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ABSTRACT

Pineapple Liguid Waste has high aciditv and still unfulfilled required quality standard. Processing occurred at the waste processing
installation with pond svstem {Lagoon) reguired a wide space and keep long time so that less efficient. Based on this problem, it needs
an waste management by utilizing bioprocess technology using indigenous bacteria’s abilitv in degrading organic pollutant called
Bioremediation. The objective of this research was o get isolated indigenous bacteria, enables to increase pH guality standard. It
was divided into four siages. First, performed characteristic observation of isolated bacteria that potentially increase pH, secondly
decomposition capability test in vitro, and thirdlv scale bioremediation test pilot plan, fowrthly bioremediation test in ex sitn at the
microbiology fabaratory of Malang State Universitv. Data were analvzed by Varian analvsis to test the presence or absence of differences
and regression iest to analvze the link between variables. First phase result; 15 isolated indigenous bacteria were able to live at pH 2,
and pH 4, and increased pH.. Potential consortia bacteria consisting of more effective 4 species, indicated by 4 consortia bacteria
increased highest pH in 6 davs. Starter bacteria with a consortia Ki 5 combination {ABCD), Volume: 5% (v/v) and 6 davs were the
most gffective incubation time in increasing pH. Second phase result: 1) A significant {ink among the number of bacteria, a. Bacillus
cerens, b. Acinetobacter hawmanni, c. Baciflus subiilis, d. Psendomonas psendomallei and not abed against pH with contribution of
72.7% and positively correlated, 2} Media ireaiment and incubation time gave distinctive ouwicome against pH, citric acid, malic acid,
and succinic acid against pH indicated by negative carrelation between organic acid against pH in PLW, 3} there was a [ink between
arganic acid level and PLW pH, organic acid concentration decrease would increase pH at scale bioremediation test Pilot plan, and
ex situ scale. Threshold pH achievement limit value on 60 dayv (6.5} quality standard: 6-9. In accordance with ministry decree LH No.
(15 vear 207 indusirial wastewater guality standard, suggesied to industry to use this studv in processing its waste.

Key words: bioremediation, isolated indigenous bacteria, pineapple liguid waste

kualitas LCN harus memenuhi standar baku mutu untuk
emisinya.

Salah satu teknologi pengolahan air limbah yang
aman dan berwawasan lingkungan adalah menggunakan
bakteri yang berpotensi pengurai. Teknologi pengolahan
ini biayanya lebih murah daripacﬂnenggunakan zat
kimia maupun fisika (Droste, 1997). Secara alamiah untuk
memperoleh bakteri yang berpotensi sebagai pengurai dapat
dilakukan dengan mengisolasi limbah itu sendiri (bakteri
indigen), kemudian dikultur secara murni di labomatorium
secara in vitro (Labeda, 1990). Pemanfaatan konsorsia
bakteri berpotensi yang telah diperbanyak di labomatorium
dapat digunakan sebagai starter untuk pemulihan air
limbah.

Reaksi enzimatis oleh bakteri merupakan kunci
terselenggaranya proses transformasi bertahap dalam
pengelolaan air limbah dari substrat yang umumnya berupa
bahan-bahan organik dengan susunan molekul kompleks,

PENGANTAR

Salah san1 masalah industrinanas adalah limbah cair nanas
memiliki rerata kandungan derajat keasaman (pH) tinggi
yaitu 3,44 sehingga belum memenuhi Baku Mutu Standar
Limbah Industd. Volume limbah setiap hari berkisar 5.000—
7.000 m, sebelum dibuang limbah dikelola gZzan cara
ditampung dalam kolam IPAL {{agoon) selama kurun wakiu
2-3 bulan, setelah itu barudialirkan ke sungai(Julius, 2009,
komunikasi pribadi). Pengelolaan ini menjadi kurang efisien
karena diperlukan vg:lu lama dan penanganan dengan
pembiayaan mahal. Limbah Cair Nanas (LCN) dengan
kandungan keasaman dan bahan organik tinggi melebihi
ambang batas baku mutu, dapat mempengaruhi ekosistem
perairan. Eksosistem secara normal akan menyeimbangkan
siklus ekologi yvang ada, oleh karena itu secara alamiah
proses pemulihan limbah ol@ibakteri sudah terjadi dengan
sendirinya (Atlas, 1993). Limbah Cair Nanas dengan

