PENAPISAN DAN UJI AKTIVITAS BAKTERI PENGOKSIDASI SULFUR
DARI DANAU RANAU LAMPUNG BARAT UNTUK MENDUKUNG
BUDI DAYA IKAN NILA (Oreochromis niloticus)

SKRIPSI

Oleh

TATA PUSPITA DEWI
NPM 2054111010

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



PENAPISAN DAN UJI AKTIVITAS BAKTERI PENGOKSIDASI SULFUR
DARI DANAU RANAU LAMPUNG BARAT UNTUK MENDUKUNG
BUDI DAYA IKAN NILA (Oreochromis niloticus)

Oleh

TATA PUSPITA DEWI

Skripsi

Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar
SARJANA PERIKANAN

Pada

Jurusan Perikanan dan Kelautan
Fakultas Pertanian Universitas Lampung

FAKULTAS PERTANIAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDARLAMPUNG
2025



ABSTRACT

SCREENING AND TESTING THE ACTIVITY OF SULFUR-OXIDING
BACTERIA FROM LAKE RANAU LAMPUNG WEST TO SUPPORT THE
CULTIVATION OF TILA (Oreochromis niloticus)

By

TATA PUSPITA DEWI

One of the problems in aquaculture in Lake Ranau was the mass mortality of
fish caused by upwelling and annual natural phenomena. This research was aimed
to isolate and identify sulfur bacteria from Lake Ranau to support the cultivation
of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The research method used an explorative
approach, including bacterial isolation, identification, sulfur ion production test,
sulfur oxidation test, morphological test, biochemical test, and bacterial identifi-
cation based on 16S rDNA. The results of the sulfur ion production test showed
that isolate BSR.9 produced the highest amount of ions at 12.47 £ 1.26 mg/ml. In
addition, in the sulfur oxidation test, isolate BSR.9 showed the highest sulfur oxi-
dizing ability of 16.39 £ 0.75 mM sulfur/ml compared to the other isolates. Based
on the results of bacterial isolation, morphological tests, biochemical tests, and
16S rDNA analysis, isolate BSR.9 was identified as Macrococcoides caseoly-
ticum, which was a type of mesophilic bacterium. Macrococcoides caseolyticum
had the potential to oxidize sulfur.

Keywords: Sulfur Bacteria, Lake Ranau, Sulfur Oxidation, Screening, Probiotic



ABSTRAK

PENAPISAN DAN UJI AKTIVITAS BAKTERI PENGOKSIDASI SULFUR
DARI DANAU RANAU LAMPUNG BARAT UNTUK MENDUKUNG
BUDI DAYA IKAN NILA (Oreochromis niloticus)

Oleh

TATA PUSPITA DEWI

Salah satu permasalahan dalam budi daya ikan di Danau Ranau adalah kema-
tian ikan secara massal yang disebabkan oleh upwelling dan gejala alam tahunan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri sulfur dari
Danau Ranau untuk mendukung budi daya ikan nila (Oreochromis niloticus). Me-
tode penelitian ini menggunakan metode eksploratif, meliputi isolasi bakteri, iden-
tifikasi, uji produksi ion sulfur, uji oksidasi sulfur, uji morfologi, uji biokimia, dan
identifikasi bakteri berdasarkan 16S rDNA. Hasil penelitian dari uji produksi ion
sulfur menunjukkan bahwa isolat BSR.9 menghasilkan jumlah ion tertinggi sebe-
sar 12,47 + 1,26 mg/ml. Selain itu, pada uji oksidasi sulfur isolat BSR.9 menun-
jukkan kemampuan mengoksidasi sulfur tertinggi sebesar 16,39 + 0,75 mM sul-
fur/ml dibandingkan dengan isolat lainnya. Berdasarkan hasil dari isolasi bakteri,
uji morfologi, uji biokimia, dan analisis 16S rDNA, isolat BSR.9 teridentifikasi
sebagai bakteri Macrococcoides caseolyticum yang merupakan jenis bakteri me-
sofilik. Bakteri Macrococcoides caseolyticum memiliki potensi untuk mengoksi-
dasi sulfur.

Kata kunci: Bakteri Sulfur, Danau Ranau, Oksidasi Sulfur, Penapisan, Probiotik.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ikan nila (Oreochromis niloticus) merupakan salah satu jenis ikan budi daya
air tawar yang memiliki prospek sangat baik untuk dikembangkan dan memiliki
kemampuan adaptasi yang baik sehingga menjadi komoditas unggul dalam budi
daya perikanan di Indonesia (Permana, 2020). Salah satu lokasi yang dapat digu-
nakan untuk budi daya air tawar yaitu danau. Secara umum, danau memiliki po-
tensi besar untuk dikembangkan sebagai tempat usaha budi daya ikan menggu-
nakan keramba jaring apung. Teknologi budi daya ikan dalam keramba jaring
apung (KJA) saat ini telah berkembang pesat di berbagai perairan danau dan wa-
duk seperti Saguling, Cirata, Jatiluhur, dan Danau Ranau (Handayani, 2007).

