IV. METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
A.l. Tempat Pehelitian |
Pengambilan sampel sedimer dilakukan di muara Sungai Gung di Tegal, Jawa
Tengah. Isolasi dan karakterisasi bakteri dilakukan di Laboratorium Mjlcrobiologi
Biologi, sedangkan analisa | kandungan logam berat di Laboratorium Kimia

Instrumen Kimia Murni FMIPA Universitas Diponegoro.

A.2. Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Juni - September 1995.

B. Bahan dan Alat Penelitian
B.1. Bahan Penelitian _ _

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel sedimen
muara Sungai Gung Tegal, sedangkan bahan peﬂﬁnjang yang digunakah terdiri
dari alkohol 95%, air pepton, medium Salt Base Solution (SBS) cair, medium SBS
cair + 0,8 gr/l gliéerél, médium-SBS agar + 0,8 gr/l gliserol,rlarutan' Gram A
(larutan cat Hucker's Crystal Violet), larutan Gram B (mordan JKT), larutan Gram
C (alkohol - aceton), larutan Gram D (larutan cat penutup Safranin), akuades
steril, vaselin, medium laktosa, glukosa, fruktosa, dan sukrosa cair, indikator

" Merah Fenol, Larutan I:1202 3%, larutan Kadmium 0,75 ppm dalam bentuk larutan
CdCl,, Jarutan HNO; pekat , larutan HCI pekat, medium cair tripticaéé nitrat,
reagen A (asam sulfanilik), feég_en B (dimetil-alpha-naphtilamine), dan bubuk Zn.

B.2. Alat Penelitian

Dalam penelitian ini dibutuhkan berbagai macam alat yang meliputi "dredger",
waskom, centong plastik, théhﬁos es, plastik, tabﬁng reaksi, rak tabung reaksi,
lampu spiﬁtﬁs, bataﬁg_ pengaduk, sendok plastik, ose ujung tuz_npul; timbangan
Sartorius, nerac‘a; a]urmmum foil, kapas, cawan pé_tri, pipét ukur, pipet tetes, gelas

‘penutup, gelas benda, gelas benda dengan cekungan tunggal, mikroskop, tabung
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Durham, cawan porselen, labu Erlenmeyer, autoklaf, inkubator, oven, "shaker",
spektrofotometer, sentrifuge, kertas grafik, "hot plate”, labu ukur, corong gelas,

"furnace", dan seperangkat alat AAS flame.

C. Cara Kerja

C.1. Pengambilan Sampel Sedimen
~ Ditentukan tiga stasiun ( titik sampling ). Pada tiap stasiun dilakukan tiga
kali pengambilan sedimen dengan menggunakan "dredger". Diambil bagian

| 'permukaan atas sedimen dengan menggunakan céntong plastik dan sedimen
dari sembilan kali pengambilan dicampur dalam waskom. Kemudian sedimen
yang sudah tercampur dimasukkan dalam plastik, kemudian dimasukkan dalam -
thermos es ( Scedibjo, 1991 ). 7 | '
Selain itu diukur salinitas perairan menggunakan refraktometer  dan pH

perairan menggunakan pHmeter.

C.2. Pengukuran Kandungan Logam Kadmium Pada Sampel Sedimen
Pembuatan stok larutan standar Kadmium 1000 ppm.
Ditimbang CdC], sebanyak 163,09 mg. Banyaknya CdCl, yang digunakan

tersebut dicari dengan rumus :

Mol CdCl, = Mol Cd

gr CdCl, gr Cd
MR CdCli, MR Cd

MR CdCl, x gr Cd (Petrucci, 1990)
MR Cd

gr CdCl, =

18333 x 1
112,41

= 1,6309 gr
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Jadi sebanyak 1,6309 gr CdCl, dilarutkan dalam larutan HCI 1% sampai
volumenya 11, akan tetapi karena pembuatan larutan stok hanya 100 ml maka
dibutulikan 0, 16309 gr atau 163,09 mg CdCl, |

Caql, tersebut dimasukkan ke dalam labi ukur 100 ml dan ditambahkan
larutén HCl 1% sampai 100 ml, kemudian digojog agar homogen. Setelah itu
dibuat larutan stok Kadmium 100 ppm dengan cara dimasukkan 10 ml larutan
stok Kadmium 1000 ppm ke dalam labu ukur 160 mi dan ditambah 90 mi HCl
1%. Kemudian dibuat larutan standar Kadmium 1,5 ppm dengah cara
dimasukkan sebanyak 0375 m! larutan stok Kadsmium 100 ppm ke dalam labu
ukur 25 mi dan ditambah HCl 1% hmgga 25 ml.

