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Abstract: The leather tanning industry is one of the industries that causes
environmental damage because one of the processes uses copper to produce
products such as bags, jackets, and shoes. Copper bioremediation using
indigenous bacteria is an effective solution to the problem of pollution because
it utilizes bacteria isolated from the polluted environment. This study aims to
isolate and characterize copper-resistant bacteria from the waste of the
Yogyakarta Tannery Industry. The medium used was Luria Bertani Agar with
the addition of 3 mM CuSO4. The characterization carried out included the
characterization of colony and cell morphology such as color, edges, optical
appearance, cell shape, and Gram staining. The isolation results obtained eight
isolates of copper-resistant bacteria, namely Y1, Y2, Y3, Y4, Y5, Y6, Y7, and
Y8. Isolates Y1, Y2, Y3, Y4, Y5, and Y8 were Gram positive bacteria while
isolates Y5 and Y6 were Gram negative bacteria. Colonies of isolates Y1, Y3,
Y4, Y8 greenish color indicates the accumulation of copper in the cells as a
mechanism of resistance. The discovery of isolates of copper-resistant bacteria
from samples of the tannery industry waste is a useful study as an initial study
to obtain isolates of Indonesian indigenous copper-resistant bacteria to be
further developed as a copper bioremediation agent in the treatment of copper
waste in the leather tanning industry.
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Pendahuluan menimbulkan bau yang tidak sedap akibat

degradasi anaerobik (Firra et al., 2016).

Air merupakan komponen yang sangat
penting bagi keberlangsungan mahluk hidup.
Sebagai komponen abiotik, air menjadi salah satu
media tumbuh makhluk hidup baik yang
berukuran makroorganisme maupun
mikroorganisme (lrawati & Tahya, 2022).
Masyarakat yang bergantung pada air dapat
mengubah fungsi air jika kualitas air tidak
dipelihara dengan baik. Indikator atau parameter
kimia yang dapat digunakan untuk mengukur
kualitas air yaitu perubahan pH dan oksigen
terlarut atau DO (Dissolved oxygen). Semakin
banyak jumlah DO (Dissolved oxygen) maka
kualitas air semakin baik, karena limbah dapat
menurunkan jumlah DO (Oktafeni, 2016). Kadar
oksigen terlarut dalam air yang terlalu rendah
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Keadaan lingkungan air dipengaruhi oleh
aktivitas masyarakat yang tinggal di sekitar
perairan tersebut (Pratama et al., 2020).
Masyarakat yang tinggal di dekat perairan
melakukan aktivitas di bidang pertanian,
perdagangan, rumah sakit, perikanan, dan di
berbagai macam industri pabrik lainnya. Limbah
yang dihasilkan dari pengunaan pupuk kimia
pada pertanian, plastik, pakaian, pewarna dan
zat-zat kimia pada limbah pabrik berbahaya atau
bersifat toksik untuk masyarakat maupun
organisme vyang hidup di dalam perairan
(Santosa, 2013). Aktivitas industri seperti
industri penyamakan kulit dapat memberikan
masukan limbah berbahaya seperti logam berat
yang bersifat racun dan persisten serta mudah
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terakumulasi melalui jaring jaring makanan
(Kurniawan & Sukandar, 2017)

Salah satu industri penyamakan kulit di
Yogyakarta berperan dalam mengolah berbagai
bahan dasar kulit menjadi barang siap pakai
seperti, koper, tas, sepatu, atau jaket (Solihah et
al., 2020). Selain memiliki dampak yang positif
terhadap  pertumbuhan ekonomi, industri
penyamakan kulit menjadi salah satu ancaman
utama terhadap kerusakan lingkungan hidup
karena menghasilkan  pencemaran akibat
penggunaan bahan kimia (Oktafeni, 2016).
Limbah industri pabrik penyamakan kulit juga
mengandung logam esensial seperti tembaga.
Tembaga adalah jenis logam berat esensial yang
dibutuhkan oleh makhluk hidup namun bersifat
toksik dalam jumlah yang besar (Nurhamiddin &
Ibrahim, 2018). Dalam air, logam berat akan
berikatan dengan senyawa kimia. Air yang
mengandung tembaga (Cu) bila dikonsumsi oleh
manusia dapat menyebabkan berbagai dampak
buruk terhadap kesehatan. Beberapa dampak
buruk yang dimungkinkan terjadi diantaranya
seperti mual, penyakit minamata, bibir sumbing,
kerusakan susunan saraf, cacat pada bayi,
karsinogenitas, terganggunya fungsi imun,
muntah, sakit perut, kejang dan efek yang lebih
fatal adalah dapat menyebabkan kematian
(Sekarwati et al., 2015).

