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RINGKASAN 

ITA ANGGRAINI, Skripsi tentang Fermentasi Limbah Cair Pembekuan Ikan 
Kerapu (Epinephelus sp.) Menggunakan Kombinasi Bakteri (Acinetobacter 
baumanii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae) Secara Aerob (dibawah 
bimbingan Dr. Ir. Yahya, MP dan Dr. Ir. Happy Nursyam, MS) 
 

Semakin menjamurnya berbagai industri di Indonesia termasuk industri 
pengolahan ikan menyebabkan sering terjadinya pencemaran, baik berupa 
pencemaran air, udara dan tanah. Salah satu industri perikanan yang saat ini 
sedang berkembang pesat adalah industri pembekuan ikan kerapu. Dengan 
perkembangan yang pesat ini industri peembekuan ikan kerapu memiliki potensi 
yang cukup besar untuk menghasilkan limbah baik limbah cair maupun limbah 
padat.  Walaupun potensi hasil limbah yang dihasilkan dari industri pengolahan 
ikan kerapu cukup besar tetapi pemanfaatan dari limbah industri baik limbah cair 
maupun limbah padat masih kurang dalam penanganannya. 

Pada industri yang menghasilkan limbah cair dengan kandungan bahan 
organik yang cukup tinggi, diperlukan suatu pengolahan yang tepat untuk 
memurnikan limbah cair tersebut. Pengolahan tersebut dapat menggunakan cara 
pengolahan limbah cair secara biologi dengan menggunakan bantuan 
mikroorganisme dengan memanfaatan aktivitas mikroorgansme. Mikroorganisme 
yang digunakan pada penelitian ini yaitu kombinasi dari bakteri Acinetobacter 
baumannii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergovia yang merupakan bakteri 
indigenious lingkungan. 

Tujuan dari penelitian skripsi ini yaitu untuk mengetahui bagaimana 
pengaruh penambahan kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacillus 
subtilis dan Enterobacter gergovia terhadap limbah cair dengan aerasi selama 10 
hari serta bagaimana pengaruh dari kombinasi bakteri tersebut terhadap kadar 
histamin, pH, TSS (Total Suspended Solid), kadar Minyak dan Lemak dan kadar 
Amonia dari limbah cair ikan kerapu selama 10 hari aerasi. 

Metode yang digunakan yaitu metode deskriptif yaitu penelitian yang 
memberikan gambaran secara jelas tentang kondisi nyata subyek penelitian. 
Penelitian ini menggunakan rancangan acak kelompok (RAK) dengan 3 ulangan 
dan 4 perlakuan pemberian kombinasi bakteri pada limbah cair pembekuan ikan 
kerapu. 

Hasil dari penelitian ini yaitu diperoleh bahwa pada perlakuan seluruh 
kombinasi bakteri dari bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan 
Enterobacter gergoviae yang efektif adalah pada pengamatan hari ke-10 dengan 
histamin <1,163 mg/Kg (Not Detected), niali pH sebesar 8,4 (basa), kadar TSS 
menurun sebesar rata-rata 75%, kadar minyak dibawah nilai maksimal baku 
mutu air limbah (<15mg/L), kadar amonia menurun sebesar rata-rata 95%, kadar 
BOD menurun sebesar 80% dan kadar COD rata-rata turun sebesar 75%. Untuk 
perhitungan anova pada seluruh kombinasi bakteri diterima H0 pada taraf 95% 
sehingga tidak berbeda nyata. 
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1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Semakin menjamurnya berbagai industri di Indonesia termasuk industrI 

pengolahan ikan menyebabkan sering terjadinya pencemaran, baik berupa 

pencemaran air, udara dan tanah. Adanya pencemaran tersebut pada akhirnya 

yang menjadi korban adalah makhluk hidup dan lingkungan yang berada di 

sekitar kawasan industri tersebut (Hikamah dan Mubarok, 2012). Ditambahkan 

menurut Mukhtasor (2007), industri pengolahan hasil perikanan dengan berbagai 

jenis olahannya serta teknologi yang digunakan dalam proses pengolahan 

maupun penangkapannya akan menghasilkan limbah, baik itu limbah cair 

maupun limbah padat yang memiliki potensi untuk merusak keseimbangan 

ekologi, terutama ekologi air, sungai maupun laut. 

Salah satu industri perikanan yang saat ini sedang berkembang pesat 

adalah industri pengolahan ikan kerapu. Dengan perkembangan yang pesat ini 

industri pengolahan ikan kerapu memiliki potensi yang cukup besar untuk 

menghasilkan limbah baik limbah cair maupun limbah padat (Murniati, 2007).  

Walaupun potensi hasil limbah yang dihasilkan dari industri pengolahan ikan 

kerapu cukup besar tetapi pemanfaatan dari limbah industri baik limbah cair 

maupun limbah padat masih kurang dalam penanganannya. 

Air buangan yang dihasilkan oleh industri perikanan banyak mengandung 

nutrisi organik yang biasanya berupa nitrogen dalam bentuk ammonia, nitrat dan 

nitrit yang dapat menyebabkan pencemaran pada badan air penerima, berupa 

penurunan kadar oksigen terlarut, memunculkan toksisitas dalam air, 

menimbulkan bahaya kesehatan bagi masyarakat, merangsang pertumbuhan 

tanaman air, dan menurunkan kelayakan untuk penggunaan air. Limbah cair 

yang dihasilkan oleh industri perikanan juga menimbulkan bau yang 



mengganggu bagi masyarakat sehingga menyebabkan turunnya nilai estetika 

dari badan air dari pembuangan limbah cair perikanan (Ibrahim, 2005). 

Limbah cair yang dihasilkan dari pengolahan pangan biasanya berupa air 

yang telah digunakan untuk berbagai keperluan, seperti air bekas pencucian 

bahan mentah baik bahan nabati maupun hewani, serta sisa dari air bekas 

pencucian peralatan yang digunakan dalam proses pengolahan pangan 

(Purnawijayanti, 2001). Pengolahan pada limbah tersebut difungsikan untuk 

menurunkan parameter yang digunakan sebagai standart mutu bagi limbah cair 

sebelum dibuang ke badan sungai. 

Proses pengolahan limbah cair berdasarkan sifat dari limbah cair dapat 

dibedakan menjadi 3 yaitu: 1) proses fisik yang dilakukan secara mekanik tanpa 

penambahan bahan-bahan kimia, 2) proses kimia yang merupakan proses 

pengolahan limbah cair dengan menggunakan bahan kimia untuk menghilangkan 

cemaran dari limbah cair, 3) proses biologi yang merupakan proses pengolahan 

limbah cair dengan menggunakan kerja dari mikroorganisme untuk 

menghilangkan polutan dari limbah cair (Darsono, 2007). 

Pada proses pengolahan Air limbah organik umunya diolah dengan 

menggunakan proses biologi aerobik maupun proses anaerobik, pengolahan 

tersebut tergantung dari beban organik yang dikandung oleh air limbah, untuk air 

limbah dengan karakteristik organik ringan proses biologi aerobik merupakan 

cara yang lebih cocok (Ariani, 2011). Ditambahkan menurut Sugiarto (1987), 

pengolahan limbah cair secara biologi dapat dibedakan menjadi 2 yakni: 

pengolahan limbah cair secara aerob dan anaerob. Pengolahan limbah secara 

aerob merupakan pengolahan limbah dengan menggunakan bakteri aerob yang 

memerlukan oksigen bebas. Bakteri tersebut bekerja dengan baik pada pH 

sekitar 7 dengan suhu hingga 400C, menggunakan oksigen dari udara secara 

kontinyu. Sedangkan pengolahan limbah secara anaerob menggunakan bakteri 



anaerob yang tidak memerlukan oksigen bebas. Bakteri ini bekerja dengan baik 

pada suhu hingga 400C pada pH sekitar 7 dan semakin baik kerjanya pada 

keadaan gelap dan tertutup. 

Pada industri yang menghasilkan limbah cair dengan kandungan bahan 

organik yang cukup tinggi, diperlukan suatu pengolahan yang tepat untuk 

memurnikan limbah cair tersebut. Pengolahan tersebut dapat menggunakan cara 

pemanfaatan aktivitas mikroorgansme (Indriyati, 2005). Mikroorganisme yang 

digunakan pada penelitian ini yaitu kombinasi dari bakteri Acinetobacter 

baumannii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergovia yang merupakan bakteri 

indigenious lingkungan. 

Bakteri Acinetobakter gergoviae merupakan organisme hidrofilik dan 

bakteri yang berkoloni di lingkungan perairan (Nugroho, 2012). Sedangkan 

bakteri Bacillus subtilis termasuk sebagai bakteri saprofit yang mampu untuk 

bertahan serta berkembang biak pada sisa-sisa bahan oganik, sehingga bakteri 

ini mampu bertahan hidup pada limbah cair organik, seperti limbah cair industri 

perikanan (Khaeruni et al., 2013). Sedangkan spesies dari bakteri Enterobacter 

terutama bakteri Enterobacter gergovie merupakan bakteri yang mudah 

ditemukan di lingkungan seperti air, limbah, tanah dan tumbuhan (Grimont dan 

Patrick, 2006). 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kombinasi bakteri mana yang 

paling baik dalam memurnikan limbah cair hasil pengolahan ikan kerapu 

berdasarkan indikator yang telah ditentukan dan mengetahui kemampuannya 

dalam perubahan kualitas limbah cair hasil pengolahan ikan kerapu berdasarkan 

indikator histamin, pH, TSS, Minyak dan Lemak, dan Amoniak. Dengan 

menggunakan metode deskriptif dan menggunakan rancangan acak kelompok 

dengan variabel bebasnya merupakan limbah cair dan variabel terikatanya 

adalah penambahan kombinasi bakteri pada limbah cair pembekuan ikan kerapu. 



1.2 Rumusan Masalah 

Adapun yang menjadi perumusan masalah pada penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana pengaruh penambahan kombinasi bakteri Acinetobacter 

baumannii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae terhadap limbah cair 

industri pembekuan ikan kerapu? 

2. Bagaimana kemampuan kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacillus 

subtilis dan Enterobacter gergoviae dalam merubah kualitas limbah cair 

industry pembekuan ikan kerapu berdasarkan indikator histamin, pH, TSS, 

Minyak dan Lemak, dan Amoniak? 

 

1.3 Tujuan 

Adapun yang menjadi tujuan pada penelitian ini adalah: 

1. Untuk mengetahui pengaruh penambahan kombinasi bakteri Acinetobacter 

baumannii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae terhadap limbah cair 

industri pembekuan ikan kerapu  

2. Untuk mengetahui kemampuan kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, 

Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae dalam merubah kualitas limbah 

cair industry pembekuan ikan kerapu berdasarkan indikator histamin, pH, 

TSS, Minyak dan Lemak, dan Amoniak. 

 

1.4 Hipotesis 

Adapun yang menjadi hipotesa pada penelitian ini adalah: 

H0 : Diduga tidak terdapat pengaruh terhadap penambahan kombinasi bakteri 

Acinetobacter baumannii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae terhadap 

limbah cair industri pembekuan ikan kerapu  

H1 : Diduga terdapat pengaruh terhadap penambahan kombinasi bakteri 

Acinetobacter baumannii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae terhadap 



kualitas limbah cair industri pembekuan ikan kerapu berdasarkan indikator 

histamin, pH, TSS, Minyak dan Lemak, dan Amoniak. 

 

1.5 Kegunaan 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tambahan 

mengenai cara alternatif dalam Pengolahan limbah khususnya limbah cair pada 

industri pembekuan ikan kerapu dengan penambahan kombinasi bakteri 

(Acinetobacter baumanii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae). 

 

1.6 Waktu Dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Penyakit dan Kesehatan Ikan 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang, 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, 

Laboratorium Lingkungan PERUM Jasa Tirta I Malang, dan Laboratorium 

Pengendalian dan Pengujian Mutu Hasil Perikanan (LPPMHP) Surabaya, pada 

bulan April – Mei 2015. 

  



2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Limbah Cair Industri Pengolahan Ikan Kerapu 

Salah satu industri perikanan yang saat ini sedang berkembang pesat 

adalah industri pengolahan ikan kerapu. Ikan kerapu pada saat ini merupakan 

salah satu ikan komoditas unggulan produk perikanan di Indonesia. Dengan 

harga dari ikan kerapu yang cukup mahal sehingga memiliki nilai ekonomi yang 

cukup tinggi dan ikan kerapu merupakan komoditas ekspor yang menjanjikan 

(Ismi et  al., 2013). 

Ikan kerapu yang memiliki nama latin Epinephelus sp. Merupakan jenis 

ikan demersal dan merupakan ikan karang (Alamsyah et al., 2013). Ikan ini 

merupakan ikan yang saat ini menjadi komoditas andalan di Indonesia. Sehingga 

saat ini industry pengolahan ikan kerapu berkembang pesat. Munculnya berbagai 

industry tersebut mampu menghasilkan limbah yang dapat mencemari 

lingkungan baik limbah cair maupun limbah padat yang dihasilkan oleh industri 

pengolahan ikan kerapu.  

 Dengan pesatnya perkembangan sektor perindustrian di Indonesia saat 

ini mampu memberikan dampak positif maupun dampak negatif yang ditimbulkan 

pada sektor pengolahan limbah industri, yaitu limbah industri yang memiliki 

kandungan bahan organik limbah cair cukup tinggi yang dapat merusak 

lingkungan. Sehingga dibutuhkan perlakuan khusus untuk menurunkan bahan-

bahan berbahaya tersebut sebelum dibuang ke badan air (Indriyati, 2005). 

Limbah cair industri dari pengolahan ikan kerapu saat ini kurang 

termanfaatkan. Pada daerah tertentu limbah cair hasil industri hanya dibuang 

begitu saja tanpa penanganan lebih lanjut. Hal tersebut dapat menimbulkan 

permasalahan-permasalahan seperti pencemaran lingkungan terutama 

lingkungan sekitar yang dijadikan tempat pembuangan limbah cair pengolahan 



ikan kerapu. Mulai dari masalah yang paling ringan yaitu bau dari limbah cair 

yang menusuk hidung, gatal-gatal pada kulit bila kontak langsung dengan limbah, 

dapat menjadi sumber penyakit sebab pada limbah tersebut dapat dipergunakan 

sebagai media untuk berkembangbiaknya bermacam-macam bibit penyakit  

(Purwanti et al., 2003) 

Selain itu pada limbah industri dapat pula menghasilkan bahan toksik 

terhadap lingkungan yang dapat berdampak negatif bagi manusia dan 

lingkungan yang lain. Limbah cair industri paling sering menimbulkan masalah 

lingkungan seperti kematian ikan, keracunan pada manusia dan ternak, kematian 

plankton, akumulasi dalam daging ikan dan moluska (Wulansari, 2011). 

