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Abstrak 

Industri penyamakan kulit melalui tiga tahap utama yaitu pra-penyamakan, 

penyamakan dan pasca-penyamakan, menghasilkan limbah cair yang mengandung 

bahan organik, amonia, sulfida, minyak-lemak, dan logam berat seperti kromium 

yang berpotensi mencemari perairan. Penelitian ini bertujuan menilai tingkat 

toksisitas limbah cair sebelum dan sesudah pengolahan di Instalasi Pengolahan 

Air Limbah (IPAL), menganalisis parameter kimia, serta hubungannya dengan 

hasil uji toksisitas. Metode yang digunakan adalah Fish Embryo Toxicity (FET) 

sesuai pedoman OECD 236 dengan organisme uji embrio ikan zebra (Danio 

rerio) dan parameter koagulasi, pembentukan somit, pelepasan tailbud, detak 

jantung, kelainan morfologi, serta kematian. Konsentrasi uji adalah 3,1–0,2% 

untuk influen dan 50–3,1% untuk efluen, sedangkan nilai LC₅₀ dihitung dengan 

analisis probit dari seluruh konsentrasi. Hasil penelitian menunjukkan LC₅₀ 

influen sebesar 5,15% dan LC₅₀ efluen 23,86%, menandakan bahwa IPAL mampu 

menurunkan toksisitas meskipun belum sepenuhnya menghilangkan dampak 

berbahaya. Analisis kimia memperlihatkan penurunan signifikan kadar pencemar 

pada efluen dibandingkan influen, walau beberapa parameter masih mendekati 

atau sedikit di atas baku mutu. Hubungan antara kualitas fisika-kimia dan hasil 

FET menunjukkan bahwa tingginya COD, BOD, amonia, sulfida, dan kromium 

berkorelasi dengan rendahnya nilai LC₅₀. Dengan demikian, metode FET berbasis 

OECD 236 efektif untuk mengevaluasi dampak limbah cair penyamakan kulit 

sekaligus menilai kinerja IPAL. 

Kata kunci: Limbah cair, penyamakan kulit, zebrafish, Fish Embryo Toxicity 

(FET), LC₅₀, OECD 236, probit. 
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Abstract 

The leather tanning industry goes through three main stages: pre-tanning, tanning, 

and post-tanning, producing liquid waste containing organic matter, ammonia, 

sulfides, oils and fats, and heavy metals such as chromium, which have the 

potential to pollute waterways. This study aims to assess the toxicity levels of 

liquid waste before and after treatment at the Wastewater Treatment Plant 

(WWTP), analyze chemical parameters, and their relationship with toxicity test 

results. The method used was the Fish Embryo Toxicity (FET) test in accordance 

with OECD Guideline 236, using zebrafish embryos (Danio rerio) as test 

organisms and parameters including coagulation, somite formation, tailbud 

detachment, heartbeat, morphological abnormalities, and mortality. Test 

concentrations ranged from 3.1–0.2% for influent and 50–3.1% for effluent, while 

LC₅₀ values were calculated using probit analysis across all concentrations. The 

results showed an LC₅₀ of 5.15% for influent and 23,86% for effluent, indicating 

that the WWTP can reduce toxicity although it does not completely eliminate 

harmful effects. Chemical analysis revealed a significant reduction in pollutant 

levels in effluent compared to influent, although some parameters were still close 

to or slightly above quality standards. The relationship between physical-chemical 

quality and FET results shows that high levels of COD, BOD, ammonia, sulfide, 

and chromium correlate with low LC₅₀ values. Thus, the FET method based on 

OECD 236 is effective for evaluating the impact of leather tanning wastewater 

while assessing WWTP performance. 

Keywords: Wastewater, leather tanning, zebrafish, Fish Embryo Toxicity (FET), 

LC₅₀, OECD 236, probit. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Air bersih merupakan komponen esensial dalam kehidupan manusia dan 

lingkungan, baik untuk konsumsi, pertanian, maupun keberlangsungan ekosistem 

perairan. Namun, pesatnya perkembangan industri telah meningkatkan potensi 

pencemaran air, terutama akibat pembuangan limbah cair yang tidak diolah secara 

memadai (Darmono, 2001). Salah satu industri yang memberikan kontribusi 

signifikan terhadap pencemaran air adalah industri penyamakan kulit. 

 Industri penyamakan kulit menggunakan berbagai bahan kimia, seperti 

garam kromium trivalen (Cr³⁺), untuk mengubah kulit mentah menjadi kulit jadi 

yang tahan lama. Proses ini menghasilkan limbah cair yang mengandung logam 

berat, senyawa organik, dan partikel tersuspensi yang sulit terurai. Bila dibuang 

langsung ke badan air tanpa pengolahan, limbah tersebut dapat menurunkan 

kualitas air, menyebabkan kematian biota akuatik, dan menimbulkan dampak 

kesehatan bagi manusia jika bahan berbahaya masuk ke rantai makanan (Suprapti 

Ningsih, Saraswati, & Sholeh, 2019). 

 Logam berat seperti kromium dikenal bersifat toksik dan bioakumulatif. 

Dalam konsentrasi tertentu, kromium dapat menyebabkan stres oksidatif pada 

organisme air dan berdampak pada fungsi fisiologisnya. Dalam jangka panjang, 

kromium juga berpotensi menyebabkan gangguan kesehatan manusia seperti 

kerusakan hati, ginjal, dan kanker (Darmono, 2001). Oleh karena itu, diperlukan 

upaya untuk mengevaluasi tingkat toksisitas dari limbah cair industri ini sebelum 

dibuang ke lingkungan. 

 Selama ini, penilaian bahaya limbah lebih banyak berfokus pada parameter 

fisik dan kimia. Namun pendekatan tersebut belum cukup menggambarkan efek 

toksik secara biologis, khususnya efek gabungan dari senyawa kompleks. Maka 

dari itu, uji toksisitas menjadi pendekatan yang sangat penting untuk melengkapi 

hasil analisis laboratorium. 

 Salah satu metode uji toksisitas yang saat ini banyak digunakan adalah 

Fish Embryo Toxicity (FET) Test dengan embrio ikan zebra (Danio rerio) sebagai 
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organisme model. Metode ini direkomendasikan karena memiliki sensitivitas 

tinggi terhadap bahan toksik, hemat biaya, serta memenuhi aspek etika karena 

menggunakan embrio yang belum diakui sebagai hewan vertebrata penuh dalam 

beberapa regulasi (Wijaya, 2020). Dengan menggunakan FET, dampak toksik 

limbah cair terhadap perkembangan embrio dapat diamati secara langsung, 

sehingga memberikan gambaran nyata mengenai potensi risiko lingkungan dari 

limbah industri penyamakan kulit. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian adalah: 

1. Bagaimana tingkat toksisitas limbah cair penyamakan kulit sebelum dan 

setelah pengolahan dalam IPAL berdasarkan uji Fish Embryo Toxicity 

(FET)? 

2. Bagaimana karakteristik parameter kimia limbah cair penyamakan kulit 

sebelum dan setelah pengolahan dalam IPAL? 

3. Apa hubungan antara parameter fisika dan kimia dengan nilai uji toksisitas 

menggunakan metode Fish Embryo Toxicity (FET) pada limbah limbah 

penyamakan kulit sebelum dan setelah pengolahan dalam IPAL?  

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Untuk menganalisis tingkat toksisitas limbah cair penyamakan kulit 

sebelum dan setelah pengolahan dalam Instalasi Pengolahan Air Limbah 

(IPAL) menggunakan metode Fish Embryo Toxicity (FET). 

2. Untuk mengidentifikasi dan mengevaluasi karakteristik parameter kimia 

limbah cair penyamakan kulit sebelum dan setelah pengolahan dalam 

IPAL. 