Mm Mula-mula diambil sedimen sebanyak 1 + 0,05
gr dan dimasukkan dalam cawan porselen. Dluapkan pada suhu 900°C selama
dua jam. Setelah itu didinginkan dan ditambah 10 ml HNO; pekat. Diuapkan
sampai volume HNO3 kira-kira menjadi setengan volume mula-mula dan
dimasukkan dalam labu ukur 100 ml, Setelah itu ditambah akuades hingga 100
ml dan digojong agar homogen dan dipindahkan ke dalam labu Erlenmeyer
(Anonm:ms 1982).
| Pembuatan [&m an standar Kgdm; um 1,5_ ppm, Dlmasukkan 0,375 ml
larutan stok Kadmmm 100 ppm ke dalam labu ukur 25 ml dan ditambah HCl
1% hingga 25 ml.

Pe andunga admi €] letode AAS e,
Disiapkan sampel sedimen yang sudah berada dalam bentuk larutan . Alat
dihidupkan, ditentukan arus lampu sebesar 6 mA. Kemudian ditentukan waktu
integrasi selama 6 detik, pengulangan anahsa sebanyak tiga kali, tipe kalibrasi
non linier, dan teknik absorbsi atom dengan nyala { "ﬂame" ) Setelah itu
dilakukan analisa standar dengan membuat reslop standar, dltunggu beberapa
detik (penundaan pcmbacaan) dan kemiudian dlcetak kurva kalibrasi.
Selanjutnya dilakukan an_ahsa sampel sedimen (Anommus 1993).
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C.3. Isolasi Bakteri
Ditimbang sedimen sebanyak 1 gr dan dimasukkan dalam tabung reaksi
yang berisi 9 m! medium SBS cair dengan menggunakan ujung batang
pengaduk. Tabung dimtup kembali dengan kapas dan digojog supaya homogen,
kemudian diberi label dan diinkubasi selama 24 jam. Setelah itu diambil 1 mi
suspensi sampel dan dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml air
pepton dan digojog. Suspensi yang dihasilkan adalah dengan konsentrasi 107,
Selanjutnya daﬁ tabung yang berisi suspensi dengan konsentrasi 107 diambil
1 m! dan dimasukkan dalam tabung yang berisi 9 mi air pepton. Suspensi yang
dihasilkan adalah dengan konsentrasi 10°* . Demikian seterusnya sampai
- dengan konsentrasi 10, dan dari tiap pengenceraﬁ diambil 1 ml ditanam pada
cawan petyi (duplo) dengan metode tuang dengan medium SBS agar + 0,8 gr/l
gliserol, kemudian diinkubasi 24-48 jam pada subu kamar. Koloni yang thmbuh
" diamati di bawah mikroskop, dan tiap koloni yang berbeda di’pindah ke dalam
_ 'tabung reaksi yang berisi 3 ml medium SBS cair + 0,8 gr/l gliserol, setelah itu
diinkubasi pada suhu kamar selama 24 j jam. Tiap koloni dilakukan pengecatan -
" Gram ( Austin, etal ., 1988) ' |
A Pengecatan Gram. Dllakukan dengén cara :—Gélas benda dibersihkan
dengan alkohol 95 % dan difiksasi dengan cara dipanaskan di atas lampu
spiritus. Diberi 1 tetes akuades 'ster'il,‘ ditambahkan 1 ose isolat dan
disuspensikan, kemudian difiksasi di atas lampu spiritus. Ditetesi Gram A 1-2
tetes dan ditunggu selama 1menit. Dicuci dengan air mengalir dan kemudian
dikeringanginkan. Ditetesi dengan Gram B dan ditunggu selama 1 menit
kemudian dicuci dengan air mengalir dan dikeringanginkan. Setelah itu ditetesi
déngan Gram C selama 30 detik, dicuci dengan air mengalir dan k’_emudian
dikeringanginkan. Yang terakhir, ditetesi deﬁgan Gl;am D selama 2 menit,
dicuci dengan'air mengalir dan kemudian dikeringanginkan (Cappuccino and
Sherman, 1983). Selanjutnya diamati dengan mikroskop dengan perbesaran
kuat kemudian dxgambar _ |
 Jika bentuk sel yang diamati_ d1 bawah xmkroskop masih bermacam-
macam, maka dilakukan metode tuang lagi untuk tiap-tiap koloni dan

e
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diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu kamar dan dilakukan pengecatan Gram
hingga diperoleh isolat yang berbeda-beda.
CA. Uji Toleransi Isolat Bakteri Terhadap Logam Kadmium

Pembuatan Starter. Biakan murni isolat diinoklﬂasikan ke dalam labu
Erlenmeyer yang berisi 50 m! medium SBS cair + 0,8 gr/l gliserol +Kadmium
dengan tiga macam konsentrasi dan kontrol tanpa penambahan Kadmium,
kemudlan diinkubasi selama 24 j Jam. | .