Ditambahkan pula menurut Akhirruliawati dan Shofiyatul (2008), pada 

pembuangan air limbah atau limbah cair ke badan air dengan kandungan beban 

COD (Chemical Oxygen Demand) dan BOD (Biological Oxygen Demand) 

melebihi 200 mg/l dapat menyebabkan turunnya jumlah oksigen dalam air. 

Kondisi tersebut mempengaruhi kehidupan biota pada badan air terutama biota 

yang hidupnya tergantung pada oksigen terlarut di air. 

 

2.2. Karakteristik Limbah Cair 

Limbah cair baik limbah cair domestik maupun non domestik mempunyai 

beberapa karakteristik sesuai dengan sumbernya. Menurut Metcalf and Eddy 

(2003) karakteristik limbah cair dapat digolongkan atas karakteristik fisik, kimia, 

dan biologi yang dijelaskan sebagai berikut :  

a. Karakteristik Fisika yang terdiri dari beberapa parameter yaitu: 

 Total Solid (TS)  

Merupakan suatu padatan yang terdiri dari bahan padat organik maupun 

anorganik dapat larut, mengendap atau tersuspensi. Bahan ini nantinya akan 



mengendap di dasar air sehingga menyebabkan pendangkalan pada dasar 

badan air penerima. 

 Total Suspended Solid (TSS)  

Merupakan jumlah berat dalam mg/l kering lumpur yang terdapat pada air 

limbah yang telah mengalami proses penyaringan dengan membran berukuran 

0,45 mikron.  

 Warna.  

Air bersih pada dasarnya merupakan air yang tidak memiliki berwarna, 

tetapi seiring dengan waktu dan menigkatnya kondisi anaerob, Warna limbah 

berubah dari yang abu–abu menjadi kehitaman.  

 Kekeruhan  

Kekeruhan diakibatkan dari adanya zat padat tersuspensi, baik yang 

bersifat organik maupun anorganik, serta menyebabkan sifat optis air yang akan 

membatasi pencahayaan kedalam air akibat kekeruhan yang ditimbulkan.  

 Temperatur  

Merupakan parameter yang sangat penting dengan penggunaan 

temperatur tinggi maupun temperatur rendah sangat berpengaruh dikarenakan 

efeknya terhadap reaksi kimia, laju reaksi, kehidupan organisme air dan 

penggunaan air untuk berbagai aktivitas sehari-hari.  Menurut Sihaloho (2008), 

temperatur air limbah biasanya lebih tinggi daripada air bersih. Temperatur dari 

air limbah dipengaruhi oleh kondisi udara sekitar maupun dari air panas buangan 

dari sisa pendinginan mesin pada industri yang bersangkutan. Suhu air limbah 

biasanya berkisar pada 13-240C. 

 Bau  

Disebabkan oleh udara yang dihasilkan pada proses dekomposisi materi 

atau penambahan substansi pada limbah cair yang mengalami pengolahan.  



b. Karateristik Kimia  

 Biological Oxygen Demand (BOD) 

Biological oxygen demand atau kebutuhan oksigen biologis merupakan 

jumlah oksigen yang dibutuhkan oleh mikroorganisme di dalam air lingkungan 

untuk memecah atau mendegradasi atau mengoksidasi limbah organik yang 

terdapat didalam air.  

 Chemical Oxygen Demand (COD)  

Merupakan jumlah kebutuhan oksigen dalam air untuk proses reaksi 

secara kimia yang bertujuan untuk menguraikan unsur pencemar yang ada. COD 

dinyatakan dalam ppm (part per milion).  

 Protein  

Protein merupakan bagian yang penting dari makhluk hidup. Di dalam 

limbah cair, protein merupakan unsur penyabab bau, karena adanya proses 

pembusukan dan peruraian  yang dilakukan oleh bakteri.  

 Karbohidrat  

Karbohidrat dapat berasal dari gula, pati, sellulosa dan benang-benang 

kayu, yang mana karbohidrat terdiri dari unsur C, H, dan O. Dalam limbah cair 

terdapat karbohidrat yang cenderung akan terdekomposisi oleh enzim dari 

bakteri-bakteri tertentu dan ragi menghasilkan alkohol dan gas CO2 melalui 

proses fermentasi.  

 Minyak dan Lemak  

Minyak dan lemak merupakan salah satu bahan pencemar yang banyak 

ditemukan di berbagai perairan, sumber pencemaran yang menghaslkan minyak 

dan lemak dapat berasal dari agroindustri.  

 

 



 Detergen  

Deterjen merupakan bahan organik yang banyak digunakan dalam 

keperluan rumah tangga, perhotelan dan sebagainya. Fungsi utama dari deterjen 

sebagai bahan pembersih untuk pencucian yang dapat menghilangkan dan 

memisahkan tanah, lemak dan lainnya. 

 pH atau derajat keasaman  

Air normal yang memenuhi syarat untuk digunakan baik untuk air 

konsumsi maupun sebagai keperluan lainnya harus mempunyai pH sekitar 6,5 – 

7,5. Air akan memiliki asam atau basa tergantung pada besar kecilnya pH. Bila 

pH di bawah pH normal, maka air tersebut bersifat asam, sedangkan air yang 

memiliki pH di atas pH normal bersifat basa. 

 

c. Karakteristik Biologi  

Karakteristik biologi pada pengolahan limbah cair digunakan untuk 

mengukur kualitas air terutama air yang digunakan sebagai air konsumsi baik itu 

air minum maupun air bersih. Pada karakteristik biologi ini parameter yang biasa 

digunakan adalah banyaknya mikroorganisme yang terkandung dalam air limbah. 

Pengolahan limbah cair secara biologis dapat didefinisikan sebagai suatu proses 

yang melibatkan kegiatan mikroorganisme dalam air untuk melakukan 

transformasi atau perubahan senyawa-senyawa kimia yang terkandung dalam air 

menjadi bentuk atau senyawa yang berbeda. Mikroorganisme dalam pengolahan 

limbah cair secara biologi menggunakan bahan-bahan organik untuk membuat 

biomassa sel baru serta zat-zat organik dan memanfaatkan energi yang 

dihasilkan dari reaksi oksidasi untuk metabolismenya (Metcalf and Eddy, 2003). 

 

 



2.3. Pengolahan Limbah cair 

Limbah cair industri merupakan salah satu sumber bagi pencemaran 

lingkungan. Dampak yang ditimbulkan dari limbah industri tersebut 

mengharuskan adanya teknologi yang dipergunakan untuk mengolah limbah 

yang dihasilkan oleh industri agar tidak menimbulkan pencemaran lingkungan. 

Teknologi pengolahan limbah merupakan salah satu hal terpenting dalam proses 

pemurnian atau penetralan limbah. Teknologi pengolahan limbah tersebut juga 

merupakan kunci dalam memelihara kelesterian lingkungan. Teknologi 

pengolahan limbah baik itu pengolahan limbah secara kimiawi, fisik dan biologi 

harus mudah untuk diterapkan dan dioperasikan serta dipelihara oleh 

masyarakat dan industri terkait yang menghasilkan limbah (Oktavia et al., 2012). 

Pengolahan limbah sangat diperlukan untuk menurunkan parameter 

dalam pencemaran air limbah agar mampu memenuhi baku mutu air limbah yang 

baik, sehingga ketika air limbah tersebut dibuang ke badan sungai tidak 

mencemari lingkungan yang digunakan sebagai tempat pembuangan limbah. 

Salah satu pengolahan limbah cair yang dapat digunakan adalah dengan 

pengolahan limbah cair secara biologi dengan menggunakan mikroorganisme. 

Menurut Departemen Perindustrian (2007) Pengolahan limbah cair secara 

biologis pada prinsipnya adalah pemanfaatan aktivitas mikroorganisme seperti 

bakteri dan protozoa. Mikroba tersebut mengkonsumsi polutan organik 

biodegradable dan mengkonversi polutan organik tersebut menjadi 

karbondioksida, air dan energi untuk pertumbuhan dan reproduksinya. 

Pengolahan limbah cair secara biologi dapat berlangsung dengan 

menggunakaan reaksi yang berlangsung secara aerobik. Reaksi yang 

berlangsung secara aerobik dapat berjalan dengan baik dengan adanya oksigen 

dan penggunaan mikroorganisme jenis aerob. Menurut Sihaloho (2008), reaksi 

secara aerobik yang terjadi pada tahap tersebut yaitu :  



Mikroorganisme Aerobik + Organik Terurai + O2 + Nutrient  CO2 + H2O +NH3 + 

Mikroorganisme baru 

Dalam penggunaan reaksi aerobik tersebut sangat memerlukan oksigen ketika 

reaksi berlangsung. Oksigen yang dibutuhkan oleh reaksi tersebut dapat 

dihasilkan dengan mengunakan cara aerasi menggunakan aerator maupun alat 

yang dapat menghasilkan oksigen lainnya. 

 

2.4. Parameter Pengolahan Limbah Cair 

2.4.1 Histamin 

Histamin atau di kenal sebagai [2-(4-imidazolyl)ethylamine] merupakan 

senyawa yang seringkali dianggap sebagai penyebab utama keracunan 

makanan. Keracunan oleh histamin biasanya terjadi setelah mengkonsumsi ikan 

dari jenis skombroid atau produk perikanan yang mengandung kadar histamin 

yang cukup tinggi seperti tuna, mackerel, dan bonito, oleh sebab itu keracunan 

histamin ini dikenal sebagai scombroid poisoning (keracunan skombroid). 

Meskipun demikian, banyak ikan-ikan non scombroid yang juga dapat 

menyebabkan keracunan histamin, seperti mahi-mahi maupun kerapu atau ikan 

laut lainnya. Jenis-jenis ikan ini mengandung histidin bebas dalam jumlah besar 

pada jaringan dagingnya, yang pada kondisi tertentu dapat diubah menjadi 

histamin oleh enzim L-histidin dekarboksilase yang dihasilkan oleh bakteri 

(Kusmarwati dan Ninoek, 2008). 

Kadar histamin pada ikan merupakan salah satu faktor penentu dari 

kualitas kesegaran ikan. Histamin banyak ditemukan pada ikan laut. Histamin 

merupakan senyawa amin yang dihasilkan dari proses dekarboksilasi histidin 

bebas (α-amina-β-inidosal asam propionat). Proses pembentukan histamin pada 

ikan sangat dipengaruhi oleh aktivitas enzim L-Histidine Decarboxylase (HDC)  

(Mitchell, 2013). 



2.4.2 pH 

pH dari limbah cair mempunyai niai sebagai ukuran keasaman atau 

kebasaan dari air limbah. Pada umumnya air bersih yang tidak tercemar memiliki 

pH sekitar 6,5-7,5. Nilai pH dari air juga dapat menentukan sifat air, sebab jika 

pH air memiliki nilai lebih kecil dari pH air normal maka air tersebut bersifat asam, 

sedangkan jika pH air memiliki nilai lebih tinggi dari pH normal air maka air 

tersebut bersifat basa. Perubahan pH dari air tergantung dari polutan air tersebut 

(Rahmawati, 2014). 

pH yang merupakan salah satu parameter dalam penentuan kualitas air 

yang dapat menunjukkan kadar asam atau basa dari air tersebut sangatlah 

penting untuk mengetahui konsentrasinya melalui konsentrasi dari ion Hidrogen 

H+. Ion Hidrogen merupakan faktor utama untuk mengetahui reaksi kimiawi, 

Konsentrasi pH dalam perairan yang bersih berkisar antara 6–8, nilai dari pH 

tersebut dipergunakan sebagai acuan dalam mendukung semua proses biologis 

khususnya dalam rangka proses pemurnian kembali sebuah perairan yang 

melibatkan unsur-unsur biologis, khususnya bakteri pengurai (Akbar dan 

Sudarmaji, 2013). 

2.4.3 TSS (Total Suspended Solid) 

TSS (Total Suspended Solid) atau padatan tersuspensi merupakan 

padatan yang tidak terlarut, mampu menyebabkan terjadinya kekeruhan air, dan 

padatan yang tidak dapat mengendap secara langsung. TSS adalah padatan 

tersuspensi yang terdiri dari partikel-partikel yang memiliki ukan dan berat yang 

lebih kecil dari pada sedimen, seperti tanah liat, bahan organik tertentu dan 

sebagainya. Akibat padatan-padatan dari partikel-partikel tersebut mampu 

menyebabkan berkurangnya intensitas cahaya yang tersuspensi dalam air 

(Yuliastuti, 2011). 



TSS merupakan salah satu parameter dalam penentuan kualitas air 

limbah yang menentukan jumlah atau residu dari padatan total yang tertahan 

oleh saringan dengan partikel yang berukuran maksimal atau lebih besar dari 

ukuran partikel koloid. Penghilangan padatan-padatan tersebut biasanya 

menggunakan metode flokulasi dan penyaringan. Bagian yang termasuk dalam 

TSS pada air adalah lumpur, tanah liat, logam oksida, sulfide, ganggang, bakteri 

dan jamur (Muhajir, 2013). 

Semakin tinggi nilai dari TSS maka bahan organik membutuhkan oksigen 

lebih tinggi untuk perombakan, oleh sebab itu diupayakan nilai dari TSS harus 

lebih kecil. Untuk menurunkan nilai dari TSS tersebut dapat dilakukan upaya 

seperti melakukan penyaringan, pengendapan atau penambahan bahan kimia 

flokulan terhadap sampel air limbah yang akan diuji (Sarwadi dan Ardian, 2014). 

