdom  : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria

Order : Enteroacteriales

Family : Enterobacteriaceae

Genus : Citrobacter sp. (Cowan and Stell, 1974).

Gambar 4. 5 Isolat bakteri A3(1) pada Media
NA Umur 24 jam (Dokumentasi penelitian,
2023)

c) Genus Pseudomonas sp.

Hasil pengamatan diperoleh karakteristik pada
isolat A1(1), A1(2) merupakan gram negatif
berbentuk sel basil, uji motilitas positif atau motil, uji
sitrat positif, Uji TSIA positif, berbentuk circular

dengan ukuran sedang, tepi koloni entire sudut elevasi
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flat, Pada isolat A1(1) memiliki warna coklat
sedangkan A1(2) berwarna putih kekuningan. Hasil
pada isolat A1(1) dan A1(2) memiliki persamaan
karakteristik dengan genus pseudomonas sp. yang
mengacu pada buku Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology 9™ Edition, merupakan bakteri gram
negatif yang memiliki sel berbentuk basil, uji sitrat
positif, bersifat motil dengan flagel polar.

Hal ini serupa dengan penelitian Lailiya (2021)
yang menemukan bakteri genus Pseudomonas sp. pada
Sungai Porong Sidoarjo Jawa Timur dengan kode
isolat A2B1 yang memiliki bentuk batang, gram
negatif, uji sitrat positif, motil, berpigmen kekuningan
dan umumnya tidak berpigmen ataupun berwarna
krem. Menurut Anggraeni (2021) bakteri genus
Pseudomonas sp. memiliki kemampuan untuk
menurunkan logam berat Pb sebesar 97,3%.

Klasifikasi genus Pseudomonas sp. sebagai berikut:

Kingdom  : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadaceae

Genus : Pseudomonas sp. (Holt, 1994).
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Gambar 4. 6 [solat bakteri a). A1(2) b).
A1(1) pada Media NA Umur 24 jam
(Dokumentasi penelitian, 2023)

d) Genus Aeromonas sp.

Hasil pengamatan yang diperoleh menunjukan
bahwa karakteristik pada isolat A2(1), S1(1), S2(1)
dan S3(1) merupakan gram negatif berbentuk sel
Coccus, katalase positif, uji TSIA positif atau
memfermentasikan gula, uji motilitas positif atau
motil. Hasil pada isolat mempunyai persamaan
karakteristik dengan genus Aeromonas sp. yang
mengacu pada buku Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology 9t Edition merupakan bakteri memiliki
gram negatif berbentuk sel Coccus, uji motil positif,

katalase positif, uji TSIA positif.
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Hal ini serupa dengan penelitian Dawiyah (2020)
yang menemukan bakteri genus Aeromonas sp. pada
perairan Paciran Lamongan dengan kode isolat A1.3
yang memiliki bentuk kokus, gram negatif, katalase
positif, dapat memfermentasikan gula dan motil.
Bakteri Aeromonas sp. dapat resisten terhadap Pb
sebesar 47% dengan mekanisme resisten intraseluler
yang melibatkan protein dalam sistem efflux, bakteri
Aeromonas banyak ditemukan di lingkungan perairan
dan tidak dapat membentuk spora (Dahanayake et al.,
2019). Klasifikasi genus Aeromonas sp. sebagai
berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum  :Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Aeromonadeles
Family  :Aeromonadaceae

Genus : Aeromonas sp. (Cowan and Stell, 1974).
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Gambar 4. 7 Isolat Bakteri a). A2(1) b). S1(1) c). S2(1) d).
S3(1) pada Media NA Umur 24 jam (Dokumentasi
penelitian, 2023)

. Uji Resistensi Bakteri Terhadap Logam Berat Pb
Uji resistensi bertujuan memastikan apakah
bakteri dapat bertahan pada media yang
mengandung logam berat Pb. Media yang digunakan
dalam uji resistensi bakteri menggunakan NB
(nutrient Broth) yang merupakan media berbentuk
cairan memiliki kandungan beef extract dan pepton
yang lebih ideal dalam pembuatan biomassa dan
senyawa bioaktif karena terdapat proses agitasi yang
membuat nutrisi pada media terus homogen dan
penyerapan nutrisi pada bakteri lebih efisien
(Dawaiyah, 2020). Pada uji resistensi menggunakan
metode disk diffusion yang akan terbentuk zona

hambat menggunakan paper disk yang dimasukkan
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kedalam media MHA berisi bakteri. Media MHA
memiliki kandungan beef extract, acid hydrolysate of
casein dan akuades untuk pertumbuhan
mikroorganisme sebagai nutrisi yang baik dan paling
efektif untuk uji sensibilitas bakteri yaitu media
MHA (Ahman et al., 2020).