kandungan bahan organik tinggi tidak mampu diuraikan
oleh bakteri diperairan atau sungai secara alami karena
volume dan kadar limbah yang tinggi serta jumlah dan
jenis bakteri yang tidak memadai di perairan, untuk itu

menjadi unsur-unsur yang sederhana. Peran mikroba dalam
proses pengolahan air limbah sudah banyak memberikan
hasil yang meng gembirakan. Senyawa organik yang terdapat
dalam air limbah merupakan sumber nutrisi bagi mikroba.
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Mikroba akan mengurai senyawa-senyawa tersebut menjadi
bentuk yang lebih sederhana dan stabil sehingga kadar
zat pencemar yang terkandung dalam air limbah tersebut
menjadi turun. Bioremediasi merupakan tek nik memperbaiki
lingkungan melalui suatu proses yang memanfaatkan
keberadaan organisme di alam untuk mentransformasikan
substansi organik menjadi hasil samping yang tidak toksik
{EPA, 2000; Encrata, 2001 ). Limbah Cair NManas perlu
ditangani melalui alternatif starter alamiah dengan mencari
isolat bakteri indigen (bakteri strain lokal) yang memiliki
kemampuan menaikkan pH.

BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian terbagi menjadi empat tahap, tahap pertama
dilakukan observasi karakteristik i1solat bakteri yang
berpotensi sebagai pengurai limbah organik nanas. Tahap
pertama melakukan observasi ke PT Greai Giant Pineapple
{GGP) Lampung untuk menggali informasi mengenai
PT GGP Lampung secara umum dan khusus mengenai
IPAL yang dilakukan selama ini, termasuk pemanfaatan
bakteri sebagai pengurai limbah. Selanjutnya pengambilan
sampel air limbah sebelum masuk IPAL dan seluruh
kolam ada. Sampel air limbah kemudian diisolasi dan
diidentifikasi di laboratorium mikrobiologi Universitas
Negeri Malang dan Fakultas Kedokteran Unibraw Malang.
Tahap kedua pengujian kemampuan penguraian secara i
vitro. Rancangan penelitian dilakukan dua tahap, pertama
menguji konsorsia bakteri (2, 3 dan 4 isolat bakten) terhadap
Limbah Cair Nanas (LCN) steril untuk memperoleh
konsorsia paling potensial dilanjutkan tahap kedua, diuji
untuk menentukan bentuk konsorsia, volume starter dan
waktu inkubasi paling efekuf. Tahap ketiga dilanjutkan
secara pilof plan, menguji konsorsia bakteri dengan limbah
cair nanas volume 6 liter untuk mengamati degradasi
bahan organik LCN dari parameter pH, keempat pengujian
bioremediasi secara ex sifu di Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Negeri Malang Objek penelitian ex site LCN
tanpa ssasi volume 1000 liter. Parameter yang diukur
adalah Bivlogical Oxvgen Demand (BOD), Chemical
Oxyvgen Demand (COD), dan Total Suspended Solid (TSS).
Data diuji menggunakan Analisis Varian untuk menguji
ada tidaknya perbedaan dan uji regresi untuk menganalisis
hubungan antar variabel.

HASIL

Hasil isolasi bakteri LCN isolat yang memiliki
kemampuan hidup padapH 2, pH 4 adalah Isolat 3,8,10,11
dan 12. Isolat hidup pH 4 adalah Isolat 1, 2, 7, 14 dan

Isolat 15. Isolat dengan dua kemampuan yakni hidup pH
2 isolat 4, 5, 6, 7 dan 9. Perbedaan kemampuan hidup
sangat nyata berbeda diperoleh P = 0,000 (P <0,01) untuk
kemampuan hidup pada pH 2, dan P = 0,000 (P < 0,01)
untuk kemampuan hidup pada pH 4. Rerata kemampuan
hidup pada pH 2 tinggi pada isolat bakten 10 dan 8. Rerata
kemampuan hidup pada pH 4 tinggi pada isolat bakteri 3 dan
10. Data hasil penelitian disajikan Gambar | berikut.
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Gambar 1. Jumlah koloniisolat bakteri yang Hidup pada Media

pH 2 dan pH 4.