3. Untuk mengkaji hubungan antara parameter fisika dan kimia limbah cair 

penyamakan kulit dengan nilai toksisitas berdasarkan uji Fish Embryo 

Toxicity (FET) sebelum dan setelah pengolahan dalam IPAL. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Manfaat Teoritis 

Penelitian ini diharapkan mendukung pengembangan ilmu dan teknologi 

teknik lingkungan, serta membantu permasalahan air limbah terutama pada 

parameter toksikologi. 

b. Manfaat Praktis 

Penelitian ini diharapkan menjadi rekomendasi optimalisasi dan evaluasi 

kinerja IPAL Industri Penyamakan Kulit pada PT.X dan mendukung 

perlindungan ekosistem perairan dengan mendorong pengolahan limbah 

yang lebih efektif dan ramah lingkungan sesuai dengan baku mutu yang 

berlaku. 

 

1.5 Ruang Lingkup 

Dalam penelitian ini terdapat beberapa Batasan sebagai berikut: 

1 Uji toksisitas akut dilakukan pada sampel limbah industri penyamakan 

kulit PT.X, baik untuk influen maupun efluen.  

2 Pengujian toksisitas akut dilakukan menggunakan metode uji static-non-

renewal dimana contoh uji yang sama digunakan selama 96 jam. 

3 Uji toksistas akut menggunakan metode Fish Embryo Toxicity (FET) 

dengan parameter yang diukur adalah LC50 (OECD, 2013). 

4 Air yang digunakan untuk pengenceran sampel limbah dalam pengujian 

toksisitas adalah air aquades. 

5 Organisme uji yang digunakan adalah Embryo dari Zebrafish (Danio 

rerio).  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Limbah Industri Penyamakan Kulit 

 Industri penyamakan kulit merupakan sektor yang mengilah kulit mentah 

(hides dan skin) menjadi kulit tersamak (leather) menggunakan bahan penyamak 

untuk memberikan ketahanan terhadap kerusakan fisik dan kimiawi (Putri, 2022). 

Proses penyamakan kulit terdiri dari tiga tahapan utama, yaitu pra-penyamakan, 

penyamakan, dan pasca-penyamakan. Proses Penyamakan bertujuan untuk 

mengubah sifat-sifat kulit mentah yang mudah rusak menjadi kulit tersamak yang 

lebih kuat dan tahan lama.  

Sebagai salah satu industri yang menghasilkan limbah cair dalam jumlah 

besar, industri penyamakan kulit menghasilkan sekitar 30-35 m3 air limbah untuk 

setiap 1 ton kulit mentah yang diproses. Limbah ini mengandung berbagai polutan 

organik dan kimiawi, termasuk bahan-bahan penyamak seperti kapur, natrium 

sulfida, ammonium sulfat, garam dapur, asam sulfat, dan kromium. Dalam proses 

penyamakan, kulit hanya dapat menyerap sekitar 60-70% larutan kromium sulfat, 

sementara sisanya terbawa dalam limbah cair. Oleh karena itu, limbah kromium 

merupakan salah satu jenis limbah yang paling banyak dihasilkan (Kuncoro & 

Soedjono, 2022). 

 

2.1.1 Proses Penyamakan Kulit 

 Berdasarkan (Kuncoro, 2022) proses penyamakan kulit terdiri dari tiga 

tahapan utama, yaitu: 

A. Pra-Penyamakan (Beamhouse) 

 Berikut merupakan tahap awal untuk mempersiapkan kulit mentah 

sebelum disamak. Tahapan ini mencakup: 

1. Peredaman (Soaking) 

 Perendaman dilakukan dengan mencampurkan air, soda 

abu, dan bakterisida ke dalam larutan rendaman. Tujuannya untuk 

melembutkan kulit, menghilangkan garam pengawet, darah, serta 

sisa-sisa jaringan organik dari kulit mentah. Limbah yang 
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dihasilkan mengandung garam, mineral, BOD, COD, TSS, 

nitrogen, dan amonia, sebagai akibat dari pelarutan zat organik dan 

mineral dalam air rendaman. 

2. Pengapuran (Liming) 

 Proses ini menggunakan air, kapur, glukosa, dan natrium 

sulfida (Na₂S). Tujuannya adalah menghilangkan rambut dan 

jaringan ikat non-kolagen, serta menaikkan pH kulit. Limbah yang 

dihasilkan mengandung kalsium, Na₂S, albumin, serta peningkatan 

signifikan pada BOD, COD, TSS, nitrogen, dan amonia, akibat 

reaksi dengan protein dan senyawa belerang. 

3. Penghilangan Kapur (Deliming) 

 Deliming dilakukan dengan bahan air, NH₄Cl, (NH₄)₂SO₄, 

dan air bersih, untuk menghilangkan sisa-sisa kapur dari kulit. 

Proses ini menurunkan pH kulit dan menghentikan proses 

degradasi yang tidak diinginkan. Limbah dari tahap ini 

mengandung asam, amonia, sulfida, serta tetap tinggi pada BOD, 

COD, TSS, dan nitrogen.  

4. Pengikisan Protein (Bating) 

 Menggunakan (NH₄)₂SO₄, proses ini bertujuan 

menguraikan protein yang tidak diperlukan, memperhalus 

permukaan kulit, dan meningkatkan fleksibilitas. Limbah yang 

dihasilkan mengandung protein larut air, amonia, sulfida, BOD, 

COD, TSS, dan nitrogen, sebagai akibat dari reaksi enzimatik pada 

jaringan kulit. 

5. Pengikisan Minyak dan Lemak 

 Proses ini dilakukan dengan (NH₄)₂SO₄ dan surfaktan untuk 

menghilangkan lemak dan minyak alami dalam kulit. Hal ini 

penting agar kulit dapat menyerap zat penyamak dengan optimal. 

Limbah dari proses ini mengandung minyak dan lemak, amonia, 

sulfida, serta tetap tinggi dalam BOD, COD, TSS, dan nitrogen. 
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6. Pengasaman (Pickling) 

 Proses ini menggunakan air, garam, asam sulfat, dan asam 

format untuk menurunkan pH kulit dan menghilangkan sisa alkali. 

Tahap ini sangat penting sebelum penyamakan krom. Limbah yang 

dihasilkan mengandung asam, protein, mineral, amonia, sulfida, 

serta BOD, COD, dan TSS yang masih signifikan.  

 

B. Penyamakan (Tanning) 

 Penyamakan merupakan tahap inti dalam proses pengolahan kulit. 

Menggunakan kromium sulfat, natrium bikarbonat, syntan, asam format, 

dan bakterisida, proses ini bertujuan mengikat kolagen dalam serat kulit 

sehingga menjadi stabil, kuat, dan tahan terhadap pembusukan mikroba 

serta panas. Limbah dari proses ini mengandung kromium trivalen, syntan, 

amonia, nitrogen, serta BOD, COD, dan TSS yang tetap tinggi. 

 

C. Pasca Penyamakan (Post-Tanning) 

 Tahap penyempurnaan kulit yang telah tersamak. Tahapan ini 

meliputi: 

1. Pressing 

 Pressing merupakan proses menekan kulit dengan tekanan 

tinggi untuk mengurangi ketebalan, menghilangkan kerutan, dan 

memberikan permukaan yang lebih halus dan rata yang bertujuan 

memperbaiki penampilan kulit. 

2. Penyamakan Sekunder (Retanning) 

 Proses ini menguatkan kembali struktur kulit menggunakan 

bahan tambahan seperti syntan atau kromium. Retanning 

membantu meningkatkan daya tahan kulit terhadap pemakaian dan 

pengolahan selanjutnya. 

