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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI UREOLITIK ASAL KOLAM
AERASI PADA PROSES INSTALASI PENGOLAHAN AIR (IPAL) DI PT.
JUANG JAYA ABDI ALAM LAMPUNG SELATAN

Oleh

MEIDA CLARA ENINA

Pencemaran lingkungan akibat limbah peternakan sapi di PT. Juang Jaya Abdi
Alam, Lampung Selatan menjadi salah satu masalah yang membutuhkan
penanganan segera. Limbah cair peternakan sapi mengandung konsentrasi urea
tinggi yang dapat menyebabkan pencemaran lingkungan jika tidak diolah dengan
baik. Salah satu komponen dalam limbah cair peternakan adalah urea, urea yang
terkandung dalam urine sapi merupakan salah satu senyawa organik nitrogen yang
dominan dalam limbah peternakan. Kandungan urea yang tinggi dalam limbah
dapat menyebabkan terjadinya eutrofikasi dan peningkatan kadar amonia.
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri ureolitik
dari kolam aerasi pada Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) PT. Juang Jaya
Abdi Alam, Lampung Selatan yang dilakukan pada bulan Desember 2024-
Februari 2025 di Laboratorium Mikrobiologi PT. Juang Jaya Abdi Alam
Lampung Selatan. Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kualitatif yang
meliputi pengambilan sampel air limbah, isolasi bakteri, uji aktivitas enzim
urease, serta karakterisasi morfologi, mikroskopis dan fisiologi. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa didapati 6 isolat bakteri ureolitik dengan kemampuan
menghidrolisis urea dengan baik. Keenam isolat berbentuk irregular, circular
dengan elevasi flat dan umbonate. Warna koloni putih dan krem dengan tepi
undulate, lobaic dan entire. Keenam isolat memiliki bentuk sel bacil, coccus dan
coccobacil serta keenam isolat memiliki sifat Gram positif; isolat CLR9.3,
CLR9.4, dan CLR15.4 memiliki spora; mampu memfermentasikan laktosa kecuali
CLR9.3 dan CLR9.4, mampu memfermentasikan sukrosa, —mampu
memfermentasikan maltosa, mampu memfermentasikan manitol kecuali CLR9.3,
mampu memfermentasikan glukosa; menghasilkan enzim katalase, bersifat motil
kecuali CLR9.1 dan CLR9.3.

Kata kunci : IPAL, Bakteri Ureolitik, Enzim Urease



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF UREOLYTIC BACTERIA
FROM AERATION PONDS IN THE WASTEWATER TREATMENT PLANT
(WWTP) PROCESS AT PT. JUANG JAYA ABDI ALAM SOUTH
LAMPUNG

By
MEIDA CLARA ENINA

Environmental pollution due to cattle farm waste at PT. Juang Jaya Abdi Alam,
South Lampung is one of the problems that requires immediate handling. Cattle
farm liquid waste contains high urea concentrations which can cause
environmental pollution if not properly processed. One of the components in
livestock liquid waste is urea, urea contained in cow urine is one of the dominant
organic nitrogen compounds in livestock waste. High urea content in waste can
cause eutrophication and increased ammonia levels. This study aims to isolate and
identify ureolytic bacteria from the aeration pond at the Wastewater Treatment
Plant (WWTP) of PT. Juang Jaya Abdi Alam, South Lampung which was
conducted in December 2024-February 2025 at the Microbiology Laboratory of
PT. Juang Jaya Abdi Alam, South Lampung. This study uses a qualitative
descriptive method which includes wastewater sampling, bacterial isolation,
urease enzyme activity testing, and morphological, microscopic and physiological
characterization. The results showed that 6 isolates of ureolytic bacteria were
found with good urea hydrolysis ability. The six isolates were irregular, circular
with flat and umbonate elevation. The colony color was white and cream with
undulate, lobaic and entire edges. The six isolates had bacil, coccus and
coccobacil cell shapes and the six isolates had Gram-positive properties; isolates
CLR9.3, CLR9.4, and CLR15.4 had spores; able to ferment lactose except
CLR9.3 and CLR9.4, able to ferment sucrose, able to ferment maltose, able to
ferment mannitol except CLR9.3, able to ferment glucose; produced catalase
enzyme, were motile except CLR9.1 and CLR9.3.

Keywords : Wastewater Treatment Plant, Ureolytic Bacteria, Urease Enzyme
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Daging sapi adalah salah satu produk hewani utama yang dikonsumsi oleh
masyarakat Indonesia (Heatubun dan Matatula, 2023). Hal tersebut
menghasilkan sejumlah besar perusahaan peternakan sapi di Indonesia.
Banyak usaha peternakan sapi menyebabkan pencemaran lingkungan
karena limbah peternakan sapi yang besar. Hal ini sejalan dengan fakta
bahwa banyak usaha peternakan sapi gagal mengelola limbahnya dengan
baik sehingga menyebabkan pencemaran lingkungan (Thohiroh dkk.,
2021). Oleh karena itu, kegiatan peternakan perlu memperhatikan daya
dukung dan kualitas lingkungan. Usaha peternakan sapi dengan skala
usaha lebih dari 20 ekor sangat berpotensi menimbulkan pencemaran
terhadap lingkungan. Pencemaran ini terjadi jika pengelolaan limbah
belum dilakukan dengan baik (Panjaitan dkk., 2024).

Menurut Sari (2020), mengemukakan bahwa sebanyak 56,67 % peternak
sapi membuang limbah kotoran ternak ke badan sungai tanpa pengelolaan,
sehingga terjadi pencemaran lingkungan berupa bau menyengat, air sungai
menjadi keruh dan kotor. Pencemaran ini disebabkan oleh aktivitas
peternakan, terutama berasal dari limbah yang dikeluarkan oleh ternak
yaitu feses, urine, sisa pakan, dan air sisa pembersihan ternak kandang dan
alat-alat (Saidi dkk., 2022). Menurut Firmansyah (2021), pencemaran dari
faktor biologi, kimia, dan fisika jika sudah melebihi baku mutu, maka akan
berdampak negatif bagi manusia dan biota perairan jika digunakan dalam

kehidupan sehari-hari. Salah satu upaya untuk memecahkan masalah ini



adalah melakukan pengujian mikrobiologi dengan menggunakan uji enzim
urease yang diproduksi oleh beberapa jenis bakteri ureolitik yang terdapat
pada air limbah IPAL di PT. Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten Lampung

Selatan yang dapat menyebabkan eutrofikasi pada perairan.

