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SKRINING BAKTERI RESISTAN ANTIBIOTIK DAN 

KARAKTERISASI BAKTERI KONSORSIUM A2 DARI 

LUMPUR LAPINDO 

 

ABSTRAK 

 

Pada penelitian ini telah dilakukan skrining bakteri resistan 

antibiotik ampisilin dengan konsentrasi 0,25 ppm dari lumpur 

Lapindo titik A1 (Lintang Selatan: 70 31’46,23” dan Bujur Timur: 

1120 42’36,83”). Berdasarkan hasil skrining, bakteri konsorsium A2 

telah berhasil diisolasi dan dilakukan pengujian di antaranya, uji 

pewarnaan gram, pembuatan kurva pertumbuhan, dan uji interaksi 

konsorsium A2 dengan jamur uji. Jamur uji yang dipilih adalah 

Aspergillus fumigatus. Uji pewarnaan gram menunjukkan bahwa 

konsorsium A2 dominan bakteri gram negatif berbentuk basil. Pada 

kurva pertumbuhan, diketahui durasi waktu hidup konsorsium A2 

selama 32 jam dengan waktu awal stasioner pada jam ke-12. Pada 

uji dual kultur tidak didapati adanya interaksi penghambatan pada 

jamur Aspergillus fumigatus.  

 

Kata kunci: antibiotik, bakteri konsorsium, lumpur lapindo, 

resistensi antibiotik 
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SCREENING OF ANTIBIOTIC RESISTANCE 

BACTERIA AND CHARACTERIZATION OF A2 

CONSORTIUM BACTERIA FROM LAPINDO 

MUD 

 
 

ABSTRACT 

This study was carried out to screen for potential antimicrobial 

resistance of 0.25 ppm ampicillin from Lapindo mud A1(South 

Latitude: 70 31'46,23 "and East Longitude: 1120 42'36,83"). As a 

result of screening, the A2 consortium bacteria was successfully 

isolated and tested, including gram staining test, making growth 

patterns, and interaction testing of A2 consortium with fungi. In this 

study, fungi that chosen is Aspergillus fumigatus. The gram staining 

test showed that the A2 consortium is dominant a gram-negative 

bacil bacteria. On the growth curve, it is known the lifetime of the 

A2 consortium for 32 hours with the stationary time start at 12 

hours. In the dual culture testing result, there was no inhibition 

interaction with fungi Aspergillus fumigatus.  

 

 

Keywords: antibiotic, antibiotic resistance, consortium bacteria, 

Lapindo mud 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

Sejak ditemukannya antibiotik Penisilin oleh Alexander 

Fleming pada abad ke-19 (Tan dan Tatsumura, 2015), penemuan 

senyawa antibiotik lain terus dilakukan. Hal ini diakibatkan 

beberapa bakteri saat ini telah resisten terhadap setidaknya satu dari 

senyawa antibakteri yang ada. Bakteri patogen yang resisten 

terhadap agen antibiotik dapat menimbulkan kerugian dalam 

bidang kesehatan, yakni resiko biaya pengobatan meningkat, 

infeksi berkepanjangan, dan resiko kematian meningkat (Fiscbach 

dan Walsh, 2009).  

Antibiotik merupakan obat yang dapat digunakan sebagai 

pembunuh bakteri atau pencegah tumbuhnya bakteri (Kementerian 

Kesehatan Republik Indonesia, 2011). Bakteri penghasil antibiotik 

biasanya resisten terhadap keberadaan antibiotik. Bakteri resisten 

antibiotik bisa diisolasi dari pantai (Dwyana dan Fahruddin, 2012), 

tanah (Begum dkk., 2017), lumpur (Sepanian dkk., 2018), 

mangrove (Permadi dan Zulaika, 2016), dan urin (Kumala dkk., 

2009). Isolasi bakteri resisten antibiotik dari tempat yang berbeda 

dapat menentukan karakteristik dan mekanisme resistensi sel 

terhadap zat antibiotik yang berbeda pula. Hal ini bisa dipengaruhi 

oleh adanya metabolit sekunder bakteri yang berbeda karena 

menyesuaikan dengan habitat dimana dia tinggal.  

Hingga saat ini upaya penemuan bakteri dari berbagai lokasi 

ekstrim masih terus dilakukan. Penemuan tersebut bahkan berlanjut 

hingga berhasil mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri pada 

wilayah ekstrim, semisal pada kadar garam tinggi, suhu tinggi, suhu 

rendah, dan tekanan tinggi (Chihomvu dkk., 2014). Bakteri 

ekstrimofil dideskripsikan sebagai suatu organisme yang dapat 

beradaptasi dengan lingkungannya melalui optimalisasi proses 

metabolisme. Mikroba yang hidup di wilayah tersebut memiliki 

adaptasi yang berbeda sesuai dengan lingkungan tempat hidupnya, 

hal ini lah yang mengakibatkan semakin beragamnya jenis bakteri



 

 

 

 

ekstrimofil, di antaranya, bakteri yang hidup di suhu tinggi 

(thermophiles), kadar garam tinggi (halophiles), dan pH tinggi 

(alkaliphiles) (Purohit dkk., 2014). 

Lumpur lapindo adalah salah satu tempat tujuan isolasi 

mikroorganisme resisten antibiotik karena memiliki karakteristik 

yang unik, seperti memiliki sisi suhu ekstrim, kandungan logam 

berat tinggi, salinitas, dan alkalinitas tinggi. Pada penelitian 

sebelumnya telah berhasil diisolasi bakteri dari Lumpur Lapindo 

sebagai agen bioremediasi timbal (Pb) (Rohmah, 2017), 

biodegradasi Cr(VI) (Ewaldo dan Agus, 2016), bakteri penghasil 

xilanase (Habibie dkk., 2014), bakteri sebagai agen biostimulan 

pada tanaman padi (Pracahyo dkk., 2015), dan juga bakteri 

penghasil antibiotik yang digunakan sebagai larvasida terhadap 

larva Aedes aegypti (Yotopranoto dkk., 2017). Dengan kondisi 

lingkungan lumpur lapindo seperti itu, kemungkinan besar dapat 

ditemukan beraneka macam spesies bakteri, salah satunya bakteri 

resisten antibiotik. Saat ini, masih sedikit penelitian yang berfokus 

dalam mengisolasi bakteri resisten antibiotik di Lumpur Lapindo.  

Data penelitian oleh (Pertiwi dkk.,2015) berhasil mengisolasi 

bakteri Streptomyces dari tanah Lumpur Lapindo pada radius 200 

m, 500 m, dan 1 km dengan adanya arahan lokasi dari Badan 

Penanggulangan Lumpur Sidoarjo (BPLS). Bakteri Streptomyces 

mampu menghasilkan metabolit sekunder berupa senyawa 

antibiotik yang diperlukan dalam pengobatan infeksi tertentu. 

Namun, dikarenakan pada tahun 2019 area Lumpur Lapindo yang 

semakin luas, BPLS terpaksa diberhentikan atas perintah presiden 

sejak tahun 2017 (Peraturan Presiden Republik Indonesia, 2017). 

Pada penelitian ini, telah dilakukan isolasi bakteri resisten 

antibiotik dan karakterisasi bakteri tersebut dari Lumpur Lapindo 

dengan mempertimbangkan titik lokasi dan kondisi lingkungan 

Lumpur Lapindo yang berbeda. 

1.2. Rumusan Masalah 

 Semakin meningkatnya bakteri resistan antibiotik menjadi 

kesempatan dalam mengisolasi bakteri di beberapa tempat ekstrim. 
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Di tahun 2019, area Lumpur Lapindo yang semakin luas menjadi 

tantangan baru dalam menemukan isolat bakteri resistan. Empat 

tahun lalu telah berhasil diisolasi bakteri penghasil antibiotik dari 

wilayah Lumpur Lapindo dalam radius 200 m, 500 m, dan 1 km 

(Pertiwi dkk., 2015). Dari penelitian ini diharapkan dapat 

mengisolasi jenis bakteri resistan antibiotik dan karakterisasi 

bakteri tersebut di titik lokasi dan kondisi lingkungan Lumpur 

Lapindo yang berbeda. 

1.3. Tujuan 

 Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan isolat 

bakteri resistan antibiotik dan karakterisasi bakteri tersebut di titik 

lokasi dan kondisi Lumpur Lapindo yang berbeda. 

1.4. Batasan Masalah 

     Permasalahan pada penelitian ini dibatasi pada titik lokasi 

sampling pada titik A1 (Lintang Selatan: 70 31’46,23” dan Bujur 

Timur: 1120 42’36,83”). Skrining dibatasi pada penambahan 

antibiotik ampisilin dan uji interaksi antijamur dengan 

menumbuhkan isolat bakteri bersama Aspergillus fumigatus. 

1.5. Manfaat   

 Manfaat dari penelitian ini antara lain: 

1. Memberikan data ilmiah terbaru tentang isolat bakteri 

resistan antibiotik di titik lokasi dan kondisi Lumpur 

Lapindo yang berbeda. 

2. Menemukan isolat bakteri yang resistan antibiotik untuk 

memberikan studi lanjut terkait manfaat penghasil 

antibiotik di masa depan. 
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“Halaman ini sengaja dikosongkan” 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5 

 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Lumpur Lapindo 

Pada penelitian ini, diambil sampel dari wilayah lumpur 

lapindo di kecamatan Porong, kabupaten Sidoarjo, Jawa Timur. 

Lumpur lapindo biasa dikenal dengan sebutan Lula atau Lumpur 

sidoarjo (Lusi), terletak pada 112o Lintang Selatan dan 7o Bujur 

Timur, sekitar 12 km dari kota Sidoarjo (Gambar 2.1). Kondisi 

udara di kecamatan Porong cenderung panas, dengan range 

temperatur udara rata-rata pada siang hari sebesar 330C (Badan 

Meteorologi Klimatologi dan Geofisika, 2019). 