3. Pewarnaan (Dyeing) 

 Kulit diberi warna menggunakan pewarna sintetis atau 

alami. Pewarnaan dilakukan agar warna meresap merata dan tahan 
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lama. Limbah dari tahap ini mengandung ekstrak penyamakan, 

syntan, dan pewarna, serta sisa kromium bila digunakan. 

4. Perminyakan (Fatliquoring) 

 Penambahan minyak dan lemak khusus untuk melembutkan 

dan menjaga fleksibilitas kulit. Proses ini juga menjaga 

kelembaban kulit agar tidak kaku. Limbah yang dihasilkan 

mengandung lemak (grease) dan sisa bahan seperti titanium 

dioksida jika digunakan. 

 

Berikut merupakan diagram alir proses produksi penyamakan kulit: 

 

 
Gambar 2. 1 Diagram alir proses produksi penyamakan kulit 

Sumber: Kuncoro & Soedjono, 2022 

 

2.1.2 Pengelolaan Limbah Cair Industri Penyamakan Kulit 

Industri penyamakan kulit menghasilkan limbah cair yang harus dikelola 

dengan hati-hati untuk mencegah pencemaran lingkungan. Berdasarkan peraturan 

Menteri Lingkungan Hidup Republik Indonesia Nomor 5 tahun 2014, air limbah 

dari industri penyamakan kulit harus memenuhi standar baku mutu tertentu 
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sebelum dibuang ke lingkungan. Tabel 2.1 menunjukkan parameter baku mutu air 

limbah untuk proses penyamakan kulit menggunakan krom dan daun-daunan. 

Proses penyamakan dengan krom menghasilkan limbah yang mengandung 

kadar krom total yang tinggi, sementara proses penyamakan menggunakan daun-

daunan cenderung menghasilkan limbah dengan kandungan pencemar yang lebih 

rendah. Oleh karena itu, pengelolaan air limbah ini sangat penting untuk 

memastikan bahwa limbah yang dibuang tidak merusak kualitas air dan ekosistem 

(PerMen LH RI, 2014). 

 

Table 2.1 Baku Mutu Air Limbah Industri Penyamakan Kulit LH RI Nomor 5 Tahun 2014 

Parameter  

Proses Penyamakan Menggunakan 

Krom 

Proses Penyamakan Menggunakan 

Daun-daunan 
 

Kadar Paling 

Tinggi (mg/L) 

Beban Pencemaran 

Paling Tinggi 

(Kg/ton) 

Kadar 

Paling 

Tinggi 

(mg/L) 

Beban Pencemaran 

Paling Tinggi 

(Kg/ton) 

 

BOD5 50 2 70 2,8  

COD 110 4,4 180 7,2  

TSS 60 2,4 50 2  

Krom Total (Cr) 0,6 0,024 0,1 0,004  

Minyak dan 

Lemak  
5 0,2 5 0,2  

Nitrogen Total 

(sebagai N) 
10 0,4 15 0,6  

Ammonia Total  0,5 0,02 0,5 0,02  

Sulfida (sebagai 

S) 
0,8 0,032 0,5 0,02  

pH 6,0 - 9,0 6,0 - 9,0  

Debit limbah 

paling tinggi 
40 m3 per ton bahan baku 40 m3 per ton bahan baku  

Sumber : PerMen LH Republik Indonesia Nomor 5 Tahun 2014 

 

 Khusus di wilayah Daerah Istimewa Yogyakarta, ketentuan ini diperketat 

melalui peraturan daerah yang menyesuaikan baku mutu air limbah dengan 

kondisi geografis, ekologis, dan karakter sosial masyarakat setempat. Penyesuaian 



 

9 

 

ini bertujuan untuk meningkatkan efektivitas pengendalian pencemaran dan 

menjamin keberlanjutan kualitas lingkungan. Dalam konteks industri penyamakan 

kulit, regulasi ini sangat relevan karena proses penyamakan menghasilkan limbah 

cair yang berpotensi mengandung bahan berbahaya seperti krom, ammonia, dan 

sulfida. Oleh karena itu, pemenuhan baku mutu air limbah bukan hanya kewajiban 

hukum, tetapi juga merupakan tanggung jawab moral industri dalam menjaga 

kelestarian lingkungan hidup. 

Table 2.2 Baku Mutu Air Limbah Industri dan Peraturan Daerah Istimewa Yogyakarta Nomor 7 

Tahun 2016 

Parameter  

Proses Penyamakan Menggunakan 

Krom 

Proses Penyamakan Menggunakan 

Daun-daunan 
 

Kadar Paling 

Tinggi (mg/L) 

Beban Pencemaran 

Paling Tinggi (Kg/ton) 

Kadar Paling 

Tinggi (mg/L) 

Beban Pencemaran 

Paling Tinggi (Kg/ton) 
 

BOD5 50 2 70 2,8  

COD 110 4,4 180 7,2  

TSS 60 2,4 50 2  

Krom Total (Cr) 0,6 0,024 0,1 0,004  

Minyak dan 

Lemak  
5 0,2 5 0,2  

Nitrogen Total 

(sebagai N) 
10 0,4 15 0,6  

Ammonia Total  0,5 0,02 0,5 0,02  

Sulfida (sebagai 

S) 
0,8 0,032 0,5 0,02  

TDS 2000 80 2000 80  

suhu  ± 3°C terhadap suhu udara ± 3°C terhadap suhu udara  

pH 6,0 - 9,0 6,0 - 9,0  

Debit limbah 

paling tinggi 
40 m3 per ton bahan baku 40 m3 per ton bahan baku  

Sumber :  Peraturan Daerah Istimewa Yogyakarta Nomor 7 Tahun 2016 

PT.X memiliki beberapa tahapan pengolahan air limbah dari proses 

penyamakan kulit, yang meliputi proses penyaringan, bak pengendap awal, 

koagulasi dan flokulasi, pengendapan akhir, hingga menuju ke Instalasi 

Pengolahan Air Limbah (IPAL) milik Dinas Lingkungan Hidup. Air limbah yang 
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masuk (inlet) berasal dari proses tanning dan re-tanning yang digabung menjadi 

satu aliran. 

Pada tahap awal, air limbah melewati proses penyaringan dan 

pengendapan menggunakan screen dan tabung recovery. Di dalam tabung 

recovery ini ditambahkan bahan kimia berupa anionic flocculant yang berfungsi 

untuk memisahkan kandungan krom dari air limbah. Setelah krom terpisah, zat 

tersebut berubah menjadi bentuk padat, kemudian dikeringkan dan diserahkan 

kepada pihak ketiga untuk dikelola lebih lanjut. 

Sementara itu, limbah cair yang tersisa dari proses ini langsung diarahkan 

ke IPAL milik perusahaan. Dari IPAL internal, air limbah kemudian disalurkan 

melalui pipa menuju IPAL milik DLH setempat untuk menjalani pengolahan 

lanjutan sebelum akhirnya dibuang ke lingkungan dengan aman. 

 

2.2 Toksisitas 

Toksikologi adalah cabang ilmu yang mempelajari dampak kerusakan 

yang ditimbulakn oleh suatu zat terhadap organisme hidup. Uji toksisitas 

bertujuan untuk mengevaluasi efek toksik suatu zat dan menetapkan batasan 

keamanan terkait kandungan zat tersebut dalam berbagai media, baik air maupun 

udara. Uji toksisitas pada hewan uji dilakukan dengan memperkenalkan substansi 

ke dalam tubuh organisme dalam dosis tertentu, dan pengamatan dilakukan pada 

parameter seperti kematian, cedera, atau perubahan perilaku (Mukono, 2005; 

Soemirat, 2005). 

Dalam uji toksisitas, istilah LD50% (lethal dose 50) dan LC50% (lethal 

concentration 50) digunakan untuk menunjukkan dosis atau konsentrasi suatu 

bahan kimia yang dapat menyebabkan kematian pada 50% populasi organisme 

yang diuji. Uji toksisitas akut ini memberikan informasi penting mengenai potensi 

bahaya suatu zat dan sangat berguna dalam penilaian risiko terhadap lingkungan 

dan kesehatan manusia (Priyanto, 2010). 