Baku mutu air limbah bagi kegiatan peternakan diatur dalam Peraturan
Menteri Lingkungan Hidup Republik Indonesia No. 5 tahun 2014 tentang
Baku Mutu Air Limbah. Sebuah perusahaan harus mempunyai
infrastruktur pengolahan air limbah yang dikenal sebagai Wastewater
Treatment Plant (WWTP). Metode ini dirancang untuk mengurangi
jumlah bahan pencemar dalam air limbah, termasuk mikroba patogen,
senyawa organik, padatan tersuspensi, dan senyawa organik yang tidak
dapat diuraikan oleh mikroorganisme yang ada di alam (Maulidian et al.,
2023). Berbagai mikroorganisme, termasuk bakteri ureolitik, sering terlibat
dalam proses ini untuk menghancurkan zat berbahaya. Bakteri ureolitik
memiliki aktivitas enzim urease dan merupakan kelompok Gram positif
(Ningsih dkk., 2018). Urease mengkatalisis hidrolisis u rea menjadi
ammonia dan karbonat, yang mengakibatkan peningkatan pH dan
pembentukan kristal kalsium karbonat di lingkungan (Novanti dan
Zulaika, 2019). Karbonat yang terbentuk kemudian dapat berikatan dengan
ion seperti Fe** sebagai agen bioremediasi (Ningsih dkk., 2018).

Kolam aerasi dalam WWTP menjadi tempat ideal bagi pertumbuhan
bakteri, termasuk bakteri ureolitik, karena kondisi lingkungan yang
mendukung, seperti keberadaan oksigen dan nutrisi. Menurut Heryadi
dkk.(2024), oksigen ditambahkan secara terkontrol ke dalam limbah cair
kolam aerasi untuk membantu mikroorganisme aerasi menguraikan bahan
organik dalam limbah cair sehingga identifikasi dan karakterisasi bakteri
ureolitik pada kolam aerasi saat proses pengolahan sangat diperlukan
untuk memahami potensi mikroorganisme tersebut dalam menguraikan
urea, yang merupakan salah satu komponen dalam limbah cair.

Berdasarkan pemaparan di atas, maka dilakukanlah penelitian ini untuk



1.2.

1.3.

1.4.

mengisolasi dan melakukan karakterisasi bakteri ureolitik dari kolam

aerasi di PT. Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten Lampung Selatan.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu :

1.

Untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri ureolitik dalam
memproduksi enzim urease pada kolam aerasi asal PT. Juang Jaya
Abdi Alam Kabupaten Lampung Selatan.

Untuk mengetahui karakteristik morfologi, mikroskopis, dan fisiologi
bakteri ureolitik dari sampel air limbah pada kolam aerasi asal PT.
Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten Lampung Selatan.

Untuk mengetahui genus isolat bakteri ureolitik dari sampel air limbah
pada kolam aerasi asal PT. Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten

Lampung Selatan.

Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini sebagai berikut:

1.

Memberikan informasi mengenai isolat bakteri ureolitik yang terdapat
di kolam aerasi pada IPAL PT. Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten
Lampung Selatan, sehingga dapat dijadikan acuan untuk penelitian
selanjutnya.

Memberikan informasi mengenai populasi bakteri ureolitik yang
terdapat di kolam aerasi pada IPAL PT. Juang Jaya Abdi Alam
Kabupaten Lampung Selatan.

Memberikan informasi mengenai genus bakteri ureolitik yang terdapat
di kolam aerasi pada IPAL PT. Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten

Lampung Selatan

Kerangka Teoritis

Limbah cair (liquid waste) peternakan sapi merupakan air hasil dari

aktivitas peternakan sapi yang digunakan untuk membersihkan sapi,



membersihkan kandang dan urine sapi. Pencemaran air yang disebabkan
oleh limbah cair peternakan sering terjadi karena limbah cair langsung
dibuang ke saluran drainase/sungai tanpa pengolahan terlebih dahulu.
Selain pencemaran air, bau yang dihasilkan dari limbah peternakan sapi

juga sangat buruk dan dapat mengganggu kenyamanan masyarakat.

Air limbah peternakan jika mencemari perairan dapat menjadi media
pertumbuhan dan perkembangan mikroba sehingga menyebabkan
terjadinya pemanfaatan oksigen terlarut di dalam air. Salah satu upaya
untuk permasalahan ini ialah PT. Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten
Lampung Selatan melakukan pengolahan limbah cair menggunakan IPAL
sebagai penampung air limbah untuk diolah lebih lanjut, serta
dilakukannya pengujian secara mikrobiologi menggunakan uji enzim
urease yang dapat dihasilkan oleh beberapa jenis bakteri ureolitik untuk
mengetahui estimasi kadar amonia yang dapat menyebabkan eutrofikasi

pada perairan.

Oleh karena itu, mengisolasi dan mengkultur bakteri ureolitik dapat
mengembangkan bioreactor untuk mengolah limbah secara efisien dan
mengetahui potensi pembentukan , sehingga dapat mengambil langkah-
langkah pencegahan pencemaran lingkungan, seperti menyesuaikan pH
limbah yang optimal, menambahkan bahan kimia untuk menghambat
aktivitas enzim urease dan memilih metode pengolahan limbah yang tepat.
Konsentrasi pencemar dalam air limbah peternakan ini harus disesuaikan

sehingga memenuhi baku mutunya agar tidak mencemari lingkungan.



1.5. Hipotesis Penelitian

Hipotesis dari penelitian ini yaitu :

1. Memperoleh isolat bakteri ureolitik bakteri ureolitik yang terdapat pada
kolam aerasi di IPAL PT. Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten Lampung
Selatan memiliki karakteristik morfologi, mikroskopis, dan fisiologi
beragam.

2. Isolat bakteri ureolitik yang diperoleh dari kolam aerasi PT Juang Jaya
Abdi Alam Kabupaten Lampung Selatan memiliki kemampuan dalam

memproduksi enzim urease.

3. Isolat bakteri ureolitik yang diperoleh dari kolam aerasi PT Juang Jaya

Abdi Alam Kabupaten Lampung Selatan genus yang beragam.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL)

Teknik pengolahan air limbah sangat penting untuk menjaga kelestarian
lingkungan. Berbagai metode telah dicoba untuk menyisihkan bahan
polutan dari air limbah (Soleman dkk., 2022). Berdasarkan UU RI No. 32
Tahun 2009 Tentang Perlindungan dan Pengelolaan Lingkungan Hidup,
setiap industri maupun instansi atau badan usaha harus bertanggung jawab
terhadap pengelolaan limbah yang dihasilkan. Salah satu pengelolaan yang
efektif yaitu membangun Wastewater Treatment Plant (WWTP) yang
sesuai dengan beban pencemar dan karakteristik air limbah (Romadhonah
dan Arif, 2020).

Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) adalah fasilitas yang menjadi
tempat pembuangan akhir dan pengolahan limbah biologi dan kimia dalam
limbah sehingga limbah dapat digunakan kembali atau dibuang ke
lingkungan, dengan memperhatikan baku mutu limbah yang telah
ditetapkan pemerintah. Pengolahan limbah sebelum memasuki lingkungan
sangat penting untuk menghindari pencemaran lingkungan yang berbahaya
bagi kesehatan manusia (Willy, 2023). Instalasi Pengolahan Air Limbah
(IPAL) dibangun untuk menghilangkan limbah biologis dan kimiawi dari
air, sehingga air dapat digunakan kembali untuk berbagai tujuan. Tujuan
utama pengolahan air limbah adalah untuk mengurai bahan pencemar yang
ada di dalam air, terutama bahan organik, padatan tersuspensi, bakteri
patogen, dan senyawa organik yang mikroorganisme di alam tidak dapat

mengurai.