Danau Ranau terletak di perbatasan Kabupaten Lampung Barat Provinsi Lam-
pung dan Kabupaten Ogan Komering Ulu Selatan Provinsi Sumatera Selatan. Ma-
syarakat dan pemerintah Kabupaten Lampung Barat memanfaatkan Danau Ranau
sebagai lokasi budi daya ikan dan pariwisata seperti objek wisata Gunung Semi-
nung dan air panas (Prasetya & Askan, 2017). Namun, pembudidaya KJA di Da-
nau Ranau menghadapi permasalahan berupa kematian ikan secara massal yang
disebabkan oleh upwelling dan gejala alam tahunan. Kematian ikan secara massal
pertama kali terjadi di Danau Ranau pada tahun 1962 yang menyebabkan peruba-
han warna air danau menjadi putih susu. Sedangkan, tahun 1998 hingga 2011 ter-
jadi fenomena kematian ikan yang cukup signifikan dan menggemparkan masya-
rakat setempat, dimana ribuan ikan dari jala apung maupun ikan liar di Danau Ra-
nau menjadi mati (Akhmad et al., 2011). Tahun 2023 kembali terjadi kematian

ikan secara massal yang ditandai dengan banyaknya ikan dalam kondisi lemas



ditemukan di tepi danau, sehingga menimbulkan kerugian yang cukup besar bagi
masyarakat sekitar (Ruth, 2023).

Peristiwa kematian ikan secara massal yang terjadi sebelumnya sering dikait-
kan oleh para pembudidaya dengan dua fenomena yaitu gejala alam tahunan atau
metilehan dan upwelling. Metilehan merupakan aktivitas Gunung Seminung yang
menyebabkan belerang terbawa aliran hingga mencapai perairan danau serta KJA
milik pembudidaya (Ruth, 2023). Sedangkan, fenomena upwelling didefinisikan
sebagai peristiwa naiknya partikel, seperti pakan ikan dari lapisan bawah (thermo-
cline) ke permukaan air yang diakibatkan oleh perubahan musim yang dapat me-
nyebabkan kematian ikan secara cepat (Firdayanti et al., 2023).

Solusi untuk mengatasi peristiwa kematian ikan secara massal di Danau Ra-
nau dapat dilakukan dengan mengambil bakteri sulfur dari sumber air panas di
Gunung seminung, diharapkan isolat bakteri sulfur yang diperoleh dapat dijadikan
kandidat probiotik yang mampu mengurangi kandungan sulfur di perairan Danau
Ranau. Bakteri pengoksidasi sulfur mampu memanfaatkan senyawa belerang an-
organik seperti sulfida, belerang, tiosulfat, dan sulfit sebagai sumber energi. Bak-
teri ini dapat ditemukan di berbagai lingkungan seperti tanah, air tawar, air laut,
air payau, sumber air panas, endapan lumpur, dan besi karat (Huimei et al., 2017).
Selain itu, bakteri pengoksidasi sulfur mampu beradaptasi dalam kisaran suhu 5 —
75°C sehingga dapat tumbuh dalam air pada tekanan 1x10° kPa dan dapat bertahan
pada kondisi pH dibawah 5 — 9,5 (Callbeck et al., 2018).

Pada penelitian sebelumnya, Laras (2021) telah berhasil mengisolasi bakteri
Bacillus cereus dari Sumber Air Panas Way Panas Kalianda, Lampung Selatan.
Nadella et al., (2019) menemukan enam isolat yang dapat secara efisien menurun-
kan pH medium menjadi 3 dari pH awal 7 dalam waktu 96 jam setelah diinkubasi
pada suhu 30°C. Kadar ion sulfat (12,65 mg/ml) dan enzim sulfur oksidase (16,64
mM sulfur/ml) dihasilkan oleh isolat bakteri Halothiobacillus sp. Kajian menge-
nai bakteri pengoksidasi sulfur dari sumber air panas, Danau Ranau belum pernah
dilakukan sehingga informasi terkait masih terbatas. Oleh karena itu, penelitian

mengenai penapisan dan uji oksidasi sulfur di Danau Ranau, Lampung Barat.



1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan identifikasi bakteri sulfur dari
Danau Ranau untuk mendukung budi daya ikan nila (O. niloticus).

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu diharapkan dapat memberikan infomasi
ilmiah bagi mahasiswa dan masyarakat pembudi daya mengenai bakteri peng-
oksidasi sulfur dari Danau Ranau, Lampung Barat.

1.4 Kerangka Pikir Penelitian

Permasalahan utama dalam kegiatan budidaya ikan nila (O. niloticus), teruta-
ma di perairan alami atau semi-alami, adalah penurunan kualitas air akibat aku-
mulasi senyawa sulfur beracun seperti hidrogen sulfida (H2S). Senyawa ini dapat
mengganggu kesehatan ikan, menurunkan laju pertumbuhan, bahkan menyebab-
kan kematian jika konsentrasinya tinggi. Oleh karena itu, diperlukan upaya miti-
gasi yang ramah lingkungan untuk mengurangi senyawa sulfur tersebut dalam
perairan budidaya.