 

2.3 Zebrafish 

 Ikan zebra (danio rerio) merupakan ikan tawar berasal dari Asia Selatan, 

terutama dari negara-negara seperti India, Pakistan, Bangladesh, dan Nepal. Ikan 
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ini dikenal luas sebagai organisme model dalam berbagai penelitian biomedis dan 

toksikologi karena berbagai keunggulannya. Secara morfologis, ikan zebra jantan 

memiliki tubuh ramping menyerupai torpedo dengan garis biru keemasan yang 

membentang dari kepala hingga ekor. Sementara itu, ikan betina cenderung lebih 

besar dan gemuk, terutama di bagian perut, karena membawa telur, serta memiliki 

garis-garis berwarna biru keperakan (Zeng, 2017). 

 

Gambar 2.2 Ikan Zebra Dewasa Jantan (A) dan betina (B) 

Sumber: Europe PMC 

 Ikan zebra dapat tumbuh hingga 6,4 cm (2,5 inci) dan memiliki umur 

hidup sekitar 2–3 tahun. Mereka mencapai kedewasaan seksual pada usia 10–12 

minggu dan dapat bertelur setiap 5–10 hari tergantung pada kondisi lingkungan. 

Dalam kondisi optimal, sepasang ikan zebra dewasa mampu menghasilkan 200–

300 butir telur setiap pagi, menjadikannya sangat produktif terutama pada usia 6–

12 bulan (Hill et al., 2005). Ikan ini termasuk dalam kategori pembiak 

fotoperiodik, di mana proses kawin biasanya terjadi pada jam-jam awal setelah 

matahari terbit (Hisaoka & Firlit, 1962). 

Reproduksi ikan zebra sangat bergantung pada kualitas dan ketersediaan 

pakan. Untuk mempertahankan produktivitasnya, ikan ini dapat diberi pakan 

seperti udang air asin hidup (Artemia), paramecia untuk larva, serta pakan 

komersial berbentuk serpihan. Kualitas nutrisi berpengaruh langsung terhadap 

kesuburan dan tingkat keberhasilan pemijahan (Spence et al., 2006). 
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Menurut Kimmel et al. (1995), perkembangan embrio ikan zebra terdiri 

atas beberapa tahapan, dimulai dari periode zigot, diikuti oleh pembelahan sel, 

blastula, gastrula, segmentasi, faringula, hingga akhirnya penetasan. Telur ikan 

zebra biasanya menetas dalam waktu 48–72 jam pada suhu optimal 28,5 °C. 

Waktu penetasan ini dapat dipengaruhi oleh ketebalan korion (cangkang telur) 

serta aktivitas otot embrio. 

Salah satu keunggulan utama ikan zebra sebagai organisme model adalah 

kemudahan dalam memperoleh embrio dan biaya pemeliharaan yang rendah. 

Selain itu, embrio ikan zebra bersifat transparan, sehingga peneliti dapat dengan 

mudah mengamati perkembangan morfologi dan perilaku secara real-time di 

dalam korion (Wijaya, 2020). Keunggulan lainnya adalah tingkat kemiripan DNA 

ikan zebra dengan manusia yang mencapai sekitar 70–85%, menjadikannya sangat 

relevan dalam studi biomedis dan pengujian toksisitas senyawa kimia. 

 

2.4 Fish Embryo Toxicity (FET) 

 Uji toksisitas embrio ikan, atau Fish Embryo Toxicity Test (FET), 

merupakan metode pengujian yang digunakan untuk mengevaluasi dampak toksik 

bahan kimia terhadap embrio ikan pada tahap awal perkembangan. Metode ini 

telah diadopsi oleh Organisasi untuk Kerja Sama dan Pembangunan Ekonomi 

(OECD) dalam OECD Test Guideline 236 sebagai alternatif pengujian toksisitas 

akut pada ikan dewasa. Dengan menggunakan embrio ikan zebra (Danio rerio), 

uji ini menawarkan pendekatan yang lebih etis dan efisien karena mengurangi 

penggunaan hewan dewasa dan tidak melibatkan hewan vertebrata secara hukum 

di banyak yurisdiksi hingga embrio mencapai tahap tertentu (OECD, 2013). 

 Ikan zebra dipilih sebagai organisme model karena memiliki sejumlah 

keunggulan, antara lain kemudahan pemeliharaan, tingkat reproduksi yang tinggi, 

serta sensitivitas yang baik terhadap berbagai jenis bahan kimia. Selain itu, embrio 

ikan zebra bersifat transparan dan perkembangan biologisnya berlangsung cepat 

dan terprediksi, sehingga memungkinkan observasi morfologi dan fisiologi secara 

langsung selama masa uji (Scholz et al., 2008). 

 Dalam uji FET, embrio ikan zebra dipaparkan terhadap bahan uji selama 

96 jam pasca pembuahan (hours post fertilization/hpf). Selama periode tersebut, 
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diamati empat titik akhir utama sebagai indikator toksisitas, yaitu koagulasi 

embrio, kegagalan pembentukan somit, tidak terbentuknya pelepasan ekor dari 

yolk, dan tidak adanya detak jantung. Berdasarkan data pengamatan tersebut, 

dapat dihitung nilai LC₅₀ (Lethal Concentration 50%), yaitu konsentrasi bahan uji 

yang menyebabkan kematian pada 50% embrio yang diuji (OECD, 2013). 

 Metode FET memiliki keunggulan signifikan dalam pengujian toksisitas 

limbah cair, terutama untuk menilai potensi bahaya terhadap lingkungan akuatik. 

FET memungkinkan deteksi dini terhadap efek toksik karena embrio sangat peka 

terhadap berbagai jenis bahan pencemar, seperti logam berat, senyawa organik 

kompleks, serta campuran limbah industri yang sukar terurai. Selain itu, FET 

dinilai lebih efisien karena hanya memerlukan waktu uji yang singkat, volume 

sampel kecil, dan tidak membutuhkan ruang uji berskala besar. Metode ini juga 

mendukung prinsip 3R (Replacement, Reduction, Refinement) dalam pengujian 

hewan, menjadikannya pendekatan yang lebih etis dalam studi toksikologi 

lingkungan (Embry et al., 2010). 

 Uji toksisitas merupakan pendekatan penting dalam menilai dampak 

senyawa pencemar terhadap organisme hidup di lingkungan perairan. Berbagai 

organisme uji telah digunakan untuk tujuan ini, di antaranya Daphnia magna, ikan 

dewasa, dan embrio ikan zebra (Danio rerio). Salah satu metode yang 

berkembang luas adalah Fish Embryo Toxicity Test (FET), yang menggunakan 

embrio ikan zebra berusia di bawah 5 hari pasca pembuahan. Metode ini dinilai 

lebih etis karena pada usia tersebut embrio belum termasuk dalam definisi 

vertebrata secara hukum, sehingga tidak tunduk pada regulasi perlindungan hewan 

percobaan di banyak negara (OECD, 2013). FET juga memungkinkan 

pengamatan langsung terhadap perubahan morfologis seperti koagulasi, 

pembentukan somit yang gagal, kegagalan pelepasan ekor dari yolk, serta tidak 

adanya detak jantung, menjadikannya metode yang sensitif dalam mendeteksi 

toksisitas awal (Embry et al., 2010). 

 Jika dibandingkan, uji toksisitas menggunakan Daphnia magna 

menawarkan waktu uji yang lebih cepat (48 jam) dan mudah dilakukan, dengan 

parameter utama berupa imobilisasi. Namun, Daphnia tidak memiliki tahap 

embriogenesis kompleks, sehingga tidak mampu menunjukkan kelainan 
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perkembangan struktural akibat paparan senyawa toksik (Klüver et al., 2019). 

