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Keragaman Koloni Bakteri Indigenous Pengolahan Limbah Cair
Industri Penyamakan Kulit
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ABSTRAK

Buangan hasil penyamakan kulit berpotensi mencemari lingkungan karena industri penyamakan kulit
menggunakan bahan penyamak kimia berbahaya.Penanggulangan dampak pencemaran lingkungan yang
efektif adalah bioremediasi menggunakan bakteri karena bakteri dapat tumbuh dan beradaptasi pada segala
habitatsehingga bakteri resisten memanfaatkan bahan pencemar.Keragaman bakteri penting untuk diketahui
karena bakteri meliputi sebagian spesies yang besar keragamannya di bumi dan perannya sebagai
bioremediasi.Tujuan penelitian untuk mengetahui nilai indeks keragaman dan jenis gram bakteri indigenous
limbah cair IPAL Industri Penyamakan Kulit Kota Malang.Data yang dianalisa berupa hasil pengukuran pH,
suhu, konduktivitas, jumlah koloni bakteri, struktur komunitas bakteri (keragaman, kemerataan, kekayaan
dan dominasi) dan hasil pewarnaan gram bakteri. Keragaman koloni bakteri indigenous tergolong rendah
masing-masing bernilai 0,36; 1,30 dan 0,0015. Jenis gram bakteri indigenous yang ditemukan adalah
Streptococci Negatif 11%, Streptococci Positif 34%, Streptobacilli Negatif 11%, Streptobacilli Positif 34%,
Coccus Negatif 5% dan Coccus Positif 5%.

Kata kunci: Keragaman, Pewarnaan Gram, Bakteri Indigenous, Limbah Cair, Industri Penyamakan Kulit

ABSTRACT

Tanning industry wasteis potential to pollute the environment because it is using a harmful chemical
materials. One of many effort to prohibit the environmental pollution is a bioremediation using bacteria
because bacteria can grow and adapt to any substrates that has a organic materials. The diversity of
bacteria is important to know because the bacteria cover most large species diversity on earth and its role
as bioremediation. The purpose of this research is to determine the value of the diversity index and the
types of indigenous gram bacteria in waste water Leather Tanning Industry Malang. Data has been
analysed results of measurements of pH, temperature, conductivity, the number of bacteria colonies,
bacterial community structure diversity, evenness, richness and dominance) and the results of bacterial
gram staining. The diversity of indigenous bacteria colonies that has been found are low and the value is
0,36; 1,30 and 0,015. Type of indigenous gram bacteria found are streptococci negative 11%, streptococci
positive 34%, Streptobacilli negative 11%, streptobacilli positive 34%, coccus negative 5% and coccus
positive 5%.

Keywords: Diversity, Gram Strain, Bacteria, Waste Water, Tanning Industry

Pendahuluan

Industri penyamakan kulit merupakan penyedia kebutuhan produk kulitsehari-hari
[1].Dampak positif keberadaan industri penyamakan kulit diiringi dengan keresahan masyarakat
karena umumnya kulit disamak menggunakan bahan penyamak kimia seperti kromium [2].
Penanggulangan dampak pencemaran dilakukan dengan remediasi seperti menggunakan metode fisika
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kimia, namun metode tersebut dapat membentuk lumpur limbah beracun, mahal dan kurang efektif
jika digunakan pada konsentrasi limbah rendah [3].

Metode yang dianjurkan oleh badan-badan lingkungan hidup di seluruh dunia adalah metode
biologi yang disebut bioremediasi [4]. Bakteri digunakan sebagai agen bioremediasi karena dapat
hidup di lingkungan ideal maupun ekstrim. Keragaman bakteri penting diketahui karena bakteri
meliputi sebagian besar spesies di bumi dan berperan sebagai bioremediasi [5]. Potensi bakteri dalam
meremediasi dapat dimulai dengan penelitian keragaman dan jenis gram bakteri.

Kolam aerasi dimaksudkan untuk meningkatkan jumlah bakteri. Oksigen yang terdapat pada
kolam aerasi digunakan bakteri dalam mengoksidasi bahan pencemar organik [6]. Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui nilai indeks keragaman dan jenis gram bakteri indigenous
pengolahanlimbah cair industri penyamakan kulit Kota Malang.

Material dan Metode
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan adalah sampel limbah cair industri penyamakan kulit PT ”X”, media
Standard Plate Count (SPC) Merck, akuades steril, buffer pH 7, KPO,4, NaCl 0,9% otsu, alkohol 96%,
crystal violet, etanol 95%, safranin, crystal iodium, KI, tisu, kertas sampul, karet, kapas, spirtus,
alumunium foil, masker, handscoon, buku serta alat tulis.