Danau Ranau di Lampung Barat merupakan salah satu sumber perairan yang
berpotensi mengandung komunitas mikroorganisme alami, termasuk bakteri peng-
oksidasi sulfur. Bakteri jenis ini memiliki kemampuan untuk mengubah senyawa
sulfur beracun menjadi bentuk yang lebih stabil dan tidak berbahaya seperti sulfat.
Oleh karena itu, penapisan dan pemanfaatan bakteri pengoksidasi sulfur dari Da-
nau Ranau dapat menjadi alternatif bioteknologi dalam mendukung budidaya ikan
nila yang berkelanjutan. Kerangka pikir dapat di sajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kerangka Pikir Penelitian.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Biologi Ikan Nila (Oreochromis niloticus)
2.1.1 Kilasifikasi

Klasifikasi ikan nila menurut Froese & Pauly (2022) adalah sebagai
berikut:

Filum : Chordata

Subfilum : Vertebrata

Kelas : Pisces

Subkelas : Achanthopterigii
Famili : Cichlidae

Genus : Oreochromis

Spesies : Oreochromis niloticus

2.1.2 Morfologi

Ikan nila (Oreochromis niloticus) memiliki bentuk tubuh yang panjang,
ramping, dan memiliki sisik berukuran besar dengan tipe sisik ctenoid. Jumlah
sisik yang terdapat pada tubuh ikan nila sebanyak 34 buah. Sirip punggung
(dorsal fin) terdiri dari 17 jari-jari sirip keras dan 13 jari-jari sirip lunak. Sirip
perut (ventral fin) memiliki 1 jari-jari sirip keras dan 5 jari-jari sirip lunak. Sirip
anal (anal fin) terdiri dari 3 jari-jari sirip keras dan 10 jari-jari sirip lunak. Sirip
ekor (caudal fin) memiliki 18 jari-jari sirip lunak, dan sirip dada (pectoral fin)
terdiri dari 15 jari-jari sirip lunak (Suyanto, 2005). Berdasarkan jenis kelaminnya,

Ikan nila jantan memiliki warna badan yang lebih gelap dibandingkan ikan betina



dengan alat kelamin berupa tonjolan (papila) yang terletak di belakang lubang a-
nus, dan tulang rahang yang melebar ke arah belakang. Sedangkan, ikan nila be-
tina memiliki dua lubang berupa tonjolan di belakang anus. Pada lubang depan
berfungsi untuk mengeluarkan telur, sedangkan lubang belakang berfungsi untuk
mengeluarkan air seni. Pematangan telur pada ikan nila betina ditandai dengan

membesarnya perut ikan. Morfologi ikan nila disajikan pada Gambar 2.

Gambar 2. Morfologi Ikan Nila (Oreochromis niloticus)
Sumber (Muhotimah et al., 2013)

Keterangan: (a) Jumlah sisik pada linnea lateralis ; (b) Jumlah sisik dibawah linnea lateralis ; (c)
Jumlah sisik diatas linnea lateralis ; (d) Jumlah sisik di muka sirip punggung ; I Jumlah sisik
sekeliling batang ekor ; (f) Jumlah jari-jari lemah pada sirip punggung ; (g) Jumlah jari-jari keras
pada sirip punggung ; (h) Jumlah jari-jari lemah pada sirip anal ; (i) Jumlah jari-jari keras pada sirip
anal ; (j) Jumlah jari-jari lemah pada sirip dada ; (k) Jumlah jari-jari lemah pada sirip perut ; (i)
Jumlah jari-jari lemah pada sirip ekor.

2.1.3 Habitat dan Kebiasaan Hidup

Ikan nila umumnya ditemukan di perairan tawar seperti danau, sungai, ra-
wa, dan waduk. Ikan ini memiliki sifat euryhaline yaitu kemampuan untuk men-
tolerir terhadap salinitas yang tinggi dan mampu hidup dengan baik di perairan air
laut maupun payau dengan salinitas 0-35 ppt. Namun, salinitas optimal untuk per-
tumbuhan ikan nila berkisar 0-30 ppt. Meskipun demikian, beberapa jenis ikan
nila masih mampu bertahan hidup pada salinitas 31-35 ppt sehingga pertumbuhan
ikan nila cenderung melambat pada kondisi tersebut (Mujalifah et al., 2018).

Ikan nila merupakan ikan omnivora yang dapat berkembang dengan baik

pada berbagai jenis makanan. Pada tahap benih, ikan nila umumnya memakan



plankton dan lumut sebagai sumber makanan utama. Sedangkan pada tahap de-
wasa, ikan nila dapat mengkonsumsi pakan berupa pelet dan daunt alas yang me-
miliki kandungan protein 20-25%. Kebiasaan makan ikan nila bervariasi sesuai
dengan umur dan tahap perkembangan. Benih ikan nila lebih suka memakan zoo-
plankton, rotifera, copepod, dan jamur gram. Sedangkan ikan nila dewasa memi-
liki kemampuan untuk mengumpulkan makanan di dalam air dengan bantuan

lendir (muscus) yang terdapat di dalam mulutnya.