Akibatnya, sensitivitas Daphnia terhadap limbah kompleks seperti dari industri 

penyamakan kulit—yang mengandung logam berat dan senyawa organik 

persisten—cenderung lebih rendah dibanding FET. Sementara itu, uji toksisitas 

pada ikan dewasa digunakan untuk mengamati efek sistemik dan perilaku seperti 

perubahan aktivitas, nafsu makan, atau kematian. Meskipun memberikan 

informasi mengenai toksisitas jangka panjang, metode ini memerlukan fasilitas 

besar, biaya tinggi, serta menimbulkan pertimbangan etika lebih besar karena 

menggunakan hewan vertebrata dewasa (Braunbeck et al., 2005). 

 Dari ketiga metode tersebut, FET dianggap paling seimbang dari segi 

efisiensi, sensitivitas, dan pertimbangan etika. FET mampu memberikan data 

toksikologi yang lebih relevan untuk senyawa yang memengaruhi perkembangan 

awal, terutama dalam limbah cair kompleks seperti dari industri penyamakan 

kulit. Dibandingkan Daphnia magna yang kurang responsif terhadap gangguan 

perkembangan, dan ikan dewasa yang mahal serta kompleks secara teknis, FET 

memungkinkan skrining toksisitas secara cepat dan akurat. Oleh karena itu, 

metode ini sangat direkomendasikan untuk digunakan sebagai uji awal dalam 

penilaian kualitas limbah cair industri yang berpotensi mengganggu kehidupan 

organisme akuatik (Scholz et al., 2008; Embry et al., 2010). 
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2.5 Penelitian Terdahulu 

 Dalam melakukan penelitian ini diperlukan kajian-kajian dari penelitian sebelumnya terkait topik yang akan diujikan tersebut. 

Dapat dilihat pada table 2.3 mengenai penelitian terkait yang berhubungan dengan tugas akhir ini 

Table 2.3 Penelitian Terdahulu 

No. Referensi Hewan Uji Sampel Hasil 

1 
Dewi, dkk 

(2024) 
Zebrafish 

Ekstrak   EtanolT

emu   Blenyeh 

(Curcuma   purpu

rascensBlume) 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak rimpang temu blenyeh 

memiliki efek toksik dengan nilai LC50 sebesar 83,7 ppm. Nilai LC50 

tersebut termasuk dalam kategori toksik menurut parameter uji 

toksisitas.  Hal ini 

mengindikasikan  bahwa  senyawa  bioaktif  dalam  ekstrak  rimpang 

temu blenyeh, seperti flavonoid, alkaloid, dan tanin, yang berperan 

sebagai racun perut, penghambat proliferasi sel, dan pemicu apoptosis, 

dapat bersifat toksik bagi sel normal manusia tetapi berpotensi 

digunakan dalam pengobatan kanker. 

2 Safitri, 2023 Zebrafish 
Industri 

penyamakan kulit 

Hasil yang didapat 

1. Toksisitas Effluent: Dikategorikan sebagai non-toxic, Nilai LC50 

71,0566. 

2. Toksisitas Influent: Dikategorikan sebagai toxic, Nilai LC50 

4,0241. 

3. Hasil Parameter Kimia Effluent: 

BOD: 52,504 mg/L 
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COD: 117,206 mg/L 

Ammonia: 0,642 mg/L 

Sulfida: 1,8 mg/L 

Krom: 2,253 mg/L 

TDS: 8,728 mg/L 

TSS: 1,050 mg/L 

minyak lemak: 0,027 mg/L 

nitrogen total: 4,139 mg/L 

pH: 6-9 

3 
Radinal, 

2020 
Zebrafish 
 

Ekstrak Etanol 

Daun Pegagan 

(Centella asiatica 

L.) 

Hasil yang diperoleh dari pengamatan secara mikroskopis adanya 

abnormalitas berupa edema perikardium dan abnormalitas somit baik 

pada sediaan SNEDDS maupun ekstrak. Nilai LC50 yang diperoleh 

dari sediaan SNEDDS sebesar 8,4878 ppm, sedangkan pada ekstrak 

sebesar 14,9933. Hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa sediaan 

SNEDDS bersifat lebih toksik dibandingkan dengan ekstrak. 

4 
Braunbeck, 

dkk (2005) 

• Embrio ikan zebra 

(Danio rerio) 

• Medaka (Oryzias 

latipes) 

• Ikan tenggiri 

(Pimephales 

promelas) 

- 
 

Hasil Penelitian 

• Terdapat hubungan yang dapat diandalkan antara uji embrio 

ikan dan uji ikan akut. 

• Sabuk kepercayaan garis regresi relatif kecil, tetapi rentang 

prediksinya relatif luas. 

• Embrio ikan zebra dapat beradaptasi dengan berbagai tingkat 

oksigen dan dapat bertahan hidup pada konsentrasi 2 mg/L 
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tanpa malformasi. 

• Fungsi penghalang korion embrio ikan zebra meningkat 

seiring dengan lipofilisitas senyawa uji. 

5 

Affandi & 

Ishak, 

2019 

Zebrafish 
Penambangan 

Timah 

LC50 = 14,21% 

Uji toksisitas terhadap air limbah pertambangan timah menyebabkan 

kematian zebrafish akibat pH yang rendah sehingga menyebabkan 

kerusakan insang 

6 

Fachria, R., 

Ramdan, H., 

& Aryantha, 

I. N. P. 

(2019) 

- 

Limbah cair 

industri 

penyamakan kulit 

dari proses 

pengapuran, 

penyamakan, dan 

pewarnaan di 

Pabrik Kamila 

Leather, Garut 

pengolahan menggunakan metode adsorpsi dengan arang aktif dan ijuk 

selama 48 jam: 

pH 

• Sebelum pengolahan: 3,60 

• Setelah 48 jam: 5,11 

Total Suspended Solid (TSS) 

• Sebelum: 409 mg/L 

• Setelah 48 jam: 114 mg/L 

Biological Oxygen Demand (BOD5) 

• Sebelum: 301 mg/L 

• Setelah 48 jam: 70,5 mg/L 

Chemical Oxygen Demand (COD) 

• Sebelum: 1004 mg/L 

• Setelah 48 jam: 236 mg/L 

Fenol 
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• Sebelum: 0,10 mg/L 

• Setelah 48 jam: < 0,007 mg/L 

Total Kromium (Cr) 

• Sebelum: < 0,08 mg/L 

• Setelah 48 jam: < 0,08 mg/L 

Total Amonium (NH₃-N) 

• Sebelum: 0,26 mg/L 

• Setelah 48 jam: 0,40 mg/L 

Sulfida (S²⁻) 

• Sebelum: < 0,01 mg/L 

• Setelah 48 jam: < 0,01 mg/L 

Minyak dan Lemak 

• Sebelum: < 2 mg/L 

• Setelah 48 jam: < 2 mg/L 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Diagram Alir Penelitian 

 Penelitian ini akan dilaksanakan melalui serangkaian tahapan yang 

terstruktur. Berikut adalah diagram alir yang menggambarkan metode penelitian 

yang akan diterapkan: 

 

Gambar 3.1 Diagram Alir Penelitian 

Penelitian ini diawali dengan tahap persiapan yang mencakup perencanaan 

metodologi dan penentuan lokasi. Setelah itu, dilakukan pengambilan data yang 

dibagi menjadi dua sumber: data sekunder yang diperoleh dari penelitian 

terdahulu, jurnal, dan media massa, serta data primer melalui wawancara, survei, 

dan pengujian langsung. Selanjutnya dilakukan proses sampling untuk pengujian 

laboratorium. Sampel yang diperoleh digunakan untuk dua jenis analisis, yaitu uji 

parameter kimia dan uji toksisitas. Untuk uji toksisitas, dilakukan aklimatisasi 
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ikan zebrafish, uji pendahuluan, dan uji utama dengan metode Fish Embryo 

Toxicity (FET). Data hasil uji kemudian dianalisis untuk mengetahui hubungan 

antara parameter kimia dan tingkat toksisitas limbah sebelum dan sesudah 

pengolahan IPAL. Hasil akhir disusun dalam bentuk laporan penelitian. 