Kemmnpl.nenaikkan pH masing isolat berbeda
sangat nyata P = 0.000 (P < 0,01}). Hasil penelitian
kemampuan isolat menaikkan pH Limbah Cair Nanas
disajikan Gambar 2 berikut.
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Grafik 2. Kemampuan |solat Bakteri Mendegradasi Limbah Cair
Manas (LCM) dari Parameter Perubahan pH

Isolat bakteri potensial untuk degradasi, dipilih
berdasarkan kemampuan hidup pada pH 2, pada pH 4,
kemampuan menaikkan pH, terpilih isolat bakteri 3,
10 dan 12. Spesies keempat isolat tersebut bakteri A
(Bacillus cerveus), Bakteri B (Acinetobacter baunianni,
Bakteri C (Bacillus subtilis) dan bakteri D (Pseudononas
pseudomallei). Hasil uji kemampuan empat [solat bakteri
({ABCD) mendegradasi limbah cair nanas dan Parameter
Perubahan pH disajian Gambar 3 berikut.
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Gambar 3. Kemampuan |solat Bakteri Mendegradasi Limbah
Cair Nanas (LCN) dari Parameter Perubahan pH

Wariasi waktu (T0, T2, T4 dan T6) serta variasi volume
starter (V0,5%, V1%, V2,5% dan V5%) berbeda sangat
nyata P=0.,000(P=0,05) terhadap kenaikan pH, sedangkan
kombin konsorsia K1 (ABCD) dan K2 (2ZA2BCD) tidak
berbeda nyata. Volume starter 5% dan wakiu inkubasi 6 han
menunjukkan kenaikan pH paling potensial. Regresi antara
pH dengan asam organik pada Limbah Cair Nanas. Secara
bemalm-sa@aupun parsial asam organik bethubungan
dengan pH P = 0,000 (P < 0,05). Koefisien determinasi
(R2) 92,3% menunjukkan asam organik memengaruhi pH
Limbah Cair Nanas sebesar 92 ,3%. Bentuk korelasi bertanda
negatif yang berarti bahwa penurunan konsentrasi asam
organik akan menaikkan pH. Hasil penelitian persentase
penurunan pH limbah cair nanas oleh konsorsia bakteri
disajikan Gambar 4 berikut.
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Grafik 4. Persentase Penurunan pH Limbah Cair Manas oleh
Konsorsia Bakteri.

Penelitian skala pilor plan dan skala ex situ terhadap
perubahan pH limbah cair nanas disajikan Gambar 5
berikut.

Percobaan skalapilot plan dan ex .vrdapal perbedaan
variasi waktu terhadap parameter pH, P=0,000(P <0,01).
Hal ini menunjukkan adanya perbedaan yang sangat nyata
variasi waktu terhadap parameter pH. Ketercapaian Nilai
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Gambar 5. Perubahan pH Limbah Cair Nanas oleh Konsorsia
Bakteri skala Pilot Plan (a) dan ex situ (b)

Ambang Batas pH pada hari ke-6 sebesar 6,15 dibandingkan
baku mutu pH 6-9.

PEMBAHASAN

Bakteri Indigen Limbah Cair Manas (LCN)
Dominan pada Instalasi Pengolahan Limbah
(IPAL)

Limbah Cair Nanas vang bersifat asam memungkinkan
bakteri teradaptasi dengan lingkungan asam. Lingkungan
yang sangat asam merupakan lingkungan ekstrim bagi
mikroorganisme, sehingga mikroorganisme yvang berhasil
beradaptasi dan tumbuh di lingkungan ini hanya bakteri
ekstrimofil. Contoh isolat pH ekstrim (pH 2-4) dapat
diperoleh jenis isolat asidofil. Bakteri ekstrimofil sudah
sejak lama diketahui potensinya dan saat ini banyak
dimanfaatkan bioteknologi dalam memproduksi berbagai
macam enzim, juga untuk teknologi bioproses.