Untuk mengolah air yang mengandung senyawa organik, teknologi
pengolahan air limbah secara biologis biasanya digunakan; ini dapat
dilakukan pada kondisi aerobik, anaerobik, atau keduanya. Proses aerobik
biasanya digunakan untuk limbah dengan beban BOD yang tidak terlalu
besar, sedangkan proses anaerobik digunakan untuk limbah dengan beban
BOD yang sangat tinggi (Wulandari, 2014).

Menurut Wulandari (2014), pengolahan air limbah secara aerobic secara

garis besar dapat dibagi menjadi tiga, yakni :

1. Proses biologis dengan biakan tersuspensi adalah sistem pengolahan
yang menggunakan aktifitas mikroorganisme untuk menguraikan
senyawa polutan yang ada di dalam air. Contoh proses ini termasuk
proses lumpur aktif standar atau konvensional, proses pengairan
langkah demi langkah, stabilisasi kontak, dan lainnya..

2. Proses biologis dengan biakan melekat: proses pengolahan air limbah di
mana mikroorganisme yang digunakan dibiakkan pada suatu media
sehingga mikroorganisme melekat pada permukaan media tersebut.
Beberapa contoh teknologi pengolahan air dengan sistem ini termasuk
biofilter atau trickling filter, kontraktor biologi berputar (RBC), dan
lainnya.

3. Kolam atau lagoon mengolah air limbah secara biologis dengan
menampung air limbah di dalam kolam yang luas untuk waktu yang

lama sehingga mikroorganisme dan zat polutan terurai.

PT. Juang Jaya Abdi Alam telah menunjukkan kepatuhan terhadap standar
Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) dan baku mutu yang ditetapkan
oleh regulasi lingkungan. Sistem pengolahan air limbah yang diterapkan
berhasil menghasilkan kualitas air yang memenuhi parameter yang diatur,
sehingga mengurangi dampak negatif terhadap lingkungan dan kesehatan
masyarakat. Namun, seiring dengan perkembangan teknologi dan
perubahan regulasi yang mungkin terjadi, perlu dilakukan peninjauan
ulang terhadap proses dan teknologi yang digunakan. Evaluasi berkala ini

akan memastikan bahwa PT. Juang Jaya Abdi Alam tetap berada di jalur



2.2.

yang tepat dalam pengelolaan air limbah dan dapat meningkatkan efisiensi
serta efektivitas sistem pengolahannya di masa mendatang.

Limbah Cair

Limbah cair atau air limbah merupakan air buangan dari suatu kegiatan
atau usaha yang dilakukan oleh manusia yang mengandung berbagai
polutan yang berbahaya jika dibuang langsung ke lingkungan. Berdasarkan
Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 82 Tahun 2001 Tentang
Pengelolaan Kualitas Air dan Pengendalian Pencemaran Air Pasal 1 Ayat
14 Air limbah merupakan sisa dari suatu hasil usaha dan atau kegiatan
berupa cairan (Pemerintah Republik Indonesia, 2001).

Terdapat 2 jenis limbah cair, yaitu air limbah industri dan air limbah
rumah tangga. Air limbah industri merupakan air limbah yang berasal dari
kegiatan proses pada industri, sedangkan air limbah rumah tangga
merupakan air limbah yang tidak berasal dari kegiatan industri namun
berasal dari kegiatan dan aktivitas rumah tangga, hotel, rumah sakit.
Limbah cair membutuhkan pengelolaan yang baik dan benar sebelum
dibuang ke lingkungan sehingga tidak menimbulkan kerusakan lingkungan
yang berpengaruh terhadap kesehatan manusia (Willy, 2023). Limbah cair
mengandung berbagai jenis polutan serta sifat kimia, dan fisik yang
berdampak bagi lingkungan, manusia serta biota perairan yang ada. Sifat
kimia,biologi,serta fisik dari air limbah dipengaruhi oleh bahan baku yang
dipakai pada aktivitas yang dilakukan (Efendi, 2003).

Pada air limbah terdiri beberapa zat padat yang secara umum digolongkan
menjadi padatan tersuspensi dan terlarut. Padatan yang tersuspensi dapat
memiliki sifat organik maupun inorganik tergantung pada sumber air
limbahnya. Terdapat juga padatan yang terendap karena memiliki diameter
dan berat yang besar sehingga dapat mengendap dengan sendirinya dalam
beberapa waktu. Air limbah yang keruh dikarenakan terdapat partikel
koloid yang berupa sisa-sisa bahan, tanah, protein, kwartz, dan ganggang

sehingga dapat mempengaruhi warna air yang dapat diakibatkan oleh ion-



ion mangan dan logam besi yang terdapat secara alamiah. Bau yang timbul
dari air limbah diakibatkan oleh zat-zat organic yamg sudah terurai oleh
mikroba. Suhu air limbah yang tinggi dapat mengganggu pertumbuhan

pada biota tertentu.

Hewan ternak mengeluarkan kotoran dalam jumlah banyak sebagai hasil
limbah. Pada ternak sapi, jumlah kotoran yeng dikeluarkan setiap hari
berkisar 12 % dari berat tubuh dan apabila tidak diolah dengan baik akan
menjadikan limbah serta pencemaranlingkungan, karena kotoran ternak
mengandung NH3, NH, dan senyawa lainnya. Kandungan yang masih
terdapat dalam kotoran ternak dapat mencemari lingkungan dan
masyarakat sekitar jika tidak dapat dikelola dengan baik (Sukamta dkk.,
2017).

2.2.1. Baku Mutu Air Limbah

Menurut Peraturan Menteri Kesehatan Republik Indonesia Nomor
32 Tahun 2017 Tentang Standar Baku Mutu Kesehatan Lingkungan
Dan Persyaratan Kesehatan Air Untuk Keperluan Higiene Sanitasi,
Kolam Renang, Solus Per Aqua, Dan Pemandian Umum pasal 1
ayat 1 menyebutkan bahwa Standar Baku Mutu Kesehatan
Lingkungan adalah spesifikasi teknis atau nilai yang dibakukan
pada media lingkungan yang berhubungan atau berdampak
langsung terhadap kesehatan masyarakat.

Standar Baku Mutu Kesehatan Lingkungan untuk media Air untuk
Keperluan Higiene Sanitasi meliputi parameter fisik, biologi, dan
kimia yang dapat berupa parameter wajib dan parameter tambahan.
Parameter wajib merupakan parameter yang harus diperiksa secara
berkala sesuai dengan ketentuan peraturan perundang-undangan,
sedangkan parameter tambahan hanya diwajibkan untuk diperiksa
jika kondisi geohidrologi mengindikasikan adanya potensi
pencemaran berkaitan dengan parameter tambahan. Air untuk

Keperluan Higiene Sanitasi tersebut digunakan untuk pemeliharaan
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kebersihan perorangan seperti mandi dan sikat gigi, serta untuk
keperluan cuci bahan pangan, peralatan makan, dan pakaian. Selain
itu Air untuk Keperluan Higiene Sanitasi dapat digunakan sebagai
air baku air minum (Pemerintah Republik Indonesia, 2017). Tabel
1 berisi daftar parameter fisik wajib yang harus diperiksa untuk
keperluan higiene sanitasi yang meliputi 5 parameter wajib.