 

                            

 

  

 

 

 

 

Gambar 2.1 Peta kabupaten Porong, Sidoarjo 

(Sumber : terasjatim.com) 

 Banjir lumpur lapindo berawal dari munculnya semburan 

lumpur pada lokasi pengeboran minyak bumi sumur Banjar Panji 1 

yang dioperasikan oleh PT.Lapindo Brantas Inc (Lapindo) (Elika 

dkk., 2017). Semburan lumpur pertama kali muncul pada hari 

Senin, 29 Mei 2006 (Akbar, 2007). Munculnya semburan lumpur 

ini diakibatkan oleh kelalaian prosedural. Pada saat pengeboran 

memasuki kedalaman 8.500 kaki, operator seharusnya melakukan 

pemasangan selubung pengaman (Davies dkk., 2007). Berdasarkan 

dokumen rapat teknis PT. Lapindo diketahui bahwa saat 

pengeboran mencapai kedalaman 9.297 kaki, operator tidak   
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memasang selubung pengaman. Kelalaian ini mengakibatkan 

letupan gas menekan alat bor sehingga mendorong lumpur naik ke 

permukaan. (Akbar, 2007). 

 Luapan lumpur yang muncul ke permukaan banyak 

mengandung material vulkanis yang disertai gas. Semburan gas 

tersebut dinamakan mud volcano (Mustopo dan Risanti, 2013). 

Sampai saat in semburan lumpur masih keluar dengan kapasitas 

sebesar 30.000 m3 – 80.000 m3 per hari dengan suhu di pusat 

semburan sekitar 1000C. Pada tahun 2006-2007 diperkirakan 

volume lumpur yang keluar dari pusat semburan sebesar 100.000 

m3/hari dan sempat mengalami penurunan pada Juli 2009 menjadi 

75.000 m3/hari (Triwulan dkk., 2014). Volume semburan lumpur 

yang semakin tinggi disebabkan masih tingginya tekanan dari 

dalam bumi dan pengendalian lumpur yang kurang baik (Lasino 

dan Setiati, 2017). 

  Selama proses menyemburnya lumpur, sebanyak 50% 

material yang dikeluarkan berbentuk padatan yang lama kelamaan 

akan mengalami pengendapan (Salam, 2017). Sedimen lumpur 

sidoarjo memiliki sifat fisik berwarna abu-abu kehitaman, butiran 

halus (Lasino dan Setiati, 2017), dan memiliki tekstur seperti tanah 

menggumpal. Kandungan tanah lumpur lapindo secara umum 

berupa clay (lempung), silt (lanau), dan sand (pasir) (Noerwarsito, 

2006).  Menurut Depudi Bidang TPSA-BPPT tentang hasil analisa 

kimia lumpur lapindo, terdapat senyawa Al2O3 sebanyak 25,07% 

dan SiO2 sebanyak 54,92%, hal ini sesuai dengan penampakan 

sedimen lumpur sidoarjo secara fisik (TPSA-BPPT, 2006). Selain 

sedimen lumpur, luapan lumpur lapindo memiliki kandungan gas 

CO2 sebanyak 9,9-11,3%; CH4 sebanyak 83-85,4%; dan beberapa 

gas hidrokarbon lain nya (Mazzini dkk., 2007). 

 Kandungan sedimen lumpur lapindo yang mengandung 

mineral cukup tinggi telah dimanfaatkan dalam berbagai aplikasi. 

Penelitian terkait pemanfaatan sedimen lumpur lapindo telah 

dikembangkan sejak awal tahun 2007, beberapa aplikasinya antara 

lain digunakan sebagai campuran untuk meningkatkan kekuatan 

genteng keramik (Setyowati, 2009), agregat ringan untuk beton 
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(Lasino dan Setiati, 2017), adsorben pewarna acid orange 52  

(Kamarudin dkk., 2019), campuran pasta ringan berserat (Triwulan 

dkk., 2014), dan adsorben untuk pemurnian etanol (Arista, 2011).  

 Selain digunakan sebagai adsorben dan material bahan 

bangunan,  di sedimen lumpur lapindo juga ditemukan 

mikroorganisme lain yang bisa diisolasi, seperti jamur, kapang, dan 

bakteri. Isolat bakteri yang ditemukan di sedimen lumpur lapindo 

dapat dimanfaatkan sebagai agen bioremediasi timbal (Pb) 

(Rohmah, 2017), biodegradasi Cr(VI) (Ewaldo dan Agus, 2016), 

bakteri penghasil xilanase (Habibie dkk., 2014), bakteri sebagai 

agen biostimulan pada tanaman padi (Pracahyo dkk., 2015), dan 

juga bakteri penghasil antibiotik yang digunakan sebagai larvasida 

terhadap larva Aedes aegypti (Yotopranoto dkk., 2017). Dengan 

kondisi lingkungan lumpur lapindo seperti itu, kemungkinan besar 

dapat ditemukan beraneka macam spesies bakteri, salah satunya 

bakteri resistan antibiotik.    

2.2. Antibiotik 

 Antibiotik berasal dari paduan dua kata bahasa asing yakni, 

anti dari Bahasa inggris yang artinya tidak suka, sedangkan biōtikos 

dari Bahasa yunani yang artinya sesuatu yang hidup/makhluk 

hidup. Penggunaan kata antibiotik mulai dikenal luas sebagai kata 

benda oleh Selman Waksman pada tahun 1941 (Clardy dkk., 2009) 

jauh setelah antibiotik penisilin ditemukan pertama kali oleh 

Alexander Flemming pada pertengahan abad 19 (Tan dan 

Tatsumura, 2015). Selman mendefinisikan antibiotik sebagai 

senyawa yang dihasilkan dari makhluk hidup untuk menghambat 

pertumbuhan mikroorganisme.  

 Antibiotik merupakan obat yang dapat digunakan sebagai 

pembunuh bakteri atau pencegah tumbuhnya bakteri (Kementerian 

Kesehatan Republik Indonesia, 2011). Salvarsan merupakan 

antibiotik pertama di dunia yang berhasil disintesis oleh Ehrlich 

pada tahun 1910 untuk mengobati sifilis. Senyawa antibiotik yang 

didapatkan dari hasil sintesis memiliki kelemahan dari segi 
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keamanan dan efisiensi (Powers, 2004). Hingga pada tahun 1928, 

Alexander Flemming menemukan penisilin yang dapat 

menghambat tumbuhnya bakteri Staphylococcus aureus di sekitar 

jamur Penicillium. Berawal dari penemuan penisilin, para peneliti 

mulai mengembangkan potensi mikroorganisme penghasil 

antibiotik lain seperti antibiotik streptomisin yang dihasilkan  dari 

mikroorganisme tanah yakni spesies Streptomyces griseu (Sagaa & 

Yamaguchi, 2009).  

 Beberapa penemuan antibiotik lainnya juga berhasil 

didapatkan dari mikroorganisme yang diisolasi dari tanah seperti 

kloramfenikol, tetrasiklin, makrolida, dan glikopeptida. Selama 

perang dunia II, peneliti berupaya untuk menemukan potensi 

penisilin sebagai obat antibakteri hingga didapatkan struktur 

penisilin pada gambar 2.2. Penemuan penisilin menjadi cikal bakal 

ditemukannya beberapa antibiotik turunan seperti metisilin, 

ampisilin, dan piperasilin.  

                  

  Gambar 2.2 Struktur penisilin          

 Sebagai contoh, salah satu turunan penisilin didapatkan dari 

penambahan gugus amino ke dalam molekul benzilpenisilin 

sehingga menghasilkan ampisilin (Wright & Wilkowske, 1991) 

seperti yang teramati pada gambar 2.3. Berdasarkan gambar 

tersebut, dapat diketahui adanya struktur cincin β-laktam pada 

struktur penisilin dan ampisilin, sehingga kedua antibiotik tersebut 

dikategorikan dalam antibiotik β-laktam (Kong dkk., 2010).  
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Gambar 2.3 Struktur ampisilin 

 Klasifikasi antibiotik berdasarkan mekanisme kerjanya dibagi 

menjadi 4, yakni menghambat sintesis atau merusak dinding sel 

bakteri seperti golongan β-laktam, memodifikasi atau menghambat 

sintesis protein contohnya aminoglikosid, menghambat enzim 

esensial dalam metabolism folat seperti trimetoprim, dan 

mempengaruhi sintesis atau metabolisme asam nukleat contohnya 

kuinolon (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2011).  

Antibiotik β-laktam umumnya bersifat bakterisid, dan 

sebagian besar efektif terhadap organisme gram positif dan negatif. 

Karena termasuk ke dalam antibiotik β-laktam, penisilin dan 

ampisilin sama-sama memiliki efek penghambatan sintesa dinding 

sel mikroba (Raynor, 1997). Antibiotik ini menghambat proses 

terakhir dalam sintesis peptidoglikan, yaitu proses heteropolimer 

yang dapat memberikan stabilitas mekanik pada dinding sel bakteri 

(Kementerian Kesehatan Republik Indonesia, 2011). Ampisilin 

memiliki aktivitas yang lebih luas terhadap bakteri basil yang 

memiliki pewarnaan gram negatif aerob daripada penisilin, tetapi 

saat ini semakin banyak strain bakteri koliform yang resistan 

terhadap obat (Raynor, 1997). 

2.3.  Bakteri  

2.3.1 Bakteri Konsorsium 

   Bakteri berasal dari bahasa yunani, yakni bacterion yang 

berarti tongkat. Nama bakteri mulai dikenal luas sebagai 

sekelompok mikroorganisme bersel satu, berkembangbiak dengan 
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membelah diri, serta berukuran mikroskopis sehingga dapat 

diamati dengan bantuan mikroskop (Suhartini, 2003). Bakteri 

merupakan salah satu golongan organisme prokariotik – tidak 

memiliki selubung inti sel – namun memiliki informasi genetik 

seperti DNA, meskipun tidak memiliki nukleus dan membran inti 

(Brooks dkk., 2012). 