Pengujian beberapa karakteristik fisiologis
menunjukkan bahwa Isolat 3 adalah spesies Bacilius
cereus, solat 8 adalah spesies Acinetobacter baumanni,
Isolat 10 adalah spesies Bacillus subtilis dan Isolat 12
adalah spesies Pseudomonas pseudomallei. Ciri spesifik 5.
cereus dan B. subtilis kemampuan hidup pada pH ekstrim
serta menghasilkan enzim hidrolisis senyawa karbohidrat.
Sedangkan A. baumanni memiliki kemampuan hidup
pada asam organik yaitu asam sitrat dan asam malat,
P pseudomallei memiliki kemampuan hidup pH 2-5.9 dan
hidup pada media asam organik (Bergey's, 1994),

Limbah Cair Nanas yang memiliki keasaman tinggi
memungkinkan bakteri patogen terhambat pertumbuhannya.
Sumiarsih (2003) menyatakan pH dapat mempengaruhi
aktivitas enzim, daya katalisis enzim menjadi rendah pada
pH rendah maupun tinggi, karena lermnya denaturasi
protein enzim. Enzim mempunyai gugus aktif yang
bermuatan positif (+) dan negatif (-). Aktivitas enzim
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akan optimum kalau terdapat keseimbangan antara kedua
muatannya. Pada keadaan masam muatannya cenderung
positif, dan pada keadaan basis muatannya cenderung
negatif sehingga aktivitas enzimnya menjadi berkurang
atau bahkan menjadi tidak aktif.

Pemilihan keempat spesies bakteri dalam penelitian ini
Juga diuji untuk mengetahui apakah spesies terpilih ndak
patogen. Berdasarkan Uji Hemoglutingse Inkibitation Assay
{Barley and Scotts, 1986) dan kelompok bahaya I1 (Deptan,
1988 ) diperoleh hasil keempat spesies tidak patogen.

Bakteri Indigen Berpotensi Menetralkan pH
dalam Bioremediasi

Spesies-spesies bakteri indigen LCN yang EEpilih
sebagai inokulan dalam uji biodegradasi adalah Bacilius
cereus, Acinetobacter baumanni, Bacillus subtilis dan
Psewdomonas pseudomalled. Kriteria pemilihan keempat
spesies ini didasarkan spesies bersifat menetralkan pH.
Bacillus cereus, Acinetobacter baumanni secara memiliki
kemampuan degradasi asam organik. Bacilius subtilis
dan Pseudomonas pseudomaliei secara spesifik memiliki
kemampuan degradasi bahan organik selain asam organik,
hal ini ditunjukkan kemampuan degradasi Biological
Oxygen Demand (BOD) yvang dominan. Keempat bakteri
juga memiliki korelasi positif terhadap kenaikan pH,
Ac.l'aoh:rcfer baunmanni sangat memengarnihi kenaikan
pH. Banyak bakteri me nunjukkan kemampuan menguraikan
senyawa asam organik secara aerob namun galur
Pseudomonas dan Bacillus merupakan galur yang telah
dipelajari secara intensif, baik kemampuan degradasinya
{Shen and Wang, 1995) maupun genetiknya. Pseudomonas
adalah bakteri yang penting dalam keseimbangan di alam,
secara global aktif dalam dekomposisi secara aerobik
dan biodegradasi karena memainkan kunci penting
dalam siklus karbon. Pseudomonas termasuk bakteri
Gram negatif, sel berbentuk batang yvang berukuran
0.5-08 = 1-3 pm, respirasi secara aerobik, bergerak
dengan flagel diujung, beberapa strain ada yvang
berflagel lateral, bersifat oksidatif, metabolismenya
kemoorganotrofik, katalase-positif, oksidase-positif.
Spesies Pseudomonas di laboratorium mudah tumbuh
dengan baik pada media cair yang mengandung bahan
orzanik, pada pH asam sampai netral, dan pada temperatur
mesofilik (Madigan, 2003).

Limbah nanas mengandung asam sﬁt di samping
asam organik lain. Kandungan asam sitrat me an salah
satu penyebab pH limbah cair nanas rendah. Proses ini
secara prinsip merupakan proses aerobik di mana
senyawa organik dioksidasi menjadi CQ,, H,0, NI,

1
dan biomasa baru_ativitas bakteri asam memungkinkan
terjadi kenaikan pH karena NH,* akan berikatan dengan
air sehingga terbentuk NH,OH yang bersifat basa dengan
reaksi sebagai benkut:

Enzim bakteri asam
CglgOy —— NH,* + H,0 (asam sitrat)

Limbah Cair Nanas menjadi netral karena NH,*
merupakan senyawa konjugat yaitusenyawa yang berikatan
dengan atom H bersifat basa (pH ke netral), pKa (konstanta
keasaman > 2) untuk NH,*, senyawa asam pKa < 2 atan
0. Selain itu peningkatan CO, karena akivitas bakteri akan
terjadi reaksi CO, + HyO menjadi H;CO5 asam karbonat
ini juga merupakan senyawa konjugat.