Tabel 1. Parameter Wajib untuk Parameter Fisik yang Harus
Diperiksa untuk Keperluan Higiene Sanitasi

Standar Baku

Parameter Wajib Unit Mutu (kadar
maksimum)

Kekeruhan NTU 25
Warna TCU 50
Zat padat terlarut (Total  mg/1 1000
Dissolved Solid)
Suhu °C Suhu udara £3
Rasa Tidak berasa
Bau Tidak berbau

Tabel 2 berisi daftar parameter wajib untuk parameter biologi yang
harus diperiksa untuk keperluan higiene sanitasi yang meliputi total
coliform dan Escherichia coli dengan satuan/unit colony forming
unit dalam 100 ml sampel air.

Tabel 2. Parameter Biologi dalam Standar Baku Mutu Kesehatan
Lingkungan untuk Media Air untuk Keperluan Higiene

Sanitasi
Standar Baku
Parameter Wajib Unit Mutu (Kadar
Maksimum)
Total coliform CFU/100 ml 50

E. coli CFU/100 mi 0




Tabel 3 berisi daftar parameter kimia yang harus diperiksa untuk
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keperluan higiene sanitasi yang meliputi 10 parameter wajib dan 10

parameter tambahan. Parameter tambahan ditetapkan oleh

pemerintah daerah kabupaten/kota dan otoritas pelabuhan/bandar

udara.

Tabel 3. Parameter Kimia dalam Standar Baku Mutu Kesehatan
Lingkungan untuk Media Air untuk Keperluan Higiene

Sanitasi

Standar Baku

Parameter Wajib Unit Mutu (Kadar
Maksimum)
pH mgl/l 6,5 8,5
Besi mg/l 1
Fluorida mg/l 1,5
Kesadahan (CaCO3) mg/l 500
Mangan mg/l 0,5
Nitrat mg/l 10
Nitrit mg/l 1
Sianida mg/l 0,1
Detergen mg/l 0,05
Pestisida Total mg/l 0,1
Standar Baku
Parameter Tambahan Unit Mutu (Kadar
Maksimum)

Air Raksa mg/l 0,001
Arsen mg/I 0,05
Kadmium mg/I 0,005
Kromium (valensi 6) mg/l 0,05
Selenium mg/l 0,01
Seng mg/l 15
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Sulfat mg/l 400
Timbah mg/l 0,05
Benzene mg/l 0,01
Zat Organik (KMNO4) mg/l 10

2.3. Bakteri Ureolitik
a. Karakteristik Bakteri Ureolitik

Bakteri adalah jenis mikroorganisme prokariotik (bersel satu) yang
hidup berkoloni dan tidak memiliki selubung inti tetapi dapat hidup di
mana saja. Makhluk hidup ini juga mampu beradaptasi dengan
lingkungan biotik dan abiotik (Irdawati dkk., 2023). Bakteri umumnya
diklasifikasikan menjadi 2 kelompok yaitu bakteri Gram Positif dan
bakteri Gram-negatif (Salsabilla dkk., 2022). Bakteri ureolitik adalah
kelompok bakteri gram-positif yang memiliki aktivitas enzim urease.
Enzim urease menghidrolisis urease menjadi ammonia dan CO,,
meningkatkan pH dan konsentrasi karbonat. Selanjutnya, karbonat
akan berikatan dengan ion seperti Fe** sebagai agen bioremediasi
logam berat dan Ca** untuk membentuk CaCOs, atau kalsit (Ningsih
dkk., 2018).

Beberapa genus bakteri ureolitik telah diidentifikasi sebagai agen
MICP yang potensial. Bakteri tersebut termasuk Clostridium, Bacillus,
Desulfotomaculum, Sporolactobacillus, dan Sporosarcina pasteurii,
yang banyak digunakan dalam sebagian besar penelitian tentang MICP
karena toleransinya terhadap pH tinggi dan aktivitas urease yang
tinggi. Spesies bakteri ureolitik, yang dapat menghasilkan endospora,
memiliki kemampuan untuk bertahan dalam kondisi lingkungan yang
keras, seperti kekurangan nutrisi, suhu ekstrem, kurangnya
kelembaban, dan paparan radiasi, desinfektan, antibiotik, dan bahan
kimia (Aliyu et al., 2023).



13

Urease yang dibuat oleh bakteri ureolitik berfungsi sebagai katalis
untuk hidrolisis urea menjadi amonia. Ketika ion COj3 2 berikatan
dengan Ca®*, Ca®* dapat mengubah kemampuan untuk terbentuk
CaCO; atau Kkalsit, dengan lebih banyak Ca** menyebabkan
pembentukan kalsit dan sebaliknya (Phang et al., 2018).
Elektronegativitas dinding sel bakteri memfasilitasi penyerapan kation,
seperti ion kalsium, sehingga mendorong pengendapan CaCO3 pada
dinding sel (Gat et al. 2014).

Bakteri ureolitik dapat ditemukan di berbagai sumber di lingkungan,
seperti sedimen, stalaktit gua, sedimen laut, dan gundukan batu kapur
(Ma et al., 2020). Menggunakan mikroskop elektron dapat melihat
CaCOs;, yang dibuat oleh bakteri ureolitik dan kalsit yang menutupi
dinding sel. Jumlah biosemen yang dapat digunakan untuk
membangun dan memperkuat tanah berkorelasi positif dengan jumlah

bakteri yang menghasilkan kalsium karbonat (Fitri et al., 2023).

Di banyak lingkungan alami, seperti tanah, formasi geologi, dan
biofilm di air, beberapa spesies bakteri ureolitik memainkan peran
penting dalam proses presipitasi (pengendapan) mineral karbonat. Hal
ini terjadi karena bakteri ini berfungsi sebagai agen geokimia dan
menginduksi pembentukan mineral. Beberapa bakteri juga memiliki
kemampuan untuk mengendapkan kalsium karbonat, juga dikenal
sebagai kalsit, dengan menghasilkan enzim urease, yang
menghidrolisis urea (Ningsih dkk., 2018).

2.4. Mekanisme Enzim pada Bakteri Ureolitik

Kata enzim berasal bahasa Yunani “enzyme” yang berarti “di dalam sel”.
Tahun 1978, Wilhem Kuhne yang merupakan psikolog asal Jerman
mendeskripsikan enzim sebagai “proses” (Wibowo dkk., 2021). Enzim
adalah biokatalisator yang membantu fungsi biologis. Secara umum, enzim

menghasilkan kecepatan, spesifikasi, dan kendali pengaturan terhadap
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reaksi dalam tubuh; jika tidak, enzim dapat mempercepat reaksi kimia
108-1011 kali lebih cepat (Putra dkk., 2020).