 

2.4.4 Minyak dan Lemak 

Minyak dan lemak yang merupakan salah satu dari parameter dalam 

penentuan kualitas air limbah, merupakan parameter yang penting untuk 

diketahui. Peningkatan dari kadar minyak dan lemak pada air limbah dapat 

menimbulkan bau busuk pada air limbah yang disebabkan dari dekomposisi 

lanjut protein yang banyak mengandung asam amino bersulfur (sistein) menjadi 

asam sulfat, gugus thiol dan amoniak. Sedangkan asam lemak rantai pendek 

hasil dekomposisi bahan organik yang terkandung dalam air limbah juga mampu 

menyebabkan bau busuk. Akibat adanya minyak dan lemak di permukaan air 

limbah juga mampu menghambat proses biologis dalam proses pemurnian air 

limbah sehingga dapat menimbulkan gas yang berbau (Oktavia et al., 2012). 

Minyak dan lemak merupakan salah satu parameter yang mampu 

mencemari perairan dan merupakan kelompok dari padatan. Padatan yang 

dimaksud disini yaitu padatan yang mengapung di atas permukaan air, akibat 



padatan tersebut menyebabkan lemak dan minyak mampu mencemari perairan. 

Minyak tidak dapat larut dalam air, jika perairan tercemar oleh minyak, maka 

minyak tersebut akan tetap mengapung (Kristanto, 2002). 

 

2.4.5 Amonia (NH3) 

Amonia merupakan hasil katabolisme protein yang diekskresikan oleh 

organisme dan merupakan salah satu hasil dari penguraian zat organik oleh 

bakteri. Di dalam air amonia terdapat dalam bentuk bebas atau tak ter-ionisasi 

(NH3), dan dalam bentuk ion ammonium atau ter-ionisasi (NH4). Sumber utama 

amonia dalam budidaya akuatik berasal dari bahan organik dalam bentuk sisa 

pakan, kotoran hewan air maupun dalam bentuk plankton dan bahan organik 

tersuspensi. Sebagian besar pakan yang terkonsumsi dirombak menjadi daging 

atau jaringan tubuh, sedang sisanya dibuang berupa kotoran padat (faeces) dan 

terlarut (amonia). Karena hal tersebut biota akuatik akan sedikit memiliki 

kandungan amonia dalam tubuhnya (Umroh, 2007). 

Amonia merupakan salah satu polutan yang cukup berbahaya. Dalam 

konsentrasi tertentu ammonia yang berada dalam air dapat menimbulkan bahaya 

terhadap biota perairan, menyebabkan eutofikasi, menimbulkan korosi pada 

logam tertentu, bahkan dapat menyebabkan keracunan yang berakibat pada 

kerusakan paru-paru dan menyebabkan kematian. Karena kerusakan yang 

ditimbulkan oleh amonia begitu buruk, saat ini telah banyak cara untuk 

meminimalisir kandungan amonia dalam limbah cair salah satunya dengan 

pengolahan secara biologis dengan memanfaatkan mikroorganisme, air stripping, 

breakpoint chlorination dan pertukaran ion (Retnoningsih dan Yulia, 2008). 

 

 

 



2.4.6 BOD 

Salah satu parameter penentu dalam proses penetralan air limbah adalah 

jumlah dari kadar BOD pada limbah cair. BOD atau Biochemical Oxygent 

Demand yang merupakan suatu analisa yang digunakan untuk mengetahui 

jumlah kebutuhan oksigen yang diperlukan oleh mikroorganisme untuk 

mengoksidasi senyawa organic yang terdapat dalam limbah cair (Septiawan et 

al., 2014). 

BOD merupakan suatu analisa pada air limbah yang Menunjukkan jumlah 

oksigen terlarut yang dibutuhkan oleh organisme hidup untuk menguraikan atau 

mengoksidasi bahan–bahan buangan di dalam air (Junaidi dan Bima, 2006). 

Ditambahkan menurut sihaloho (2008), hasil dari tes BOD digunakan untuk: 

a. Menentukan jumlah oksigen yang dibutuhkan guna menstabilkan zat organik 

yang ada secara biologi 

b. Menentukan ukuran dari fasilitas pengolahan air limbah 

c. Menyesuaikan baku mutu effluent dari air limbah. 

Jumlah oksigen (mg/L) yang diperlukan dalam oksidasi biologi aerob dari 

limbah industri baik cair maupun padatan disebut sebagai kebutuhan oksigen 

biokimia (Biochemical Oxygent Demand) yang pengujiannya selama 5 hari yang 

diinkubasi dengan suhu 200C (BOD5). Nilai dari pengujian BOD5 tersebut dapat 

digunakan sebagai acuan dari ukuran polusi dari limbah yang artinya seberapa 

besar limbah tersebut mengalami degradasi biologis (Muhajir, 2013). 

 

 

 

 

 

 



2.4.7 COD 

Chemical Oxygen Demand (COD) atau kebutuhan oksigen kimia 

merupakan salah satu parameter penentuan kualitas air limbah yang digunakan 

untuk mengukur seberapa banyak kebutuhan oksigen guna penguraian bahan 

organik secara kimiawi yang menyebabkan berkurangnya iksigen terlarut dalam 

air (Yuliastuti, 2011). 

Menurut Sihaloho (2008), COD merupakan parameter penentuan kualitas 

air limbah secara kimia, yang digunakan untuk mengetahui jumlah oksigen dan 

zat organic yang dibutuhkan untuk pengoksidasian materi organic dalam air 

limbah. COD biasanya memiliki nilai yang lebih tinggi dibandingkan dengan nilai 

daripada BOD. Hal tersebut dapat terjadi sebab pada pengujian COD 

menggunakan senyawa yang dapat dioksidasi secara kimia dibandingkan 

oksidasi secara biologi. 

Penggunaan penilaian COD bertujuan untuk mengetahui seberapa besar 

jumlah oksigen yang dibutuhkan untuk mengoksidasi zat-zat organik yang ada 

dalam satu liter sampel air. Angka COD merupakan ukuran bagi pencemaran air 

oleh zat organik. Jika nilai BOD mendekati nilai COD maka hal tersebut 

menunjukkan bahwa semakin sedikit zat-zat organik yang dapat dioksidasi 

dengan bahan kimia. Pengoksidasian tersebut dapat menggunakan K2Cr2O7 atau 

menggunakan KMNO4 (Muhajir, 2013). 

 

2.5. Bakteri Lingkungan 

2.5.1 Acinetobacter baumanii 

Salah satu bakteri dalam penelitian ini adalah bakteri Acinetobacter 

baumannii yang merupakan salah satu jenis bakteri pathogen opportunistik atau 

patogen nosokomial, yang secara alamiah dapat dijumpai di lingkungan, baik di 

tanah, air dan kotoran, bahkan terdapat di mukosa faring dan kulit yang sehat. 



Infeksi yang ditimbulkan oleh bakteri Acinetobacter baumanii dapat berupa 

pneumonia, infeksi pada mata, infeksi pada luka bakar atau luka bedah, infeksi 

kulit, infeksi saluran kemih, bakteremia dan septikemia (Noorhamdani,2004). 

Bakteri Acinetobacter baumanii merupakan bakteri yang mampu bertahan 

hidup baik pada kondisi lingkungan yang kering maupun lingkungan yang basah. 

Bakteri Acinetobacter baumanii diketahui dapat hidup selama 20 hari pada 

kondisi lingkungan dengan kelembaban relative sekitar 31%. Bakteri ini 

merupakan jenis bakteri gram negatif yang memiliki karakteristik terdiri dari 

obligat aerob, tidak bergerak dan pleiomorfik (Wijaya dan Cucunawangsih, 2012). 

 

2.5.2 Bacillus subtilis 

Bakteri Bacillus subtilis termasuk dalam golongan bakteri gram positif, 

yang memiliki bentuk batang, merupakan bakteri yang mampu tumbuh pada 

kondisi aerob dan anaerob. Bakteri tersebut dapat membentuk endospora dan 

dapat bertahan hidup dalam jangka waktu yang lama pada kondisi lingkungan 

yang tidak mendukung untuk pertumbuhannya. Bacillus subtilis merupakan 

bakteri saprofit yang mampu bertahan dan berkembang biak pada sisa-sisa 

bahan organik. Berdasarkan sifat tersebut  bakteri ini dapat ditumbuhkan dan 

diperbanyak pada limbah organik cair yang banyak tersedia di masyarakat 

seperti limbah air kelapa, air tahu dan molase maupun pada limbah cair industri 

(Khaeruni et al., 2013). 

Bacillus subtilis merupakan mikroorganisme yang menyebabkan 

terjadinya kontaminasi makanan, karena bakteri ini dapat ditemukan di 

lingkungan menyebabkan terjadinya kontaminasi pada pangan. Endospora dari 

bakteri B. subtilis,mampu bertahan terhadap kondisi lingkungan seperti suhu 

tinggi, nilai pH rendah atau tinggi, dan lingkungan yang kurang mendukung 

dibandingkan dengan mikroorganisme vegetatif lainnya. Namun, jika spora 



Bacillus dirangsang dalam keadaan vegetatif mereka mulai dari perkecambahan 

aktif bakteri dengan menggunakan metode tertentu, relatif mudah untuk 

mematikan bakteri B. subtilis dengan menggunakan tekanan (Chen et al.,2014). 

 

2.5.3 Enterobacter gergovie 

Spesies dari bakteri Enterobacter terutama bakteri Enterobacter gergovie 

merupakan bakteri yang mudah ditemukan di lingkungan seperti air, limbah, 

tanah dan tumbuhan. Bakteri ini merupakan jenis bakteri gram negatif, berbentuk 

batang, mampu melakukan fermentasi, dan memiliki peritrichous ketika motil. 

Bakteri Enterobacter gergovie merupakan bakteri yang umumnya rentan 

terhadap antibiotik (Grimont dan Patrick, 2006). 

Bakteri Enterobacter sp merupakan salah satu jenis bakteri fakultatis 

anaerobik, merupakan jenis bakteri gram negatif, motil dengan bantuan flagellum 

pentrikus, memiliki bentuk bulat dengan diameter 0,6 - 1 µm. Bakteri 

Enterobacter sp hanya mampu menggunakan senyawa sitrat dan asetat sebagai 

sumber karbonnya. Suhu optimum bagi pertumbuhan bakteri ini yaitu 370C. 

bakteri Enterobacter sp sering dijumpai dalam air limbah, tanah dan beberapa 

perairan alamiah (Periame et al., 2013). 

  



3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 

3.1 Materi Penelitian 

3.1.1 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan utama, 

bahan kimia, dan bahan untuk isolasi serta kultur bakteri. Bahan utama yang 

digunakan adalah limbah cair dari proses pembekuan ikan kerapu dari tahapan 

pencucian ikan tahap pertama dan ke dua serta pada proses pembuangan 

limbah akhir pembekuan ikan kerapu dari PT. Inti Luhur Fuja Abadi, Kabupaten 

Pasuruan, Jawa Timur. Bahan lain yang digunakan yaitu Acinetobacter baumanii, 

Bacillus subtilis, dan Enterobacter gergoviae yang diperoleh dari Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Media yang 

digunaan untuk isolat bakteri tersebut adalah media TSB (Trypthon Soya Broth), 

serta bahan-bahan yang digunakan untuk pembiakan bakteri yatu aquades, 

larutan NaCl, kertas saring, air, tissue, sarung tangan, sabun cair, waring dan 

masker. Sedangkan bahan yang diperlukan untuk pengambilan limbah cair 

adalah es batu dan kertas label.  

Bahan yang digunakan dalam uji histamin bahan yang digunakan yaitu 

NaOH 1N, natrium dihidrogen fosfat, asiton nitryl (CAN), dan cairan OPT (orto-

ptalatdikarbosildehide). Pada uji pH bahan yang digunakan adalah aquadest. 

Pada uji TSS bahan yang digunakan adalah kertas saring dan aquades. Pada uji 

minyak dan lemak bahan yang digunakan yaitu n-Heksan, HCl, aquades, kertas 

saring, dan natrium sulfat. Untuk uji Amonia yaitu H2SO4 0,04 N, NaOH 6 N, 

buffer borat, reagen fenol, sodium nitroprusida, sodium nitroklorit, alkali sitrat, 

larutan oksida, aquades. 

 

 



3.1.2 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu terdiri dari alat untuk 

pembiakan dan pengenceran bakteri, alat aerasi, dan alat untuk pengujian 

kualitas air limbah. Alat-alat yang diguanakan dalam pembiakan dan 

pengenceran bakteri yaitu laminar flow, tabung reaksi, kulkas, gelas arloji, rak 

tabung reaksi, pipet volum, beaker glass, timbangan digital, jarum oase, 

erlenmeyer, laminaran, gelas ukur, spatula, bunsen, botol semprot, nampan, 

inkubator, dan autoklaf. Peralatan yang digunakan untuk pengambilan sampel 

limbah cair ikan kerapu yaitu coolbox dan jurigen 30 Liter. Alat yang diguanakan 

untuk aerasi terdiri dari aerator, selang, toples kecil, dan pipa.  

Untuk uji histamin alat yang digunakan yaitu pipet transfer, mikro tube, 

vortex mixer, sentrifuge dan HPLC. Pada uji pH alat yang digunakan adalah pH 

meter. Pada uji TSS alat yang digunakan adalah timbangan analitik, oven, 

desikator, vacum Pam penyaring solid, dan cawan porselin. Pada uji minyak dan 

lemak alat yang digunakan yaitu labu didih, labu pisa, timbangan analitik, corong, 

oven, desikator, dan destilator horizontal. Untuk uji ammonia alat yang digunakan 

adalah pipet volume, pipet tetes, spektrofotometer UV-Vis, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, labu ukur 15ml, cuvet, vapodest, dan botol kaca. 

 

3.2 Metode Penelitian 

3.2.1 Metode 

Penelitian ini merupakan penelitian yang menggunakan metode deskriptif. 

Penelitian dengan metode deskriptif merupakan penelitian yang menjelaskan, 

mendeskripsikan dan menginterpretasikan sesuatu atau penelitian yang 

memberikan gambaran secara jelas tentang kondisi nyata subyek penelitian. 

Misalnya kondisi atau hubungan yang sedang berlangsung, pendapat yang 

sedang berkembang, proses yang sedang berlangsung, akibat atau efek yang 



ditimbulkan, dan lain sebagainya. Dengan tujuan dari metode ini adalah untuk 

mengumpulkan informasi tentang variable dan tentang  individu (Nazir, 2003). 