2.2  Sulfur

Sulfur atau belerang merupakan unsur kimia di dalam sistem periodek de-
ngan simbol S, nomor atom 16, dan unsur paling umum ke-17 di kerak bumi dari
105 unsur penyusun kerak bumi dengan konsentrasi sekitar 0,06-0,10%. Sulfur
bersifat non-logam dan ditemukan dalam tiga bentuk alami yang berbeda yaitu,
alfa (kuning), beta (coklat), dan gamma (kuning pucat) serta sulfur memiliki kela-
rutan yang bervariasi dalam pelarut organik, namun tidak terlarut dalam udara
(Germida et al., 2021). Sulfur terdapat dalam bentuk organik dan anorganik yang
didaur ulangkan melalui proses mineralisasi, mobilisasi, imobilisasi, oksidasi, dan
reduksi (Jamal et al., 2010).

Sulfur memiliki komponen penting dalam bahan organik bagi tanaman,
hewan, mikroorganisme, dan manusia. Selain memberikan manfaat bagi tanaman
dan manusia, proses oksidasi sulfur sangat dipengaruhi oleh keanekaragaman
mikroba, tanah, dan faktor lingkungan (Fuentes-Lara et al., 2019). Sulfur mem-
punyai unsur penting yang terdapat dalam berbagai molekul biologi aktif yang di-
temukan dalam bentuk tereduksi sehingga semua organisme hidup memerlukan
sulfur sebagai komponen unsurnya. Sulfur sebagian besar diserap dalam bentuk
sulfat yang kemudian direduksi menjadi sulfida untuk membentuk senyawa yang
dibutuhkan dalam proses metabolisme. Jumlah rata-rata kandungan sulfur dalam
organisme mencapai 0,2% dari berat keringnya. Di lingkungan alam, senyawa
belerang terbentuk melalui berbagai proses seperti aktivitas letusan gunung ber-
api, aktivitas mikroorganisme, penguapan udara, dan pembusukan organisme.

Siklus sulfur diawali dengan perubahan sulfur dari hidrogen sulfida men-



jadi sulfur dioksida, kemudian dioksida tersebut menjadi sulfat, dan sulfat kembali
menjadi hidrogen sulfida. Sulfur di alam terdapat dalam berbagai bentuk, dida-
lam tanah, sulfur umumnya ditemukan dalam bentuk mineral, di udara berupa gas
sulfur dioksida dan di dalam tubuh organisme sebagai komponen penyusun pro-
tein. Siklus sulfur di mulai dari dalam tanah, ketika ion sulfat diserap oleh akar
tanaman dan dimetabolisme menjadi komponen penyusun protein dalam tumbu-
han. Selanjutnya ketika hewan dan manusia mengkonsumsi tumbuhan tersebut,
protein yang mengandung sulfur akan berpindah ke tubuh hewan dan manusia.
Dalam tubuh manusia, senyawa sulfur mengalami metabolisme dimana sisa-sisa
dari metabolisme tersebut diuraikan oleh bakteri dalam lambung berupa gas.
Salah satu komponen yang terkandung dalam gas tersebut adalah sulfur. Selain
itu, sulfur banyak ditemukan di kerak bumi dan dapat diserap oleh tumbuhan
dalam bentuk sulfat. Sulfur memiliki unsur penting yang diperlukan dalam sin-
tesis senyawa protein. Sulfat yang terdapat di dalam tanah diserap oleh tumbuhan
dan digunakan dalam proses sintesis protein melalui rantai makanan, sulfur kemu-
dian berpindah ke organisme konsumen. Setelah organisme tersebut mati, senya-
wa sulfur yang terkandung di dalam tubuhnya akan mengalami secara aerob yang
menghasilkan sulfat kembali, apabila proses penguraian berlangsung secara
anaerob maka akan dihasilkan gas sulfur dan sulfida (Cunningham et al., 2001).
Gas sulfur dan sulfida dihasilkan melalui proses reduksi senyawa sulfat
secara anaerob oleh bakteri pereduksi sulfur. Gas sulfur dan sulfida yang terdapat
di udara mengalami oksidasi membentuk unsur sulfur yang kemudian mengalami
oksidasi kembali menjadi sulfat dalam tanah. Selain itu, pembentukan sulfur juga
dapat terjadi akibat pembakaran bahan bakar fosil, batu bara, dan aktivitas gunung
berapi. Gas sulfur dioksida yang dilepaskan ke atmosfer akan mengalami reaksi
kimia dengan udara sehingga membentuk asam sulfat (H2SQO4). Proses ini menye-
babkan pengembunan di awan yang kemudian menurunkan hujan asam. Air hujan
tersebut kemudian masuk kedalam tanah dan mengalami perubahan menjadi ion
sulfat yang merupakan bentuk anorganik sulfat yang sangat penting bagi tanaman.
lon sulfat ini dapat diserap oleh akar tanaman dan berpindah melalui siklus alam

yaitu tanah, udara, dan organisme hidup. Sulfur akan direduksi oleh bakteri



menjadi sulfida dan berbentuk hidrogen sulfida kembali (Wulandari et al., 2023).
Reaksi oksidasi sulfur dalam siklus sulfur sebagai berikut :

HS + 02 —> SO+~
Proses rantai makanan disebut sebagai proses perpindahan sulfat ketika semua
organisme mati dan diuraikan oleh komponen organik yaitu bakteri. Bakteri yang
berperan dalam proses siklus sulfur adalah bakteri kemolitotrof seperti bakteri
Thiobacillus yang mengoksidasi sulfur menjadi bentuk sulfat (William, 2004).