3.2 Waktu dan Lokasi Penelitian 

 Penelitian dilakukan di dua laboratorium berbeda yaitu Lab Kualitas Air 

Program Studi Teknik Lingkungan, Fakultas Teknik Sipil dan Perencanaan, untuk 

uji parameter kimia, dan Lab Studi Farmasi untuk proses aklimatisasi, uji 

pendahuluan, dan uji toksikologi. Sampel air limbah yang digunakan berasal dari 

IPAL Industri Penyamakan Kulit PT. X Bantul, Yogyakarta. Penelitian dilakukan 

selama bulan November 2024 sampai Mei 2025.  

3.3 Alat dan Bahan 

 Berikut alat dan bahan yang digunakan dalam melakukan pengujian: 

3.3.1 Alat 

• Mikroskop 

• Inkubator 

• Pipet mikro 

• Pelat 24-sumur 

• Cawan petri 

• Termometer 

• pH meter 

• Spektrofotometer (untuk pengukuran parameter kimia) 

• Timbangan analitik 

• Oven  

• Akuarium  

• Gelas ukur, labu ukur 

• Corong  

• Buret  

• Tabung reaksi  

• Erlenmeyer  

• Bluetip  
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3.3.2 Bahan 

• Ikan zebra (Danio rerio) 

• Air sampel limbah Penyamakan Kulit 

• Larutan uji (bahan kimia yang akan diuji) 

• Reagen COD, sulfida, ammonia,  

• Larutan pengencer 

• Aquades  

• Larutan pengawetan (H₂SO₄, HNO₃) 

• Garam ikan 

• Kain strimin 

• Kelereng 

 

3.4 Sampling Air Limbah 

Pengambilan sampel air limbah dari industri penyamakan kulit dilakukan 

dengan metode grab sampling pada beberapa titik strategis, yaitu di bagian 

influent dan effluent IPAL internal, serta pada saluran pembuangan yang mengalir 

dari berbagai tahap proses sebelum dialirkan ke IPAL komunal yang dikelola oleh 

Dinas Lingkungan Hidup (DLH) setempat. Sampel air limbah disimpan dalam 

wadah yang memenuhi persyaratan menurut SNI 6989.59:2008, yaitu terbuat dari 

bahan yang tidak bereaksi dengan limbah seperti kaca, polietilen (PE), 

polipropilen (PP), atau politetrafluoroetileno (PTFE). Wadah tersebut harus kuat, 

dapat ditutup rapat, tidak mudah pecah, bebas kontaminan, dan mampu menjaga 

kestabilan sifat kimia dari air limbah selama penyimpanan (BSN, 2008). 

Selama proses sampling, dilakukan juga pengukuran in situ terhadap 

parameter-parameter yang sensitif terhadap perubahan, seperti suhu. Karena 

sifatnya yang mudah berubah, parameter tersebut harus diuji langsung di lokasi 

tanpa proses pengawetan sebelumnya, sesuai pedoman yang tercantum dalam SNI 

6989.59:2008. 

 

3.5 Uji Parameter Kimia  

 Analisis kimia limbah dalam uji toksisitas embrio ikan zebra dilakukan 

untuk memastikan bahwa kondisi media uji sesuai dengan standar yang berlaku 
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dan untuk mendukung validitas hasil penelitian. Parameter kimia yang diukur 

meliputi pH, kesadahan total, konduktivitas, dan oksigen terlarut. pH larutan uji 

dipertahankan dalam rentang 6,5–8,5 dengan variasi maksimal 1,5 unit selama 

pengujian, dan dapat disesuaikan menggunakan HCl atau NaOH jika diperlukan. 

Kesadahan total dianjurkan berada pada kisaran 100–300 mg/L CaCO3 untuk 

mencegah pengendapan berlebihan yang dapat mempengaruhi toksisitas bahan 

kimia. Konduktivitas diukur untuk memantau kestabilan ion terlarut dalam larutan 

uji, meskipun pedoman OECD 236 tidak menetapkan batas spesifik. Sementara 

itu, oksigen terlarut harus tetap ≥80% dari saturasi di semua konsentrasi uji dan 

kontrol untuk mendukung kelangsungan hidup embrio selama 96 jam. Pengukuran 

parameter ini mengacu pada pedoman OECD 236 yang memberikan batasan 

kualitas air untuk pengujian toksisitas akut pada organisme air tawar. Data ini 

penting untuk memastikan validitas uji dan relevansi hasil terhadap lingkungan. 

 Beberapa parameter kualitas air limbah penyamakan kulit yang akan diuji 

adalah sebagai berikut: 

1. Biochemical Oxygen Demand (BOD5) 

 Sesuai SNI 6989.72-2009, sampel dicampur dengan air bebas 

sulfida dan diinkubasi dalam ruangan gelap pada suhu 20°C selama 5 

hari. Perbedaan konsentrasi oksigen terlarut pada hari pertama dan 

kelima digunakan untuk menghitung nilai BOD. Metode yang 

digunakan titrasi secara iodimetri. 

2. Chemical Oxygen Demand (COD) 

 Menurut SNI 6989.2-2019, analisis COD dilakukan dengan 

mereaksikan sampel air dengan larutan kalium dikromat (K₂Cr₂O₇) 

dalam suasana asam (H₂SO₄) dan pemanasan pada suhu 150°C selama 

2 jam. Setelah reaksi selesai, kelebihan dikromat dititrasi dengan 

larutan feroin untuk menentukan jumlah oksigen yang dibutuhkan. 

3. Total Suspended Solid (TSS)   

 Mengikuti SNI 6989.3-2009, pengukuran TSS dilakukan dengan 

cara menyaring sampel air limbah menggunakan membran atau kertas 

saring yang sudah ditimbang terlebih dahulu. Sampel disaring untuk 

memisahkan padatan tersuspensi yang terdapat dalam air. Setelah 
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penyaringan, kertas saring yang mengandung padatan tersebut 

dikeringkan pada suhu tertentu hingga beratnya konstan, kemudian 

ditimbang kembali. Selisih berat kertas saring sebelum dan sesudah 

penyaringan menunjukkan massa padatan tersuspensi dalam sampel. 

Nilai TSS dihitung dalam mg/L dengan membandingkan massa 

padatan terhadap volume sampel yang disaring.  

4. Kromium Total   

 Metode pada SNI 6989.84-2019 menggunakan Spektrofotometri 

Serapan Atom (SSA) untuk menentukan krom total dalam air limbah. 

Proses dimulai dengan pencernaan sampel menggunakan asam untuk 

melarutkan semua bentuk krom. Setelah itu, sampel diuapkan menjadi 

atom bebas dalam alat SSA, yang mengukur penyerapan cahaya krom 

pada panjang gelombang tertentu. Hasil penyerapan ini dibandingkan 

dengan standar krom untuk menghitung konsentrasi krom total dalam 

sampel. Metode ini akurat dan sensitif untuk memantau kadar krom 

dalam limbah cair. 

5. Minyak dan Lemak 

 Metode pengujian minyak dan lemak dalam air limbah menurut 

SNI 6989.10-2011 dilakukan dengan cara ekstraksi menggunakan 

pelarut organik, seperti n-heksana. Sampel air dicampur dengan pelarut 

tersebut, sehingga minyak dan lemak larut ke dalam fase organik. 