Urease adalah enzim yang ditemukan dalam bakteri ureolitik yang dapat
menghidrolisis urea untuk menghasilkan amonia dan karbondioksida.
Amonia yang dihasilkan dapat diukur dengan metode spektrofotometri
untuk menunjukkan aktivitas enzim urease. Dalam mikroorganisme
heterotrofik, enzim urease akan menghidrolisis urea, menghasilkan ion
ammonium dan karbonat. Organisme heterotrofik dapat menghasilkan
presipitasi kalsit (CaCOj3). Presipitasi kalsium karbonat (CaCQO3) adalah
fenomena alam yang ditemukan di alam seperti air laut, air, dan tanah.

Organisme ini menghasilkan karbonat atau bikarbonat (Linda dkk., 2022).

Menurut Zusfahair (2018), urease merupakan enzim yang berperan penting
sebagai katalis hidrolisis urea menjadi amoniak dan asam karbamat
kemudian mengalami reaksi hidrolisis secara spontan membentuk amoniak
dan asam karbonat. Reaksi hidrolisis urea oleh urease dituliskan pada
reaksi (1) dan (2).

(urea) (air) (Amonia)  (Asam karbamat)
0 0
urease
H.N—]-LNH.*'H.U—*M'L-I'LNJLOH (1)
0
H,NJJ—OH + H,0 = NH, + H,C0, )
(Asam karbamat)  (air) (Amonia) (Asam karbonat)

Urease menghidrolisis urea menjadi ammonia dan karbonat. Ini
meningkatkan pH lingkungan dan menyebabkan pembentukan kristal
kalsium karbonat. Urease biasanya ditemukan pada bakteri, ragi, jamur,
alga, invertebrata, dan tumbuhan. Urea digunakan oleh enzim ini sebagai
substrat, yang kemudian dihidrolisis menjadi amonia dan asam karbonat.
Urease membantu organisme menggunakan urea sebagai sumber nitrogen

dan energi (Novanti dan Zulaika, 2018).
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2.5. Siklus Biogeokimia

Air limbah peternakan sapi yang dicirikan dengan konsentrasi tinggi bahan
organik, nutrien (nitrogen dan fosfor), dan mikroorganisme berperan
sebagai pemicu utama disrupsi siklus biogeokimia dalam ekosistem
perairan. Limbah ini secara langsung memengaruhi siklus karbon,
nitrogen, dan fosfor yang merupakan bagian dalam produktivitas dan
kesehatan ekosistem akuatik (Gong et al., 2023).

IIl Siklus Nitrogen

Fiksasi
nitrogen

Dekomposer:
Bakteri ureolitik
N Oksidasi amonium
o]

[ no ] \
Reduksi NO; asimilatif

Reduksi NOy disimilatif

denitrifikasi

Amonifikasi nitrit

=
o
ur
! Oksidasi nitrit

Gambar 1. Siklus Nitrogen (Sitaresmi, 2002)

Dalam siklus karbon, beban organik yang tinggi dari air limbah peternakan
sapi dapat meningkatkan aktivitas mikroba heterotroph yang
mengkonsumsi oksigen terlarut selama dekomposisi bahan organik dan
berpotensi menciptakan kondisi hipoksia atau anoksia di kolom air dan
sedimen (Liu et al., 2022). Pencemaran nutrien seperti senyawa nitrogen
merupakan isu krusial dalam ekosistem perairan global dengan air limbah
peternakan sapi menjadi kontributor signifikan terhadap
ketidakseimbangan siklus nitrogen. Air limbah peternakan sapi dicirikan
oleh konsentrasi amonia (NHj3), nitrit (NO, ), dan nitrat (NO3 ) yang
tinggi, serta senyawa nitrogen organik, yang secara kolektif meningkatkan
beban nitrogen pada badan air penerima (Wang et al., 2021). Masuknya
nitrogen berlebih ini mengganggu keseimbangan alami siklus nitrogen
perairan, memicu proses-proses seperti nitrifikasi dan denitrifikasi yang
tidak terkontrol. Amonia, yang bersifat toksik bagi organisme akuatik pada

konsentrasi tinggi, dapat mengalami oksidasi menjadi nitrit dan nitrat
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melalui proses nitrifikasi yang dimediasi oleh bakteri kemoautotrof
(misalnya, Nitrosomonas spp. dan Nitrobacter spp.) (Zeng et al., 2022).
Akumulasi nitrat selanjutnya dapat menyebabkan eutrofikasi, sebuah
fenomena di mana pertumbuhan alga yang berlebihan mengurangi
penetrasi cahaya, menguras oksigen terlarut melalui dekomposisi biomassa
alga, dan pada akhirnya menyebabkan zona hipoksia atau anoksia yang
merusak kehidupan akuatik (Smith et al., 2020). Selain itu, kondisi
anaerobik yang sering terjadi di sedimen perairan yang tercemar limbah
peternakan sapi dapat mendorong denitrifikasi, yaitu reduksi nitrat menjadi
gas nitrogen (N,) atau oksida nitrosa (N,O) oleh bakteri denitrifikasi.
Meskipun denitrifikasi dapat mengurangi beban nitrogen, produksi N,O
merupakan gas rumah kaca yang kuat, berkontribusi pada perubahan iklim
(Galloway et al., 2020). Oleh karena itu, pemahaman mendalam tentang
dinamika siklus nitrogen yang terpengaruh oleh air limbah peternakan
sapi, serta pengembangan strategi mitigasi yang efektif, sangat penting

untuk menjaga keberlanjutan dan kesehatan ekosistem perairan.



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

3.2.

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi PT. Juang Jaya
Abdi Alam, Lampung Selatan dan Laboratorium Mikrobiologi, Program
Studi Biologi, Fakultas Matematika dan 1lmu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung. Sampel air limbah yang digunakan diambil dari
bagian kolam aerasi IPAL PT. Juang Jaya Abdi Alam, Lampung Selatan.
Untuk lokasi pengujian sampel dilakukan di waktu penelitian berlangsung

selama 3 bulan dimulai dari Desember 2024-Februari 2025.
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada pengambilan sampel air limbah yaitu botol
gelap, gayung, kertas label, Global Positioning System (GPS) dan cool
box. Sedangkan peralatan yang digunakan untuk isolasi dan identifikasi
bakteri adalah autoclave, Biological Safety Cabinet (BSC), inkubator,
mikroskop, cawan petri, labu Erlenmeyer, jarum ose, pipet ukur, pipet
tetes, mikropipet, mikro tip, batang L, gelas ukur, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, vortex mixer, pH meter, hot plate, magnetic stirrer,
thermometer, bunsen, neraca analitik, kapas, kertas tisu, alumunium foil,

plastik wrap, labu ukur, kapas, dan kertas tisu.