Variasi konsentrasi Pb pada disk diffusion yang
digunakan yaitu 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm
dan 30 ppm, zona hambat yang terbentuk di sekitar
isolat berupa zona bening. Diameter zona hambat
diukur pada bagian zona bening yang terbentuk
termasuk paper disk, hasil penelitian diperoleh
masing-masing  isolat  bakteri  yang  diuji
menghasilkan ukuran zona bening yang berbeda
dapat dilihat pada Gambar 4.8 hasil pengukuran
diameter zona hambat yang diperoleh pada masing-
masing isolat bakteri dengan konsentrasi yang
berbeda dapat dilihat pada lampiran 6.

Semakin kecil diameter zona hambat yang
dihasilkan maka kemampuan resistensi bakteri
terhadap logam berat Pb semakin tinggi, semakin
besar zona hambat yang dihasilkan maka
kemampuan resisten bakteri logam Pb semakin kecil

(Dawaiyah, 2020).
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R i o
Gambar 4. 8 Hasil Uji Resistensi Ket:

a). Pengukuran Zona Hambat
(Dokumentasi penelitian, 2023)

Data diameter zona hambat kemudian dianalisis
secara statistik mengguakan aplikasi (SPSS) 22
dengan menguji normalitas menggunakan Saphiro
Wilk. Hasil analisis uji normalitas diperoleh nilai
(p<0.05) yang berarti data tidak berdistribusi
normal atau non parametrik. Hasil uji normalitas
dapat dilihat pada lampiran 4. Kemudian dilanjutkan
dengan uji Kruskall Waliss yaitu uji non parametrik
untuk menentukan adanya perbedaan signifikan
secara statistik antara dua atau lebih kelompok
variabel independen pada variabel dependen yang
berskala data numerik dan skala ordinal (Assegaf,

2019).
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Tabel 4. 6 Kruskall-walis test ranks

Ranks
Konsentrasi N Mean Rank
Diameter 10 ppm 8 23.69
15 ppm 8 22.94
20 ppm 8 21.50
25 ppm 8 17.19
30 ppm 8 17.19
Total 40

Mean Rank yang diperoleh pada tabel 4.6 jumlah
sampel yang diuji pada penelitian ini yaitu 40 sampel
dengan nilai Mean Rank pada konsentrasi 10 ppm
yaitu sebesar (23,69), 15 ppm (22,96), 20 ppm
(21,50), 25 ppm (17,19) dan 30 ppm (17,19). Hasil
Mean Rank menunjukan tingkatan rata-rata diameter
zona hambat pada 10 ppm lebih tinggi dari pada
lainnya.

Tabel 4. 7 Statistics Uji Kruskall Wallis

Test Statistics
Diameter
Chi-Square 2.761
Df 4

Asymp. Sig. .599
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Uji statistics Kruskall wallis menghasilkan rata-
rata zona hambat yang terbentuk pada tabel 4.7 nilai
chi square pada diameter menunjukan nilai 2,761
dengan nilai signifikasi atau nilai asmpy sig sebesar
0,599. Dari nilai signifikasi yang lebih kecil dari 0,05
maka hipotesis H, tidak terdapat pengaruh pemberian
konsentrasi logam Pb terhadap diameter zona hambat
dan H; terdapat pengaruh pemberian konsentrasi
logam Pb terhadap diameter zona hambat yang
artinya H, ditolak H; diterima. Grafik rata-rata
diameter zona hambat terhadap konsentrasi logam Pb
pada masing-masing isolat disajikan pada Gambar 4.9
terlihat perbedaan rata-rata zona hambat terhadap

konsentrasi logam Pb pada masing-masing isolat.