Alat yang digunakan selama penelitian antara lain; autoklaf Medinef, pemanas listrik Labinco
L32, timbangan analitik, mikroskop binokuler Carton, pH meter ROHS-001(1), termometer air raksa,
conductivity meter DDB-6200, Laminar Air Flow (LAF) HF-100 Clean Bench, incubator WTC binder
7200 Tuttlingen, cawan petri anumbra diameter 12,5 cm, colony counter, peralatan gelas seperti;
erlenmeyer pyrex, gelas beaker pyrex, gelas arloji, gelas ukur, tabung, pengaduk, corong gelas, pipet,
kaca penutup dan kaca benda, kamera digital SM-530H, sendok, korek api, rak tabung reaksi, bunsen,
kawat kasa, jarum inokulasi, pinset, botol sampel air berbahan polyethylene dan gunting.

Metode

Penelitian menggunakan deskriptif eksploratif untuk membuat gambaran mengenai fakta-
fakta serta hubungan yang diselidiki [7]. Keanekaragaman mikroorganisme yang dimaksud adalah
golongan bakteri dengan karakteristik yang tidak dimiliki oleh mikroorganisme golongan lainnya.
Metode untuk hal tersebut adalah anggapan bahwa koloni berasal dari satu sel satu spesies dan
pewarnaan sistem gram [8]. Populasi yang digunakan adalah limbah cair kolam aerasi dengan ulangan
1, 2 dan 3 PT ”X” industri penyamakan kulit. Sampel diambil dari kolam aerasi instalasi pengolahan
airlimbah dan semua bakteri ditumbuhkan pada media standard plate count (SPC).

Data pengukuran parameter kimia berupa nilai pH dan parameter fisika berupa suhu dan
konduktivitas. Parameter biologi yang diukur merupakan struktur komunitas bakteri menggunakan
rumus sebagai berikut;

Keragaman

H =-Y pi In pi

Keterangan: H’= indeks keragaman; pi= ni / N (peluang individu untuk setiap spesies); ni = jumlah
individu spesies ke- i; N = jumlah total individu [8,9]

Kemerataan

Keterangan: E = eveness (kemerataan); H’= indeks keragaman; S = jumlah macam spesies [10]
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Kekayaan

Keterangan: d = indeks kekayaan (richness); S = jumlah spesies
N = jumlah total individu [11]

Dominasi

Keterangan: C = indeks dominasi Simpson; ni = jumlah individu spesies ke- i; N = jumlah total
individu [9]

Cara Kerja

Masing-masing sampel diambil kedalaman +50cm pada pukul 08.00-08.15 WIB serta diukur
faktor lingkungan berupa pH, suhu dan konduktivitas. Alat dan bahan disterilisasi menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit [12]. Pewarna Crystal Violet terbuat dari 0,5 gr dilarutkan
dalam etanol 95% 5 mL pada gelas beaker 50 mL kemudian dilarutkan (NH,4),C,04 0,2 gr bersama
dengan 20 mL. Pewarna lodin terbuat dari 0,034 gr dan KI 0,067 gr dilarutkan dalam 10 mL akuades.
Pewarna safranin terbuat dari 0,5 gr safranin dalam 19,5 mL etanol 95% kemudian diambil 2 mL
larutan tersebut dan ditambahkn akuades 20 mL [8]

Sampel limbah cair industri penyamakan kulit diambil sebanyak 10 mL dalam 90 mL NaCl
0,9% (pengenceran 10™). 1 mL pengenceran 10"'dimasukkan ke dalam 9 mL NaCl 0,9% (107),
demikian seterusnya hingga 10°.10 mL pengenceran dan dimasukkan pada media SPC ke 1, 2 dan 3
[13]. Cawan diputar-putar seperti angka delapan tanpa mengangkat permukaan meja. Cawan
diinkubasi selama 2x24 jam suhu 26-30°C dan koloni yang tumbuh diamati secara makroskopis
meliputi bentuk, tepi, elevasi, sifat permukaan, pigmentasi, kepekatan, ukuran dan karakter optik [14].

Media SPC yang berisi koloni bakteri heterogen dihitung menggunakan metode hitungan
Heterotrophic Plate Count. Penentuan tiap jenis bakteri dilakukan menggunakan tiga cawan tiap
pengenceran (triplo). Jumlah koloni yang dihitung pada cawan diantara 25 hingga 250 serta koloni
yang menyebar (spreader) tidak dihitung [15]. Koloni heterogen pada media SPC diseleksi tiap satu
isolat bakteri yang berbeda. Isolat bakteri dikultivasi menggunakan streak method dengan jarum
inokulasi pada LAF. Isolasi bakteri disimpan pada inkubator 30°C selama 2x24 jam [16].