Pengelolaan pabrik industri penyamakan
kulit melibatkan berbagai aktivitas fisik, kimia,
maupun biologis (Said & Likadja, 2012).
Organisme yang mampu bertahan hidup pada air
tercemar yaitu bakteri resisten tembaga yang
dapat mengakumulasi tembaga (lrawati, 2019).
Pencemaran yang berlangsung lama
memungkinkan  bakteri  beradaptasi  dan
berkembang dalam air tercemar tembaga. Bakteri
yang bertahan hidup pada perairan tercemar
dapat digunakan untuk proses bioremediasi.
Pengolahan air tercemar secara biologis
dilakukan dengan menggunakan prinsip self-
purification dalam degradasi limbah dengan
menggunakan bantuan mikroorganisme (Priadie,
2012). Bioremediasi merupakan teknik biologi
untuk menyisihkan atau menghilangkan polutan
dari lingkungan tercemar dengan menggunakan
agen biologi seperti bakteri (Melati, 2020).
Teknik bioremediasi dapat dilakukan secara in
situ dan ex situ. Teknik bioremediasi in situ
melibatkan pengolahan polutan atau zat
pencemar langsung di tempat yang tercemar.
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Teknik bioremediasi in situ dilakukan dengan
metode pemulihan secara alami, seperti
fitoremediasi, bioventing, bioaugmentasi dan
biosparging. Sedangkan bioremediasi ex situ
merupakan teknik pemindahan mikroorganisme
dari tempat asal atau dari air tercemar ke tempat
biak bakteri pertumbuhan. Teknik ini dilakukan
dengan bioreaktor, landfarming dan
vermicomposting. Bioreaktor adalah pemindahan
mikroorganisme ke suatu tempat biak buatan
dimana terjadi perubahan proses fermentasi yang

dikendalikan oleh suatu mikroba dalam
lingkungan yang terkendali.
Keberhasilan  aktivitas  bioremediasi

dipengaruhi oleh beberapa factor yang meliputi
konsentrasi oksigen, kebutuhan nutrisi, suhu, pH,
dan faktor abiotik lainnya. Proses pemulihan
alami dapat terjadi karena terjadi aktivitas
degradasi mikroorganisme indigen yang diisolasi
dari lingkungan tercemar dan  memiliki
kemampuan detoksifikasi senyawa beracun
(Melati, 2020). Irawati dan Tahya (2020)
mengatakan bahwa bakteri indigen merupakan
isolat bakteri yang memiliki ketahanan atau
resistensi terhadap air tercemar tembaga dengan
cara mengakumulasi tembaga di dalam sel.

Bakteri indigen memiliki kemampuan
dalam mendegradasi polutan di air sehingga
tingkat pencemaran air akan menurun. Bakteri
indigen didapat melalui proses isolasi bakteri.
Sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan
oleh Tanjung et al., 2018, bakteri indigen yang
resisten terhadap tembaga diharapkan mampu
menguraikan tembaga dengan cara
memanfaatkan tembaga menjadi sumber energi.
Bakteri resisten tembaga dapat diisolasi dari
lokasi tercemar tembaga seperti limbah pabrik
penyamakan kulit sehingga diharapkan bakteri
indigen ini memiliki resistensi terhadap tembaga
dan dapat dijadikan sebagai agen bioremediasi
untuk menyerap tembaga dari lingkungan
tercemar. Penelitian ini  bertujuan untuk
melakukan isolasi dan Kkarakterisasi bakteri
resisten tembaga dari limbah pabrik penyamakan
kulit di Yogyakarta sebagai penelitian awal
untuk mendapatkan isolat-isolat bakteri yang
tahan terhadap tembaga.