 Selain dikenal sebagai suatu isolat tunggal, bakteri juga bisa 

ditemukan berupa konsorsium atau sengaja dikonsorsiumkan. 

Sejak beberapa tahun terakhir telah dikembangkan penemuan 

bakteri konsorsium untuk memberikan efek yang lebih baik 

dibandingkan dengan isolat tunggal.  Konsorsium bakteri adalah 

campuran dari berbagai strain bakteri yang mempunyai 

kemampuan yang sama atau saling melengkapi dan menguatkan 

dalam menjalankan fungsi tertentu, seperti misalnya konsorsium 

bakteri probiotik (Zainuddin, 2017), konsorsium bakteri agen 

bioremediasi (Prayitno, 2017), dan konsorsium bakteri agen 

biokontrol dan pertumbuhan tanaman (Munif dkk., 2015).  

 Penelitian yang dilakukan oleh (Kalay dkk., 2016) 

menghasilkan pupuk hayati yang berisi bakteri konsorsium berupa 

bakteri pemfiksasi nitrogen (Azosprilium sp., Acinetobacter sp., 

Azotobacter vinelandii), bakteri pelarut fosfat (Pseudomonas 

cepacia, Azotobacter chroococcum) yang dapat meningkatkan 

pertumbuhan tanaman karena menambah nitrogen bebas. Selain 

bermanfaat di bidang pertanian, bakteri konsorsium juga dapat 

bekerja bersinergi dalam pengaplikasian di bioremediasi. Seperti 

penelitian yang dilakukan oleh (Komarawidjaja, 2009)  

menggunakan konsorsium mikroba untuk mendegradasi limbah 

minyak mentah. Satu jenis mikroba akan sulit mendegradasi 

beraneka macam senyawa yang terdapat pada minyak mentah, 

untuk itulah digunakan konsorsium mikroba karena kerja enzim 

dari tiap jenis mikroba dapat saling melengkapi untuk dapat 

bertahan hidup dengan menggunakan sumber nutrien yang tersedia 

dalam media mengandung minyak bumi (Okoh, 2006). 
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2.3.2 Resistensi Antibiotik  

  Resisten diambil dari kata resist yang berarti adanya posisi 

bertahan, berusaha melawan terhadap sesuatu yang lain 

(Dictionary.com, 2019). Resistom adalah kumpulan gen resistensi 

antibiotika dan prekusor pada bakteri patogen maupun non-

patogen. Beberapa gen resistensi antibiotik dibagi menjadi empat 

jenis gen, di antaranya, gen resistensi pada bakteri patogen, gen 

resistensi pada bakteri penghasil antibiotik, gen yang mengkode 

resistensi untuk menyerang bakteri patogen, dan gen resistensi 

samar karena tingkat ekspresinya rendah (Sultan dkk., 2018). 

 Terjadinya resistensi antibiotik dapat diketahui melalui 

mekanisme kinerja obat, spektrum aktivitas obat, dan sifat 

mikroorganisme. Beberapa faktor yang mendasari kepekaan 

mikroorganisme terhadap antimikroba pada keadaan seperti, 

perubahan permeabilitas sel terhadap antibiotik, penghasil enzim 

yang dapat mengurai antibiotik, jumlah zat endogen yang bekerja 

terhadap antibiotik meningkat, dah jumlah reseptor antibiotik pada 

sel atau komponen yang berubah (Sudigdoadi, 2015). 

 Sifat resistensi bakteri dapat diperoleh dengan 2 cara yakni 

secara intrinsik dan diperolah pada kondisi tetentu, seperti adanya 

mutasi kromosom atau transfer DNA. Mekanisme resistensi 

antibiotik pada bakteri dijelaskan pada gambar 2.4, dikutip dari 

(Bezoen dkk., 2001), sel bakteri dapat memodifikasi target dengan 

sintesis enzim, mencegah antibiotik masuk dalam sel dengan 

meningkatkan efflux obat, menonaktifasi antibiotik (destruksi 

antibiotik), dan kegagalan mengubah prekusor inaktif menjadi 

aktif.  
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Gambar 2.4 Mekanisme Resistensi Antibiotik pada Bakteri 

Sumber: Today.mims.com 

 

Saat ini sudah ditemukan bakteri resisten terhadap antibiotik 

golongan β-laktam, seperti penisilin, ampisilin, dan sepalosforin. 

Pada bakteri gram positif, mekanisme resistensi umumnya terjadi 

akibat perubahan pada target antibiotik. Ikatan Penicillin-Binding-

Protein (PBP) dirubah oleh bakteri strain resisten. Perubahan PBP 

ini tidak dapat diatasi dengan menggunakan inhibitor β-laktamase 

(Harniza, 2009). Kelompok bakteri Actinomycetes dikenal sebagai 

bakteri gram positif yang mempunyai kemampuan menghasilkan 

antibiotik (Jannah, 2013).  Mekanisme kinerja antibakteri yang 

dihasilkan oleh kelompok Actinomycetes dengan cara menghambat 

sintesa protein (E.Mutschler dkk., 1999).  

Selain pada bakteri gram positif, sifat resistensi antibiotik β-

laktam juga bisa dialami oleh bakteri gram negatif. Bakteri gram 

negatif seperti Proteus mirabilis dapat memproduksi enzim β-

laktamase dalam jumlah cukup tinggi (Sykes & Matthew, 1976). 
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Enzim ini yang menyebabkan cincin β-laktam pada ampisilin 

terbuka sehingga merusak aktivitas antibakteri (Sudigdoadi, 2015). 

2.4.  Metode Isolasi Mikroorganisme 

2.4.1 Teknik Pengambilan Sampel  

  Sebelum melakukan sampling pada suatu lokasi diperlukan 

pengetahuan khusus tentang teknik pengambilan sampel. Hal ini 

dilakukan supaya sampel yang diambil dari populasinya 

merupakan data representatif sehingga diperoleh informasi yang 

cukup mewakili populasi (Nasution, 2003). Penggolongan terhadap 

teknik sampling dapat dilihat pada gambar 2.5, dimana secara garis 

besar teknik pengambilan sampel dibagi menjadi 2, yaitu 

Probability sampling dan Non-Probability sampling (Sugiyono, 

2001).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.5 Diagram Teknik Sampling 

(Sumber: Sugiyono, 2001) 

 

Teknik Sampling 

Probability sampling Non Probability sampling 

 

Simple random s. 

Proportionate random s.  

Disaproportionate 

random s. 

Cluster s. 

Sistematic s. 

Kuota s. 

Incidental s. 

Purposive s. 
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 Pada teknik pengambilan sampel probability sampling yakni 

pengambilan sampel secara acak, artinya semua sampel memiliki 

kesempatan yang sama untuk diambil dan dianalisa. Kelebihan 

pemilihan teknik Probability sampling yakni dapat diketahui 

derajat kepercayaan sampel dapat ditentukan dan dihitung secara 

statistik (Nasution, 2003). Dibandingkan dengan Probability 

sampling, teknik pengambilan sampel secara Non-Probability 

sampling justru tidak memberi kesempatan yang sama bagi setiap 

anggota populasi untuk dipilih menjadi sampel (Susilana, 2010). 

Kelebihan dari teknik pengambilan sampel ini adalah memerlukan 

biaya yang sedikit dan tidak memerlukan ketepatan yang tinggi 

(berupa gambaran umum) (Nasution, 2003). 

 Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh (Ritonga, 

2018) telah dilakukan isolasi bakteri tanah dengan menggunakan 

teknik sampling simple random dengan pertimbangan peneliti yang 

bertujuan untuk isolasi mikroba dan mendapatkan nilai maksimum, 

minimum, dan rata-rata karakteristik mikroba pada suatu areal 

tertentu berdasarkan analisis statistik (Saraswati dkk., 2007). Selain 

itu, penelitian yang dilakukan oleh (Pertiwi dkk., 2015) pada 

lumpur lapindo menggunakan teknik sampling yang bertujuan atau 

disebut Purposive sampling. Hal ini diketahui dari beberapa kriteria 

yang dipaparkan oleh peneliti yakni pengambilan sampel 

berdasarkan titik lokasi yang sudah ditentukan sebelumnya. 

Beberapa kriteria yang peneliti tentukan yakni pengambilan sampel 

dengan radius 200 m, 500 m, hingga 1 km dari pusat semburan 

lumpur.  

 

2.4.2 Teknik Isolasi Mikroorganisme 

  Isolasi Mikroorganisme adalah upaya pemisahan mikroba 

dari lingkungannya di alam dan menumbuhkan sebagai biakan 

murni dalam media yang telah disesuaikan (Moenir dkk., 2016). 

Prinsip dasar dari isolasi adalah mendapatkan mikroba dengan cara 

memisahkannya dari beberapa kumpulan mikroba lain yang 

terdapat dalam suatu substrat (Yunilas, 2017). Di alam, umumnya 



15 

 

 

 

mikroba ditemukan dalam bentuk campuran yang bersimbiosis satu 

sama lain. Untuk mengisolasi mikroba perlu memperhatikan cara 

menanam dan menumbuhkan pada medium biakan serta kondisi 

pertumbuhannya (Jutono dkk.,1980). Beberapa teknik isolasi dan 

pemurnian mikroba di antaranya,  

a. Spread Plate Method  

 Metode spread plate (cawan sebar) merupakan teknik isolasi 

mikroba dengan menginokulasikan kultur mikroba dengan 

menyebar menggunakan spreader (gambar 2.6), bisa berupa batang 

L atau batang T pada permukaan media padat agar mikroba 

tersuspensi dalam media secara merata (Yunilas, 2017). Sebelum 

melakukan penyebaran pada media, dipelrukan pengenceran 

biakan kultur mikroba untuk mengetahui konsentrasi dan jumlah 

koloni yang terkandung dalam suatu kultur (30-300 koloni). Pada 

spread plate umumnya hanya 0,1 ml kultur mikroba yang 

ditambahkan karena bertujuan untuk menumbuhkan mikroba di 

atas permukaan agar (Moenir dkk., 2016). 