Grafik Rata-Rata Diameter Zona Hambat Terhadap
Konsentrasi Pb (ppm)

16 HAL(1)
14 mAL(2)
12 A2(1)

=
o

A2(2)

mA3(1)
mS1(1)
mS2(1)
mS3(1)

10 ppm 15ppm 20ppm 25ppm 30ppm

Rata-rata diameter zona hambat
(mm)
O N B OO

Konsentrasilogam berat Pb (ppm)

Gambar 4.9 Grafik Rata-rata Diameter Zona Hambat Ket: Nilai rata-rata
diameter zona hambat sudah termasuk diameter paper disk 7 mm
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Pada Gambar 4.9 rata-rata zona hambat Isolat
A1(1) genus Pseudomonas sp. pada semua
konsentrasi memiliki rata-rata zona hambat yaitu 8
mm. Rata-rata zona hambat ada isolat A1(2) genus
Pseudomonas sp., A3(1) genus Citrobacter sp., dan
S1(1) genus Aeromonas sp. pada semua konsentrasi
tidak terbentuk zona hambat menunjukkan hasil
resisten yang paling baik. Isolat S2(1) yaitu genus
Aeromonas sp. pada konsentrasi 10 ppm, 15 ppm
dan 20 ppm membentuk zona hambat masing-
masing sebesar 9.0 mm, 10.0 mm dan 10.0 mm,
tetapi pada kadar 25 ppm dan 30 ppm tidak
terbentuk zona hambat.

Hal serupa pula terjadi pada isolat A2(1) genus
Aeromonas sp. membentuk zona hambat tertinggi
pada konsentrasi 10 ppm dan 15 ppm tetapi pada
konsentrasi 20 ppm, 25 ppm dan 30 ppm tidak
terbentuk zona hambat. Hal ini sesuai dengan
penelitian Perdana, (2012) isolat SA2A1 jika diberi
konsentrasi dengan kadar Pb yang tinggi ukuran
zona hambat tidak bertambah besar, karena
konsentrasi logam Pb yang tinggi akan menghasilkan
larutan pekat sehingga lebih sulit melakukan difusi

dari pada larutan yang encer.
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Kode isolat A3(1) yaitu genus Citrobacter sp.
merupakan genus yang memiliki zona hambat
tertinggi pada uji resistensi karna tidak membentuk
zona hambat pada semua konsentrasi. Hal ini sesuai
dengan penelitian Mohseni (2014) yang menemukan
bakteri resisten logam Pb dari Genus Citrobacter sp.
dengan kemampuan menurunkan logam berat Pb
sebesar 95,06%. Kode isolat A1(1) dan A1(2) genus
Pseudomonas sp. memiliki rata-rata diameter zona
tertinggi kedua setelah Citrobacter sp. dengan
diameter zona hambat pada semua konsentrasi yaitu
7,5 mm. Kode isolat A2(2) genus Bacillus sp.
memiliki rata-rata diameter zona hambat pada
semua konsentrasi yaitu 8,8 mm, resisten tertinggi
pada genus Bacillus sp. yaitu pada konsentrasi 10
ppm, 25 ppm dan 30 ppm dengan diameter zona
hambat 8,0 mm pada konsentrasi 15 ppm dan 20
ppm sebesar 10,0 mm. kode isolat AZ2(1), S1(1),
S2(1) dan S3(1) genus Aeromonas sp. memiliki hasil
rata-rata diameter zona hambat pada semua
konsentrasi yaitu 11,5 mm, resisten tertinggi pada
genus Aeromonas sp. yaitu pada konsentrasi 30 ppm.

Hasil dari penelitian pada 8 isolat bakteri yang

diisolasi dari sungai Cilemahabang Kabupaten
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Bekasi menyatakan bahwa masing-masing bakteri
memiliki tingkat resistensi terhadap logam Pb yang
berbeda-beda dan dapat berpotensi sebagai agen
bioremediasi. Menurut hasil penelitian yang telah
dilakukan Dawaiyah (2020) didapatkan bakteri yang
memiliki kemampuan resisten terhadap logam berat
Pb dari perairan Paciran Lamongan yaitu genus
Bacillus, Citrobacter, Neisseria, Aeromonas, Vibrio,
dan Morganella, genus Vibrio memiliki kemampuan
resisten logam Pb paling tinggi pada konsentrasi 10
ppm, 25 ppm dan 30 ppm dengan rata-rata diameter
zona hambat masing-masing sebesar 6,5 mm, 7,0
mm dan 6,95 mm.