Ditambahkan menurut Umar (2003), metode deskriptif memaparkan penelitian 

yang ditujukan untuk mendeskripsikan hal-hal yang ditanyakan dalam riset 

seperti pertanyaan apa, yang mana, kapan, dimana, dan mengapa. 

Penelitian ini menggunakan rancangan acak kelompok dengan 

membandingkan antara kelompok perlakuan dengan kontrol. Adapun bakteri 

yang dikombinasikan meliputi : P12 = Penambahan kombinasi bakteri 

(Acinetobacter baumanii + Bacillus subtilis), P13 = Penambahan kombinasi 

bakteri (Acinetobacter baumanii + Enterobacter gergoviae), P23 = Penambahan 

kombinasi bakteri (Enterobacter gergoviae + Bacillus subtilis) dan P123 = 

Penambahan kombinasi bakteri (Acinetobacter baumanii + Bacillus subtilis + 

Enterobacter gergoviae). Pengamatan dan pengujian dilakukan selama 10 hari 

dengan selang waktu 5 hari, yaitu Q1 = hari ke 0, Q2 = hari ke 5, dan Q3 = hari 

ke 10. Berikut adalah rancangan penelitian tentang pengolahan limbah cair 

pembekuan ikan kerapu dengan penambahan kombinasi bakteri (Acinetobacter 

baumanii, Enterobacter gergoviae, dan Bacillus subtilis) secara aerob. 

Tabel 1. Rancangan percobaan bentuk RAK 

Perlakuan 
Kombianasi 

Bakteri 

Pengamatan 

Q1 Q2 Q3 

P12 P12Q1 P12Q2 P12Q3 
P13 P13Q1 P13Q2 P13Q3 
P23 P23Q1 P23Q P23Q3 

P123 P123Q1 P123Q2 P123Q3 

 
Keterangan : 

 P (1,2; 1,3; 2,3; dan 1,2,3) = Jenis kombinasi bakteri yang digunakan 

 Q (1, 2, dan 3) = Lama aerasi, pengamatan dan pengujian sampel pada 0 
hari, 5 hari, dan 10 hari  

Yij = µ + Ti + Bj + εij 
dimana : 
Yij = respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan kelompok ke-j 
µ      = nilai tengah umum 



Kj     = pengaruh perlakuan ke-i 
P(t)   = pengaruh kelompok ke-j 
εi(t)   = pengaruh galat perlakuan ke-i dan kelompok ke-j 
 

3.2.2 Variabel Penelitian 

Variable dalam penelitian menurut Surachmadi (1994), dibagi menjadi 

dua variable yaitu variable bebas dan variable terikat. Variable bebas merupakan 

variable yang tidak diketahui sehingga perlu untuk diselidiki pengaruhnya, 

sedangkan variable terikat merupakan variable yang diketahui jumlahnya dan 

diperkirakan akan timbul sebagai pengaruh dari variable bebas. 

a) Variabel bebas dalam penelitian ini adalah penambahan bakteri 

Acinetobacter baumanii, Bacillus subtilis, dan Enterobacter gergoviae pada 

limbah cair pembekuan ikan kerapu dengan jumlah yang berbeda pada 

setiap kombinasi bakteri. 

b) Variable terikat penelitian ini adalah jumlah dari penurunan kandungan 

yang dapat didegradasi oleh bakteri Acinetobacter baumanii, Bacillus 

subtilis, dan Enterobacter gergoviae antara lain histamin, pH, TSS, minyak 

dan lemak, serta amonia  

 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Pengambilan Sampel Limbah Cair 

pengambilan sampel limbah cair ikan kerapu dilakukan di PT. Inti Luhur 

Fuja Abadi Pasuruan pada jam 14.00 WIB. Limbah cair ikan kerapu diambil dari 

proses pencucian ikan tahap pertama dan kedua serta pada proses pembuangan 

limbah akhir pembekuan ikan kerapu. Sampel kemudian dimasukkan dalam 

jirigen bersih berukuran 30 Liter. Sampel dalam jurigen kemudian dimasukkan 

dalam coolbox yang telah diisi dengan es curah yang kemudian dibawa menuju 

laboratorium. Fungsi dari pemberian es tersebut agar tidak terjadi perubahan 



kimia secara signifikan pada limbah cair selama perjalanan menuju laboratorium 

tempat penelitian. 

 

3.3.2 Pembiakan Bakteri 

Langkah pertama dalam proses pembiakan bakteri yaitu dilakukannya 

sterilisasi pada alat-alat yang digunakan. Pembiakan bakteri ini dilakukan di 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. 

Menurut Darwis (2006), sterilisasi adalah suatu proses untuk menghilangkan 

atau menginaktivasikan mikroorganisme hidup seperti bakteri, jamur, virus dan 

organisme bersel satu lainnya yang terdapat pada suatu produk. Strerilisasi 

dilakukan dengan menggunakan uap panas dengan suhu dan tekanan yang 

tinggi dalam autoklaf. Autoklaf memakai prinsip sterilisai basah pada suhu 121oC 

selama 15 menit dengan tekanan 1 atm. Alat-alat yang perlu disterilisasi untuk 

proses pembiakan bakteri pada penelitian ini yaitu: tabung reaksi, dan pipet 

volume. Strerilisasi dilakukan bertujuan untuk menghindari kontaminasi silang 

oleh mikroorganisme selama proses pembiakan bakteri. Bakteri yang digunakan 

merupakan bakteri yang tadinya berada pada masa dorman sehingga perlu 

dilakukan reisolasi stok kultur terlebih dahulu untuk mengaktifkan kembali bakteri.  

Untuk memastikan tidak adanya kontaminasi pada bakteri maka terlebih 

dahulu dilakukan reisolasi stok kultur dari bakteri Acinetobacter baumanni, 

Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae agar didapatkan koloni murni bakteri. 

Metode yang digunakan pada reisolasi stok kultur bakteri ini yaitu metode striking 

kuadran, kemudian dilakukan inkubasi selama 24 jam pada suhu 370C. 

Selanjutnya dilakukan pewarnaan gram pada bakteri secara mikroskopis untuk 

melihat gambaran sel bakteri apakah terdapat cemaran atau tidak. Setelah 

dipastikan bahwa koloni yang tumbuh merupakan biakan murni bakteri yang 

diinginkan yang artinya koloni tersebut merupakan biakan murni, selanjutnya dari 



metode kuadran IV diambil satu sampai dua koloni bakteri dengan menggunakan 

jarum osse kemudian dimasukkan kedalam medium cair TSB (Trypthon Soya 

Broth) yang terdapat dalam tabung reaksi dengan volume 10mL. Komposisi TSB 

dapat dilihat pada tabel 2. 

Tabel 2. Komposisi media TSB 

Formula Gram / Liter 

Pandreatic Digest of Casein 17 
Papaic Digest of Soybean Meal 3 
Sodium Chloride 5 
Dibasic Potasium Phosphat 2,5 
Dextrose 2,5 

 

Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 24 jam dengan suhu 370C. 

Indikator tumbuhnya bakteri pada media cair TSB diketahui dengan berubahnya 

warna semula dari media TSB yang telah diberikan koloni bakteri, jika media 

semakin keruh maka bakteri tumbuh dengan baik. Selanjutnya dilakukan 

pewarnaan gram kembali untuk memastikan ada atau tidak adanya cemaran 

pada koloni bakteri yang dibiakkan. 

Tahapan pewarnaan gram yaitu dilakukan pembuatan preparat terlebih 

dahulu untuk pewarnaan, kemudian diambil gelas objek steril, lalu dipanaskan 

diatas nyala api spiritus untuk membebaskannya dari lemak, selanjutnya diambil 

satu koloni bakteri menggunakan jarum osse steril kemudian goreskan pada 

kaca objek, lalu keringkan diatas nyala api spiritus sambil digoyangkan hingga 

kering. Kemudian dalakukan tahap pewarnaan, pada preparat yang telah kering 

ditetesi dengan kristal violet, alkohol 96%, dan amonium oksalat, lalu didiamkan 

selama satu menit kemudian dibuang, kemudian tetesi dengan iodium, 

kaliumiodida dan aquades diamkan satu menit, kemudian buang larutan tersebut 

dan cuci. Setelah itu preparat ditetesi dengan aceton alkohol hingga warna 

menghilang kurang lebih selama 30 detik, kemudian tetesi dengan safranin, 

alkohol 96%, dan aquadest lalu diamkan selama satu menit kemudian cuci dan 



keringkan pada suhu ruang. Kemudian amati preparat dibawah mikroskop 

dengan perbesaran 100 objek. Jika hasil yang didapatkan tidak terdapat 

kontaminasi atau cemaran maka didapatkan koloni murni, selanjutnya dilakukan 

spektrofotometri dengan panjang gelombang 625 nm untuk mendapatkan nilai 

OD 0,1 atau untuk konsentrasi bakteri 108.  Karena bakteri yang dibutuhkan 

merupakan bakteri dengan konsentrasi 106, selanjutnya harus dilakukan 

pengenceran. 

 

3.3.3 Pengenceran Bakteri 

Menurut Ferdiaz (1993), Proses pengenceran bakteri bertujuan untuk 

mengurangi kepadatan mikroba yang akan ditanam. Ditambahkan oleh 

Dwijosaputro (1989), tujuan dari pengenceran untuk mendapatkan satu koloni 

murni kemudian selanjutnya koloni yang didapat akan dijadikan piaraan murni.  

Pengenceran yang diperlukan untuk mendapatkan kepadatan bakteri 106, 

pengenceran dilakukan dari kepadatan 108 menjadi 106.  

Tahap pertama sebelum dilakukan pengenceran adalah menghitung 

volume biakan murni bakteri yang dibutuhkan dengan menggunakan rumus : 

N1 x V1  = N2 x V2 
108 x V1   = 106 x 10 mL 

V1 = 0,1 mL 
 

Dari hasil perhitungan tersebut diketahui jumlah dari volume biakan 

bakteri dengan kepadatan 106 yang dibutuhkan untuk pengenceran adalah 0,1 

mL, sehingga volume larutan NaCl steril yang dibutuhkan sebanyak 9,9 mL. 

Pada penelitian ini digunakan tiga jenis bakteri yaitu Acinetobacter baumanni, 

Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae sehingga diperlukan tiga buah 

tabung reaksi untuk masing-masing pengenceran dengan larutan NaCl sebanyak 

9,9 mL pada tiap tabung rekasi. Selanjutnya ditambahkan 0,1 mL biakan bakteri 



pada tabung reaksi masing-masing satu spesies bakteri untuk setiap tabungnya 

dan diberi label. 

 

3.3.4 Pemasangan Aerator 

Pemasangan aerator pada toples yang berisi limbah cair dari proses 

pembekuan ikan kerapu bertujuan untuk menambahkan oksigen dalam limbah 

cair, agar bakteri dapat bertahan hidup dan berkembang dengan baik, sebab 

dalam penelitian ini menggunakan bakteri aerob yang mana bakteri tersebut 

membutuhkan oksigen dalam pertumbuhannya. Adapun langkah-langkah yang 

dilakukan untuk pemasangan aerator yaitu : 

 Toples, selang, aerator disiapkan 

 Tandai setiap toples dengan kertas label agar tidak tertukar 

 Pasang selang dan hubungkan dengan aerator secara pararel 

 Masukkan limbah cair sesuai dengan jenis pengenceran dan jumlah 

penambahan bakterinya 

 Pasang selang disamping atau ditengah toples 

 Untuk menghindari agar selang tidak berpindah-pindah dan udara yang 

dialirkan tetap konstan dalam limbah cair maka tempeli selang dengan isolasi 

atau perekat lainnya. 

 

3.3.5 Penambahan Bakteri 

Prosedur penambahan bakteri Acinetobacter baumanii, Bacillus subtilis 

dan Enterobacter gergovie dalam limbah cair ikan kerapu adalah sebagai berikut: 

 setelah dilakukan penanaman bakteri Acinetobacter baumanii, Bacillus 

subtilis dan Enterobacter gergovie pada media TSB kemudian media cair 



tersebut dimasukkan ke dalam toples yang telah berisi limbah cair ikan 

kerapu sesuai dengan jumlah penambahan bakteri dalam setiap toples 

 pengambilan dan penambahan bakteri Acinetobacter baumanii, Bacillus 

subtilis dan Enterobacter gergovie dilakukan dengan menggunakan pipet 

tetes dengan konsentrasi bakteri yang ditambahkan pada tiap kombinasi 

masing-masing 1%. 

 Lalu di uji parameternya setiap 5 hari sekali selama 10 hari. 

 

3.3.6 Aerasi Limbah 

Tahapan aerasi limbah cair ikan kerapu pada penelitian ini dilakukan 

selama 10 hari dan nantinya akan diuji kadar dari histamine, pH, TSS, minyak 

dan lemak, serta ammonia dari limbah cair tersebut. Tahapan dari aerasi limbah 

cair ikan kerapu yaitu Limbah cair dimasukkan dalam 8 toples berbeda dengan 

volume limbah cair dalam masing-masing toples sebanyak 2 liter. Kemudian 

limbah cair yang telah dimasukkan dalam toples diaerasi menggunakan aerator 

yang bertujuan untuk pengkondisian oksigen dalam limbah cair agar bakteri tetap 

bertahan hidup. Selanjutnya dimasukkan bakteri dengan kepadatan 10-6 CFU/ml 

sebanyak 2 ml bakteri yang dikombinasi kedalam limbah cair yang berada dalam  

toples. 

Pada penelitian ini dosis bakteri yang digunakan sebesar 1ml/l. sebab 

dosis tersebut telah memenuhi standart baku mutu proses pemurnian air limbah 

secara biologi, meskipun dosis sebesar 2 ml/L dan 3 ml/L mampu menghasilkan 

bahan organik yang lebih tinggi. Pada penelitian yang dilakukan Ishartanto 

(2009) memaparkan bahwa dosis bakteri sebesar 0,5ml/l, 1ml/l, 2ml/l dan 3ml/l 

merupakan dosis yang efektif dalam menurunkan bahan organik air limbah. 

Untuk toples pertama berisi limbah cair ikan kerapu yang dikombinasi 

dengan bakteri Acinetobacter baumanii dan Enterobacter gergovia. Toples kedua 



berisi kombinasi bakteri Acinetobacter baumanii dan Enterobacter gergoviae. 