Pengamatan mikroskopis diawali dengan pembersihan kaca objek dengan sabun pembersih,
air hangat dan alkkohol 95%. Kaca objek ditiriskan dan diseka dengan lap kertas. Isolat bakteri
dioleskan pada kaca objek dan dibiarkan mengering karena udar hingga 30 menit. Kaca objek
dilewatkan pada api hingga kaca objek terasa agak panas (fiksasi). Preparat yang telah difiksasi
ditetesi crystal violet selama 1 menit, kemudian ditetesi iodin dan ditunggu selama 2 menit. Etanol
95% diteteskan pada preparat dan ditunggu 2 menit. Pewarnaan terakhir menggunakan safranin dan
ditunggu 30 detik. Pengamatan di bawah mikroskop dengan perbesaran 400 kali [12].

Hasil dan Diskusi

Faktor abiotik yang diobservasi dalam penelitan ini adalah pH, suhu dan konduktivitas. Suhu
pada kolam aerasi ulangan 1, 2 dan 3 masing-masing sebesar 23 °C, 25 °C dan 23 °C. Mikroorganisme
yang hidup limbah cair merupakan mikroorganisme mesofil yang hidup optimal pada suhu 20-40 °C
[17].pH pada kolam aerasi ulangan 1, 2 dan 3 berturut-turut 7,8; 7,9 dan 8,0. Kondisi alkali dapat
mempengaruhi ion —OH mikroorganisme.Efek ion tersebut tidak begitu merusak daripada kondisi
asam karena basa menghidrolisis dan menggumpalkan protein [18]. Faktor lingkungan konduktivitas
pada kolam aerasi ulangan 1 sebesar 5,11 ms.cm’l, kolam aerasi ulangan 2 sebesar 5,90 ms.cm” dan
kolam aerasi ulangan 3 sebesar 5,26 ms.cm™. Nilai konduktivitas pada rentang 1-9 (ms. cm™)
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tergolong air yang mengandung ion “waste water” dimana semakin kecil konduktivitas maka ion yang
terlarut makin sedikit [19].

(J

Gambar 1. Empat Bentuk Koloni Bakteri dari Spesies yang Berbeda

Koloni bakteri yang didapatkan dalam penelitian ini sebanyak 18 koloni. Bentuk koloni
bakteri seperti pada Gambar 1 ditemukan dengan perincian sebagaimana ditunjukkan Gambar 2 - 4
bentuk serupa akar 12%, tidak beraturan 44% dan bulat 44%. Isolat bakteri yang ditemukan pada
limbah cair industri penyamakan kulit Kota Malang berbentuk tidak beraturan, menyebar dan bulat.
Tepi dari 18 koloni bakteri yang ditemukan berupa berbelah 22%, berombak 39%, berlekuk 17% dan
utuh 22% sedangkan elevasi koloni bakteri terdiri dari jenis elevasi membukit 17%, datar 6%, timbul
datar 44% dan mencembung 33%. Sifat permukaan koloni bakteri yang didapatkan bervariasi dengan
persentase masing-masing yaitu suram kasar 11%, suram halus 22%, mengkilat kasar 11% dan
mengkilat halus 56%.

Sifat permukaan koloni yang ditemukan pada industri penyamakan kulit Kota Malang berupa
timbul, rata dan mencembung [19]. Pigmentasi atau warna yang dihasilkan oleh koloni bakteri adalah
putih 39%, krem 44%, kuning 6% sedangkan orange 11%. Koloni bakteri yang ada pada industri
penyamakan kulit mempunyai warna kuning, putih dan cokelat muda [19]. Kepekatan koloni bakteri
memiliki jenis yang sama yaitu seperti mentega. Ukuran koloni bakteripun terbagi menjadi kecil dan
medium, sedangkan mayoritas karakter optik jenis koloni yang ditemukan adalah tidak tembus atau
tembus.