 

Gambar 2.6 Metode inokulasi cawan sebar 

(Sumber: Patel, 2013) 

 

b. Pour Plate Method 

 Metode pour plate (cawan tuang) adalah menambahkan kultur 

bakteri ke dalam media padat yang belum mengeras. Media yang 

ditambahkan tidak boleh terlalu panas (suhu sekitar 45-500C) agar 

tidak merusak/membunuh mikroba (Yunilas, 2017). Setelah 

diinkubasi, akan terlihat mikroba yang tumbuh di dalam, di tengah, 

atau di permukaan agar (Gambar 2.7). Dari hasil ini dapat diketahui 
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jenis mikroba yang tumbuh berupa anaerob atau aerob berdasarkan 

kebutuhan O2 (Dwijoseputro, 2005). Metode pour plate memiliki 

kelebihan di antaranya, pengerjaan lebih mudah, tidak memerlukan 

peralatan khusus seperti spreader dan ose, diperoleh berbagai jenis 

mikroba aerob dan anaerob, sel dapat dipisahkan karena 

membentuk koloni terpisah. Kelemahan metode ini adalah kurang 

efisien dari segi waktu dan biaya (Gilchrist dkk., 1973). 

Gambar 2.7 Metode inokulasi cawan tuang 

(Sumber: NaturalGreen) 

 

c. Streak Plate Method 

 Metode streak plate (cawan gores) merupakan metode 

pemindahan mikroba dengan cara menggoreskan ose atau jarum 

inokulasi dari kultur mikroba ke media padat (Yunilas, 2017). 

Metode ini kuadran 4-streak biasanya paling umum digunakan 

dalam mengisolasi mikroorganisme yang diinginkan (Gambar 2.8). 

Beberapa tipe goresan pada metode ini di antaranya, sinambung, 

radian, kuadran, dan goresan T (Van Soestberge & Chingo, 1969). 

Kelebihan dari metode gores ini adalah menghemat bahan dan 

waktu. 
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Gambar 2.8 Metode inokulasi cawan gores 

(Sumber: Microbenotes) 

2.5. Uji Identifikasi Mikroorganisme 

2.5.1 Pewarnaan Gram Bakteri 

  Salah satu metode yang digunakan dalam mengidentifikasi 

suatu bakteri adalah melalui pewarnaan gram. Pewarnaan gram 

merupakan pewarnaan dasar yang paling umum digunakan di 

laboratorium mikrobiologi (Rahayu & Gumilar, 2017). 

Berdasarkan klasifikasi menurut Hans Christian Gram yang 

didasarkan pada perbedaan respon terhadap prosedur pewarnaan 

gram dan struktur dinding sel, bakteri dibagi menjadi dua, yaitu 

bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. Dinding sel bakteri 

gram positif hanya memiliki satu lapisan yaitu lapisan 

peptidoglikan yang tebal, sedangkan sel bakteri gram negatif 

memiliki dua lapisan dinding sel, yaitu lapisan lipoposakarida dan 

lapisan peptidoglikan tipis (Timothius, 1982).  

 Pada pewarnaan gram dapat diketahui bentuk morfologi sel 

bakteri dan penggolongan bakteri gram. Untuk mendapatkan hasil 

penggolongan bakteri gram yang valid, maka terlebih dahulu perlu 

didapatkan isolat murni. Menurut (Hidayat, 2011), sel bakteri 

ditambahkan pada kaca objek dalam keadaan sudah di-inaktifkan, 

kemudian ditambahkan pewarna kristal violet. Bakteri akan 

menyerap warna ungu dan ketika pencucian dengan aseton, bakteri 

gram positif akan mengikat pewarna ungu dari kristal violet 

sehingga sel akan terlihat berwarna ungu di mikroskop. Untuk 
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bakteri gram negatif akan terlihat berwarna merah muda akibat 

penambahan pewarna safranin (Rahayu & Gumilar, 2017). 

 

2.5.2 Uji Interaksi Bakteri 

  Analisis interaksi antara jamur dengan bakteri dilakukan 

dengan tujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan bakteri 

pada pertumbuhan jamur. Uji interaksi ini bisa juga disebut sebagai 

uji antagonis. Antagonisme merupakan sifat organisme yang 

menyebabkan kerugian bagi mikroorganisme lain yang tumbuh 

berasosisasi secara bersama. Bentuk antagonisme tersebut bisa 

terjadi karena adanya kompetisi nutrisi dan ruang yang terbatas, 

antibiosis hasil sekresi antibiotik atau senyawa yang dihasilkan 

mikroorganisme, dan sifat mikroorganisme yang predator, 

hiperparasit atau mikroparasit. 

 Uji antagonis secara in vitro dibagi menjadi 2 metode, yaitu 

metode dual kultur dan slide kultur. Metode dual kultur modifikasi 

menurut (Singh & Vijay, 2011), yakni 2 koloni mikroorganisme 

ditumbuhkan berdampingan dengan jarak tertentu dalam 1 cawan 

petri (Gambar 2.9). Penelitian (Singh & Vijay, 2011) dilakukan 

dengan cara menkulturkan secara bersamaan jamur Fusarium dan 

Trichoderma. 

  

 

 

 

 

 

Gambar 2.9 Metode dual kultur 

 

 

Hasil dual culture Kontrol 
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 Pada metode slide kultur dilakukan untuk mengetahui 

mekanisme mikroparasit antara kedua mikroorganisme (Dwiastuti 

dkk., 2015). Pada metode ini, ditambahkan slide glass sebelum 

memadatkan media agar (Gambar 2.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.10 Metode slide kultur 

2.6. Turbidimetri dan Spektrofotemeter UV-Vis 

 Spektrofotometer UV-Vis merupakan instrumen yang 

mengukur panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet 

(Dachriyanus, 2004) melalui cahaya tampak yang diabsorbsi oleh 

molekul di dalam larutan (Yanlinastuti & Fatimah, 2016).  Sampel 

larutan bisa berupa larutan, gas, atau uap. Panjang gelombang 

maksimal pada analisa ini dapat diketahui berdasarkan jenis 

pelarutnya (Suhartati, 2017). Beberapa komponen yang ada dalam 

instrumentasi spektrofotometer UV-Vis adalah sumber sinar, 

monokromator, sel, detektor dan rekorder (Zackiyah, 2013). 

 Penggunaan spektrofotometer UV-Vis dapat dikaitkan dengan 

turbidimetri. Prinsip dasar turbidimetri didasarkan pada kekeruhan 

akibat adanya suspensi partikel dalam larutan (Zega dkk.,2017). 

Metode pengukuran turbiditas dilakukan terhadap pengukuran efek 

ekstingsi yakni ketika cahaya mulai tidak terlihat dalam lapisan 

medium yang keruh. Dasar pengukuran inilah yang menjadikan 

analisa turbidimetri umum diaplikasikan dalam biokimia, sebagai 

contoh, pengukuran biomassa pada jamur berhubungan dengan 

Hasil slide culture Kontrol 
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Optical Density (OD) dalam pengujian resistensi terhadap filamen 

jamur lain secara in-vitro (Meletiadis dkk.,2003). Turbidimetri juga 

digunakan dalam pembuatan kurva pertumbuhan mikroorganisme. 

Dengan adanya turbidimetri, dapat diketahui secara detail 

pertumbuhan masing-masing mikroorganisme dan fase stasioner 

selama kurva pertumbuhan (Meletiadis dkk., 2001). 

2.7. Kurva Pertumbuhan 

 Pertumbuhan organisme prokariot seperti bakteri, biasanya 

mengikuti pola pertumbuhan tertentu dan melibatkan penambahan 

volume sel, ukuran sel, dan jumlah sel (Kusnadi, 2003). Kurva 

pertumbuhan tidak mengamati penambahan ukuran dan volume sel, 

tetapi berkaitan dengan bertambahnya jumlah sel (Echeverri, 

2015). Kurva pertumbuhan bakteri didapatkan dari plot data 

pertumbuhan bakteri dalam sistem tertutup (sistem Batch) tanpa 

penambahan media selama beberapa waktu tertentu (Sari, 2008). 

 Pertumbuhan bakteri dapat diketahui dengan dua macam 

pengukuran, yaitu metode turbidimetri dengan spektrofotometer 

UV-Vis dan metode hitungan cawan. Metode turbidimetri memiliki 

keuntungan yaitu mudah dilakukan, data absorbansi dapat dengan 

cepat diketahui, dan selama prosesnya tidak merusak sampel (Maia 

dkk., 2016). Kelebihan pada metode hitungan cawan yakni dapat 

mengetahui jumlah sel yang hidup dan yang terlihat oleh mata, 

sedangkan pada metode turbidimetri tidak dapat diketahui jumlah 

sel hidup dan sel mati (Mytilinaois dkk., 2012). Prinsip dasar 

spektrofotometer adalah mengetahui tingkat kekeruhan (turbiditas) 

dengan menghitung banyaknya cahaya yang bisa menembus 

suspensi sel. Semakin banyak sel dalam suspensi, maka suspensi 

semakin keruh, sehingga sedikit cahaya yang dapat melewati 

suspensi (Joseph, 2017). 
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 Pada gambar 2.11 dapat diketahui kurva pertumbuhan metode 

turbidimiteri menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan metode 

hitungan cawan (CFU), dimana pada sumbu x adalah waktu, 

sedangkan sumbu y adalah log CFU/ml dan besar optical density. 