Bahan yang dibutuhkan pada penelitian ini adalah sampel air limbah bak
aerasi PT Juang Jaya Abdi Alam Lampung Selatan, larutan NaCl 0,85 %,
chrystal violet, safranin, iodin, medium urea agar base (yaitu agar, pepton,

D-Glukosa, NaCl, potassium dihidrogen fosfat, Phenol red, urea 40 %),



3.3.

18

media Natrium Agar (NA), aquades, spirtus, alkohol 70 % dan 95 %,

minyak imersi, glukosa, manitol, maltosa, sukrosa, dan laktosa.

Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan metode deskriptif kualitatif untuk
mengetahui keberadaan bakteri ureolitik yang terdapat di bak aerasi IPAL
PT Juang Jaya Abdi Alam Kabupaten Lampung Selatan. Pengambilan
sampel air limbah dilakukan dengan dengan teknik Grab Sampling yaitu
sampel air limbah yang diambil pada waktu tertentu untuk masing-masing
titik yang telah ditentukan sehingga dapat mewakili kondisi kualitas air
limbah pada unit IPAL atau badan air secara keseluruhan. Sampel air
limbah diambil dari bak aerasi dan dimasukkan ke dalam botol gelap
berukuran 500 mL yang sebelumnya sudah dicuci bersih dan dibilas
dengan aquades, kemudian sampel air limbah yang telah diambil
diidentifikasi warna, bau, pH dan suhu dari air limbah tersebut. Sampel air
limbah selanjutkan dilakukan isolasi menggunakan media selektif urea
agar base (selektif padat) yang mengandung urea, lalu sampel dibiakkan
pada suhu ruang(37 °C) selama 48 jam. Indikator positif isolat yang dapat
menghasilkan urease ditandai dengan perubahan warna dari kuning pucat
menjadi pink keunguan maka bakteri tersebut merupakan penghasil urease
(Himedia, 2016).

Bakteri dimurnikan dengan cara sampel bakteri diambil satu persatu
sampel bakteri tersebut lalu digoreskan ke dalam masing-masing medium
urea agar base dan dibiakkan pada suhu ruang (37 °C). Kemudian
dilakukan pengamatan morfologi koloni dengan cara yaitu kultur yang
ditumbuhkan pada medium selektif padat dengan menginokulasikan 1
(satu) ose isolat. Pengamatan dilakukan setelah inkubasi 48 jam dengan
suhu ruang (37 °C). Setelah pemurnian dilakukan penyimpanan isolat

dengan menggunakan medium Nutrient Agar.

Pengamatan morfologi koloni meliputi bentuk, elevasi, tepian dan karakter

optik. Pengamatan ini dilakukan untuk mengetahui keragaman bakteri
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secara makroskopis. Kemudian dilakukan pengamatan mikroskopis yaitu
dengan cara dilakukan fiksasi terhadap preparat ulasan bakteri berumur
24-48 jam. Preparat ulas ditetesi dengan Gram A (crystal violet) selama 30
detik, kemudian dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan pada udara
terbuka. Preparat selanjutnya ditetesi dengan Gram B (kalium iodide)
selama 45 detik dan kembali dibilas dengan aquades dan dikering
anginkan. Setelah kering preparat ditetesi dengan Gram C (alkohol 95 %)
sa mpai warna ungu tidak larut lagi. Preparat yang sudah dikeringkan
anginkan dapat ditetesi dengan Gram D (safranin) sebagai warna penutup
dibiarkan selama 30-40 detik. Preparat dapat diamati, pengamatan yang
dilakukan terhadap warna dan bentuk sel. Hasil identifikasi dan

karakterisasi yang diperoleh dianalisis secara deskriptif kualitatif.

Prosedur Kerja

3.4.1. Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel air limbah dilakukan di Waste Water
Treatment Plant (WWTP) pada bak aerasi di PT. Juang Jaya Abdi
Alam, Kabupaten Lampung Selatan, Provinsi Lampung. Lokasi
IPAL berada dititik koordinat (-5.6044208, 105.5013315). Teknik
pengambilan sampel yang digunakan yaitu metode Grab Sample
atau sampel sesaat yang mengacu pada SNI 6989.59:2008 tentang
air dan air limbah bagian 59: metode pengambilan contoh air
limbah yang artinya teknik pengambilan sampel yang dilakukan
secara sesaat. Pengambilan sampel dilakukan pada air permukaan
kolam aerasi pada waktu tertentu dengan 3 titik sampling yang
telah diberi batas jarak 5 meter, kemudian dilakukan komposit
sampel. Komposit atau penggabungan pada 3 titik sampling
menjadi 1 sampel. Berikut lokasi pengambilan sampel air limbah
terdapat pada gambar 1.
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Gambar 2. Lokasi Pengambilan Sampel Air Limbah
(Dokumentasi Pribadi, 2024).

Pre-Treatment Bak Aerasi

Gambar 3. Titik Pengambilan Sampel Air Limbah pada Kolam
Aerasi
(Dokumentasi Pribadi, 2024).

Kriteria air limbah yang akan dijadikan sampel dari kolam aerasi
terlebih dahulu dilakukan pengukuran pH, suhu, TSS, DO, dan
COD. Sampel air limbah yang diambil pada 4 waktu yang berbeda
yaitu pada pukul 09.00 WIB, 11.00 WIB, 13.00 WIB, dan 15.00
WIB dengan 3 titik pengambilan yang berbeda pada bak aerasi.
Pengambilan sampel menggunakan gayung bertangkai. Sampel
yangterdiri dari 3 titik pengambilan per waktu yang sama tersebut
digabungkan menjadi 1 botol sampel berukuran 500 mL sampel

dengan masing-masing titik sampling diambil sebanyak 100 mL.
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Sampel air limbah yang diambil kemudian dimasukkan ke dalam
botol gelap steril dan dibawa ke laboratorium menggunakan cool
box pada suhu <10 °C yang mengacu pada SNI 9063:2022: metode
pengambilan contoh uji air limbah untuk parameter biologi.
Pengambilan sampel dilakukan pada kolam aerasi (Pambudi dkk.,
2017).

3.4.1.1. Pengujian Parameter Lingkungan

Adapun beberapa parameter yang diuji diantaranya

sebagai berikut.

a. Pengukuran pH
Dilakukan pengukuran menggunakan pH meter,
pertama yakni ujung pH meter dikalibrasi terlebih
dahulu menggunakan akuades dan bersihkan dengan
tisu secara perlahan. Kemudian pH meter dimasukkan
kedalam sampel air dan tunggu beberapa menit
sampai ilainya stabil, komudian dicatat hasilnya

b. Pengukuran DO (Dissolved Oxygen) dan Suhu
Dilakukan pengukuran menggunakan alat DO meter
yaitu pertama-tama dikalibrasi terlebih dahulu alat
tersebut menggunakan akuades, kemudian dicelupkan
pen DO meter ke dalam sampel air lalu ditekan
tombol power, kemudian ditunggu selama 2-5 menit
hingga nilainya stabil dan dicatat hasilnya (SNI 06-
6989. 14-2004).

c. Chemical Oxygen Demand (COD)
Penentuan kadar COD yang terkandung pada sampel
air limbah menggunakan alat colorimeter Hach DR
900 yang mengacu pada DOC 316.53.01099. diambil
2 mL sampel yang telah disiapkan menggunakan pipet
volumetric dan dimasukkan kedalam vial yang berisi

reagen COD dan dilakukan homogenisasi
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menggunakan vortex dan disiapkan blanko.