Bahan dan Metode

Pembuatan Medium
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Bakteri diisolasi dari limbah penyamak
kulit dari pabrik kulit di Yogyakarta yang
menggunakan  tembaga  dalam proses
penyamakan kulit. Medium isolasi yang
digunakan adalah medium diperkaya Luria
Bertani Agar (LBA) merek Lulbenex dengan
komposisi: agar 15.0g, tripton 10.0g, sodium
klorida 10.0g, ekstrak khamir 5.0g. Tembaga
yang digunakan adalah CuSO,, dibuat dalam
bentuk stock cairan 1 Molar. Medium isolasi
dibuat dengan melarutkan 40g LBA dengan
akuades kemudian dipanaskan hingga mencair
dan di sterilkan menggunakan autoklaf pada suhu
121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.
Larutan 1 M CuSOs di berikan pada medium
LBA steril secara aseptis untuk mencapai
konsentrasi 3 mM. Medium LBA vyang
mengandung 3 mM tembaga tersebut dituangkan
ke dalam cawan petri secara aseptis dan ditunggu
selama 1 jam hingga memadat. Medium yang
yang telah padat dibalik untuk menghindari
terjadinya kontaminasi yang berasal dari tetesan
uap air saat menuang medium (lrawati et al.,
2020).

Isolasi bakteri resisten tembaga

Metode yang digunakan untuk isolasi
bakteri resisten tembaga adalah metode sebar.
Metode sebar (spread plate) merupakan teknik
menumbuhkan mikroorganisme di medium Luria
Bertani Agar dengan cara menuangkan stok
kultur bakteri di atas medium agar padat. Metode
sebar memiliki kelebihan dan kekurangan
dimana dengan  metode sebar  dapat
memperkirakan jumlah bakteri dalam satu sel
namun sulit untuk menumbuhkan koloni secara
merata karena pada penggunaan batang perata
segitiga rentan terhadap kontaminasi
(Damayanti, Abdi, & Bintari, 2020). Sebanyak
100 mikroliter sampel limbah pabrik kulit
diinokulasikan ke dalam medium LBA yang
mengandung 3 mM CuSO,4 kemudian diratakan
ke seluruh bagian medium tumbuh menggunakan
batang gelas hingga semua air limbah meresap ke
dalam medium serta diinkubasikan selama 24
jam di dalam inkubator dengan suhu 37°C.
Konsentrasi 3 mM CuSO, dipilih untuk
memastikan bahwa yang tumbuh pada medium
adalah  bakteri resisten tembaga karena
konsentrasi tersebut merupakan batas terendah
toksisitas tembaga terhadap bakteri. Proses
inokulasi bakteri dilakukan secara aseptis di
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dalam laminar dan di depan api bunsen untuk
menghindari kontaminasi bakteri lain sehingga
dapat dipastikan yang tumbuh pada medium
tersebut adalah bakteri yang berasal dari limbah
penyamak tekstil di Yogyakarta.

Karakterisasi isolat bakteri resisten tembaga

Koloni bakteri yang tumbuh pada medium
kemudian dilakukan seleksi, pemberian kode
isolat, dan pemurnian isolat bakteri resisten
tembaga. Karakterisasi isolat bakteri yang
dilakukan meliputi warna koloni, tepi koloni,
bentuk koloni, penampakan optik, serta
pewarnaan gram (Putri et al., 2014). Adapun
koloni bakteri yang dikarakterisasi merupakan
single koloni yang sudah diyakini tidak
terkontaminasi oleh koloni bakteri lainnya.
Karakterisasi 1 koloni akan membantu dalam
proses analisis isolat tunggal. Pewarnaan gram
serta pengamatan mikroskopis dilakukan dengan
tujuan untuk dapat mengetahui jenis membran sel
bakteri serta bentuk sel pada isolat bakteri
(Agustine et al., 2018). Hasil pewarnaan isolat
bakteri pada tahapan pewarnaan gram terbagi atas
dua kelompok yaitu bakteri gram positif dan gram
negatif. Pewarnaan Gram dengan mudah
membedakan antara organisme dengan membran
sel dalam dan luar (Gram-negatif) dan bakteri
yang hanya memiliki satu membran sel tunggal
yang dikelilingi oleh dinding sel (Gram positif)
(Solioz et al., 2010).