Kurva pertumbuhan dibagi ke dalam 4 fase (tahap), di antaranya, 

fase lag (lag phase), fase pertumbuhan eksponensial (log phase), 

fase stasioner (stationary phase), dan fase kematian (death phase) 

(Kusnadi, 2003). Fase lag menunjukkan bahwa bakteri masih 

berada pada kondisi konstan atau baru mengalami proses inokulasi. 

Fase pertumbuhan eksponensial menunjukkan pertumbuhan 

bakteri yang cepat dan meningkat. Pada fase stasioner dapat 

diketahui kecepatan pertumbuhan bakteri sudah tidak secepat fase 

pertumbuhan eksponensial, hal ini diakibatkan jumlah bakteri dan 

media yang dikonsumsi jumlahnya berimbang sehingga terjadi 

kompetisi antar bakteri sehingga terjadi jumlah yang konstan antara 

bakteri yang mati dan hidup. Fase terakhir adalah fase kematian, 

dimana tidak ada lagi pertumbuhan bakteri dan adanya kecepatan 

kematian yang konstan (Listyawati, 2017). 

 

 

Gambar 2.11 Kurva pertumbuhan mikroorganisme 

Sumber. (Listyawati, 2017) 
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   “Halaman ini sengaja dikosongkan” 
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BAB III 

METODOLOGI  PENELITIAN 

3.1. Alat dan Bahan 

3.1.1 Alat 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain 

tabung falcon steril, thermo box, magnetic stirrer, refrigerator, 

cawan patri, jarum ose, pemanas api spiritus, Laminary air flow 

(Hotpack 524042), autoclave (GEA LS-50 LJ), inkubator, pipet 

tetes, pipet ukur, pinset, gelas ukur 1000 ml, pipet ukur (1 ml dan 

10 ml), neraca analitik (Ohauss Pioneer PA214), erlenmeyer, labu 

ukur 1000 ml, pH meter, sentrifuge, pipet mikro, tip biru, botol 

ampul, sendok besi, tutup spons, gelas beaker, spektrofotometer 

UV-Vis (Genesys 10S), autoshaker (New Brunswick Scientific 

E25). 

 

3.1.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel 

lumpur Lumpur Lapindo titik A1(Lintang Selatan: 70 31’46,23” 

dan Bujur Timur: 1120 42’36,83”), alkohol 70%, media nutrient 

agar (NA) dari Merck, Dextrose dari SAP, agar dari Merck, Yeast 

extract dari Himedia, Malt extract dari Merck, air destilat, tablet 

antibiotik ampisilin trihidrat Generik dari Kimia Farma, media 

Potato Dextrose Agar (PDA) dari Merck, paper disk, stok jamur 

Aspergillus fumigatus yang diambil dari koleksi Laboratorium 

Mikroorganisme Kimia Fakultas Sains ITS. 

3.2.  Prosedur Kerja 

3.2.1 Pengambilan Sampel Lumpur 

Pengambilan sampel dilakukan di dekat sumber luaran 

lapindo. Lokasi pengambilan sampel pertama di titik A1. Titik A1 

berada pada titik 70 31’46,23’S dan 1120 42’ 36,83’E. Sampel 

lumpur diambil dari kedalaman ±20 cm dari permukaan (Bala dkk., 

2012), sedangkan sampel air diambil dari aliran air kecil yang me-  
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ngalir di sekitar sumber luaran. Selanjutnya sampel dipindahkan 

dalam tabung falcon dan disimpan dalam ice box.  Pengukuran 

parameter kimia dan fisika pada sampel yang diamati adalah suhu 

dan pH. 

 

3.2.2  Pembuatan Media ISP-2 (International Streptomyces 

ProjecProject-2) 

Media padat ISP-2 dibuat dengan melarutkan 1 gram yeast 

extract; 1,25 gram malt extract; 1 gram d- glucose; dan 5 gram agar 

ke dalam 250 mL aquades. Selanjutnya media tersebut di-autoclave 

pada suhu 1210C selama 15 menit (Ayari dkk., 2011).  

 

3.2.3   Pembuatan Larutan Stok Antibiotik  

Stok antibiotik konsentrasi 1000 ppm dibuat dengan 

melarutkan 0,1 gram Ampisilin, kemudian ampisilin tersebut 

ditambahkan aquades steril sampai 100 mL. 

 

3.2.4   Preparasi Sampel  

           Sampel padatan dari sampel lumpur lapindo titik A1 dalam 

tabung falcon diambil sebanyak 0,5 gram kemudian dilarutkan 

dalam 50 mL aquades steril di tabung falcon (komposisi: 1 gram 

sampel dalam 100 mL aquades steril) (Ayari dkk., 2011).  

 

3.2.5  Skrining Mikroorganisme Resistan Antibiotik  

          Skrining mikroorganisme tahan antibiotik dilakukan dengan 

variasi konsentrasi antibiotik ampisilin sebesar 0,01; 0,125; 0,25; 

0,5; 1; 100 µg/mL. Metode yang dilakukan adalah metode pour 

plate. Sebanyak 1 mL sampel dituang pada media yang telah 

ditambahkan antibiotik. Mikroorganisme resistan terhadap 

antibiotik akan diketahui setelah diinkubasi selama 7 hari pada 

suhu 35 0C (Bala dkk., 2012). 

 



25 

 

 

 

3.2.6   Isolasi dan Pemurnian Isolat Bakteri  

 Setelah didapatkan mikroorganisme yang resistan terhadap 

antibiotik, dilakukan isolasi bakteri. Isolasi bakteri dilakukan 

dalam media agar ISP-2 dengan cara streak-4 kuadran (Ayari dkk., 

2011). Hasil purifikasi dilakukan pemindahan berulang sampai 

didapatkan isolat tunggal.  

 

3.2.7  Pembuatan Kurva Pertumbuhan dengan Metode 

TurbiTurbidimetri 

 Sebanyak satu ose dari biakan konsorsium A2 masing-

masing diinokulasikan pada 10 mL media ISP-broth. Selanjutnya, 

media ISP-broth berisi bakteri konsorsium A2 di-shaker pada 

kecepatan 150 rpm dengan suhu 37 0C selama 24 jam. Sebanyak 1 

mL dari biakan diinokulasikan ke dalam 400 mL media cair dan di-

shaker dengan kecepatan 180 rpm pada suhu ±35 0C (Bindu dkk., 

2017). Absorbansi media cair berisi biakan bakteri diukur setiap 

dua jam menggunakan spektrofotometer spektronik 20 D pada 

λ=600 nm. 

 

3.3.  Uji Pewarnaan Gram  

Satu ose konsorsium A2 diletakkan di kaca preparat kemudian 

dibakar di spiritus. Diteteskan 2-3 tetes pewarna crystal violet, lalu 

didiamkan selama 1 menit, dibilas dengan aquades. Selanjutnya, 

pada kaca preparat bilasan aquades, diteteskan iodin sebanyak 2-3 

tetes, didiamkan selama 1 menit, lalu bilas dengan aquades. 

Sebagai pewarna tandingan pewarna crystal violet, pada kaca 

preparat diteteskan safranin sebanyak 2-3 tetes, diamkan 1 menit. 

Terakhir, diteteskan aseton sebanyak 2-3 tetes pada kaca preparat, 

lalu diamkan 30 detik, dibilas sampai bersih dengan aquades. Kaca 

preparat diletakkan di mikroskop untuk mengetahui morfologi dan 

jenis gram bakteri (Rao, 2006).  
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3.4  Interaksi Bakteri Hasil Isolasi dengan Jamur Uji 

   Analisis interaksi ini dilakukan dengan cara diambil 1 plug (9 

mm diameter) masing-masing miselium jamur uji Aspergillus 

fumigatus yang telah dipre-inkubasi dan diinokulasikan ke dalam 

media ISP dalam cawan petri diameter 8,5 cm dengan posisi di 

tengah cawan petri. Selanjutnya, bakteri yang telah di pre-inkubasi 

diinokulasikan ke dalam petri dengan jarak 2,2 cm dari plug 

miselium jamur uji. Posisi kultur dikondisikan seperti pada Gambar 

3.1. Masing-masing kultur selanjutnya diinkubasi pada suhu ±35 

°C (Kamei dkk., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Ilustrasi uji interaksi bakteri konsorsium A2  

                              dan jamur uji
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Sampling dan Analisa Sampel Lumpur  

 Pada penelitian ini, sampel lumpur dan air dikumpulkan dari 

wilayah Lumpur Lapindo radius ±250 meter dari pusat semburan 

lumpur. Teknik sampling yang digunakan oleh penulis adalah 

Purposive Sampling. Definisi teknik Purposive Sampling adalah 

teknik penentuan sampel dengan pertimbangan peneliti yang telah 

menentukan kriteria tertentu yang ada pada sampel yang diambil 

(Sugiyono, 2015). Kelebihan teknik Purposive Sampling adalah 

dapat menghemat waktu, hasil yang didapat cepat, dan tidak perlu 

ketepatan yang tinggi karena berupa gambaran umum (Nasution, 

2003). Alasan pemilihan teknik sampling ini karena keterbatasan 

akses dalam menjangkau wilayah Lumpur Lapindo yang lebih dari 

640 hektar (disampaikan oleh Presiden Direktur Lapindo Brantas, 

Inc; Dharma Irawan Jenie dalam kuliah tamu (Universitas Bakrie, 

2014) dan beberapa titik lokasi yang tidak memungkinkan untuk 

dilewati baik dengan kendaraan maupun berjalan kaki.  

 Dalam melakukan teknik Purposive Sampling pada penelitian 

ini, beberapa kriteria yang ditentukan oleh penulis adalah,  

1) Lokasi sampling berada pada titik yang unik, seperti 

contoh, dekat dengan aliran air, mendekati titik semburan 

lumpur, dan batas maksimal lokasi dapat diakses dengan 

berjalan kaki. 