Bentuk Koloni Elevasi Koloni

0,
12% M Serupa akar 17%

44% 33% B Membukit
Tidak B Timbul datar
44% MTida

’ beraturan 6% 44% Datar

Gambar 2. Persentase Jumlah Koloni Berdasarkan Bentuk Koloni dan Elevasi Koloni

Tepi Koloni Sifat Permukaan Koloni
11%
22% 22% M Berbelah 0 229 W Suram kasar
0
Hm Berombak M Suram halus
39% Berlekuk 11% Mengkilat kasar
(]

Gambar 3. Persentase Jumlah Koloni Berdasarkan Tepi Koloni dan Sifat Permukaan Koloni
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Pigmentasi Bentuk dan Pewarnaan Gram Bakteri
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m Coccus Positif

Gambar 4. Persentase Jumlah Koloni Berdasarkan Pigmentasi Koloni dan Pewarnaan Gram

Bakteri yang diidentifikasi bentuk dan perwarnaan gram terbagi menjadi 6 jenis yakni bakteri
gram positif dan negatif berbentuk streptococci, bakteri gram positif dan negatif berbentuk
streptobacilli, serta bakteri gram positif dan negatif bentuk coccus. Bakteri dominan yang ditemukan
adalah bakteri gram positif berbentuk streprococci 34% maupun streptobacilli 34% dan lainnya
ditunjukkan Gambar 4. Bakteri gram positif yang mampu beradaptasi terhadap lingkungan yang
ekstrim seperti Bacillus sp. dan Staphylococcus sp. (Gambar 5) karena bakteri Bacillus sp. mampu
membentuk endospora, sedangkan bakteri Staphylococcus sp. dapat membentuk kapsul polisakarida
yang fungsinya setara dengan lipopolisakarida (LPS) pada bakteri gram negatif [20]. Keberadaan
bakteri negatif terkait dengan adanya LPS yang terdapat pada membran luar sel bakteri gram negatif
sebagai bentuk pertahanan terhadap stress lingkungan [21].

A B C
Gambar 5. Pengamatan Koloni Bakteri A Gram Positif Streptococci; B Gram Negatif Streptobacilli
dan C Gram Positif Coccus Perbesaran 400 kali

M Diversitas M Kemerataan M Kekayaan B Dominasi

1.5 1.22 13
0.88 112 1.07 0.99

1 0.62
0.36 0.29
0.5 0.16 0.015 0.006

Kolam Aerasi Sampel ke 1 Kolam Aerasi Sampel ke 2 Kolam Aerasi Sampel ke 3

Gambar 6. Histogram Nilai Keragaman, Kemerataan, Kekayaan dan Dominasi Komunitas Bakteri
Kolam Aerasi Sampel ke 1, 2 dan 3
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Jumlah koloni bakteri yang didapatkan menghasilkan nilai yang bervariatif. Jumlah koloni
bakteri yang ditangkap pada media SPC pada kolam aerasi sampel ke 1, 2 dan 3 sebesar 2,2 x 107, 1,8
x 10° dan 1,8 x 10°. Perbedaan jumlah bakteri yang signifikan ini disebabkan oleh kondisi lingkungan
yaitu faktor abiotik yang memiliki nilai yang berbeda-beda saat pengambilan sampel air.Faktor fisik
dan kemis mempengaruhi pertumbuhan bakteri [22].

Jumlah individu koloni dalam komunitas juga menghasilkan nilai yang berbeda. Hal tersebut
mempengaruhi nilai struktur komunitas. Keragaman komunitas bakteri kolam aerasi sampel 1, 2 dan 3
sebesar 0,36; 1,30 dan 0,015 (Gambar 6). Nilai keragaman komunitas bakteri tergolong rendah karena
H’ < 2,3 [23]. Indeks kemerataan pada kolam aerasi sampel ke 1, 2 dan 3 menunjukkan nilai 0,16;
0,62 dan 0,006. Kemerataan kolam aerasi 1 dan 3 tergolong kemerataan rendah karena E < 04
sedangkan kemerataan kolam aerasi 2 tergolong kemerataan tinggi karena E > 0,6 [24]. Indeks
kekayaan (richness) bakteri kolam aerasi ulangan 1, 2 dan 3 menunjukkan nilai masing-masing adalah
1,22; 1,12 dan 1,07. Nilai indeks kekayaan kolam aerasi ulangan 1, 2 dan 3 tergolong dalam kriteria
buruk karena kurang dari 2,5 [25]. Dominasi kolam aerasi ulangan 1 dan 3 mendekati 1 dengan nilai
0,88 dan 0,99.

Kesimpulan

Nilai keragaman kolam aerasi sampel ke 1, 2 dan 3 masing-masing sebesar 0,36, 1,30 dan
0,015. Nilai diversitas tersebut mengartikan bahwa diversitas bakteri pada kolam aerasi sampel ke 1, 2
dan 3 tergolong rendah. Jenis gram bakteri indigenous yang ditemukan pengolahan limbah cair
industri penyamakan kulit Kota Malang adalah Streptococci negatif (11%), Streptococci positif
(34%), Streptobacilli negatif (11%), Streptobacilli positif (34%), Coccus negatif (5%) dan Coccus
positif (5%).
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