Kemudian toples ketiga berisi kombinasi bakteri Enterobacter gergoviae dan 

Bacillus subtilis. Dan yang terakhir toples keempat berisi kombinasi bakteri 

Acinetobacter baumanii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergovie. 

Setelah pemberian perlakuan bakteri pada masing-masing toples, limbah 

cair kemudian diaerasi selama 10 hari dengan dilakukan pengujian setiap 5 hari 

sekali. Pengujian yang dilakukan terdiri dari pengujian kadar histamine, pH, TSS, 

minyak dan lemak, serta ammonia. Untuk perubahan yang terjadi selama proses 

aerasi limbah cair ikan kerapu dengan kombinasi dari bakeri Acinetobacter 

baumanii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergovie dapat dilihat pada lampiran. 

  



3.4 Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Skema Kerja Penelitian 
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3.5 Analisa Beberapa Parameter 

3.5.1 Analisa Histamin 

Analisa histamin menggunakan metode HPLC (High-Performance Liquid 

Chromatography) dengan prinsip mengubah zat histamine dikonversikan ke 

bentuk OH yang kemudian diisolasi menggunakan resin penukar ion dan diubah 

menjadi bentuk derivatnya dengan Ortoptalatdikarboksilaldehide (OPT) dan 

diukur secara fluorometris. Hasil yang diperoleh dinyatakan dalam ekuivalen 

kadar histamin. Prosedur analisis kadar histamin menurut SNI (2009) terdiri atas 

dua tahap, yaitu sebagai berikut : 

a. Prosedur analisa 

 Timbang 250 ml sampel masukkan dalam beaker glass kemudian tambahkan 

50 ml methanol, blender hingga homogeny 

 Panaskan dalam waterbath selama 15 menit dengan suhu 600C 

 Masukkan sampel dalam labu takar 100 ml 

 Saring menggunakan kertas saring kemudain filter ditampung dalam botol 

sampel 

b. Prosedur persiapan resin yaitu: 

 Timbang 3 gram resin untuk setiap kolom dalam beaker glass 250 ml 

 Tambahkan 15 ml NaOH 2 N/gr resin agar berubah menjadi OH 

 Kemudian aduk dengan stirrer-plate selama 30 menit 

 Tuang cairan dibagian atas dan ulangi penambahan NaOH 2 N dengan 

jumlah yang sama 

 Bilas resin menggunakan aquadest sebanyak 3 kali bilasan 

 Kemudian saring dengan kertas No. 588 atau yang setara. 

 

 



3.5.2 Analisa pH 

Analisa pH dilakukan dengan menggunakan alat pH meter, dimana 

metode ini dapat mengukur derajat keasaman (pH) air limbah dengan 

menggunakan alat pH meter. Dengan prinsip pengukuran pH berdasarkan 

pengukuran aktifitas ion hydrogen secara potensiometri atau elektrometri. 

Metode tersebut dijelaskan dalam analisa menurut SNI 06-6989.11-2004 yaitu 

sebagai berikut: 

 Pertama keringkan alat pH meter yang telah terkalibrasi dengan 

menggunakan tissue, selanjutnya bilas elektroda dengan air suling 

 Lalu bilas electroda dengan contoh uji (limbah cair yang digunakan sebagai 

sampel) 

 Celupkan elektroda ke dalam contoh uji hingga pH meter menunjukkan 

pembacaan yang tetap 

 Catat hasil pembacaan skala atau angka pada tampilan dari pH meter 

 

3.5.3 Analisa TSS 

Analisa TSS (Total Solid Suspention) menggunakan metode gravimetri 

dimana metode tersebut digunakan untuk menentukan residu tersuspensi yang 

terdapat dalam sampel limbah cair. Metode ini tidak digunakan untuk 

menentukan bahan yang mengapung, padatan yang mudah menguap dan 

dekomposisi garam mineral. Analisa TSS dengan metode tersebut dijelaskan 

dalam SNI 06-6989.3-2004 yaitu sebagai berikut: 

 Pertama lakukan penyaringan dengan peralatan vakum. Basahi saringan 

dengan sedikit air suling 

 Aduk sampel limbah cair dengan pengaduk magnetic untuk memperoleh 

contoh uji yang lebih homogen 



 Pipet sampel dengan volume tertentu, pada waktu contoh diaduk dengan 

pengaduk magnetik 

 Cuci kertas saring atau saringan dengan 3 x 10 mL air suling, biarkan kering 

sempurna, dan lanjutkan penyaringan dengan vakum selama 3 menit agar 

diperoleh penyaringan sempurna. Sampel limbah cair dengan padatan 

terlarut yang tinggi memerlukan pencucian tambahan.  

 Pindahkan kertas saring secara perlahan dari peralatan penyaring dan 

pindahkan ke wadah timbang aluminium sebagai penyangga. Jika digunakan 

cawan Gooch pindahkan cawan dari rangkaian alatnya.  

 Keringkan dalam oven setidaknya selama 1 jam pada suhu 103ºC sampai 

dengan 105ºC, dinginkan dalam desikator untuk menyeimbangkan suhu dan 

timbang.  

 Ulangi tahapan pengeringan, pendinginan dalam desikator, dan lakukan 

penimbangan sampai diperoleh berat konstan atau sampai perubahan berat 

lebih kecil dari 4% terhadap penimbangan sebelumnya atau lebih kecil dari 

0,5 mg.  

 

3.5.4 Analisa Minyak Dan Lemak 

Dalam pengujian minyak dan lemak menggunakan metode gravimetric 

yaitu metode tersebut untuk menentukan minyak dan lemak dalam air limbah. 

Metode ini termasuk penanganan emulsi tertentu, zat yang tidak menguap, zat 

lain yang terekstraksi oleh pelarut dari contoh uji yang diasamkan seperti 

senyawa blerang, pewarna organic tertentu dan klorofil. Metode ini dapat 

digunakan untuk sampel uji yang mengandung minyak dan lemak lebih besar 

dari 10 mg/l. analisa minyak lemak dengan metode gravimetric menurut SNI 06-

6989.10-2004 yaitu sebagai berikut: 



 Pindahkan sampel yang akan diuji yaitu air limbah ke corong pisah. Tentukan 

volume sampel seluruhnya (tandai botol contoh uji pada meniscus air atau 

timbang berat contoh uji). Bilas botol sampel uji dengan 30 ml pelarut organic 

dan tambahkan pelarut pencuci ke dalam corong pisah. 

 Kocok dengan kuat selama 2 menit. Biarkan lapisan memisah, keluarkan 

lapisan air.  

 Keluarkan lapisan pelarut melalui corong yang telah dipasang kertas saring 

dan 10 g Na2SO4 anhidrat, yang keduanya telah dicuci dengan pelarut, ke 

dalam labu bersih yang telah ditimbang.  

 Jika tidak dapat diperoleh lapisan pelarut yang jernih (tembus pandang), dan 

terdapat emulsi lebih dari 5 mL, lakukan sentrifugasi selama 5 menit pada 

putaran 2400 rpm. Pindahkan bahan yang disentrifugasi ke corong pisah dan 

keringkan lapisan pelarut melalui corong dengan kertas saring dan 10 g 

Na2SO4, yang keduanya telah dicuci sebelumnya, ke dalam labu bersih yang 

telah ditimbang. 

 Gabungkan lapisan air dan emulsi sisa atau padatan dalam corong pisah. 

Ekstraksi 2 kali lagi dengan pelarut 30 mL tiap kalinya, sebelumnya cuci 

dahulu wadah contoh uji dengan tiap bagian pelarut.  

 Ulangi langkah gabungkan lapisan air dan emulsi. Jika terdapat emulsi dalam 

tahap ekstraksi berikutnya 

 Gabungkan ekstrak dalam labu destilasi yang telah ditimbang, termasuk 

cucian terakhir dari saringan dan Na2SO4 anhidrat dengan tambahan 10 mL 

sampai dengan 20 mL pelarut.  

 Destilasi pelarut dalam penangas air pada suhu 85°C. Untuk memaksimalkan 

perolehan kembali pelarut lakukan destilasi  



 Saat terlihat kondensasi pelarut berhenti, pindahkan labu dari penangas air. 

Dinginkan dalam desikator selama 30 menit pastikan labu kering dan timbang 

sampai diperoleh berat tetap.  

 

3.5.5 Analisa Amonia 

Uji amonia ini menggunakan metode fenat yaitu reaksi antara NH3 dan 

fenol dengan menggunakan katalis nitroprusida yang menghasilkan indofenol 

yang nantinya dapat dibaca dispektrofotometer dengan panjang gelombang 640 

nm. Cara tersebut menggunakan prosedur berdasarkan SNI 2005 yaitu: 

 Masukkan sampel yang akan diuji dengan mengambilnya menggunakan 

pipet 25 ml kemudian masukkan dalam Erlenmeyer 50 ml 

 Tambahkan 1 ml larutan fenol, kemudian homogenkan 

 Tambahkan 1 ml natrium nitroprusid, lalu homogenkan 

 Tambahkan 2,5 ml larutan pengoksidasi (campuran dari 100 mL larutan alkali 

sitrat dengan 25 mL natrium hipoklorit), lalu homogenkan 

 Tutup Erlenmeyer tersebut dengan plastik atau paraffin film 

 Biarkan selama 1 jam untuk pembentukan warna 

 Kemudian masukkan kedalam kuvet pada alat spektrofotometer, lalu baca 

dan catat serapannya pada panjang gelombang 640 nm. 

  



4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Kadar Histamin 

Analisa kadar histamin dilakukan dengan menggunakan metode 

spektrofluorometri berdasarkan SNI 2345. 10:2009 dengan panjang gelombang 

eksitasi 350 nm dan panjang gelombang emisi 444 nm menggunakan alat HPLC. 

Hasil analisa yang diperoleh berdasarkan data hasil penelitian menunjukkan 

bahwa kadar histamin dari limbah cair ikan kerapu yang ditambahkan kombinasi 

bakteri Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan Enterobacter gergoviae 

dengan konsentrasi bakteri sebesar 0,1% dengan kepadatan 106 CFU/mL 

selama pengujian 5 hari sekali hingga hari ke 10 tidak terdeteksi hingga 

pengujian hari terahir. Data hasil pengujian kadar histamin dapat dilihat pada 

Tabel 3. 

Tabel 3. Hasil analisa kadar histamin 

Jenis Kombinasi Bakteri 
Lama fermentasi 

0 5 10 

A + B ND ND ND 

B + C ND ND ND 

A + C  ND ND ND 

A + B + C  ND ND ND 

Keterangan : 
A + B : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Bacillus subtilis  
A + C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter   

  gergoviae 
B + C : kombinasi bakteri Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae  
A+B+C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan  

  Enterobacter gergoviae 
 
Catatan :  
ND (Not Detected) : nilai absorbansi sampai dibawah absorbansi blanko 
(1,163) nilai absorbansi = 0,350 sehingga jika masuk dalam perhitungan 
regresi nilainya = 0,7206 mg/kg. 
 
 



Berdasarkan data hasil pengujian tersebut kadar histamin pada limbah cair 

ikan kerapu pada penelitian ini tidak terdeteksi baik itu pada limbah cair ikan 

kerapu yang telah ditambahkan dengan kombinasi bakteri Acinetobacter 

baumannii, Bacilus subtilis dan Enterobacter gergoviae, juga selama 

pengamatan hingga hari ke 10 kadar histamin limbah cair ikan kerapu dengan 

kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan Enterobacter 

gergoviae tidak terdeteksi. Kadar histamin tersebut tidak melebihi baku mutu 

pencemaran air, sehingga masih aman ketika air limbah tersebut dibuang 

kesungai dan tidak akan mencemari lingkungan. Pengujian kadar histamin 

tersebut menggunakan alat HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), 

diduga tidak terdeteksinya kadar histamin pada limbah ikan kerapu tersebut 

akibat metode spektrofluorometri yang menggunakan alat HPLC tidak mampu 

mendeteksi kadar histamin pada air limbah yang kadarnya kurang dari 1,26 

mg/kg. Sedikitnya kandungan histamin yang dimiliki ikan kerapu diakibatkan 

karena ikan kerapu bukan termasuk dalam ikan jenis scrombridae yang memiliki 

kandungan histidin bebas yang lebih tinggi dibandingkan ikan jenis lainnya, 

sehingga kandungan histidin bebas tersebut mampu meningkatkan potensi 

peningkatan kadar histamin. Juga karena ikan jenis scrombridae memiliki daging 

merah yang lebih banyak yang mana daging merah merupakan bagian yang 

mampu menghasilkan histidin (Wahyuni, 2011). Oleh sebab itu kandungan 

histamin dari limbah ikan kerapu sangat kecil hingga tidak terdeteksi dengan alat 

HPLC. 

Tidak terdeteksinya kadar histamin pada limbah ikan kerapu karena 

penggunaan bakteri yang diantaranya Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis 

dan Enterobacter gergoviae merupakan kelompok bakteri termofilik fakultatif 

yang optimal bekerja pada suhu 35-55oC. Bakteri-bakteri tersebut merupakan 

kelompok bakteri proteolitik dan lipolitik yang mampu mendegradasi senyawa-



senyawa protein dan lemak. Menurut Hardiana (2009) Beberapa jenis bakteri 

yang mampu menghasilkan enzim histidin dekarboksilase (HDC) termasuk famili 

Enterobacteriaceae dan Bacillaceae. Umumnya merupakan spesies Bacillus, 

Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Pediococcus, 

Photobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, dan 

Streptococcus menunjukkan aktivitas dekarbokasilase asam amino. 

Menurut Mangunwardoyo et al., (2007) histamin merupakan senyawa amin 

yang dihasilkan dari proses dekarboksilasi histidin bebas (α-amina-β-inidosal 

asam propionat). Proses pembentukan histamin pada ikan dipengaruhi oleh 

aktivitas enzim L-Histidine Decarboxylase (HDC). 