Setelah itu, pelarut dipisahkan dan diuapkan, lalu sisa residu minyak 

dan lemak ditimbang. Jumlah residu yang tertinggal menunjukkan 

konsentrasi minyak dan lemak dalam sampel, yang dinyatakan dalam 

mg/L. 

6. pH (Derajat Keasaman) 

 Menurut SNI 06-6989.11-2004, pengukuran pH dilakukan dengan 

metode elektrometri atau potensiometri, yang bertujuan untuk 

mengetahui tingkat aktivitas ion hidrogen dalam suatu larutan. Alat 

yang digunakan adalah pH meter, yang memberikan nilai derajat 

keasaman langsung dari sampel uji. Selain itu, pH juga dapat diukur 
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menggunakan indikator pH universal yang menunjukkan warna sesuai, 

sehingga dapat menentukan apakah sampel bersifat asam atau basa.   

7. Suhu (Temperature) 

 Berdasarkan SNI 06-6989.23-2005, pengukuran suhu dilakukan 

dengan menggunakan termometer, di mana perubahan air raksa 

menunjukkan suhu sampel yang dapat dibaca pada skala termometer 

(°C).  

8. Total Dissolved Solid (TDS)   

 Metode analisis TDS menngacu SNI 6989.27-2019 yang dilakukan 

dengan cara menguapkan larutan sampel air hingga semua padatan 

terlarut tersisa sebagai residu kering. Proses dimulai dengan 

mengambil volume tertentu sampel, kemudian sampel disaring untuk 

menghilangkan padatan tersuspensi. Larutan hasil saringan kemudian 

diuapkan dalam cawan penguapan pada suhu sekitar 180°C hingga 

kering. Setelah itu, cawan dikeringkan dalam oven pada suhu 180°C 

untuk memastikan semua air hilang, kemudian ditimbang. Berat residu 

padatan terlarut yang tertinggal dihitung dan dinyatakan sebagai 

konsentrasi TDS dalam mg/L. 

9. Sulfida 

 Mengacu pada SNI 6989.70-2009, Metode ini menggunakan reaksi 

pembentukan metilen biru untuk menentukan kadar sulfida dalam air 

limbah. Dalam kondisi asam, sulfida bereaksi dengan reagen N, N-

dimetil-p-fenilendiamina dan FeCl₃ membentuk senyawa berwarna 

biru (metilen biru). Intensitas warna biru yang terbentuk diukur dengan 

spektrofotometer pada panjang gelombang sekitar 670 nm. Konsentrasi 

sulfida ditentukan dengan membandingkan absorbansi sampel terhadap 

larutan standar sulfida.  

10. Nitrogen Total  

 Pengujian nitrogen total dilakukan melalui proses digesti 

(pencernaan) dengan asam kuat seperti asam sulfat dan katalis, untuk 

mengubah seluruh bentuk nitrogen (organik maupun anorganik) 
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menjadi amonia (NH₃). Amonia yang terbentuk kemudian dianalisis 

menggunakan salah satu dari beberapa metode berikut: 

1. Metode Destilasi dan Titrasi (SNI 06-6989.52-2005) 

Setelah digesti, amonia dibebaskan dengan penambahan basa, 

didestilasi, lalu ditangkap dalam larutan asam dan ditentukan 

kadarnya melalui titrasi. 

2. Metode Spektrofotometri (SNI 06-6989.79-2011) 

Amonia hasil digesti direaksikan dengan reagen Nessler atau 

salisilat sehingga menghasilkan warna, yang kemudian diukur 

intensitasnya menggunakan spektrofotometer. 

3. Metode Kjeldahl (SNI 06-6989.9-2004) 

Ini merupakan metode klasik yang mencakup tiga tahap: 

pencernaan, netralisasi dan destilasi, serta titrasi. Digunakan 

terutama untuk nitrogen organik dan amonia. 

11. Ammonia Total 

 Mengacu pada SNI 6989.30-2005, Metode ini menggunakan titrasi 

Nessler untuk menentukan kadar ammonia total dalam sampel air 

limbah. Sampel direaksikan dengan reagen Nessler yang menghasilkan 

warna kuning hingga coklat, sesuai dengan konsentrasi ammonia yang 

ada. Intensitas warna ini kemudian diukur secara spektrofotometri pada 

panjang gelombang tertentu (biasanya sekitar 420 nm). Berdasarkan 

hasil pengukuran warna, konsentrasi ammonia total dihitung dengan 

membandingkan nilai absorbansi sampel terhadap standar ammonia 

yang telah diketahui. 

 

 

3.6 Persiapan dan Pelaksanaan Uji Toksisitas 

3.6.1 Persiapan Pra Uji Toksisitas 

1. Kode Etik (ethical clearance) 

 Pada penelitian ini, telah dilakukan pengajuan kode etik hewan uji 

kepada Komisi Etik Penelitian Universitas Islam Indonesia, Yogyakarta, 

untuk memastikan bahwa seluruh prosedur penggunaan hewan uji 
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mengikuti standar etika penelitian yang berlaku. Penelitian ini telah 

mendapatkan persetujuan etik (ethical clearance) dari komisi tersebut dan 

telah diterbitkan sertifikat etik penelitian sebagai bukti kelayakan etis 

pelaksanaan uji toksisitas terhadap hewan. 

 

2. Pemeliharaan Hewan Uji 

 Ikan zebra (Danio rerio) yang digunakan dalam penelitian ini 

dipelihara dan dikembangbiakkan di Laboratorium Studi Farmasi dengan 

mengikuti standar pemeliharaan hewan uji berdasarkan pedoman OECD 

236 (2013). Induk jantan dan betina yang sehat dipelihara dalam akuarium 

berukuran proporsional dengan kepadatan tidak melebihi 1 ekor per liter, 

untuk memastikan ruang gerak yang cukup dan mengurangi stres pada 

ikan. Suhu air dipertahankan pada kisaran 26 ± 1 °C dengan siklus 

pencahayaan 14 jam terang dan 10 jam gelap guna mendukung ritme 

biologis alami ikan. Aerasi disediakan secara kontinu untuk menjaga kadar 

oksigen terlarut di atas 6 mg/L. Air dalam akuarium difiltrasi 

menggunakan sistem penyaringan mekanik dan biologis guna menjaga 

kejernihan, kestabilan parameter kualitas air, serta mencegah akumulasi 

limbah organik dan sisa pakan. Ikan diberi pakan berupa pelet halus dan 

cacing beku dua kali sehari, namun tidak berlebihan untuk menghindari 

pencemaran air. Kesehatan dan perilaku ikan dipantau setiap hari untuk 

mendeteksi gejala stres atau penyakit, serta untuk memastikan ikan layak 

digunakan sebagai indukan dalam proses pemijahan. Proses pemijahan 

dilakukan dengan menempatkan induk jantan dan betina dalam rasio 2:1 

pada wadah pemijahan khusus yang dilengkapi jaring dasar untuk 

mencegah telur dimakan induk. Telur dikumpulkan pada pagi hari, dan 

embrio yang berumur ≤3 jam pasca fertilisasi (hpf) dipilih untuk 

digunakan dalam uji toksisitas. 
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Gambar 3.2 Ruangan Pemeliharaan Ikan Zebra 

 

3. Aklimatisasi Ikan 

 Ikan zebra (Danio rerio) yang digunakan adalah ikan dewasa sehat 

tanpa riwayat penyakit atau pengobatan dalam dua bulan terakhir. 

Aklimatisasi dilakukan di akuarium dengan kepadatan satu ekor per liter, 

menggunakan air RO (Reverse Osmosis) yang memenuhi standar kualitas, 

yakni pH 6,5–8,5, suhu 26 ± 1°C, dan kadar oksigen terlarut minimal 80% 

dari saturasi. Pencahayaan diatur selama 12–16 jam per hari dan 

dikendalikan secara otomatis, termasuk fase gelap yang disesuaikan 

dengan siklus lingkungan alami. 