Enzim yang bekerja untuk menguraikan karbohidrat
meliputi, enzim pemecah amilum sepert amilase, invertase,
laktase, selulase, dan ezim-enzim pemecah pektin seperti
poligalakturonase dan pektin metil esterase, sedangkan
amilase merupakan enzim pel@ah pati atau glikogen.

Inanto (2003 ) menyatakan amilum adalah senyawa yang
memiliki berat molekul tinggi, terdin atas polimer glukosa
yang bercabang-cabang yang diikat dengan ikatan glikosidik.
Degradasi amilum membutuhkan enzim amilase yang akan
memecah atau menghidrolisis menjadi polisakarida yang
lebih pendek (dexirin), dan selanjutnya menjadi maltosa.
Hidrolisis akhir maltosa menghasilkan glukosa terlarut yang
dapat ditransport masuk ke dalam sel.

Enzim amilase dibedakan lrmadi tiga, pertama,
a-amilase, merupakan endoenzim yang bekerja memutus
ikatan a-1.4 secara acak di bagian tengah molekul
amilosa maupun amilopektin. Enzim ini diisolasi dari
Bacillus subtilis. Kedua, f-amilase, suatu eksoenzim
yang mengurai unit-unit gula dari ujung molekul amilum.
Ketiga, Glukoamilase, suatu enzim yang dapat memisahkan
glukosa dari terminal gula non-pereduksi substrat amilum
(Hidayat, 2008).

Proses mineralisasi protein tersebut akan terbentuk
amonium yang merupakan bentuk nitrogen anorganik.
Selanjutnya amonium dapat diubah oleh Pseudomonas
menjadi bentuk-bentuk nitrit atau nitrat dalam proses
nitrifikasi. Nitrat kemudian akan segera direduksi menjadi
amonia begitu berada dalam sel bakteri dan bergabung
sebagai senyawa organik. Beberapa senyawa organik vang
mampu dipecah oleh bakteri Pseudomonas seperti selulosa
hemiselulosa, pati, protein, asam nukleat kutin, lignin,
pektin, inulin dan kitin (Rao, 1994).

Acinetobacter bawmanni merupakan bakteri berbentuk
batang, bersifat gram negatif dan aerob. Bakteri in mampu
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tumbuh pada berbagai media, dapat memanfaatkan sitrat
maupun glukosa sebagai sumber karbon, dan mereduksi
nitrat menjadi nitrit. Selama proses fermentasi selain adanya
peruraian polimer juga terjadi pembentukan senyawa
asam-asam organik sebagai hasil antara yang kemudian
akan segera dibentuk menjadi senyawa lain atau gas yang
sifatnya tidak asam, misal gas sulfida, fenol, ligno-proteinat,
dannaagainya {Jones and Brassington, 1998,

Judoamijoyo (1990) asam organik dapat digunakan
mikroorganisme untuk biosintesis, bila bahan organik
digunakan untuk pertumbuhan bakten maka pH cendemng
meningkat karenabahan tersebut akan terdeaminasi. Prescott
(2002) deaminasi adalah proses mengkatalisasi pemindahan
ougus amino (NH,) dan asam amino dan molekul lainnya
yvang mengandung —NH. Selain itu, proses deaminasi
menetralisasikan amin yang menghambat pertumbuhan.
Bila mikroba mampu menggunakan sitrat, maka asam akan
dihilangkan dan medium biakan, sehingga menyebabkan
peningkatan pH.