 

Gambar 2. Perubahan histidin menjadi histamin 

 

4.2 pH 

Analisa pH dilakukan dengan menggunakan metode pH meter menurut SNI 

06-6989.11-2004. Hasil analisa yang diperoleh berdasarkan data hasil penelitian 

menunjukkan bahwa nilai pH dari limbah cair ikan kerapu yang ditambahkan 

kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan Enterobacter 

gergoviae dengan konsentrasi bakteri sebesar 0,1% dengan kepadatan 106 

CFU/mL selama pengujian 5 hari sekali hingga hari ke 10 berangsur-angsur 



meningkat tetapi masih dalam jangka baku mutu air limbah yang aman. Data 

hasil pengujian kadar pH dapat dilihat pada Tabel 4. 

Tabel 4. Hasil analisa kadar pH 

Jenis Kombinasi Bakteri 
  

Lama fermentasi 

0 5 10 

A + B  7,35 7,75 8,15 

B + C  7,3 7,85 8,3 

A + C  7,3 7,8 8,35 

A + B + C  7,35 7,7 8,35 

Keterangan : 
A + B : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Bacillus subtilis  
A + C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter   

  gergoviae 
B + C : kombinasi bakteri Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae  
A+B+C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan  

  Enterobacter gergoviae 
 

 

 

Dari data serta grafik tersebut diketahui bahwa hasil dari analisa pH 

menunjukkan peningkatan pada setiap kombinasi bakteri yang dimasukkan 

dalam limbah cair ikan kerapu.  Pada hari ke-0 pH limbah cair ikan kerapu rata-

rata sebesar 7,3. Pada hari ke-5 pH mengalami peningkatan menjadi 7,7-7,85 
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Gambar 3.Grafik hasil uji pH limbah cair industri pembekuan ikan kerapu 
dengan kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan 

Enterobacter gergoviae 



dan pada hari ke-10 pH limbah cair ikan kerapu mengalami peningkatan kembali 

menjadi 8,1-8,35. Peningkatan tersebut tidak menunjukkan perubahan yang 

signifikan karena nilai pH masih dalam range pH normal limbah cair berdasarkan 

SNI tahun 2007 yaitu berkisar antara 6-9. Peningkatan kadar pH tersebut 

disebabkan karena bakteri indigenous lingkungan yang ditambahkan dalam 

limbah cair memiliki sifat yang mampu meningkatkan kadar pH. Menurut 

Munawaroh et al., (2013) peningkatan pH tersebut akibat aktivitas 

mikroorganisme yang ditambahkan pada limbah cair ikan kerapu. Ditambahkan 

menurut Ibad (2013), peningkatan pH dapat disebabkan oleh beberapa hal, yaitu 

bakteri bisa menghasilkan senyawa yang bersifat basa atau netral, serta bakteri 

tersebut dapat menggubah senyawa yang bersifat asam. Bakteri yang mampu 

mendegradasi dan menggunakan asam organik dalam proses metabolisme yaitu 

seperti bateri Pseudomonas dan Bacillus yang memiliki kemampuan 

menghasilkan enzim tunggal maupun beberapa enzim untuk mendegradasi asam 

organik. Mikroorganisme akan beraktifitas dan berkembang biak secara optimal 

pada pH netral (7), pada kondisi asam (pH 3-5) aktivitas mikroorganisme akan 

berjalan lamban, sedangkan pada kondisi basa (pH 9-12) aktivitas 

mikroorganisme akan mengalami penurunan (Sarbini, 2012). 

Berdasarkan analisa ANOVA dari perlakuan kombinasi bakteri A+B, B+C, 

A+C dan A+B+C didapatkan F hitung sebesar 0,069 adalah lebih kecil dari F5% 

sebesar 4,76 yang artinya tidak ada perbedaan pengaruh antara masing-masing 

perlakuan kombinasi bakteri terhadap pH limbah cair industri pembekuan ikan 

kerapu sehingga diterima H0 

 

 

 

 



4.3 TSS 

Analisa TSS dilakukan dengan menggunakan metode gravimetri menurut 

SNI 06-6989.3-2004. Hasil analisa yang diperoleh berdasarkan data hasil 

penelitian menunjukkan bahwa kadar TSS dari limbah cair ikan kerapu yang 

ditambahkan kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan 

Enterobacter gergoviae dengan konsentrasi bakteri sebesar 0,1% dengan 

kepadatan 106 CFU/mL selama pengujian 5 hari sekali hingga hari ke 10 

berangsur-angsur menurun. Data hasil pengujian kadar TSS dapat dilihat pada 

Tabel 5. 

Tabel 5. Hasil analisa kadar TSS 

Jenis Kombinasi Bakteri 
Lama fermentasi 

0 5 10 

A + B 187,5 162,7 55,9 

B + C  194,8 126,5 58,3 

A + C 240,1 189,7 39,1 

A + B + C 209,7 191,4 52,6 

Keterangan : 
A + B : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Bacillus subtilis  
A + C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter   

  gergoviae 
B + C : kombinasi bakteri Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae  
A+B+C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan  

  Enterobacter gergoviae 
 



 

 

Berdasarkan data serta grafik tersebut diketahui bahwa hasil dari analisa 

TSS berangsur-angsur menurun dari hari ke-0 dengan kadar TSS pada 

kombinasi bakteri sebesar 187,5 hingga 240,1 mg/L sedangkan pada hari ke-5 

kadar TSS turun menjadi 126,5-191,4 mg/L. Pada hari ke-10 kadar TSS limbah 

cair ikan kerapu turun menjadi 39,1-55,9 mg/L pada semua kombinasi bakteri. 

Kadar TSS tersebut masih dalam range baku mutu limbah cair yang aman. 

Turunnya kadar TSS pada setiap limbah cair ikan kerapu yang ditambahkan 

dengan kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan 

Enterobacter gergoviae disebabkan karena aktivitas bakteri yang ditambahkan 

pada limbah cair ikan kerapu mampu mendegradasi senyawa-senyawa organik 

yang terkandung dalam limbah cair ikan kerapu, sehingga kadar dari TSS dari 

limbah cair ikan kerapu berangsur-angsur menurun. Menurut Wigyanto (2009), 

turunnya kadar TSS pada limbah cair disebabkan karena adanya aktivitas 

mikroorganisme pendegradasi senyawa-senyawa organik yang terkandung 

dalam limbah cair. Hal tersebut disebabkan karena selama proses degradasi 

berlangsung, molekul kompleks yang ada dalam limbah cair dipecah menjadi 
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senyawa yang lebih sederhana oleh enzim-enzim yang terkandung dalam bakteri 

pendegradasi melalui proses hidrolisis. Senyawa yang lebih sederhana tersebut 

kemudian digunakan untuk metabolisme bakteri yang nantinya diubah menjadi 

energi, CO2, H2O dan lumpur sebagai sisa metabolisme bakteri. Lumpur yang 

dihasilkan mudah mengendap, dengan mekanisme metabolisme bakteri tersebut 

bahan cemaran organik yang terkandung dalam limbah cair merupakan padatan 

tersuspensi yang semakin lama semakin berkurang akibat digunakan oleh bakteri 

untuk melalukan metabolisme sehingga nilai dari TSS juga semakin menurun. 

Karena TSS (Total Suspended Solid) atau padatan tersuspensi merupakan 

padatan yang tidak terlarut. TSS adalah padatan tersuspensi yang terdiri dari 

partikel-partikel yang memiliki ukuran dan berat yang lebih kecil dari pada 

sedimen (Yuliastuti, 2011). 

Berdasarkan analisa ANOVA dari perlakuan kombinasi bakteri A+B, B+C, 

A+C dan A+B+C didapatkan F hitung sebesar 0,3963 adalah lebih kecil dari F5% 

sebesar 4,76 yang artinya tidak ada perbedaan pengaruh antara masing-masing 

perlakuan kombinasi bakteri terhadap TSS limbah cair industri pembekuan ikan 

kerapu sehingga diterima H0 

 

4.4 Minyak dan Lemak 

Analisa minyak dan lemak dilakukan dengan menggunakan metode 

gravimetrik menurut SNI 06-6989.10-2004. Hasil analisa yang diperoleh 

berdasarkan data hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar minyak dan lemak 

dari limbah cair ikan kerapu yang ditambahkan kombinasi bakteri Acinetobacter 

baumannii, Bacilus subtilis dan Enterobacter gergoviae dengan konsentrasi 

bakteri sebesar 0,1% dengan kepadatan 106 CFU/mL selama pengujian 5 hari 

sekali hingga hari ke 10 berangsur-angsur menurun. Data hasil pengujian kadar 

minyak dan lemak dapat dilihat pada Tabel 6. 



Tabel 6. Hasil analisa kadar minyak dan lemak 

Jenis Kombinasi Bakteri 
Lama fermentasi 

0 5 10 

A + B  5,2 5,1 3,6 

B + C  4,8 4,7 4,3 

A + C  5,2 3,2 2,7 

A + B + C  5,2 3,5 1,9 

Keterangan : 
A + B : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Bacillus subtilis  
A + C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter   

  gergoviae 
B + C : kombinasi bakteri Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae  
A+B+C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan  

  Enterobacter gergoviae 
 

 

 

Berdasarkan data serta grafik tersebut diketahui bahwa hasil dari analisa 

minyak dan lemak berangsur-angsur menurun dari hari ke-0 dengan kadar 

minyak dan lemak pada setiap kombinasi bakteri sebesar 4,8 hingga 5,2 mg/L, 

sedangkan pada hari ke-5 terjadi penurunan kadar minyak dan lemak pada 

kombinasi bakteri yang telah ditambahkan pada limbah cair industri pembekuan 

ikan kerapu mulai dari 5,1-3,2 mg/L. Pada hari ke-10 terjadi penurunan kadar 

minyak dan lemak pada limbah cair ikan kerapu dengan kombinasi bakteri 

sebesar 4,3 mg/L hingga <1,9 mg/L. Menurut Rizqon et al., (2013) Hasil dari 
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kadar minyak dan lemak yang dikeluarkan oleh laboratorium bernilai kurang dari 

(<), nilai tersebut berdasarkan perhitungan gravimetri. Berdasarkan rumus 

tersebut nilai yang keluar terkecil adalah <1,9. Dan yang tertinggi untuk 

pengujian hari ke-10 adalah 4,3 mg/L. 

 Berdasarkan hasil dari penelitian tersebut, kadar minyak dan lemak 

mengalami penurunan dengan kadarnya tidak melebihi dari nilai ambang batas 

yang telah ditetapkan sebagai standart aman pengolahan limbah cair. Menurut 

Peraturan Menteri Negara Lingkungan Hidup nomor 5 (2007), mengenai baku 

mutu air limbah kadar minyak dan lemak maksimal untuk industri pembekuan 

ikan sebesar 15 mg/L. Menurut Rizqon et al., (2013), banyak sedikitnya 

kandungan minyak dan lemak yang terdapat dalam limbah industri pengolahan 

ikan berasal dari proses pencucian, pembersihan isi perut ikan, dan pengolahan 

ikan khususnya pada proses perebusan ikan untuk industri pengalengan ikan. 

Pada proses tersebut, minyak dan lemak yang terdapat dalam ikan akan keluar 

dan menjadi limbah yang mampu menyebabkan terjadinya peningkatan kadar 

minyak dan lemak pada limbah cair. Sedangkan pada industri pembekuan ikan 

minyak dan lemak hanya akan berasal dari proses pencucian serta pembersihan 

isi perut. Sehingga kadar minyak dan lemak dari industri pembekuan ikan hanya 

sedikit yang bercampur dalam limbah cair proses pembekuan. 

Berdasarkan analisa ANOVA dari perlakuan kombinasi bakteri A+B, B+C, 

A+C dan A+B+C didapatkan F hitung sebesar 0,6431 adalah lebih kecil dari F5% 

sebesar 4,76 yang artinya tidak ada perbedaan pengaruh antara masing-masing 

perlakuan kombinasi bakteri terhadap minyak dan lemak limbah cair industri 

pembekuan ikan kerapu sehingga diterima H0. 

 

 

 



4.5 Amonia 

Analisa amonia dilakukan dengan menggunakan metode fenat menurut 

SNI 2005. Hasil analisa yang diperoleh berdasarkan data hasil penelitian 

menunjukkan bahwa kadar amonia dari limbah cair ikan kerapu yang 

ditambahkan kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan 

Enterobacter gergoviae dengan konsentrasi bakteri sebesar 0,1% kepadatan 106 

CFU/mL selama pengujian 5 hari sekali hingga hari ke 10 berangsur-angsur 

menurun. Data hasil pengujian kadar amonia dapat dilihat pada Tabel 7. 

Tabel 7. Hasil analisa kadar amonia 

Jenis Kombinasi Bakteri 
Lama fermentasi 

0 5 10 

A + B  79,3 50 10,1 

B + C  71,8 58 9 

A + C  88,5 76,6 5,6 

A + B + C  72,1 75 7,5 

Keterangan : 
A + B : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Bacillus subtilis  
A + C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter   

  gergoviae 
B + C : kombinasi bakteri Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae  
A+B+C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan  

  Enterobacter gergoviae 
 
 



 

 

Berdasarkan data serta grafik tersebut diketahui bahwa hasil dari analisa 

amonia berangsur-angsur menurun dari hari ke-0 dengan kadar amonia sebesar 

71,8 hingga 88,5 mg/L pada setiap kombinasi bakteri, sedangkan pada hari ke-5 

kadar amonia pada hampir semua kombinasi bakteri turun secara signifikan 

tetapi masih melebihi ambang batas kadar amonia menurut SNI yaitu sebesar 10 

mg/L tetapi semua kombinasi bakteri yang ditambahkan dalam limbah cair 

menyebabkan kadar amonia berkurang walaupun kadarnya masih melebihi baku 

mutu dari kadar amonia menurut SNI.  

Berdasarkan analisa ANOVA dari perlakuan kombinasi bakteri A+B, B+C, 

A+C dan A+B+C didapatkan F hitung sebesar 0,2562 adalah lebih kecil dari F5% 

sebesar 4,76 yang artinya tidak ada perbedaan pengaruh antara masing-masing 

perlakuan kombinasi bakteri terhadap amonia limbah cair industri pembekuan 

ikan kerapu sehingga diterima H0. 