Bakteri resisten logam berat dapat menguraikan
struktur kompleks menjadi lebih sederhana
dilakukan oleh aktivitas enzimatik sehingga
menghasilkan produk metabolit seperti asam
organik yang dapat menghilangkan ion-ion logam
berat pada lingkungan. Bakteri dapat menguraikan
senyawa organik cemaran logam berat dengan
mengambil (biosorpsi) senyawa ke dalam sel bakteri

dengan enzim intraseluler (Aznur, 2022).



BABYV
PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian bakteri resisten
logam berat Pb maka ditarik kesimpulan sebagai
berikut:

1. Bakteri yang diisolasi dari sungai Cilemahabang
Kabupaten Bekasi didapatkan 4 genus bakteri
yang memiliki kemampuan resistensi terhadap
logam berat Pb, yaitu: Bacillus sp., Citrobacter sp.,
Pseudomonas sp., dan Aeromonas sp.

2. Isolat bakteri yang memiliki kemampuan
resistensi terhadap logam berat timbal (Pb)
berbeda-beda sesuai dengan konsentrasi logam
Pb (ppm) dan jenis bakteri. Berdasarkan uji zona
hambat terbaik pada genus Citrobacter sp. pada
kode isolat A3(1) memiliki diameter zona hambat
terkecil pada semua konsentrasi (ppm) yaitu 7.0
mm. Genus Pseudomonas sp. dengan kode isolat
A1(1) dan A1(2) memiliki rata-rata diameter
zona hambat pada semua konsentrasi 7,5 mm.
Genus Bacillus sp. dengan kode isolat A2(2)

memiliki rata-rata zona hambat pada semua
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konsentrasi 8,8 mm. Genus Aeromonas sp. dengan
kode isolat A2(1), S1(1), S2(1) dan S3(1) memiliki
rata- rata zona hambat pada semua konsentrasi

11,5 mm.

B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
diperoleh diharapkan bakteri yang telah diisolasi
dari Sungai Cilemahabang Kabupaten Bekasi dapat
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui
jenis-jenis bakteri yang telah ditemukan pada tingkat
spesies yang dapat dilanjutkan sebagai agen
bioremediasi terhadap logam berat Pb di sungai

tersebut.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Uji Parameter Kondisi Air Sungai

Pengukuran pH dan Suhu Air Sungai Cilemahabang

Lokasi pengambilan sampel Sungai Cilemahabang

Sample ID

Signal Rsd Conc Corrected Conc
Abs % mg/L mg/L
Pb Sample titik 3 0,003 5,0 0,0779 0,0779
;) 0,003 Background: -0,001 02/03/2023 15:50:58
2 0,003 Background: -0,001 02/03/2023 15:51:02
3 0,003 Background: -0,001

02/03/2023 15:51:06

Hasil Pengukuran Kadar Logam Pb dengan AAS
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Lampiran 2 Koloni Isolat Bakteri Logam Berat Pb

Lokasi 1 Air Lokasi 2 Air

Lokasi 2 Sedimen Lokasi 3 Sedimen
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Lampiran 3 Pewarnaan Gram Bakteri Perbesaran

Kode Isolat A1(1) Kode Isolat A1(2)

Kode Isolat A2(1) Kode Isolat A2(2)

Kode Isolat A3(1) Kode Isolat S1(1)

Kode Isolat S2(1) Kode Isolat S3(1)




Lampiran 4 Uji Normalitas SPSS 22

Tests of Normality?cd

88

Kolmogorov-Smirnova

Shapiro-Wilk

Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
Al1(1) 473 5 .001 .552 5 .000
A3(1) 364 5 .029 753 5 .032
S1(1) 367 5 026 .684 5 .006
S2(1) 473 5 .001 .552 5 .000
S3(1) 254 5 200" .803 5 .086

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

b. A1(2) is constant. It has been omitted.
c. A2(1) is constant. It has been omitted.

d. A2(2) is constant. It has been omitted.




Lampiran 5 Hasil Uji Zona Hambat Bakteri

= o =
Kode isolat S2(1)

o

Kode isolat S3(1)
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Lampiran 6 Hasil Diamter Zona Hambat Masing-Masing Isolat

Konsentrasi Diameter zona hambat (mm)
A1(1) A1(2) A2(1) A2(2) A3(1) S1(1) S2(1) S3(1)
10 ppm 8 7 15 8 7 7 9 8
15 ppm 8 7 13 10 7 7 10 7
20 ppm 8 7 7 10 7 7 10 8
25 ppm 8 7 7 8 7 7 7 8
30 ppm 8 7 7 8 7 7 7 8
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