Penghitungan Jumlah Sel / ml Starter. Jumlah sel / ml starter dlhltung
dengan metode Hitungan Cawan dan dengan alat spektrofotometer. Dengan
metode Hitungan Cawan dilakukan pengenceran starter 10? sampai 10% kali
dengan menggunakan medium pengencer 9 ml SBS cair + 0,8 gf/l gliserol. Dari
-~ tiap péngeﬁcerzm'diambil 1 mi suspensi bakteri dan ditanam pada cawan petri.

(duplo) dengan mefode tuang. Cara yéng ke dua adalah dengan menggun-akan‘
spektrofdtometer, yaitu dilihat Optical Density-nya pada panjang gelombang
660 nm. Kemudian disesuaikan antara jumlah'sel / ml yang didapat dari metode
H1tungan Cawan dengan hasil pengukuran menggunakan spektrofotometer.
Yang digunakan sebagai starter adalah apabila ]umlah selnya 10° - 10° sel /ml.
(Austin, et al. , 1988).
Pemberian Starter. Masing-masing medium 'yang. befupa 75 ml SBS cair +
0,8 gr /1 gliserol +Kadmium dengan konsentrasi 0,075 ppm, 0,375 ppm, dan
0,750 ppm serta kontrol tanpa Kadmium ditambah starter sebanyak = 20 %.
' Di“shakér" pada suhu kamar. Tiap empat jam diukur "Optical Density'nya
menggunakan spe}ctrofotometer pada panjang gelombang 660 nm selama 36
jam. Setelah itu dibuat grafik pertuﬁ1buhan dengan sumbu X menunjukkan

waktu dan sumbu Y menunjukan absorban. (Austin, et al., 1988)

C.5. Pengukuran Kandungan Logam Kadmium Pada Isolat Bakteri Dengan
Metode AAS Flame | |
Pembuatan pasta bakteri. Biakan murni 1solat bakteri diinokulasikan ke
dalam labu Erlenmeyer yang berisi 200 ml SBS cair + 0,8 gr/l gliserol +
Kadmium dengan konsentrasi 0,075 ppm, 0,375 ppm, dan 0,750 ppin,_ serta
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kontrol tanpa CdCl,, kemudian di"shaker" pada suhu kamar selama 24-48 jam.
Disentrifugasi-kan pada 3000 rpm selama 15 menit. Pasta sel dicuci dengan
NaCl 0,9 % steril dengan cara disemprot dengan pipa steril. Disentrifugasi lagi
pada 3000 rpm selama 15 menit dan pasta sel dicuci dengan NaCl 0,9 % steril.
Kemudian disentrifugasi selama 15 menit pada 3000 rpm, setelah itu pasta sel
dipanen (Austm, et al., 1988).

Destruksi s gmpel isolat bakteri. Diambil pasta bakteri sebanyak 100 mg
berat basah dan dimasukkan dalam cawan porselen. Diuapkan pada suhu
110°C sampai kering. Dipanaskan pada subu 900°C selama dua jam kemuéian
didihginkan dan ditambah ,denga.ri 1 ml HNO, pekat. Diuapkan sampai
volume HNO, kira-kira setengan dari volume mula-mula kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 25 ml dan ditambah akuades hingga
volumenya 25 ml dan digojog, lalu dipindah ke dalam labu 'Erlenmeyer'. |
Dilakukeu‘i hal yang sama untuk sampel yang lain, yaitu sebanyak 24 s'ampeIA '
isolat bakteri yang berada dalam bentuk pasta (Anonlmus 1982).

© Pembuatan larutan standar Kadmium 1.5 ppm. Dimasukkan 0,375 ml
Jarutan stok Kadmium 100 ppm ke dalam labu ukur 25 mi dan ditambah HC
1% hmgga 25 ml. D1go;og agar homogen.