Pada hari ke-10 kadar amonia pada semua kombinasi bakteri menurun 

hingga mendekati kadar amonia menurut SNI, untuk limbah cair dengan 

kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter gergoviae yang 
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Gambar 6. Grafik Hasil uji Amonia limbah cair industri pembekuan ikan 
kerapu dengan kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis 

dan Enterobacter gergoviae 



memiliki kadar amonia dalam batas baku mutu menurut SNI. Menurut Peraturan 

Menteri Negara Lingkungan Hidup nomor 5 (2007) tentang baku mutu limbah cair 

nilai maksimal kadar amonia untuk industri pembekuan ikan adalah sebesar 10 

mg/L, sehingga kombinasi bakteri A+C lebih efektif untuk menurunkan kadar 

amonia limbah cair ikan kerapu dibandingkan kombinasi bakteri lainnya. 

Penurunan kadar amonia ini berbanding lurus dengan penurunan kadar TSS 

pada pengujian limbah cair hari ke-10 untuk limbah cair pembekuan kerapu 

dengan pemberian kombinasi bakteri A+C. Menurut Munawaroh et al., (2007) 

bahan-bahan yang tersuspensi mengendap didasar mampu menyerap senyawa 

amonia, sehingga pada endapan tersebut menimbulkan bau gas NH3. Dengan 

demikian semakin banyak bahan tersuspensi yang mengendap dalam limbah cair 

maka kadar amonia yang terserap oleh bahan tersuspensi tersebut juga akan 

meningkat, begitu pula sebaliknya jika kandungan bahan-bahan tersuspensi yang 

mengendap didasar limbah cair sedikit maka kadar amonia yang diserap oleh 

bahan tersuspensi tersebut juga makin sedikit. Ditambahkan menurut Irmanto 

dan Suyata (2004), penurunan kadar amonia juga disebabkan karena 

mikroorganisme yang digunakan yaitu Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis 

dan Enterobacter gergoviae merupakan mikroorganisme aerob dan diduga 

bakteri Bacillus subtilis merupakan bakteri yang termasuk dalam mikroorganisme 

nitrifikasi. Mikroorganisme nitrifikasi merupakan mikroorganisme aerobik yang 

keberlangsungan hidupnya dipengaruhi oleh ketersediaan oksigen terlarut untuk 

menunjang kehidupannya. Sehingga selama aerasi masih berlangsung dan tetap 

terjaga maka ketersediaan oksigen bagi bakteri nitrifikasi untuk mendegradasi 

senyawa organik mampu menurunkan kadar amonia pada limbah cair. 

  



4.6 BOD (Biology Oxygen Demand)  

Analisa BOD dilakukan dengan prosedur menurut SNI 2009. Hasil analisa 

yang diperoleh berdasarkan data hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar 

BOD dari limbah cair ikan kerapu yang ditambahkan kombinasi bakteri 

Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan Enterobacter gergoviae dengan 

konsentrasi bakteri sebesar 0,1% kepadatan 106 CFU/mL selama pengujian 5 

hari sekali hingga hari ke 10 berangsur-angsur menurun. Data hasil pengujian 

kadar BOD dapat dilihat pada Tabel 8. 

Tabel 8. Hasil analisa kadar BOD 

Jenis Kombinasi Bakteri 
Hari Pengamatan 

0 5 10 

A + B  398,7 158,9 51,4 

B + C  433,3 241,7 184,6 

A + C  338,2 277,7 80,4 

A + B + C  362,9 252,7 65,7 

Keterangan : 
A + B : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Bacillus subtilis  
A + C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter   

gergoviae 
B + C : kombinasi bakteri Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae  
A+B+C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan  

Enterobacter gergoviae 
 

 

3
9

8
,7

 

1
5

8
,9

 

5
1

,4
 

4
3

3
,3

 

2
4

1
,7

 

1
8

4
,6

 

3
3

8
,2

 

2
7

7
,7

 

8
0

,4
 

3
6

2
,9

 

2
5

2
,7

 

6
5

,7
 

1
0

0
 

1
0

0
 

1
0

0
 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

0 5 10

B
O

D
 (

m
g/

L)
 

Lama fermentasi (hari) 

a + b

b + c

a + c

a + b + c

baku mutu

Gambar 7. Grafik Hasil uji BOD limbah cair industri pembekuan ikan kerapu 
dengan kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan 

Enterobacter gergoviae 



Berdasarkan data serta grafik tersebut diketahui bahwa hasil dari analisa 

BOD berangsur-angsur menurun dari hari ke-0 dengan kadar BOD sebesar 

338,2 hingga 433,3 mg/L pada setiap kombinasi bakteri, sedangkan pada hari 

ke-5 kadar BOD berangsur-angsur turun, hingga pada hari ke-10 kadar BOD 

untuk semua kombinasi bakteri yang ditambahkan dalam limbah cair pembekuan 

ikan kerapu turun dibandingkan dengan kadar BOD pada hari ke-0. Menurut SNI 

kadar BOD yang dibolehkan untuk air limbah hanya 100 mg/L. Pada kombinasi 

limbah yang ditambahan, untuk limbah cair hanya kombinasi limbah dengan 

bakteri B+C saja yang kadar BODnya masih diatas ambang batas kadar BOD 

yang diperbolehkan menurut SNI. Menurut Peraturan Menteri Negara 

Lingkungan Hidup nomor 5 (2007) tentang baku mutu limbah cair nilai maksimal 

kadar BOD untuk industri pembekuan ikan adalah sebesar 100 mg/L 

Berdasarkan analisa ANOVA dari perlakuan kombinasi bakteri A+B, B+C, 

A+C dan A+B+C didapatkan F hitung sebesar 0,308 adalah lebih kecil dari F5% 

sebesar 4,76 yang artinya tidak ada perbedaan pengaruh antara masing-masing 

perlakuan kombinasi bakteri terhadap BOD limbah cair industri pembekuan ikan 

kerapu sehingga diterima H0. 

Penurunan kadar BOD (Biologycal Oxygen Demand) untuk limbah cair 

pembekuan ikan kerapu ini disebabkan karena Biological oxygen demand atau 

kebutuhan oksigen biologis yang merupakan kebutuhan jumlah oksigen oleh 

mikroorganisme di dalam air untuk memecah atau mendegradasi atau 

mengoksidasi limbah organik yang terdapat didalam air (Metcalf and Eddy, 

2003). Ditambahkan menurut Junaidi dan Bima (2006), penurunan kadar BOD 

disebabkan karena kandungan bahan organik yang mampu diuraikan oleh 

bakteri dalam limbah cair berangsur-angsur menurun, sehingga proses oksidasi 

yang dilakukan oleh bakteri untuk mengurangi bahan-bahan organik dari limbah 

cair juga menurun, sehingga menyebabkan nilai dari BOD menurun. 



4.7 COD (Chemical Oxygen Demand) 

Analisa COD dilakukan dengan menggunakan metode spektrofotometri 

menurut SNI 2004. Hasil analisa yang diperoleh berdasarkan data hasil 

penelitian menunjukkan bahwa kadar COD dari limbah cair ikan kerapu yang 

ditambahkan kombinasi bakteri Acinetobacter baumannii, Bacilus subtilis dan 

Enterobacter gergoviae dengan konsentrasi bakteri sebesar 0,1% kepadatan 106 

CFU/mL selama pengujian 5 hari sekali hingga hari ke 10 berangsur-angsur 

menurun. Data hasil pengujian kadar COD dapat dilihat pada Tabel 9. 

Tabel 9. Hasil analisa kadar COD 

Jenis Kombinasi Bakteri 
Hari Pengamatan 

0 5 10 

A + B  916,9 498,5 124,7 

B + C  871,5 518,2 484,5 

A + C  800,8 697,0 186,3 

A + B + C  830,7 832,8 294,0 

Keterangan : 
A + B : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Bacillus subtilis  
A + C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni dan Enterobacter   
gergoviae 
B + C : kombinasi bakteri Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae  
A+B+C : kombinasi bakteri Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan  
Enterobacter gergoviae 
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Berdasarkan data serta grafik tersebut diketahui bahwa hasil dari analisa 

COD berangsur-angsur menurun dari hari ke-0 dengan kadar COD sebesar 

800,8 hingga 916,9 mg/L pada setiap kombinasi bakteri, sedangkan pada hari 

ke-5 kadar COD berangsur-angsur turun, hingga pada hari ke-10 kadar COD 

untuk semua kombinasi bakteri yang ditambahkan dalam limbah cair pembekuan 

ikan kerapu turun dibandingkan dengan kadar COD pada hari ke-0. Menurut SNI 

kadar COD yang dibolehkan untuk air limbah hanya 200 mg/L. Pada kombinasi 

limbah yang ditambahan pada limbah cair hanya kombinasi limbah dengan 

bakteri B+C saja yang kadar CODnya masih diatas ambang batas yaitu sebesar 

484,5 mg/L, nilai tersebut masih diatas kadar COD yang diperbolehkan menurut 

SNI. Menurut Peraturan Menteri Negara Lingkungan Hidup nomor 5 (2007) 

tentang baku mutu limbah cair nilai maksimal kadar COD untuk industri 

pembekuan ikan adalah sebesar 200 mg/L 

Berdasarkan analisa ANOVA dari perlakuan kombinasi bakteri A+B, B+C, 

A+C dan A+B+C didapatkan F hitung sebesar 0,1345 adalah lebih kecil dari F5% 

sebesar 4,76 yang artinya tidak ada perbedaan pengaruh antara masing-masing 

perlakuan kombinasi bakteri terhadap COD limbah cair industri pembekuan ikan 

kerapu sehingga diterima H0. 

 COD (Chemical Oxygen Demand) merupakan nilai dari jumlah oksigen 

dalam air yang dibutuhkan untuk mengoksidasi atau menguraikan unsur 

pencemaran yang ada secara kimiawi. Nilai dari COD biasanya lebih tinggi 

dibandingkan dengan nilai BOD, hal tersebut dikarenakan bahan buangan yang 

dapat dioksidasi melalui proses kimia lebih banyak dibandingkan dengan bahan 

yang dapat dioksidasi secara biologi (Septiawan et al., 2014). Penurunan kadar 

COD disebabkan karena proses pemberian aerator yang mampu menghasilkan 

oksigen sehingga kebutuhan oksigen dalam limbah cair menurun (Hasan et al., 

2013). 



5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

Dari hasil penelitian penambahan kombinasi bakteri (Acinetobacter 

baumanii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae) pada limbah cair 

pembekuan ikan kerapu (Epinephelus sp.) secara aerob untuk memurnikan 

limbah dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut : 

 Pada perlakuan kombinasi bakteri A + B (Acinetobacter baumanni dan 

Bacillus subtilis), A + C (Acinetobacter baumanii dan Enterobacter 

gergoviae), B + C (Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae), dan A + B + 

C (Acinetobacter baumanii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae) ke 

dalam sampel limbah cair pembekuan ikan kerapu tidak terdapat perbedaan 

yang nyata antara setiap perlakuan ( Fhitung < F5%, terima H0) 

 Hasil perlakuan seluruh kombinasi bakteri dari bakteri Acinetobacter 

baumanni, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae yang efektif adalah 

pada pengamatan hari ke-10 dengan histamin <1,163 mg/Kg (Not Detected), 

niali pH sebesar 8,4 (basa), kadar TSS menurun sebesar rata-rata 75%, 

kadar minyak dibawah nilai maksimal baku mutu air limbah (<15mg/L), kadar 

amonia menurun sebesar rata-rata 95%, kadar BOD menurun sebesar 80% 

dan kadar COD rata-rata turun sebesar 75%. 

 

5.2. Saran 

Berdasarkan penelitian penambahan kombinasi bakteri (Acinetobacter 

baumanii, Bacillus subtilis dan Enterobacter gergoviae) pada limbah cair 

pembekuan ikan kerapu (Epinephelus sp.) secara aerob untuk memurnikan 

limbah, pada penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan pengujian 



elektroforesis terhadap sampel limbah cair untuk membuat suatu produk 

mikroorganisme pendegradasi bahan organik (mikroba pembersih) yang berguna 

untuk masyarakat serta mempunyai nilai ekonomis dan mengurangi masalah 

terhadap limbah cair industri terutama industri di bidang perikanan yang dapat 

diaplikasikan langsung ke dalam tanki-tanki penampungan limbah cair industri.  

Disarankan pula untuk dilakukan pengujian kadar nitrogen (N) dan fosfor 

(P) pada limbah cair untuk membuat suatu produk pupuk cair yang dapat 

digunakan oleh masyarakat serta mempunyai nilai ekonomis dan mengurangi 

masalah pengolahan limbah cair sekaligus mengurangi ketergantungan 

masyarakat terhadap pupuk-pupuk kimia komersial yang berbahaya.  
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LAMPIRAN 3. PENANAMAN BAKTERI 

 

  
 

  
   

  
  



LAMPIRAN 4. PROSEDUR KERJA ANALISA 

 Skema Histamin 

  

Sampel dikocok terlebih dahulu 

Diambil 1,5 ml 

Disentrifuge dengan kecepatan 10.000 rpm 
selama 5 menit 

Masukkan ke dalam botol vial sebanyak 0,5 ml 

Ditambahkan NaOH (1N) 0,1 ml 

Di vortex selama 30 menit 

Dimasukkan kedalam alat kromatografi 

Hasil 



 Skema Uji pH 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

pH meter di Kalibrasi dengan pH 4 dan 7 

Dimasukkan sampel pada tabung  

Di ukur sampel dengan pH meter  

Hasil  



 Skema Uji TSS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Cawan porselin dan kertas saring di oven sampai berat 
konstan  

Dimasukkan kedalam desikator 

Ditimbang dengan timbangan analitik (A) 

100 mL sampel dimasukkan dalam gelas  Vacum Pam 
Penyaringan solid 

Kertas saring diletakkan pada Vacum Pam Penyaringan solid 

Di hidupan alat 

Ditunggu sampai sampel habis dan bilas disekitar gelas 
dengan aquadest 

Diambil kertas Saring dan diletakkan dalam cawan porselin 

Dioven dalam suhu 103-1050C sampai konstan 

Ditimbang kertas saring dengan cawan porselin (B) 

Dihitung TSS (B-A) 

Hasil  



 Skema Uji Minyak dan Lemak  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Limbah cair 200 mL 

DImasukkan dalam labu pisa  

DItambahkan 6 mL n-Heksan dan 1,25 HCL 

Ditambahkan 6 mL n-Heksan, 1,25 HCl dan 
aquadest 1:1 (exp. 50 mL HCl: 50 mL aquadest) 