2) Suhu sampel berada pada 30-350C 

 Kriteria tersebut sangat diperlukan untuk mengetahui adakah 

perbedaan hasil dibandingkan dengan penelitian-penelitian 

sebelumnya.  
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Gambar 4.1 Lokasi sampling Lumpur Lapindo dari maps 

Sumber: data penulis 

 Sesuai dengan kriteria yang telah ditentukan, maka dipilih 

titik lokasi yang memenuhi kriteria tersebut. Pada gambar 4.1. 

melalui pusat satelit maps diketahui jarak dari titik lokasi sampling 

ke pusat semburan lumpur sekitar 263 meter. Titik tersebut 

merupakan batas maksimal lokasi dapat diakses dengan berjalan 

kaki karena tekstur lumpur yang cair (belum mengeras) di sekitar 

pusat semburan lumpur. Untuk masing-masing lokasi diberi kode 

titik A1, A2, A2.1, dan B1. Pengukuran parameter pH dan suhu 

dilakukan menggunakan kertas lakmus dan termometer.  

 Titik dengan kode A2 (Gambar 4.2 dan 4.3) diambil berupa 

sampel air dari sungai kecil di dekat longsoran lumpur, sedangkan 

titik dengan kode A2.1 (Gambar 4.6) diambil dari aliran air yang 

mengalir dari pusat semburan lumpur yang terbawa air hujan. Titik 

dengan kode B1 (Gambar 4.4) merupakan sampel lumpur yang 

diambil di sekitar aliran air tersebut. Titik dengan kode A1 (Gambar 

4.5) berada pada titik yang unik karena mendekati titik semburan 

lumpur dan batas maksimal titik dapat diakses dengan berjalan 

kaki. 
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 Semua sampel diambil pada kedalaman 10-15 cm dari 

permukaan tanah untuk mengurangi adanya kontaminan bakteri 

dari udara sehingga didapatkan isolat bakteri yang berasal dari 

lumpur (Fitriani dkk., 2016). Pengambilan sampel padat harus 

menggunakan peralatan aseptis atau yang sudah disterilisasi untuk 

mengurangi kontaminasi dari peralatan ke sampel (Muramatsu & 

Maruyamma, 2006). Sampel disimpan dalam falcon tube dan 

diletakkan dalam ice box yang telah diberi es kering. Tujuan 

penyimpanan sampel dalam ice box dengan penambahan es kering 

(suhu ±40C) adalah untuk menghindari rusaknya sampel hingga 

tidak bisa dianalisa di laboratorium (U.S. Geological Survey 

TWRI, 1997). 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Pengukuran pH  

aliran air titik A2 

A 2 

A 2 

Gambar 4.3 Pengukuran suhu 

aliran air titik A2 
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Gambar 4.4 Lokasi pengambilan 

sampel A2, A2.1, dan B1   

 

Gambar 4.6 Lokasi sampling 

lumpur titik A1 

Gambar 4.5 Pengukuran suhu 

aliran air titik A2.1 

Pusat 

semburan 
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 Setelah melakukan pengambilan sampel, maka didapatkan 

data pengukuran seperti terlampir pada Tabel 4.1. 

Tabel 4.1 Data analisa sampel Lumpur Lapindo 

Jenis 

sampel 

Kode 

lokasi 
Titik koordinat Ph Suhu 

Lumpur 

A1 
LS*: 70 31’46,23” 

BT*:1120 42’36,83” 
7 31 0C 

B1 
LS*: 70 31’49,9” 

BT*: 1120 42’39,4” 
7 34 0C 

Air 

A2 
LS*: 70 31’46,6” 

BT*: 1120 42’36,9” 
7,5 35 0C 

A2.1 
LS*: 70 33’18,21” 

BT*:1120 42’29,85” 
7 35 0C 

  *BT: Bujur Timur 

  *LS: Lintang Selatan 

 Berdasarkan tabel 4.1, hampir semua sampel lumpur dan air 

memiliki pH sekitar 7, kecuali untuk sampel air di titik A2. Pada 

penelitian sebelumnya, telah diukur pH sampel lumpur lapindo 

yang terletak pada titik koordinat Lintang Selatan 70 32’05,82” dan 

Bujur Timur 1120 42”27,40” (dekat dengan sungai Porong) 

memiliki pH 7 (Juniawan dkk., 2013). Pada titik lain, Juniawan 

juga menunjukkan data uji pH sampel yang diperoleh sekitar 6,9-7. 

Hal ini berbeda dengan hasil temuan di titik lokasi sungai Porong 

(Ridwan & Abdurahman, 2016) memperlihatkan pH lumpur 

lapindo bersifat basa dengan kisaran pH 8. Ini artinya dalam lokasi 

lumpur lapindo dengan titik yang berbeda dapat diketahui bahwa 

kandungan kimiawi dan ph pada lumpur dan air di setiap titik 

berbeda. Perbedaan pH di beberapa titik dapat disebabkan oleh 

beberapa hal di antaranya, gas-gas dalam air seperti CO2, 

konsentrasi garam-garam karbonat dan bikarbonat (Yulis, 2018), 

pH 
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pencemaran logam, dan fluktuasi kandungan O2 (Rukminasari dkk., 

2014). 

 Selain pengukuran pH, diperlukan pengukuran suhu untuk 

mengetahui jenis bakteri yang berbeda. Suhu merupakan salah satu 

faktor penting yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri 

(Zubaidah, 2000). Pada umumnya, pembagian mikroorganisme 

berdasarkan suhu optimum pada lingkungan hidupnya dibagi 

menjadi 4, yakni pskirofil (0-200C), mesofil (20-500C), termofil 

(45-650C), dan hipertermofil (≥900C) (Prescott, 2005). Berdasarkan 

Tabel 4.1, semua sampel berada dalam range suhu 31-350C, maka 

kemungkinan adanya jenis bakteri mesofil yang ada pada sampel 

tersebut. Perbedaan pH dan suhu pada penelitian ini menyebabkan 

adanya keragaman mikroorganisme yang hidup pada setiap titik 

lokasi. Hal ini disebabkan karena untuk masing-masing 

mikroorganisme memiliki batas toleransi yang berbeda terhadap 

adanya variasi kondisi (Rohmah, 2017). 

4.2  Preparasi Sampel dan Hasil Skrining Bakteri  

 Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel 

lumpur pada titik A1. Sebanyak 0,5 gram sampel lumpur dilarutkan 

dalam 50 ml aquades steril kemudian dikocok dan didiamkan 

selama beberapa menit sebelum dituang dalam media yang sudah 

ditambahkan antibiotik. Metode isolasi yang dilakukan pada 

penelitian ini menggunakan metode pour plate. Metode pour plate 

(cawan tuang) merupakan teknik menumbuhkan mikrorganisme 

dengan mencampurkan media agar dengan stok kultur bakteri 

secara bersamaan agar tumbuh secara merata di permukaan atau di 

dalam agar (Prescott, 2005). Metode pour plate digunakan dalam 

skrining bakteri untuk mengetahui kemungkinan tumbuhnya posisi 

mikroorganisme yang hidup di dalam agar atau di tengah agar. Hal 

ini bertujuan untuk menggolongkan bakteri berdasarkan toleransi 

terhadap O2 termasuk ke dalam organisme aerob, anaerob, aerob 

obligat atau aerob fakultatif. Organisme aerob dapat hidup 

memerlukan oksigen, organisme anaerob hidup dalam kadar 

oksigen yang sedikit atau bahkan tanpa oksigen, organisme aerob 
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obligat hanya hidup jika terdapat oksigen, dan organisme aerob 

fakultatif dapat hidup dengan atau tanpa oksigen (Anandani, 2017). 

 Pada penelitian ini, penulis menseleksi mikroorganisme 

menggunakan antibiotik ampisilin secara duplo. Setelah diinkubasi 

selama 7 hari pada suhu 370C, didapatkan beraneka macam 

mikroorganisme yang tumbuh. Salah satu hasil yang menarik 

perhatian penulis adalah petri pada konsentrasi ampisilin sebesar 

0,25 ppm. Pemilihan pada petri konsentrasi ampisilin sebesar 0,25 

ppm didasarkan karena munculnya jamur dan bakteri yang cukup 

beraneka ragam dan berbeda warna pada hari kedua (Gambar 4.7), 

sehingga penulis mengira salah satu dari microorganisme tersebut 

termasuk dalam kelompok bakteri Actinomycetes yakni kelompok 

bakteri resisten dan penghasil antibakteri. Ciri-ciri bakteri 

kelompok Actinomycetes yang umum secara morfologi adalah 

koloni kecil dengan diameter 2-3 mm, berbulu halus di sekitar 

koloni, membentuk pigmen, dan berspora (Pertiwi dkk.,2015). 