Hasil dan Pembahasan

Isolasi bakteri dari sampel limbah
penyamakan kulit Yogyakarta menunjukkan
adanya pertumbuhan komunitas bakteri dengan
morfologi beragam pada medium 3 mM CuSO4
(Gambar 1). Beberapa bakteri yang mampu
bertahan hidup di lingkungan tercemar tembaga
akan membentuk komunitas bakteri resisten
tembaga. Komunitas bakteri yang tumbuh pada
medium 3 mM CuSO, hanya sedikit bahkan pada
Gambar 1A hanya ada sedikit koloni bakteri. Hal
ini menunjukkan bahwa konsentrasi 3 mM
CuSO4 merupakan kondisi toksik bagi komunitas
bakteri dari limbah pabrik penyamakan kulit di
Yogyakarta. Ahmad (2012) mengatakan bahwa
tembaga dengan konsentrasi tinggi memiliki efek
yang besar pada komunitas mikroba dengan cara
(i) pengurangan total biomassa mikroba, (ii)
penurunan jumlah populasi tertentu, atau (iii)
perubahan struktur komunitas mikroba. Irawati,



Irawati, W et al., (2022). Jurnal Biologi Tropis, 22 (3): 795 — 802

DOI: http://dx.doi.org/10.29303/jbt.v22i3.3621

Pinontoan, & Yuwono (2020) mengatakan
bahwa CuSOs; konsentrasi tinggi akan
menurunkan jumlah populasi bakteri yang
tumbuh pada medium.

Tembaga adalah mikronutrien yang
diperlukan untuk pertumbuhan dan

perkembangan bakteri namun kadar tembaga
yang tinggi dapat memberikan efek merusak
komunitas mikrobia sehingga hanya sedikit
bakteri yang dapat tumbuh (Hartanto et al.,
2013). Toksisitas tembaga dapat terjadi melalui
pengikatan atau pemblokiran gugus fungsi
molekul  biologis oleh tembaga yang
mengakibatkan tidak aktifnya fungsi enzim, serta
menimbulkan stres oksidatif. Penghambatan
pertumbuhan terjadi sebagai akibat dari
perubahan spesifisitas enzim dan struktur
konformasi protein yang diperlukan dalam
proses metabolism (Sekarwati et al., 2015).

Isolasi bakteri dari limbah industri
penyamakan kulit Yogyakarta menghasilkan 12
macam koloni dengan karakter yang berbeda-
beda ditinjau dari bentuk, warna, penampakan
optik, dan tepi koloni. Berdasarkan proses
pemurnian isolat bakteri pada medium 3 mM
CuSO; diperoleh delapan isolat bakteri yang
bertahan hidup dan diberi kode isolat Y1, Y2,
Y3, Y4, Y5, Y6, Y7, dan Y8. Hasil isolasi juga
menunjukkan adanya pertumbuhan koloni jamur
yang nampak dari miselium pada Gambar 1B,
namun jamur ini tidak ikut dalam seleksi karena
tujuan utama penelitian ini adalah untuk
mendapatkan isolat bakteri indigen yang resisten
terhadap 3 mM CuSQOs..

Koloni merupakan kumpulan bakteri
sejenis hasil reproduksi yang mengumpul pada
satu medium kultur dari keturunan satu sel
bakteri (Arhandi et al., 2020). Medium kultur
dalam pertumbuhan koloni bakteri berfungsi
sebagai media pertumbuhan yang berisi vitamin
dan kandungan nutrisi yang dibutuhkan oleh
bakteri untuk tumbuh. Beberapa penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa bakteri indigen
yang diisolasi dari lingkungan tercemar memiliki
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efektivitas untuk bioremediasi logam berat
karena bakteri tersebut telah beradaptasi dengan
lingkungan. Bakteri yang diisolasi dari
lingkungan terkontaminasi logam berat tertentu
memiliki mekanisme resistensi terhadap logam
berat tersebut (Anand et al., 2022).