2.3 Mekanisme Oksidasi Sulfur untuk Bakteri Secara Biologis

Bakteri sulfur memiliki kemampuan untuk mengoksidasi senyawa belerang
tereduksi menjadi sulfat sehingga disebut sebagai bakteri oksidasi sulfur (Cama-
cho, 2009). Bakteri oksidasi sulfur membentuk interaksi mutualistik yang ber-
gantung pada jenis senyawa belerang, namun interaksi tersebut akan berbentuk
senyawa sulfur yang teroksidasi dan tereduksi. Bakteri pengoksidasi sulfur (SOB)
memiliki peran penting dalam proses penghilangan HzS dan senyawa belerang an-
organik tereduksi lainnya seperti tiosulfat, sulfit, dan belerang. Senyawa tersebut
berfungsi sebagai sumber energi dan karbon bagi bakteri (Kavita et al., 2020).

Bakteri pengoksidasi sulfur memiliki manfaat dalam mengurangi tingkat
pencemaran lingkungan seperti mereduksi sulfat terlarut yang bisa memulihkan
tingkat keasaman air menjadi pH 6-7 sehingga aktivitas bakteri tersebut memicu
terjadinya pengendapan logam berat dalam mengurangi kontaminasi logam berat
terlarut di perairan (Fahhrudin & Abdullah, 2013). Ada pun beberapa bakteri
pengoksidasi sulfur yang paling sering terdeteksi meliputi Sulfurimonas, Thio-
bacillus, Thioclava, Thiohalomonas dan Dechloromonas, dan termasuk dalam
Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, dan Epsilonproteobacteria. Diantara
bakteri tersebut, Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Thioclava, dan Sulfurimonas
ditemukan di danau dan waduk bersuhu rendah, sedangkan Desulfotomaculum,
Desulfotignum, Thiobacillus, dan Dechloromonas lebih sering di danau dan wa-
duk bersuhu tinggi (Huimei et al., 2017). Menurut Saputra (2006) terdapat dua
kelompok bakteri fotosintetik yaitu bakteri sulfur berwarna ungu dari famili Chro-

matiaceae dan bakteri sulfur berwarna hijau dari famili Chlorobiaceae. Kedua
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kelompok bakteri sulfur tersebut mampu memanfaatkan energi cahaya di ling-
kungan bebas oksigen untuk mengubah sulfur menjadi sulfat.

Bakteri pengoksidasi sulfur ditemukan di berbagai lingkungan seperti
tanah, air, dan area panas bumi serta ditemukannya senyawa sulfur berada dalam
konsentrasi yang lebih tinggi sehingga dapat menemukan habitat yang baik bagi
bakteri pengoksidasi sulfur (Druschel et al., 2003). Sumber air panas memiliki
kandungan sulfur yang tinggi dan berbagai senyawa sulfur tereduksi di dalam
airnya. Hal ini disebabkan oleh lumpur atau sedimen yang tersusun dari senyawa
sulfur sehingga lingkungan tersebut berpotensi mendukung pertumbuhan bakteri
pengoksidasi sulfur (Watsuntorn et al., 2017). Selain itu, mikroorganisme yang
hidup di sumber air panas memiliki kebutuhan nutrisi yang minimal dan aktivitas
metabolisme hanya bergantung pada siklus biogeokimia seperti siklus sulfur dan
kandungan mineral lainnya (Skirnisdottir et al., 2000). Oleh karena itu, penting
untuk mengisolasi dan memilih bakteri pengoksidasi sulfur yang mampu meng-
oksidasi senyawa sulfur anorganik tereduksi meliputi H2S, sulfida, belerang,

tiosulfat, dan mampu tumbuh dengan baik pada suhu dan pH yang bervariasi.



I1l. METODE PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat
3.1.1 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret-Desember tahun 2024.
3.1.2 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan
Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung dan Danau

Ranau, Kabupaten Lampung Barat, Lampung.

3.2 Bahan dan Alat
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada Tabel 1 berikut ini :

Tabel 1. Alat-alat yang digunakan dalam penelitian

No Nama Alat Merek Fungsi

1 Cawan Petri Iwaki Pyrex, Sebagai tempat
100x15 mm perkembangbiakan mikroba.

2 Spreader Bacterial Cell Meratakan cairan di
Spreader Glass permukaan media agar
Drigalki Triangle supaya bakteri yang

tersuspensi dalam cairan
tersebut tersebar merata.