 

   

 

 

   

 

 

 

 

Gambar 4.7 Skrining bakteri dengan konsentrasi ampisilin  

        0,25 ppm hari kedua 

 

Pada hasil skrining dengan penambahan konsentrasi 

ampisilin sebesar 0,25 ppm didapatkan 3 jenis mikroorganisme 

yang dominan, di antaranya jamur berwarna hitam, jamur berwarna 
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hijau, dan bakteri. Jamur hitam dan bakteri memiliki aktivitas 

penghambatan terhadap jamur hijau, hal ini dapat dilihat pada 

(Gambar 4.8) adanya zona bening sebagai bentuk proteksi 2 jenis 

mikroorganisme tersebut terhadap jamur berwarna hijau.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.8 Skrining bakteri dengan konsentrasi ampisilin 

                    0,25 ppm hari ketujuh                      

 

 

Konsorsium A2 

Jamur yang 

mati  

Zona bening 

Konsorsium A2 
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4.3 Hasil Purifikasi Bakteri Konsorsium A2 

  Setelah diketahui adanya potensi antijamur dan resistensi 

antibakteri pada bakteri konsorsium A2, perlu dilakukan purifikasi 

untuk mendapatkan isolat tunggal. Setelah dilakukan pemindahan 

berulang, belum didapatkan koloni tunggal sehingga suatu kesatuan 

koloni ini disebut sebagai bakteri konsorsium. Hasil purifikasi 

bakteri konsorsium A2 dilihat pada gambar 4.9. 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

Gambar 4.9 Purifikasi bakteri konsorsium A2 dengan 4-streak 

Purifikasi koloni dilakukan dengan cara, diambil 1 ose koloni 

bakteri konsorsium A2 dan diinokulasikan ke dalam cawan petri 

yang berisi medium agar ISP-2 steril, kemudian diinkubasi pada 

suhu 37 °C selama 24 jam. Media ISP-2 digunakan dalam purifikasi 

dikarenakan pada proses skrining di awal menggunakan media 

yang sama. Media ISP-2 atau dikenal sebagai International 

Streptomyces Project-2 digunakan untuk isolasi bakteri 

Actinomycetes (Singh dkk., 2018). Setelah dilakukan purifikasi 

berulang, pada Tabel 4.2 dapat diamati karakterisitik bakteri 

konsorsium A2 secara morfologi (non-mikroskopis).  
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 Tabel 4.2 Morfologi koloni konsorsium A2 hasil purifikasi  

          terakhir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*butterlike: mudah diambil dengan ose 

*uniform: pertumbuhan di media agar tersebar di seluruh agar 

  

Bakteri konsorsium A2 dapat hidup dengan mengandalkan 

nutrisi yang ada pada media ISP-2. Hal ini dikarenakan media ISP-

2 mengandung ekstrak gandum (malt), ekstrak ragi (yeast), 

dekstrosa, dan agar. Ekstrak gandum (malt) merupakan sumber 

karbohidrat dan nitrogen bagi bakteri. Selain itu, dalam ekstrak 

gandum (malt) juga terkandung natrium klorida 0,1% w/w sebagai 

media pengatur tekanan osmosis pada bakteri agar nutrisi pada 

media dapat masuk ke dalam sel bakteri (Thermo Scientific, 2019). 

Ekstrak ragi (yeast) mengandung asam amino, karbohidrat, 

vitamin, dan mineral yang mudah dicerna oleh mikroorganisme (Li 

dkk., 2011). Dekstrosa digunakan sebagai sumber utama energi 

Identifikasi awal 
Morfologi bakteri 

Konsorsium A2 

Bentuk Bulat 

Kelimpahan      

Pertumbuhan 
Banyak 

Letak Pertumbuhan Permukaan agar 

Permukaan Mengkilap 

Tepi Rata 

Konsistensi Butterlike* 

Pigmentasi Putih-kuning 

Elevasi Timbul 

Distribusi media cair Uniform* 
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(karbohidrat) dan agar yang berfungsi untuk memadatkan media 

(Thomas dkk., 2011).  

Pertumbuhan bakteri menggunakan media cair dilakukan 

dengan cara mengambil bakteri dari proses regenerasi sebelumnya, 

kemudian diinokulasikan sebanyak satu ose ke dalam 10 mL ISP-

broth pada erlemeyer 50 mL dinkubasi selam 24 jam dengan suhu 

37 °C selama 24 jam. Suhu inkubasi bakteri dilakukan pada suhu 

37 °C dikarenakan suhu 30-400C merupakan suhu optimal untuk 

pertumbuhan bakteri tersebut. Hal ini terjadi karena suhu optimum 

suatu bakteri bergantung pada suhu sel tempat bakteri itu berasal 

atau melebihi suhu sel tersebut (Sumardi dkk., 2012).  

4.4  Hasil Pewarnaan Gram Bakteri 

    Untuk lebih memastikan identifikasi bakteri yang berhasil 

diisolasi, selain dilakukan pengamatan secara morfologi, juga 

diperlukan pengamatan secara mikroskopis melalui mikroskop. 

Untuk melakukan uji pewarnaan gram, diambil 1 ose dari koloni 

yang terpisah dan berada pada kuadran terakhir yang dirasa sudah 

murni.  Pada gambar 4.10 merupakan penampakan secara 

mikroskopis bakteri konsorsium A2 berdasarkan hasil pewarnaan 

gram bakteri dengan perbesaran 1000x. Bakteri konsorsium A2 

yang diamati dominan bakteri gram negatif, hal ini dapat diketahui 

dari warna sel yang berwarna merah muda akibat adanya 

penambahan safranin. Selain ditemukan bakteri gram negatif, juga 

ditemukan bakteri gram positif karena adanya sel yang berwarna 

ungu. Penampakan sel bakteri dari mikroskop memiliki bentuk sel 

yang sejenis yakni basil atau tabung. 
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Gambar 4.10 Hasil pewarnaan Gram bakteri perbesaran 1000x 

 Umumnya, bakteri penghasil antibiotik berasal dari kelompok 

bakteri Actinomycetes, terutama spesies Streptomyces. Bakteri dari 

kelompok Actinomycetes termasuk dalam bakteri gram positif 

(Jannah, 2013). Pada bakteri konsorsium A2 belum bisa 

dikelompokkan sebagai suatu kesatuan tunggal antara bakteri gram 

positif atau negatif. Terlihat warna dominan merah 

mengindikasikan lebih dominan keberadaan bakteri gram negatif.  

 Pada bakteri gram positif, antibiotik β-laktam memiliki 

kebebasan untuk menjangkau membran sitoplasma bakteri, 

sedangkan pada bakteri gram negatif, membran terluarnya dapat 

membatasi masuknya antibiotik β-laktam (Hidayati, 2014). 

Konsorsium A2 dapat dikatakan resisten terhadap antibiotik 

dikarenakan telah bertahan dalam penambahan antibiotik ampisilin 

pada skrining. Ampisilin merupakan antibiotik golongan β-laktam 

yang dapat digunakan untuk mengatasi infeksi pada bakteri gram 

positif dan gram negatif. Ampisilin dapat melakukan penetrasi pada 

dinding sel bakteri gram positif dan negatif (Akbar dkk., 2016). 

Pada ampisilin terdapat gugus asam amino yang mampu menembus 

membran terluar pada gram negatif. Hal inilah yang menjadi 

batasan pada beberapa antibiotik lain seperti eritromisin (spektrum 

sempit) yang hanya terbatas untuk melawan bakteri gram positif 

(Djari, 2018). 
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 Pada beberapa penelitian sebelumnya, ditemukan bahwa pada 

beberapa spesies bakteri gram negatif mempunyai resistensi 

terhadap antibiotik. Penyebab dari resistensi ini bisa terjadi karena 

pada membran luar bakteri gram negatif memiliki barrier sehingga 

senyawa antibiotik tidak mudah masuk ke dalam sel. Konsorsium 

A2 belum bisa dikategorikan sebagai bakteri gram negatif yang 

merugikan atau menguntungkan karena uji yang belum lengkap. 

Sebagai contoh, bakteri gram negatif Salmonella hasil isolasi dari 

ikan memiliki resistensi terhadap antibiotik eritromisin, hal ini 

terjadi karena dinding sel bakteri gram negatif memiliki lapisan 

hidrofobik lebih tebal, sehingga antibiotik tersebut tidak masuk ke 

membran dalam dan luar dari dinding sel bakteri gram negatif 

(Aulia dkk.,2015).  

 Umumnya, bakteri gram negatif bersifat resisten terhadap 

antibiotik karena kebanyakan termasuk dalam kelompok bakteri 

penyebab infeksi dan memiliki ketahanan terhadap beberapa 

anitbiotik atau multi drug resistant. Pada beberapa penelitian 

sebelumnya, telah ditemukan isolat bakteri gram negatif yang 

memiliki aktivitas antibakteri, seperti contoh, isolat S.5 dan S.8 

yang diisolasi dari perairan selat Makassar berbentuk basil (Dewi 

dkk.,2017) dan isolat 7DT yang diisolasi dari tanah sawah di 

Samarinda berbentuk basil (Fitriani dkk., 2016).  

4.5  Uji Interaksi Bakteri Konsorsium A2 dengan Aspergillus 

sp. dan A. fumigatus 

 Berdasarkan hasil skrining sebelumnya, diketahui bahwa 

bakteri konsorsium A2 memiliki aktivitas penghambatan terhadap 

jamur lain yang tumbuh pada penambahan konsentrasi antibiotik 

ampisilin sebesar 0,25 ppm. Jamur berwarna hijau dengan 

karakteristik diduga mirip dengan spesies jamur Aspergillus. 

Karakteristik morfologi jamur yang tumbuh pada hasil skrining 

memiliki penampakan antara lain, berwarna hijau, permukaan 

seperti beludru, dan hifa yang tersebar (Gambar 4.11).  

 



40 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.11 Karakteristik jamur hasil skrining 

  Pada penelitian ini tidak dilakukan pengujian spesifik 

untuk mengetahui morfologi dan fisiologi jamur yang ditemukan 

pada skrining karena susahnya regenerasi jamur tersebut (ada nya 

kontaminan), sehingga setelah dilakukan pemindahan berulang, 

belum didapatkan jamur yang diinginkan. Adanya kontaminan ini 

dibuktikan dengan foto skrining pada hari ke-2 pada cawan petri 

terdapat isolat bakteri, sedangkan pada hari ke-7 barulah tertutupi 

oleh jamur (Gambar 4.11). 

  Untuk mengetahui adanya aktivitas penghambatan 

pertumbuhan jamur terhadap bakteri konsorsium A2, maka 

diperlukan pengujian interaksi antara bakteri konsorisum A2 

dengan jamur Aspergillus. Pada penelitian ini, dipilih dua jamur uji 

yang tersedia di Laboratorium Kimia Mikroorganisme yakni 

Aspergillus fumigatus. Pilihan jamur tersebut didasarkan karena 

belum teridentifikasinya jamur yang tumbuh pada hasil skrining 

dengan penambahan antibiotik ampisilin konsentrasi 0,25 ppm.  