Gambar 1 menunjukkan beberapa isolat
yaitu YG 1, YG 3, YG 4, YG 8 yang pada bagian
tengah koloninya berwarna hijau atau gelap
mengindikasinya adanya penyerapan tembaga di
dalam sel. Hasil penelitian sama terjadi pada
Acinetobacter sp. IrC2 yang mengembangkan
mekanisme  resistensi dengan  cara
mengakumulasi tembaga di dalam periplasma
dan menghasilkan warna koloni menjadi tampak
kehijauan (Irawati et al., 2020). Hasil penelitian
pada Pseudomonas syringae, Burkholderia sp.,
Alcaligenes sp., dan Methylobacterium sp. juga
menunjukkan hasil yang sama ketika bakteri
tersebut ditumbuhkan pada medium yang
mengandung CuSO. (Cha & Cooksey, 1991;
Kunito et al., 1997). Isolat bakteri lain yaitu Y6
dan Y7 tidak menunjukkan adanya warna hijau
atau gelap di tengah koloni mengindikasikan
bahwa isolat bakteri ini mengembangkan
mekanisme resistensi yang lain mungkin dengan
cara pengikatan tembaga secara pasif di luar sel.

Menurut Wuertz et al. (1997), kemampuan
bakteri untuk bertahan hidup di lingkungan yang
tercemar ditentukan oleh sifat intrinsik dan
ekstrinsik yang meliputi sifat biokimia,
fisiologis, struktural, dan genetik yang diamati
dari perubahan morfologi sel dan modifikasi
spesiasi logam berat. Bakteri yang memiliki sifat
tahan terhadap logam berat dapat melakukan
mekanisme resistensi lain antara lain dengan
sekresi eksopolisakarida (EPS).
Eksopolisakarida merupakan polisakarida yang
dihasilkan dari sintesis bakteri asam laktat.
Eksopolisakarida ini mengikat tembaga di luar
sel sebagai bentuk mekanisme resistensi pasif
untuk melindungi sel dari toksisitas tembaga
(Naik et al., 2012).
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Gambar 1. Komunitas bakteri yang diisolasi dari limbah Penyamakan Kulit Yogyakarta pada medium yang
mengandung 3 mM CuSQ,. Panah putih menunjukkan koloni yang menyerap tembaga.

Tabel 1. Isolasi dan karakterisasi koloni isolat bakteri dari limbah pabrik penyamakan kulit Yogyakarta

Kode Warna Tepi Bentuk Optik Gram Indikasi
Isolat Akumulasi
Tembaga
Y1 Hijau Rata Bulat Buram Positif N
Y2 Kuning Bergelombang Bulat Transparan Positif -
Y3 Putih kehijauan  Rata Bulat Buram Positif \
Y4 Hijau Rata Bulat Buram Positif \
Y5 Putih Rata Bulat Buram Positif -
Y6 Kuning muda Bergerigi Bulat Buram Negatif -
Y7 Kuning muda Rata Bulat Buram Negatif -
Y8 Hijau tua Rata Bulat Buram Positif \

Tabel 1 menunjukkan hasil karakterisasi
morfologi dari masing-masing koloni dengan
kode isolat Y1, Y2, Y3, Y4, Y5,Y6, Y7, dan Y8.
Hasil karakterisi meliputi warna, sifat optik,
bentuk, tepi, gram dan tekstur. Setiap isolat
bakteri resisten tembaga memiliki morfologi
yang berbeda-beda. Variasi warna isolat bakteri
beragam dari isolat berwarna hijau dengan kode
Y1, Y4, isolat berwarna kuning yaitu Y2, isolat
berwarna putih kehijauan yakni isolat Y3, isolat
dengan warna kuning muda yakni Y6, dan Y7,
isolat berwarna putih dengan kode Y5, serta
isolat dengan warna hijau tua yakni dengan kode
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Y8. Semua penampakan optik koloni bakteri
buram kecuali isolat Y2 memiliki penampakan
optik transparan atau tembus pandang. Semua
tepi koloni bakteri berbentuk rata kecuali isolat
Y2 dan Y6 masing-masing memiliki tepi koloni
bergelombang dan bergerigi. Menurut Prayitno
(Prayitno et al., 2001), karakteristik isolat bakteri
yang paling sering ditemukan pada limbah pabrik
penyamakan kulit yaitu isolat dengan warna
putih keruh, bentuk tidak beraturan, isolat
berwarna putih kekuningan bentuk tidak
beraturan, dan isolat berwarna putih keruh
berbentuk bulat.
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Berdasarkan pewarnaan Gram dapat
diketahui klasifikasi isolat bakteri tersebut
termasuk ke dalam Gram positif atau Gram
negatif. Pewarnaan Gram juga membantu
memperjelas ukuran, bentuk, dan struktur dalam
bakteri seperti dinding sel bakteri (Bulele et al.,
2019). Bakteri Gram positif pada pewarnaan
Gram akan mempertahankan warna utama ungu
dari zat warna kristal violet-yodium meskipun
telah dibilas dengan menggunakan alkohol
(Nurhidayati et al., 2015), sedangkan bakteri
Gram negatif berwarna merah karena zat warna
kristal violet-yodium dapat dengan mudah larut
saat pemberian larutan alkohol dan mendapatkan
zat warna merah safranin. Kristal violet
merupakan pewarna utama yang digunakan
dalam pewarnaan gram yang akan meninggalkan
warna ungu pada dinding sel. Dekolorisasi
pewarna yang melekat pada petidoglikan bakteri
dilakukan dengan membilas preparat bakteri
dengan menggunakan alkohol (Rahmatullah et
al., 2021). Pencucian menggunakan alkohol juga
dapat mendehidrasi peptidoglikan dan pori
peptidoglikan mengkerut untuk mencegah
terlepasnya  kompleks  kristal  ungu-iodin,
sehingga bakteri Gram positif akan tetap
berwarna ungu atau biru (Rachma et al., 2009).