3 Jarum ose HHH Jerman Pengambilan sampel dari
media kultur, pengenceran
bakteri, dan persiapan biakan
mikroorganisme.
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Nama Alat

Merek

Fungsi

10

11

12

13

14

15

16

Hot plate magnetic
stirrer

Laminar air flow

Erlenmeyer
Bunsen

Autoklaf

Inkubator

Lemari pendingin

Tabung reaksi

Object glass

Mikroskop

Cover glass

Pipet tetes

Mikro pipet

SH-2
PTPEE

Airtech

Onemed

Gea YX-18 LDJ

Biobase BJPX

Sharp

Onemed

Leica

Onemed

DLAB

Mengaduk dan memanaskan
larutan satu dengan larutan
lain yang bertujuan untuk
membuat suatu larutan
homogen dengan bantuan
batang magnet (stir bar).
Mencegah masuknya
mikroorganisme dan
patogen di dalam laminar
air flow.

Wadah dari bahan kimia
cair.

Pemanasan, sterilisasi dan
pembakaran.
Mensterilisasi suatu benda
menggunakan uap bersuhu
dan bertekanan tinggi
(121°C, 15 Ibs) selama
kurang lebih 15 menit.
Menginkubasi suatu bakteri
agar dapat hidup pada suatu
media atau subtrat.
Mempertahankan suhu
sehingga kontaminasi
bakteri tidak terjadi ketika
digunakan.

Tempat mereaksikan dua
larutan/bahan kimia atau
lebih, serta sebagai tempat
mengembangbiakan
mikroba dalam media cair.
Untuk meletakkan sampel
yang akan diamati di
mikroskop.

Mengamati objek yang
ukuran kecil dan benda yang
tidak tampak ole indra
penglihatan.

Untuk menutup sampel di
object glass.

Proses pemindahan cairan
dari satu wadah ke wadah
lainnya.

Memindahkan larutan atau
cairan dari satu tempat ke
tempat yang lainnya, tetapi
untuk volume yang sangat
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No Nama Alat Merek Fungsi
kecil (di bawah 1 ml)

17 Blue tip Onemed Mengambil larutan dalam
ukuran mikro 150 pL sampai
100 pL.

18 Tabung corning Onemed Wadah sampel air.

19 Coolbox dan Lion star Tempat trasportasi

thermos penyimpanan sampel yang

akan dibawa ke laboratorium

20 Spatula - Mengambil bahan bentuk
serbuk.

21 Rak Tabung - Meletakkan tabung reaksi.

22 Vortex Stuart SA8 Menghomogenkan larutan
dalam botol dan tabung.

23 Log book - Mencatat kegiatan harian.

24 Spektrofotometer - Mengukur daya absorbansi.

25 Timbangan digital ~ Sojikyo Menimbang media.

26 Coolpack - Alat pendingin pada coolbox.

27 pH meter - Mengukur kadar keasaman

28 Oksigen terlarut Hanna H198193 dalam air.
Mengukur tingkat oksigen
terlarut dalam air.

3.2.2 Bahan

Tabel 2. Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 2 berikut ini :

No Nama Bahan Konsentrasi Merek Fungsi

1 Spritus - - Bahan bakar Bunsen.

2 Alcohol 70% Onemed Bahan untuk
melakukan sterilisasi.

3 Aquades - - Pelarut bahan kimia.

4 Ultra violet - Pewarnaan gram.

5 Tisu - Paseo Untuk menjaga
kebersihan pada
proses pengamatan.

6 Label - - Memberikan tabel
pada masing-masing
sampel.

7 Media TSA - - Media agar tumbuh
bakteri.

8 Kain kasa - Onemed Menutup tabung
reaksi dan

erlenmeyer.




14

No  Nama Bahan Konsentrasi Merek Fungsi

9 Karet Gelang - - Mengikat plastik.

10 Sampel air sulfur - - Sampel penelitian.

11 Parafilm - - Merekatkan sampel

12 Kamera - - Dokumentasi.

13 Lugol - - Pewarnaan gram.

14 safranin - - Pewarnaan gram

15 Kristal Violet - - Pewarnaan gram

16  Sarung tangan - Onemed Pelindung tangan.

17 Jatex - Onemed Pelindung mulut.

18 Masker - Duckbill Membungkus cawan

19 Plastik wrapping - Klin pak petri.

20 Alumunium foil - Klin pak Membungkus alat

21 Plastik tahan - - Membungkus alat

panas dan bahan saat
- sterilisasi.

22 MediaTSB - - Media alternatif
penyimpanan jamur
untuk jangka waktu
lama.

23 NaCl, Glycerol, - - Reagen sulfur

HCI - Reagen sulfur

24 BaCl 10% - Reagen sulfur

25  Kapas - Onemed Penutup tabung
reaksi dan
Erlenmeyer.

3.3  Metode Penelitian

Penelitian ini berjenis eksploratif. Lokasi pengambilan sampel dilakukan di

sumber air panas Danau Ranau, Kabupaten Lampung Barat. Peta lokasi pengam-

bilan sampel disajikan pada Gambar 3.



15

PETA LOKASI PENELITIAN PERAIRAN DANAU RANAU
KABUPATEN LAMPUNG BARAT, PROVINSI LAMPUNG
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Gambar 3. Lokasi Penelitian.