‘Pe ungar 1dmi etod Flame.
Disiapkan sampel bakteri yang sudah berada dalam bentuk larutan . Alat
dihidupkan, ditentukan arus lampu sebesar 6 mA. Kemudian ditentukan
waktu integrasi, selama 6 detik, pengulangan analisa sebanyak tiga kali, tipe

kalibrasi non linier, dan teknik absorpsi atom dengan nyala ( "flame" ). Setelah
itu dilakukan anaﬁsa standar dengan membuat reslop standar, ditunggu |
beberapa detik (pemundaan pémbacaan) dan kemudian dicetak kurva
kalibrasi. Selanjutnya dilakukan analisa sampel bakteri (Anonimus, 1993).

C.6. Karaktensam Tsolat Bakteri Penglkat Logam Kadmmm

benda cekung dan penumpnya chbersfnkan dengan alkohol dan d].flkSﬂSl di

atas lampu spmtus Diambil 1 ose isolat bakten dan dlSllSpBIlSlkan dengan




20

setetes akuades steril dan diletakkan di atas gelas penutup. Diteteskan |
vaselin pada empat tepi cekungan gelas benda, kemudian geias benda cekung

ditutupkan di atas gelas penutup dengan menempatkan suspensi biakan isolat |
tepat di lubang cekungan. Gelas benda dan penutup yang telah berlekatan
- secara tepat dibalik sehingga posisi suspensi menjadi menggantung pada gelas

~ penutup. Diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran kuat adanya

gerakan bakteri.
Fermentasi Karbohidrat. Diinokulasikan isolat bakteri ke masing-

masing tabung reaksi yang berisi medium laktosa, ghukosa, ﬁ"uktosa dan
sukrosa calryang telah diberi indikator Fenol Merah dan diisi dengan tabung
Durham ‘Diinkubasi pada suhu 37 dan 4°C selama 24-48 § jam dan diamati
perubahan warna pada medium serta terbentuknya gas pada tabung Durham.

Uji Katalase. Diteteskan satu tetes H,O; 3% pada gelas benda. Diambil
satu ose isolat bakteri dan diletakkan pada tetesan H,0, tersebut, Diamati
terjadinya gelembung udara dalam tetesan I_;I;Oz yang menunjukkan reaksi
positif. y - | |

B ojil Beg'ugsj Nitrat. Medium cair tripticase nitrat diinokulasi dengan
saﬁl ose isolat bakteri dén diinkubasi pada suhu 37 dan 44°C selama 24-48 jam. |
Setelah itu diambil 1'ml dan dituang pada, cawan porselen. .Dita‘mbahkan 1
- tetes lreagen' A dan 1 tetes reagen B. Adanya nitrit ditandai dengan
terbentuknya ‘warna merah atau pink. Dan untuk menguji adanya ni&at
dengan ditambahkan 1 mg bubuk Zn. Reaksi positif bila terjadi warna biru
(Cappuccino and Shen‘_naﬁ, 1983). | |

D. Rancangan Percobaan
© Dalam penelitian ini, perlakuan yang diberikan mehputl
D.1. Isolat '
Ada 2 isolat yang dlgunakan yaitu Il dan I,

D 2. Konsentram Kadmium _ ,
Dalam penelltlan ini. dlgunakan t;ga macam konsentram Kadmlum
(yang dibenkan dalam bentuk CdCI2 ), yaitu @ 075 ppm (K)),0375 ppm Ky,
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dan 0,750 ppm (K3), éerta kontrol tanpa pemberian Kadmium(K,).
Parameter yang diukur adalah kandungan logam Kadmium tiap 100 mg
berat basah dari isolat bakteri yang ditumbuhbkan dalam medium yang
mengandung logam Kadmium dan medium kontrol (tanpa Kadmium).
Adapun Rancangan Percobaan yang digunakan adalah Rancangan Acak
Lengkap dalam faktorial. Faktor pertama adalah isolat yang terdiri dari dua
taraf, yaitu I, dan I Sedang faktor ke dua adalah konsentrasi yang terdiri dari

~ empat taraf, yaitu Ky, K;, K;, dan K. Dengan pengulangan tiga kali masing-

masing perlakuan, maka didapat 24 unit percobaan.

Penelitian ini menggunakan model :

:Nilai pengamatan karena pengaruh bersama perlakuan i faktor isolat
- dan perlakuan j f_akt_br konsentrasi Kadmium

: Nilai rata-rata yang sebenarnya

: Pengaruh perlakuan ke i faktor jeﬁis isolat.

: Pengaruh per]akﬁan ke j faktor konsentrasi Kadmium. : 7

: Pengaruh inieraksi antara perlakuan i faktor jenis isolat dengan per-

lakuan j faktor konsentrasi Kadmium.

: Nilai kesalahan dari unit ulangan ke k dalam kombinasi perlakuan.