Hasil pengamatan mikroskopis setelah
pewarnaan Gram menunjukkan bahwa semua sel
berbentuk bulat. Sebagian besar isolat bakteri
merupakan Gram positif (75%), dan sisanya
sebesar 25% merupakan bakteri Gram negatif.
Menurut (Solioz et al., 2010), bakteri Gram
positif lebih tahan terhadap tembaga. Efek toksik
utama tembaga disebabkan oleh pembentukan
oksigen reaktif beracun dari reaksi tipe Fenton
yang menyebabkan pembentukan radikal
hidroksil (OH), hidrogen peroksida (H20,), dan
superoksida  (O?%). Bakteri Gram-positif lebih
toleran terhadap H:0. dibanding bakteri Gram
negatif.

Ditemukannya isolat bakteri resisten
tembaga dari sampel limbah industri
penyamakan kulit ini merupakan penelitian yg
bermanfaat sebagai penelitian awal diperolehnya
isolat bakteri resisten tembaga indigen Indonesia
untuk selanjutnya dikembangkan sebagai agen
bioremediasi tembaga di dalam pengolahan
limbah tembaga industri penyamakan Kkulit.
Penelitian selanjutnya dapat dilakukan untuk
mengetahui potensi setiap isolat bakteri dalam
menyerap tembaga di dalam sel. Isolat bakteri
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yang paling potensial dapat dijadikan sebagai
agen biosorben penyerap tembaga di dalam
bioreaktor pengolahan limbah penyamakan kulit.
Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa bakteri indigen Indonesia Acinetobacter
sp. IrC2 dapat menurunkan konsentrasi tembaga
sebesar 62% ketika bakteri ini diterapkan sebagai
agen biosorben penyerap tembaga dalam
bioreaktor limbah cair. Diharapkan isolat bakteri
dari  sampel limbah penyamakan kulit
Yogyakarta dalam penelitian selanjutnya terbukti
memiliki kemampuan yang tinggi dalam
menyerap tembaga sehingga dapat digunakan
sebagai agen bioremediasi dalam pengolahan
limbah industri penyamakan kulit.

Kesimpulan

Isolasi dan karakterisasi bakteri dari
limbah pabrik penyamakan kulit Yogyakarta
berhasil memperoleh delapan isolat yang resisten
3 mM CuSO, dengan kode Y1, Y2, Y3, Y4, Y5,
Y6, Y7, dan Y8. Isolat Y1, Y2, Y3, Y4, Y5, Y8
merupakan bakteri Gram positif sedangkan isolat
Y4 dan Y6 adalah Gram negatif. Isolat Y1, Y3,
Y4, Y8 memiliki tengah koloni yang berwarna
hitam atau kehijauan mengindikasikan resistensi
bakteri terjadi dengan akumulasi tembaga di

dalam sel. Penelitian ini diharapkan dapat
dipergunakan sebagai langkah awal untuk
semakin mengembangkan riset mengenai

bioremediasi tembaga di industri penyamakan
kulit Yogyakarta.
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