34 Prosedur Penelitian
3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat berbahan kaca terlebih dahulu dicuci hingga bersih, dikeringkan, di-
bungkus menggunakan kertas, dan dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Ba-
han yang disterilisasi berupa media agar yang telah dilarutkan dalam erlenmeyer
dan ditutup menggunakan kasa dan alumunium foil. Sterilisasi alat dan bahan
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15

menit. Sterilisasi alat dan bahan lainnya menggunakan bunsen dan alcohol 70%.

3.5  Pembuatan Media Umum
3.5.1 Pembuatan Media TSA (Trypstic Soy Agar)

Media TSA ditimbang sebanyak 20 g lalu dimasukkan ke dalam erlen-
meyer, ditambahkan aquades kemudian dipanaskan dengan hot plate dan mag-
netic stirrer hingga homogen. Media yang sudah homogen ditutup dengan kasa,
dan dilapisi alumunium foil serta diikat dengan karet gelang. Erlenmeyer yang
berisi media dibungkus dengan plastik tahan panas untuk disterilisasi dalam auto-

clave 1 atm pada suhu 121°C selama 15 menit, lalu media dituangkan ke dalam



16

cawan petri steril. Kemudian ditunggu hingga dingin dan menjadi padat sehingga

media siap digunakan.

3.5.2 Pembuatan Media TSB (Tryptone Soya Broth)

Media TSB ditimbang sebanyak 15 g lalu dimasukkan ke dalam erlen-
meyer ditambahkan aquades sebanyak 500 ml kemudian dipanaskan dengan hot
plate dan magnetic stirrer hingga homogen. Media yang sudah homogen ditutup
dengan kapas dan dilapisi alumunium foil serta diikat odengan karet gelang.
Erlenmeyer yang berisi media dibungkus dengan plastik tahan panas untuk di-
sterilisasi dalam autoclave 1 atm pada suhu 121°C selama 15 menit, lalu media
dituangkan ke dalam tabung reaksi steril. Kemudian media ditunggu hingga

dingin dan menjadi cair sehingga media siap digunakan.

3.6  Pengambilan Sampel

Sampel yang diambil berupa air dari sumber air panas di Gunung Semi-
nung, Lampung Barat pada Maret 2024. Setiap titik diambil 3 sampel dengan 2
kali pengulangan, kemudian dimasukan ke dalam tabung corning. Agar suhu
sampel air panas tetap terjaga, sample dimasukkan ke dalam termos. Pengukuran

parameter kualitas air juga dilakukan yaitu mengukur suhu, DO, dan pH.

3.7 Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri dilakukan dengan cara sampel air dari sumber air panas di-
homogenkan dengan vortex. Sampel diambil menggunakan mikropipet sebanyak
50 dan 100 pul. Air sampel yang sudah dituang ke media disebar secara merata
menggunakan spreader, kemudian media TSA diinkubasi 50 °C selama 24 jam

untuk diamati pertumbuhan koloninya.
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3.7.1 Pemurnian Bakteri

Isolat bakteri yang sudah 24 jam diambil menggunakan jarum ose steril.
Pemurnian dilakukan pada media TSA dengan metode cawan gores. Koloni yang

diambil yaitu koloni tunggal yang memiliki perbedaan dari koloni lain.

3.7.2 ldentifikasi Morfologi
3.7.2.1 Identifikasi Bakteri Secara Makroskopis

Hasil dari bakteri tunggal murni akan dikarakterisasikan dengan makros-
kopis. Setiap koloni yang tumbuh akan diamati morfologinya meliputi warna,
bentuk, dan tepi koloni yang diamati dari bagian atas, sedangkan permukaan

koloni diamati dari bagian samping.

3.7.2.2 Identifikasi Bakteri Secara Mikroskopis

Setelah dilakukan pengamatan secara makroskopis, tahap selanjutnya
pengamatan karakterisasi mikroskopis menggunakan pewarnaan gram. Kultur
isolat yang berumur 24 jam diambil dengan menggunakan jarum ose steril lalu
digoreskan pada kaca preparat. Kemudian difiksasi di atas bunsen, diteteskan
larutan kristal violet, dan dibiarkan selama 3 menit, lalu dibilas menggunakan air
mengalir. Setelah itu, ditetesi dengan larutan lugol selama 1 menit, lalu dibilas
kembali dengan air mengalir, larutan lugol berfungsi untuk merekatkan warna
dasar ungu atau sebagai penguat warna dan membentuk kristal iodin (Silaban &
Simamora, 2018). Kemudian ditetesi dengan alkohol hingga sisa zat warna hilang,
dibilas kembali dengan air mengalir, lalu ditetesi dengan larutan safranin dan
dibiarkan hingga mengering. Tahap terakhir dilakukan pengamatan mikroskop
dengan pembesaran 100x, kemudian ditetesi dengan minyak imersi. Hasil yang
diperoleh me-nunjukan warna biru keunguan adalah bakteri Gram-positif,

sedangkan hasil yang menunjukan warna merah adalah Gram-negatif.
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3.8 Uji Biokimia
3.8.1 Uji Katalase

Uji katalase bertujuan untuk mengidentifikasi mikroba dalam meng-
hasilkan enzim katalase yang berfungsi memecah hidrogen peroksida yang ter-
bentuk dari proses respirasi aerob dan bersifat toksik terhadap bakteri menjadi air
dan oksigen. Uji katalase dilakukan dengan meneteskan hidrogen peroksida
(H202) 3% pada permukaan koloni. Bakteri yang menunjukan sifat katalase posi-
tif, akan terlihat pembentukan gelembung gas di sekitar koloni, sementara jika

tidak ada pembentukan gas maka bakteri tersebut bersifat katalase negatif (Laras,
2021).