Dikocok hingga gasnya hilang 

Didiamkan sampai terdapat 2 lapisan (atas: n-heksan dan 
minyak, bawah : aquadest dan HCl 

Labu didih di oven sampai berat konstan 
dan ditaruh desikator (A) 

DIsaring dengan natrium Sulfat secukupnya  

Hasilnya dipanaskan suhu 650C atau diatas suhu ruang  

Didestilasi dengan alat destilator Horizontal  

Didesikator, kemudian ditimbang (B) 

Hasil (Minyak = B-A) 



 Skema Uji Amonia 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Sampel limbah industri 10ml 
 

Didestilasi dengan vapodest menggunakan 
larutan H2SO4 0,04 N ditambah dengan Buffer 

Borat dan NaOH 6 N (1:1) 

Ambil 10 ml sampel yang telah didestilasi 
tambahkan reagen fenol, sodium nitroprusida 

dan larutan oksida 

Homogenkan 

Ambil  sampel masukkan cuvet lalu letakkan 
dispektrofotometer UV-Vis dengan panjang 

gelombang 640 nm 

Hasil 

Larutan oksida = campuran 
dari larutan sodium nitroklorit 
dan alkali sitrat dengan 
perbandingan (1:4) 



 Skema Uji BOD 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sampel ditambahkan air 
pengencer lalu dimasukkan 

dalam wadah 

Ditambahkan magnetic stirrer 
kemudian dihomogenkan 

Nilai DO langsung bisa dibaca (sebagai nilai DO 
awal) 

 

Sampel yang telah diuji kemudian dimasukkan 
dalam wadah berbeda, lalu di inkubasi selama 5 

hari dengan suhu 200C 

Sampel yang telah diinkubasi selama 5 hari diukur 
kembali dengan menggunakan DO meter (sebagai 

nilai DO akhir) 

Perhitungan nilai BOD = (nilai DO awal – nilai DO 
akhir) 

 

Hasil 

Air pengencer = dari aquadest jenuh 
oksigen ditambah 1ml/1L MgSO4, 1ml/1L 
CaCl2, 1ml/1L Hidrofosfat, 1ml/1L FeCl3 dan 
1ml/1L bakteri (*jumlahnya bisa lebih sebab 
semakin banyak semakin baik, dan 
menggunakan jenis bakteri apa saja) 

Alat DO meter harus di kalibrasi 
terelebih dahulu 

Dicelupkan alat DO Meter pada 
sampel 



 Skema Uji COD 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Larutan Standart KHP 
(Kalium Hidrogen Ptalat) 

Disiapkan 3 tabung COD 

Sampel  Blanko (Aquadest) 

Ditambahkan K2 Cr2 O7 1,5 mL 

Ditambahkan H2SO4 2,5 mL 

Ditambahkan Sampel 2,5 mL 

Dipanaskan pada Reaktor COD pada suhu 1500C selama 2 jam 

Dibaca pada Spektrofotometer Uv-Vis dengan panjang gelombang 444 nm 

Dibuat grafik hasil dengan kurva standart dari KHP 

Didapat Konsentrasi COD  

Hasil 



LAMPIRAN 5. Lampiran Hasil Pengujian 
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 Lampiran Hasil Pengujian Histamin 

 
 
 

  



 
  



 Lampiran perhitungan pH 

Lama Fermentasi 
(Hari) 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata 
 I II 

 

0 

A+B 7,4 7,3 14,7 7,35 
 B+C 7,4 7,2 14,6 7,3 
 A+C 7,4 7,2 14,6 7,3 
 A+B+C 7,4 7,3 14,7 7,35 
 

5 

A+B 7,9 7,6 15,5 7,75 
 B+C 8,1 7,6 15,7 7,85 
 A+C 8,0 7,6 15,6 7,8 
 A+B+C 7,9 7,5 15,4 7,7 
 

10 

A+B 8,3 8,0 16,3 8,15 
 B+C 8,4 8,2 16,6 8,3 
 A+C 8,3 8,4 16,7 8,35 
 A+B+C 8,3 8,4 16,7 8,35 
 Total   94,8 92,3 187,1   
 

       

       Perlakuan 0 5 10 Total 
  A+B 14,7 15,5 16,3 46,5 
  B+C 14,6 15,7 16,6 46,9 
  A+C 14,6 15,6 16,7 46,9 
  A+B+C 14,7 15,4 16,7 46,8 
  Total 58,6 62,2 66,3 187,1 
  

       FK 1458,600 
     JK Total 4,250 
     JK Perlakuan 0,018 
     JK Kelompok 3,711 
     JK Galat 0,521 
     

       ANOVA 
      SK db JK KT Fhitung F5% F1% 

kelompok 2 3,711 1,855 21,374 5,14 10,92 

Perlakuan 3 0,018 0,006 0,069 4,76 9,78 

Galat 6 0,521 0,087 
   Total 11 4,250 

     
Untuk pH karena nilai F hitung > F5% maka terima H0 pada taraf nyata 5% 
sehingga tidak berbeda nyata pada taraf 95%  

  

LAMPIRAN 6. PERHITUNGAN 



 Lampiran perhitungan TSS 

Lama Fermentasi 
(Hari) 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata 
 I II 

 

0 

A+B 206,2 168,8 375,0 187,5 
 B+C 206,2 183,4 389,6 194,8 
 A+C 206,2 273,9 480,1 240,1 
 A+B+C 206,2 213,2 419,4 209,7 
 

5 

A+B 125,0 200,4 325,4 162,7 
 B+C 119,0 134,0 253,0 126,5 
 A+C 202,0 177,4 379,4 189,7 
 A+B+C 170,0 212,8 382,8 191,4 
 

10 

A+B 73,2 38,6 111,8 55,9 
 B+C 89,5 27,1 116,6 58,3 
 A+C 51,6 26,5 78,1 39,1 
 A+B+C 76,9 28,2 105,1 52,6 
 Total   1732,0 1684,3 3416,3 

  

       

       Perlakuan 0 5 10 Total 
  A+B 375,0 325,4 111,8 812,2 
  B+C 389,6 253,0 116,6 759,2 
  A+C 480,1 379,4 78,1 937,6 
  A+B+C 419,4 382,8 105,1 907,3 
  Total 1664,1 1340,6 411,6 3416,3 
  

       FK 486296,07 
     JK Total 126409,4 
     JK Perlakuan 3427,35125 
     JK Kelompok 105685,396 
     JK Galat 17296,7 
     

       ANOVA 
      SK db JK KT Fhitung F5% F1% 

kelompok 2 105685,4 52842,7 18,3305 5,14 10,92 

Perlakuan 3 3427,3512 1142,45 0,3963 4,76 9,78 

Galat 6 17296,7 2882,779 
   Total 11 126409,42 

     
Untuk TSS karena nilai F hitung > F5% maka terima H0 pada taraf nyata 5% 
sehingga tidak berbeda nyata pada taraf 95%  

  



 Lampiran Perhitungan Minyak dan Lemak 

Lama Fermentasi 
(Hari) 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata 
 I II 

 

0 

A+B 5,0 5,3 10,3 5,2 
 B+C 5,0 4,6 9,6 4,8 
 A+C 5,0 5,3 10,3 5,2 
 A+B+C 5,0 5,3 10,3 5,2 
 

5 

A+B 5,0 5,1 10,1 5,1 
 B+C 4,9 4,5 9,4 4,7 
 A+C 4,5 1,9 6,4 3,2 
 A+B+C 3,0 4,0 7,0 3,5 
 

10 

A+B 4,5 2,7 7,2 3,6 
 B+C 2,5 6,0 8,5 4,3 
 A+C 1,9 3,5 5,4 2,7 
 A+B+C 1,9 1,9 3,8 1,9 
 Total   48,2 50,1 98,3 

  

       

       Perlakuan 0 5 10 Total 
  A+B 10,3 10,1 7,2 27,6 
  B+C 9,6 9,4 8,5 27,5 
  A+C 10,3 6,4 5,4 22,1 
  A+B+C 10,3 7,0 3,8 21,1 
  Total 40,5 32,9 24,9 98,3 
  

       FK 402,620417 
     JK Total 39,8 
     JK Perlakuan 5,98458333 
     JK Kelompok 15,2133333 
     JK Galat 18,6 
     

       ANOVA 
      SK db JK KT Fhitung F5% F1% 

kelompok 2 15,213333 7,6067 2,4522 5,14 10,92 

Perlakuan 3 5,9845833 1,9949 0,6431 4,76 9,78 

Galat 6 18,6 3,1019 
   Total 11 39,809583 

     
Untuk minyak dan lemak karena nilai F hitung > F5% maka terima H0 pada taraf 
nyata 5% sehingga tidak berbeda nyata pada taraf 95%  

  



 Lampiran Perhitungan Amonia 

Lama Fermentasi 
(Hari) 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata 
 I II 

 

0 

A+B 83,7 74,9 158,6 79,3 
 B+C 83,7 59,8 143,5 71,8 
 A+C 83,7 93,2 176,9 88,5 
 A+B+C 83,7 60,5 144,2 72,1 
 

5 

A+B 30,740 69,166 99,9 50,0 
 B+C 78,000 38,060 116,1 58,0 
 A+C 74,600 77,350 152,0 76,0 
 A+B+C 69,900 80,020 149,9 75,0 
 

10 

A+B 16,575 3,590 20,2 10,1 
 B+C 14,580 3,515 18,1 9,0 
 A+C 8,884 2,295 11,2 5,6 
 A+B+C 14,110 0,920 15,0 7,5 
 Total   642,2 563,3 1205,5 

  

       

       Perlakuan 0 5 10 Total 
  A+B 158,6 99,9 20,2 278,7 
  B+C 143,5 116,1 18,1 277,7 
  A+C 176,9 152,0 11,2 340,0 
  A+B+C 144,2 149,9 15,0 309,2 
  Total 623,2 517,8 64,5 1205,5 
  

       FK 60551,7627 
     JK Total 25899,1 
     JK Perlakuan 438,782058 
     JK Kelompok 22034,3141 
     JK Galat 3426,0 
     

       ANOVA 
      SK db JK KT Fhitung F5% F1% 

kelompok 2 22034,314 11017,16 19,29471 5,14 10,92 

Perlakuan 3 438,78206 146,2607 0,256151 4,76 9,78 

Galat 6 3426,0 570,9937 
   Total 11 25899,058 

     
Untuk amonia karena nilai F hitung > F5% maka terima H0 pada taraf nyata 5% 
sehingga tidak berbeda nyata pada taraf 95%  

  



 Lampiran perhitungan BOD  

Lama Fermentasi 
(Hari) 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata 
 I II 

 

0 

A+B 401,6 395,7 797,3 398,7 
 B+C 401,6 464,9 866,5 433,3 
 A+C 401,6 274,7 676,3 338,2 
 A+B+C 401,6 324,1 725,7 362,9 
 

5 

A+B 46,4 271,4 317,8 158,9 
 B+C 356,4 126,9 483,3 241,7 
 A+C 367,7 187,7 555,4 277,7 
 A+B+C 243,9 261,4 505,3 252,7 
 

10 

A+B 43,4 59,4 102,8 51,4 
 B+C 312,7 56,4 369,1 184,6 
 A+C 119,4 41,4 160,8 80,4 
 A+B+C 98,9 32,4 131,3 65,7 
 Total   3195,2 2496,4 5691,6 

  

       

       Perlakuan 0 5 10 Total 
  A+B 797,3 317,8 102,8 1217,9 
  B+C 866,5 483,3 369,1 1718,9 
  A+C 676,3 555,4 160,8 1392,5 
  A+B+C 725,7 505,3 131,3 1362,3 
  Total 3065,8 1861,8 764,0 5691,6 
  

       FK 1349762,94 
     JK Total 498941,4 
     JK Perlakuan 22372,92 
     JK Kelompok 331377,67 
     JK Galat 145190,8 
     

       ANOVA 
      SK db JK KT Fhitung F5% F1% 

kelompok 2 331377,67 165688,84 6,85 5,14 10,92 

Perlakuan 3 22372,92 7457,64 0,31 4,76 9,78 

Galat 6 145190,81 24198,47 
   Total 11 498941,40 

     
Untuk BOD karena nilai F hitung > F5% maka terima H0 pada taraf nyata 5% 
sehingga tidak berbeda nyata pada taraf 95%  

  



 Lampiran perhitungan COD 

Lama Fermentasi 
(Hari) 

Perlakuan 
Ulangan 

Total Rerata 
 I II 

 

0 

A+B 907,6 926,2 1833,8 916,9 
 B+C 907,6 835,3 1742,9 871,5 
 A+C 907,6 693,9 1601,5 800,8 
 A+B+C 907,6 753,8 1661,4 830,7 
 

5 

A+B 126,6 870,4 997,0 498,5 
 B+C 890,2 146,1 1036,3 518,2 
 A+C 881,9 512,0 1393,9 697,0 
 A+B+C 661,4 1004,2 1665,6 832,8 
 

10 

A+B 113,5 135,8 249,3 124,7 
 B+C 675,1 293,9 969,0 484,5 
 A+C 259,8 112,7 372,5 186,3 
 A+B+C 347,8 240,1 587,9 294,0 
 Total   7586,7 6524,4 14111,1 

  

       

       Perlakuan 0 5 10 Total 
  A+B 1833,8 997,0 249,3 3080,1 
  B+C 1742,9 1036,3 969,0 3748,2 
  A+C 1601,5 1393,9 372,5 3367,9 
  A+B+C 1661,4 1665,6 587,9 3914,9 
  Total 6839,6 5092,8 2178,7 14111,1 
  

       FK 8296797,63 
     JK Total 2508893,1 
     JK Perlakuan 70737,6446 
     JK Kelompok 1386136,58 
     JK Galat 1052018,8 
     

       ANOVA 
      SK db JK KT Fhitung F5% F1% 

kelompok 2 1386136,6 693068,3 3,95279 5,14 10,92 

Perlakuan 3 70737,645 23579,21 0,13448 4,76 9,78 

Galat 6 1052018,8 175336,5 
   Total 11 2508893,1 

     
Untuk COD karena nilai F hitung > F5% maka terima H0 pada taraf nyata 5% 
sehingga tidak berbeda nyata pada taraf 95%  