Kemudian dilakukan pemanasan terhadap sampel dan
blanko dan DRB 200 Hach pada suhu 150 °C selama
2 jam lalu didiamkan sampel pada suhu ruang.
Selanjutnya oarameter COD di cek menggunakan alat
colorimeter Hach DR 900 dan dicatat parameter yang
muncul pada layar colorimeter Hach DR 900 (Sufra et
al., 2024).

. Total Suspended Solid (TSS)

Analisis TSS menggunakan alat yang bernama Hach
DR 900, diawali dengan kalibrasi alat menggunakan
alat yang yang berisi blanko sebanyak 10 mL, lalu
sampel dimasukkan kedalam tabung sampel sebanyak
10 mL kemudian dimasukkan ke alat tersebut dan klik
RECHTS untuk mendapatkan nilai TSS (Muna dan
Sitogasa, 2023).

. Amonia (NH3-N)

Analisis ammonia menggunakan alat handheld
colorimeter Ammonia HR. Adapun tahapan
penggunaan alat sebagai berikut.

1. Aktifkan alat dengan menekan tombol on. Semua
segmen akan ditampilkan selama beberapa detik,
dikuti dengan tambah C.1 dengan tekan yang
berkedip

2. Diambil 1 mL sampel yang tidak bereaksi ke dalam
kuvet menggunakan jarum suntik. Selanjutnya
ditambah 9 mL sampel menggunakan pipet tetes ke
H1733B-0 Ammonia High Range reagent B.
Kemudian dipasang kembali tutup dan diputar
larutan hingga homogen dan kuvet dimasukkan ke

dalam pemeriksa dan tutup penutupnya.
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3. Ditekan tombol on hingga menampilkan tambah C.2
tekan hingga berkedip lalu pemeriksa di nol atau
kondisi zero

4. Kuvet dilepaskan dan dibuka tutupnya lalu ditambah 4
tetes reagen H1733A-0 Ammonia High Range.
Dipasang kembali tutup dan putar

5. Dimasukkan kuvet ke dalam pemeriksa dan tutup
penutupnya. Tekan dan tahan tombol power. Layar
akan menunjukkan hitungan mundur sebelum
pengukuran lalu ditunggu 3 menit 30 detik kemudian di
tekan tombol

6.Instrument menampilkan hasil dalam mg/L (ppm) ion
ammonium (NH). Untuk mengubahpembacaan menjadi
ppm ammonia (NH3), kalikan pembacaan dengan
faktor 0,944. Untuk mengubah pembacaan menjadi ppm
nitrogen ammonia (NH-N), kalikan pembacaan dengan
faktor 0,776. Pemeriksa secara otomatis mati setelah 10
menit. Pengujian parameter lapangan dapat dilihat pada
Tabel 4.

Tabel 4. Pengujian Parameter Lingkungan

Waktu Parameter
Suhu pH DO TSS COD NH;N

09.00
wWIiB
12.00
wWIiB
15.00
WIB

3.4.2. Homogenisasi Sampel Air Limbah

Sampel air limbah yang diambil pada 3 waktu yang berbeda yaitu
pada pukul 09.00 WIB, 12.00 WIB, dan 15.00 WIB dengan 3 titik
pengambilan pada kolam aerasi digabungkan dalam botol gelap
steril, kemudian diambil sebanyak 5 mL ke dalam Erlenmeyer

steril. Selanjutnya ditambahkan 45 mL NaCl 0,85 %, lalu
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dihomogenkan. Hasil homogenisasi sampel air limbah ini dijadikan
sebagai pengenceran pertama (10™). Sampel dari tabung
Erlenmeyer pengenceran 10™* diambil 1 mL menggunakan
mikropipet kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang
berisi 9 mL NaCl 0,85 % lalu dihomogenkan menggunakan vortex
sebagai pengenceran 107 . Prosedur kerja dilakukan dengan cara

yang sama hingga tingkat pengenceran 10 (Taniwan dkk., 2016).
3.4.3. Isolasi Bakteri Ureolitik

Isolasi bakteri ureolitik dilakukan dengan metode spread plate
menggunakan media urea agar base. Selanjutnya setiap suspensi
dari pengenceran 103, 10, dan 10”° diambil sebanyak 0,1 mL
menggunakan mikropipet, kemudian diinokulasi ke dalam cawan
petri berisi media selektif urea agar base dan diratakan
menggunakan drigalski. Isolasi bakteri dilakukan masing-masing 2
kali ulangan (duplo). Selanjutnya cawan petri diinkubasi pada suhu
ruang (37 °C) selama 3x24 jam (Adril dan Yuni., 2020).

3.4.4. Uji Kemampuan Urease

Indikator positif isolat yang berpotensi dalam menghasilkan enzim
urease pada media urea agar base ditandai dengan perubahan
warna media menjadi pink keunguan. Selanjutnya isolat yang
berpotensi menghasilkan enzim urease diseleksi dan ditumbuhkan
kembali pada cawan petri berisi media urea agar base dengan
metode titik. Kemudian cawan petri diinkubasi pada suhu ruang
dengan posisi terbalik selama 3x24 jam pada suhu ruang (37 °C).
Pengujian ini dilakukan untuk memastikan bahwa isolat bakteri
yang dipilih benar-benar memiliki kemampuan dalam
mendegradasi urea. Selanjutnya dilakukan pengamatan kepekatan
warna indikator positif ureolitik. Berikut gambar hasil positif pada

uji Urease yaitu terdapat perubahan warna pada media urea agar



base menjadi pink keunguan dan uji negatif menunjukkan tidak

ada perubahan warna.

Negative «—+
Reaction

Ubw@is | )

E.coli Proteus sp.

Positive
Reaction

Pink Color

Gambar 4. Hasil Pengujian Positif dan Negatif Urease

(Sapkota, 2022)

3.4.5. Pemurnian Isolat Bakteri Ureolitik

Pemurnian dilakukan dengan menggunakan isolat bakteri yang

berpotensi dalam menghasilkan enzim urease. Isolat bakteri

diambil sebanyak 1 ose kemudian digoreskan pada permukaan

media urea agar base dengan metode streak plate (kuadran) dan

diinkubasi pada suhu ruang selama 3x24 jam. Tujuan dari

pemurnian adalah untuk mendapatkan koloni tunggal. Koloni
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tunggal yang diperoleh kemudian dijadikan stok pada agar miring

untuk diidentifikasi secara mikroskopis
fisiologis (Friska dkk., 2015).