 Hasil uji dual kultur pada jamur Aspergillus fumigatus dapat 

diperhatikan pada gambar 4.12, dimana jamur A. fumigatus bisa 

tumbuh dengan subur tanpa terganggu keberadaan 1 titik koloni 

konsorsium A2. Konsorsium A2 tertutupi oleh hifa jamur A. 

fumigatus. Berdasarkan uji tersebut maka dapat dikatakan bahwa 
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konsorsium A2 tidak memiliki aktivitas antagonis terhadap Jamur 

A. fumigatus. 

 

 

 

  

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Gambar 4.12 Hasil uji interaksi bakteri konsorsium A2 dan 

               A.fumigatus (tampak depan dan belakang) 

  

 

Bakteri 

konsorsium A2 
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4.6  Kurva Pertumbuhan Bakteri Konsorsium A2 

Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri bertujuan untuk 

mengetahui fase-fase pertumbuhan dari suatu bakteri. Pada 

penelitian ini, pembuatan kurva pertumbuhan bertujuan untuk 

mengetahui waktu fasa stasioner konsorsium A2, karena pada fasa 

stasioner bakteri memiliki kemampuan optimal untuk 

memproduksi metabolit sekunder yang digunakan dalam uji 

aktivitas antimikroba dengan metode yang diusulkan oleh Kirby-

Bauer. Pembuatan kurva pertumbuhan dalam penelitian ini 

dilakukan dengan metode turbidimetri pada optical density 600 nm 

(OD600). Metode Turbidimetri merupakan metode pengukuran 

jumlah sel bakteri berdasarkan kekeruhan. Metode ini mengukur 

pengurangan intensitas cahaya pada spektrofotometer akibat 

adanya penghamburan cahaya oleh sel-sel bakteri yang ada pada 

kuvet. Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 600 nm, 

dipilih karena kultur bakteri berwarna kuning kecoklatan (Ashari, 

2014). 

Gambar 4. 13 Kurva pertumbuhan bakteri konsorsium A2 

Pada penelitian ini dilakukan pengamatan fase hidup bakteri 

konsorsium A2 dengan pembuatan kurva pertumbuhan untuk 

mengetahui fase stasionernya. Sebagian besar bakteri kelompok 

Actinomycetes membentuk spora pada media padat dan 
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memproduksi metabolit sekunder pada fase stasioner (Cheng, 

2009), untuk itulah hal ini dijadikan dasar dalam menentukan fase 

stasioner. Dari kurva tersebut dapat diketahui bahwa fase adaptasi 

konsorsium A2 pada 0-4 jam inkubasi, fase eksponensial pada 4-12 

jam inkubasi, fase stasioner pada 12-28 jam inkubasi, dan fase 

kematian pada 28-32 jam inkubasi. Dengan demikian, dapat 

diketahui bahwa waktu optimal untuk menginkubasi konsorsium 

A2 adalah waktu peralihan antara fase eksponensial dan fase 

stasioner yaitu setelah 12 jam inkubasi.  
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Bedasarkan hasil penelitian dapat diambil kesimpulan bahwa 

telah berhasil dilakukan skrining dan isolasi bakteri konsorsium 

dari Lumpur Lapindo titik A1 (Lintang Selatan: 70 31’46,23” dan 

Bujur Timur: 1120 42’36,83”) yang resisten terhadap antibiotik 

ampisilin sebesar 0,25 ppm. Bakteri konsorsium tersebut diberi 

nama bakteri konsorsium A2. Bakteri konsorsium A2 dominan 

bakteri gram negatif berbentuk basil. Hasil skrining menunjukkan 

bahwa bakteri konsorsium A2 dapat menghambat pertumbuhan 

jamur tetapi, bakteri konsorsium A2 tidak dapat memberikan zona 

hambat pada pertumbuhan dengan metode dual kultur terhadap 

Jamur uji Aspergillus sp. dan Aspergillus fumigatus.  

5.2 Saran 

Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu perlu dilakukan 

penelitian lebih lanjut dengan konsentrasi antibiotik ampisilin lebih 

tinggi untuk mengetahui beraneka macam mikroorganisme yang 

resistan terhadap antibiotik, selain itu, bakteri konsorsium A2 perlu 

purifikasi dan uji biokimia untuk mengetahui kemungkinan spesies 

nya.  
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LAMPIRAN A: SKEMA KERJA 

 

 

 

Skrining bakteri resistan 

antibiotik ampisilin 

Variasi konsentrasi skrining dengan Ampisilin 

0,01; 0,125; 0,25; 0,75; 1; 100 µg/mL 

Uji 

Pewarnaan 

gram 

Hasil Skrining 

Pemurnian bakteri 

Konsorsium A2 

Uji dual  

kultur 

Kurva 

pertumbuhan 
Identifikasi Uji aktivitas 
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LAMPIRAN B: PERHITUNGAN 

1. Pembuatan media agar ISP-2 

a) Pembuatan media agar ISP-2 dalam 100 ml aquades  

- Malt extract (Komposisi pelarutan = 10 g/L) 

Malt extract      = 
100 𝑚𝑙 𝑥 10 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 1 g 

- Yeast extract (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Yeast extract      = 
100 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 0,4 g 

- Dextrose (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Dextrose      = 
100 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

    = 0,4 g 

- Agar (Komposisi pelarutan = 20 g/L) 

 Agar            = 
100 𝑚𝑙 𝑥 20 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

    = 2 g 

 

b) Pembuatan media padat ISP-2 dalam 50 ml aquades  

- Malt extract (Komposisi pelarutan = 10 g/L) 

Malt extract      = 
50 𝑚𝑙 𝑥 10 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 0,5 g 

- Yeast extract (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Yeast extract      = 
50 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 0,2 g 

- Dextrose (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Dextrose      = 
50 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

    = 0,2 g 

- Agar (Komposisi pelarutan = 20 g/L) 
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 Agar            = 
50 𝑚𝑙 𝑥 20 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

    = 1 g 

c) Pembuatan media padat ISP-2 dalam 50 ml aquades  

- Malt extract (Komposisi pelarutan = 10 g/L) 

Malt extract      = 
50 𝑚𝑙 𝑥 10 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 0,5 g 

- Yeast extract (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Yeast extract      = 
50 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 0,2 g 

- Dextrose (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Dextrose      = 
50 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

    = 0,2 g 

- Agar (Komposisi pelarutan = 20 g/L) 

 Agar            = 
50 𝑚𝑙 𝑥 20 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

    = 1 g 

 

2. Pembuatan media broth ISP-2 

a) Pembuatan media broth ISP-2 dalam 10 ml aquades  

- Malt extract (Komposisi pelarutan = 10 g/L) 

Malt extract      = 
10 𝑚𝑙 𝑥 10 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 0,1 g 

- Yeast extract (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Yeast extract      = 
10 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 0,04 g 

- Dextrose (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Dextrose           = 
10 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

        = 0,04 g 

 



66 

 

 

 

b) Pembuatan media broth ISP-2 dalam 400 ml aquades  

- Malt extract (Komposisi pelarutan = 10 g/L) 

Malt extract      = 
400 𝑚𝑙 𝑥 10 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 4 g 

- Yeast extract (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Yeast extract      = 
400 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

         = 1,6 g 

- Dextrose (Komposisi pelarutan = 4 g/L) 

      Dextrose           = 
400 𝑚𝑙 𝑥 4 𝑔

1000 𝑚𝑙
 

        = 1,6 g 

 

3. Pembuatan larutan stok Antibiotik Ampisilin 

a) Pembuatan larutan stok antibiotik ampisilin 1000 ppm 

Hasil timbangan      = 690,9 mg   

Satu tablet ampilisin tertulis   = 500,0 mg      - 

          190,9 mg  

Secara teoritis, diperlukan penimbangan 100 mg dalam 100 

ml, sehingga dalam pembuatan 1000 ml perlu membagi 

500 mg diperlukan  500 mg/5 = 100 mg.  

Untuk mengekuivalensi total 500 mg dengan total 

penimbangan sebesar 690,9 mg, selisih 190,9 mg dibagi 5 

=  0,3818 g.  

 

Total antibiotik yang dilarutkan = 100 mg + 38,18 mg = 

138,18 mg. 
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b) Pengenceran larutan stok antibiotik ampisilin 100 ppm 

M1 x V1= M2 x V2 

  1000 ppm x V1 = 100 ppm x 100 ml 

                      V1 = 10 mL 

c) Pengenceran larutan stok antibiotik ampisilin 10 ppm 

M1 x V1= M2 x V2 

  100 ppm x V1 = 10 ppm x 10 ml 

                     V1 = 1 mL 

 

4. Preparasi skrining sampel dengan variasi konsentrasi  

a) Pengenceran antibiotik Ampisilin variasi konsentrasi 

dalam media ISP-agar 

- Konsentrasi Ampisilin 0,25 ppm dalam media 

M1 x V1 = M2 x V2 

             10 ppm x V1 = 0,25 ppm x 50 ml (volume Erlenmeyer) 

           V1= 1,25 ml 

- Konsentrasi Ampisilin 0,5 ppm dalam media 

M1 x V1 = M2 x V2 

             10 ppm x V1 = 0,5 ppm x 50 ml (volume Erlenmeyer) 

           V1= 2,5 ml 

- Konsentrasi Ampisilin 0,125 ppm dalam media 

M1 x V1 = M2 x V2 

             10 ppm x V1 = 0,5 ppm x 50 ml (volume Erlenmeyer) 

           V1= 0,625 ml 
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LAMPIRAN C: GAMBAR 

 

Skrining konsentrasi 

ampisilin 0,01 ppm 
Skrining konsentrasi ampisilin 

0,125 ppm 

Skrining konsentrasi 

ampisilin 0,25 ppm  

 

Skrining konsentrasi ampisilin 

0,5 ppm 
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Skrining konsentrasi 

ampisilin 1 ppm  

 

 
 

Skrining konsentrasi ampisilin 

100 ppm 
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