Austin ( 1988) menyatakan bahwa Pseudomonas
dan Bacillus memiliki kemampuan menghasilkan enzim
tunggzal maupun beberapa enzim untuk degradasi asam
organik. Hasil penelitian memperoleh bakteri yang memiliki
kemampuan mendegradasi protein. Protein adalah poli-
peptida dengan struktur tertentu, suatu hetero-polimer
dari asam amino. Enzim protease (poli-peptidase, oligo-
peptidase, di-peptidase) merombak protein menjadi peptida
yang lebih sederhana atau asam amino. Selanjutnya asam
amino mengalamitransaminasi, deaminasi, dekarboksilasi,
atau dehidrogenasi menjadi zat lain yang lebih sederhana.
Secara umum pemecahan bahan organik diperlukan
untuk pembentukan energi dan biosintesis sebab dapat
menyediakan karbon untuk berbagai senyawa penting
dalam sel. Pada mayoritas bakteri, asam glutamat adalah
asam amino kunci yang dibentuk dari sumber amonia
dan karbon. Banyak pula bakteri yang dapat mereaksikan
amonia dengan asam fumarat membentuk aspartat.

Potensi Konsorsia Bakteri Menetralkan pH dan
Degradasi Bahan Organik

Temuan penelitian pada tahap uji biodegradasi
in vitro adalah perlakuan penggunaan jenis konsorsia
secara nyata berbeda dalam reduksi Limbah Cair Nanas,
penggunaan empat konsorsia paling efektif mereduksi
bahan organik LCBiimnjukkan dengan kenaikan pI.
Konsorsia ABCD (A: Bacillus cereus, B: Acinetobacter
baumanni, C: Bacillus subﬂ'ndan D: Psendomonas
pseudomalled) diperoleh pH 5,9 (Nilai Ambang Batas/NAB:

), Konsorsia ABCD dalam mendegradasi LCN selain pH
memenuhi Nilai Ambang Batas vang dipersyaratkan.

4

Jumlah bakteri Eﬂuch'fus cereus, b. Acinetobacter
baumanni, ¢. Bacillus subtilis, d. Pseudomonas
pseudomallei dan bukan abed berpengaruh terhadap pH
dengan kontribusi sebesar 72,7% dan berkorelasi positif,
berarti kenaikan jumlah bakteri akan diikuti kernaikan
pH. Secara parsial bakteri a, b, ¢, dan d berkorelasi positif,
bakteri b. dcinetobacter baumanni memiliki koefisien
determinasi tertinggi yaitu 68,7%. Bakteri selain a,b.c,d
korelasi tidak signifikan dan negatif, penurunan bakteri
bukan abcd akan menaikkan pH LCN. Acinetobacier
bawmanni bakteri ini mampu tumbuh pada berbagai media,
mampu memanfaatkan sitrat maupun glikosa sebagai
sumber karbon, dan mereduksi nitrat menjadi nitrit (Jones
and Brassington, 1998).

Proses fermentasi Limbah Cair Nanas memberikan
pengaruh yang cukup berarti bagi perubahan keasaman,
dengan pola awal pH meningkat kemudian menurun.
Fermentasi menggunakan EM-4 dan Bokashi (Jones and
Brassington, 1998), perubahannya mempunyai pola
yang mirp, yaitu mula-mula pH turun kemudian meningkat
kembali. Ini membuktikan bahwa selama proses fermentasi
selain adanya peruraian polimer juga terjadi pembentukan
senyawa asam-asam organik sebagai hasil antara yang
kemudian akan segera dibentuk menjadi senyawa lain
atau gas yang sifatnya tidak asam, misal gas sulfida, fenol,
ligno-proteinat, dan sebagainya, sehingga pH menjadi
meningkat.

KEwIIPULAN

Bakteri indigen Limbah Cair Nanas vang mampu
menetralkan pH, yaitu: Bacillus cereus, Acinetobaciter
bawmanni, Bacillus subtilis dan Pseudomonas pseudomaller.
Starter bakteri denan kombinasi konsorsia K1 (ABCD),
volume 5% (v/v) dan waktu inkubasi 6 hari paling efekuf
menaikkan pH dan menurunkan, asam sitrat, asam malat
dan asam suksinat.

Ada hubungan antara kadar asam organik dengan pH
Limbah Cair Nanas, kadar asam organik memengaruhi
pH Limbah Cair Nanas sebesar 84,2%. Koefisien korelasi
bertanda negatif yang berarti bahwa penurunan konsentrasi
asam organik akan menaikkan pH pada skala pilof plan dan
ex situ. Ketercapaian Nilai Ambang§fas pH pada hari ke-6
{6,15) dan sesuai dengan Kepmen LH No. 05 Tahun 2007
Baku Mutu Air Limbah Industri sebesar 6-9.
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