3.4.6. ldentifikasi Karakter Makroskopis

, makroskopis, dan

Pengamatan secara makroskopis meliputi bentuk koloni, bentuk

tepi koloni, elevasi, dan warna koloni bakteri ureolitik berdasarkan

buku identifikasi morfologi bakteri.
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Gambar 5. Bentuk Morfologi dari Atas
(Hadioetomo, 1993)
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Gambar 6. Bentuk Morfologi dari Tepi
(Hadioetomo, 1993)
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3.4.7. ldentifikasi Karakter Mikroskopis

Identifikasi karakter mikroskopis dari bakteri ureolitik meliputi

pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora.
3.4.7.1. Pewarnaan Gram

Biakan bakteri digoreskan 1 ose ke atas kaca objek secara
aseptik lalu diratakan dan difiksasi. Preparat lalu ditetesi
kristal violet dan didiamkan 1 menit, kemudian dibilas
dengan aquades mengalir dan dikeringanginkan. Preparat
ditetesi lugol/iodin dan didiamkan 1 menit, lalu dibilas
dengan aquades mengalir dan dikeringanginkan. Preparat
ditetesi alkohol 70 % selama 30 detik hingga lapisan
tampak lebih pucat. Terakhir, preparat ditetesi safranin
dan didiamkan 1 menit, lalu dibilas dengan aquades
mengalir dan dikeringanginkan. Preparat kemudian
diamati di bawah mikroskop mulai dari perbesaran kecil
terlebih dahulu. Jika sel bakteri berwarna merah maka
bakteri tersebut Gram negatif, sedangkan bila sel bakteri
berwarna ungu maka bakteri tersebut Gram positif
(Panjaitan dkk., 2020).

3.4.7.2. Pewarnaan Endospora

Biakan bakteri digoreskan 1 ose ke atas kaca objek secara
aseptik lalu diratakan dan difiksasi. Preparat kemudian
ditetesi malachite green selama 10 menit lalu dibilas
dengan aquades mengalir dan dikering anginkan. Preparat
lalu ditetesi safranin selama 10 detik, dibilas dengan
aguades mengalir dan dikeringanginkan. Selanjutnya
preparat diamati dibawah mikroskop mulai dari perbesaran

kecil terlebih dahulu dengan memberikan keterangan
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bentuk sel, bentuk spora, dan letak spora (Agustina dkk.,
2013).

3.4.8. ldentifikasi Karakter Fisiologis

Identifikasi karakter fisiologis berdasarkan pada buku panduan
Bergey’s Manual of Determinative Ninth Edition (1994).

3.4.8.1. Uji Katalase

Uji katalase digunakan dalam melakukan identifikasi
kelompok bakteri yang menghasilkan enzim katalase.
Dilakukan dengan cara di atas kaca objek ditetesi satu
tetes H,O, 3 %, kemudian ditambahkan koloni bakteri
dan langsung diamati terjadinya penguraian hidrogen
peroksida. Dinyatakan positif bila menghasilkan enzim
katalase yang ditandai dengan terbentuknya gelembung
udara dan negatif bila tidak ada gelembung udara. Hal ini
terjadi karena bakteri tersebut apabila ditambahkan
hidrogen peroksida menghasilkan peroksida (Nuryanti
dkk., 2021).

3.4.8.2. Uji Fermentasi Karbohidrat

Uji fermentasi dilakukan untuk melihat kemampuan
bakteri dalam memfermentasi beberapa jenis karbohidrat
(glukosa, sukrosa, fruktosa, dan laktosa) serta
menghasilkan asam akibat proses fermentasi. Uji
fermentasi dilakukan dengan cara satu ose isolat bakteri
diambil dan dimasukkan dalam tabung reaksi yang
dilengkapi dengan tabung durham berisi Phenol red
dengan sumber karbohidrat berupa glukosa, sukrosa, dan
laktosa. Selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang (37 °C)
selama 48 jam. Uji Positif ditunjukkan dengan perubahan
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warna media dari merah menjadi kuning dan terbentuk
gelembung di dalam tabung durham yang merupakan gas
hasil fermentasi (Pangestu dkk., 2014).

3.4.8.3 Uji Motilitas

Uji matilitas bertujuan untuk melihat pergerakan bakteri
di dalam media tumbuh. Biakan bakteri diambil
menggunakan jarum ose secara aseptik dan
diinokulasikan secara vertikal pada media NA semi solid
serta diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang untuk
melihat pertumbuhan dari masing-masing bakteri tersebut
(Panjaitan dkk., 2020). Uji positif ditunjukkan dengan
adanya pertumbuhan bakteri yang menyebar (motil),
sedangkan uji negatif ditunjukkan dengan pertumbuhan

bakteri yang tidak menyebar (non motil).
3.5. Analisis Data

Data yang diperoleh berupa hasil uji kualitatif aktivitas enzim urease dan
hasil identifikasi bakteri dianalisis secara deskriptif berdasarkan buku
Bergey’s Manual of Determinative Bacteria 2nd edition (Noel et al.,
1989), Cowan and Steel's Manual for the Identification of Medical
Bacteria (3rd Ed.) (Barrow, G.I. and R.K.A. Feltham, 1993) dan Bailey &
Scott’s Diagnostic Microbiology Fourtheen Edition (Tille, 2017).



3.6. Diagram Alir Penelitian

Pengambilan Sampel Air Limbah
(Pengukuran pH, suhu, TSS, DO, COD)

Homogenisasi Sampel Air Limbah

|

Isolasi Bakteri Ureolitik

Pemurnian Isolat Bakteri Ureolitik

A 4

Pengamatan Pengamatan secara Pengamatan secara
secara Fisiologis Mikroskopis Makroskopis
A 4 A 4
Analisis Data

Gambar 8. Diagram Alir Penelitian
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V. KESIMPULAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, simpulan yang didapatkan

adalah sebagai berikut:

1. Isolat bakteri ureolitik dari kolam aerasi air limbah peternakan sapi
memiliki kemampuan positif yang signifikan dalam memproduksi enzim
urease. Enam isolat bakteri ureolitik menunjukkan konsentrasi urease
paling tinggi

2. lsolat bakteri ureolitik dari sampel air limbah kolam aerasi menunjukkan
karakteristik morfologi dan mikroskopis yang beragam seperti bentuk sel
bacil, coccus, dan coccobacil. Karakteristik fisiologi isolat bakteri
ureolitik bersifat Gram positif, bersifat motil pada isolat CLR9.4, CLR9,6,
CLR12.2, dan CLR15.4, dan positif uji katalase. Bakteri ini juga terbukti
adaptif pada lingkungan dengan suhu 27-29° C, DO rendah (0-0,4 mg/L),
dan COD tinggi (>1.500 mg/L).

3. Isolat bakteri ureolitik dari sampel air limbah kolam aerasi berhasil
diidentifikasi pada tingkat genus. Lima genus bakteri yang didapat yaitu

Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus, Planococcus, dan Paenibacillus.

5.2. Saran

Perlu dilakukan identifikasi spesies secara lebih dalam untuk keenam isolat
dengan aktivitas urease tertinggi menggunakan metode molekuler seperti

sekuensing gen 16S rRNA.
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