3.8.2 Uji Motilitas

Uji motilitas bertujuan untuk mengetahui pergerakan dari suatu bakteri.
Satu ose koloni bakteri murni diinokulasi dengan cara ditusukkan secara tegak
lurus di tengah media Sulfide Indole Motility (SIM). Media diinkubasi dengan
suhu 30°C selama 24 jam. Hasil yang diperoleh jika bakteri positif (motil) di-
tunjukkan dengan adanya penyebaran bakteri di sekitar media tusukan dan jika
bakteri negatif (non-motil) ditunjukan dengan tidak adanya penyebaran bakteri

disekitar tusukan media (Sudarsono, 2008).

3.8.3 Uji Oksidative Fermentative (O/F)

Uji oksidative fermentative untuk mengetahui sifat bakteri dalam meman-
faatkan glukosa melalui proses oksidatif dan fermentatif (Cowan & Steel, 1974).
Pengujian ini dilakukan menggunakan dua media O/F yang dimana salah satu ta-
bung ditutup parafin cair, kemudian tabung tersebut diinkubasi selama 24 jam. Ji-
ka media yang ditutup parafin mengalami perubahan warna menjadi kuning, hal
ini menunjukkan bahwa bakteri memfermentasi karbohidrat dalam kondisi anae-
rob dan bersifat fermentatif. Jika perubahan warna hanya terjadi pada media ter-
buka, maka bakteri mengoksidasi karohidrat dalam kondisi aerob dan bersifat ok-
sidatif (Masnilah et al., 2013).
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3.9 Produksi lon Sulfur

Isolat bakteri media TSA miring ditumbuhkan dalam media TSB. Disiap-
kan larutan kalium sulfat (K2SOa4) 0,174 g dalam erlenmeyer berkapasitas 100 ml,
suspensi bakteri dari TSB diambil sebanyak 1 ml lalu dimasukkan ke dalam ta-
bung corning, ditambahkan larutan Batrium Klorida (BaClz) 10% dengan perban-
dingan 1:1, NaCl 15 g, gliserol 10 ml, Etanol 95% 20 ml, dan HCI 6 ml dalam er-
lenmeyer berkapasitas 100 ml. Kemudian di spektrofotometer dengan panjang ge-
lombang 450 nm (Nadella et al., 2019).

3.10 Uji Oksidasi Sulfur

Uji oksidasi sulfur dilakukan menggunakan tabung corning dengan meng-
ambil suspensi sel ion sulfur sebanyak 1 ml, buffer natrium asetat 4,5 ml, Naz2S
0,5 ml diinkubasi pada suhu 50°C selama 1 jam. Lalu disentrifugasi pada 10.000
rpm dan ditambahkan Batrium Klorida 10%. Kemudian dispektrofotometer de-
ngan panjang gelombang 450 nm (Nadella et al., 2019).

3.11 Identifikasi Bakteri Berdasarkan Sekuen 16S rDNA

Analisis sekuen 16S rDNA dalam penelitian ini dilakukan dengan mengi-
rimkan sampel isolat terpilih dari penghasil bakteri pengoksidasi sulfur yang telah
dimurnikan ke PT. Indolab Utama, Cengkareng, Jakarta Barat. Proses identifikasi
bakteri pengoksidasi sulfur menggunakan metode sekuensing dilakukan dengan
membandingkan urutan nukleotida terhadap database menggunakan program

Basic Local Alig-ment Search Tool (BLAST) melalui situs https://www.ncbi.-

nim.nih.gov/. Hasil identifikasi bakteri berdasarkan 16S rDNA ini berupa nama
spesies bakteri dan tingkat kesamaan urutan nukleotida 16S rDNA isolat dengan

urutan nukleotida dari spesies bakteri yang sesuai dalam database Gene bank.

3.12  Analisis Data
Data yang diperoleh ditabulasi menggunakan Microsoft excel, dianalisis

secara deskriptif, disajikan dalam bentuk gambar dan tabel.


https://www.ncbi.-nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.-nlm.nih.gov/

V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil isolasi, uji morfologi, uji biokimia, analisis 16S rDNA
diperoleh satu isolat bakteri yang memiliki kemampuan mengoksidasi sulfur
sebesar 16,39 = 0,75 mM sulfur/ml dan diidentifikasi sebagai bakteri Macro-
coccoides caseolyticum dengan kode BSR.9. Bakteri Macrococcoides caseoly-

ticum memiliki potensi untuk mengoksidasi sulfur.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji patogenisitas dari

bakteri Macrococcoides caseolyticum BSR.9 pada ikan budi daya.
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