 Ikan dipisahkan berdasarkan jenis kelamin dengan rasio 40% 

betina dan 60% jantan dalam kantong plastik, lalu kantong tersebut 

digenangkan di akuarium selama proses adaptasi suhu. Setelah itu, 

karetnya dibuka agar air dari dalam plastik perlahan menyatu dengan air 

akuarium. Selama masa aklimatisasi selama tujuh hari, ikan tidak 

digunakan untuk pengujian dan diberi pakan secara teratur, yaitu pelet 

pada pagi hari sebelum pukul 09.00 dan cacing atau daphnia pada sore hari 

sebelum pukul 16.00. Kondisi lingkungan akuarium dipantau secara 

berkala untuk menjaga kesehatan dan kenyamanan ikan selama masa 

adaptasi. 
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4. Pemijahan dan Seleksi Embrio 

 Zebrafish digunakan khusus untuk pemijahan agar diperoleh 

embrio sebagai objek penelitian. Ikan jantan dan betina sehat, berukuran 

sedang, dan bebas penyakit dipilih dengan rasio 2:1 atau 1:1, lalu 

dipisahkan ke akuarium pemijahan yang telah disiapkan dengan air RO 

yang dicampur methylene blue dan garam ikan hingga TDS 700–850. 

Media penempelan telur seperti cawan petri dan kain strimin disusun di 

akuarium, dengan tambahan kelereng atau eceng gondok bila perlu. 

Pemberian pakan rutin dan pencahayaan siklus 14 jam terang dan 10 jam 

gelap diterapkan selama pemijahan berlangsung pada enam akuarium 

sekaligus untuk meningkatkan keberhasilan. Setelah pemijahan, ikan 

dikembalikan ke akuarium terpisah lalu berikan label penggunaan dan 

embrio diambil untuk pengujian toksisitas. 

 Setelah embrio diperoleh, telur yang mengalami koagulasi 

dipisahkan menggunakan pipet tetes untuk memilih embrio sehat. Embrio 

kemudian diperiksa di mikroskop untuk memastikan usia dan tahap 

perkembangan sesuai standar. Embrio yang lolos seleksi ditempatkan satu 

per satu ke dalam well plate berisi larutan uji, siap untuk dilakukan 

pengujian toksisitas. 

   

                         (a)                    (b)   

Gambar 3.3 (a) Pemijahan, (b) Seleksi embrio 
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5. Pembuatan dan Pengujian Kontrol (Negatif dan Positif) 

 Kontrol negatif dibuat menggunakan air suling (aquades) yang 

telah disesuaikan standarnya dan tidak ditambahkan bahan uji apa pun. 

Tujuannya adalah untuk memastikan tidak ada pengaruh luar terhadap 

kelangsungan hidup embrio. Sementara itu, kontrol positif menggunakan 

zat 3,4-dikloroanilin dengan konsentrasi 4 mg/L sesuai rekomendasi 

pedoman OECD 236, yang berfungsi sebagai pembanding untuk melihat 

efek toksik dari bahan uji. 

 

6. Pembuatan Finding Range/ Uji Pendahuluan 

 Penelitian ini mengacu pada pedoman OECD 236 (2013) dengan 

pendekatan efisien, di mana tahap penentuan kisaran konsentrasi (range 

finding) dilakukan secara langsung dan dilanjutkan sebagai bagian dari uji 

toksisitas utama, tanpa pemisahan tahapan dan tanpa pengulangan 

(replicate) untuk setiap konsentrasi. Uji dilakukan menggunakan wellplate 

24-sumur untuk memungkinkan pengujian simultan berbagai konsentrasi 

bahan uji dalam volume kecil yang terkontrol. Pengenceran limbah 

dilakukan menggunakan labu ukur 50 mL guna memastikan ketelitian 

volume. Pada tahap awal, dilakukan uji pendahuluan untuk mengetahui 

rentang konsentrasi yang menimbulkan efek toksik terhadap embrio ikan 

zebra (Danio rerio). Untuk sampel influen (limbah sebelum pengolahan), 

rentang konsentrasi yang diuji adalah 100% hingga 0,025%, sedangkan 

pada efluen (limbah setelah pengolahan), rentang konsentrasi awal yang 

diuji adalah 100% hingga 3,1%. Berdasarkan hasil pengamatan embrio 

pada konsentrasi tersebut, ditentukan lima konsentrasi akhir yang 

digunakan sebagai dasar uji toksisitas. Konsentrasi uji toksisitas untuk 

influen adalah 3,1%, 1,6%, 0,8%, 0,4%, dan 0,2%, sedangkan untuk efluen 

adalah 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, dan 3,1%. Masing-masing konsentrasi 

dimasukkan ke dalam satu sumur wellplate sebanyak 2 mL per sumur, 

dengan satu embrio ikan zebra berumur ≤3 jam pasca fertilisasi (hpf) 

dalam tiap sumur. Pengamatan dilakukan setiap 24 jam hingga 96 jam post 

fertilization, dengan fokus pada parameter toksisitas seperti koagulasi, 
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pembentukan somit, pelepasan ekor (tailbud), detak jantung, kelainan 

morfologi, dan kematian. Meskipun tidak dilakukan ulangan, data dari uji 

ini tetap dianalisis secara deskriptif untuk mengidentifikasi efek toksik dan 

memperkirakan nilai LC₅₀ secara indikatif berdasarkan respon embrio 

terhadap konsentrasi yang diuji.  

 

 

Gambar 3.4 Pembuatan Finding Range 

 

3.6.2 Pelaksanaan Uji Toksisitas 

1. Konsentrasi uji  

 Analisis kimia terhadap air limbah dalam uji toksisitas 

menggunakan embrio ikan zebra (Danio rerio) bertujuan untuk 

memastikan bahwa media uji berada dalam kondisi yang sesuai standar 

serta untuk menjamin validitas hasil penelitian. Parameter kimia yang 

dianalisis meliputi pH, kesadahan total, konduktivitas, dan kadar oksigen 

terlarut. Nilai pH dijaga dalam rentang 6,5 hingga 8,5, dengan toleransi 

perubahan maksimum 1,5 unit selama masa uji. Penyesuaian pH dilakukan 

bila diperlukan dengan penambahan larutan HCl atau NaOH. Sementara 

itu, tingkat kesadahan total dipertahankan dalam kisaran 100–300 mg/L 

CaCO₃ guna mencegah terjadinya pengendapan yang dapat memengaruhi 

interaksi bahan kimia dan efektivitas uji toksisitas. Konduktivitas diukur 

untuk mengamati stabilitas ion dalam media, meskipun pedoman OECD 

No. 236 tidak menetapkan batas angka spesifik untuk parameter ini. 

Oksigen terlarut juga menjadi perhatian penting karena harus dijaga 
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minimal 80% dari tingkat kejenuhan untuk mendukung kelangsungan 

hidup embrio selama periode pengujian 96 jam. Seluruh parameter 

tersebut dievaluasi berdasarkan acuan dari OECD No. 236 (2013), yang 

memberikan panduan mutu air dalam uji toksisitas akut pada organisme air 

tawar, sehingga data yang dihasilkan dapat dianggap valid dan relevan 

secara ekologis. 

2. Pengujian Toksisitas Akut pada Embrio Zebrafish 

 Uji toksisitas akut ini mengikuti panduan OECD No. 236 tahun 

2013 tentang Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test. Dalam metode ini, 

embrio ikan zebra (Danio rerio) yang telah dibuahi dipaparkan dengan 

bahan uji selama 96 jam, dan dilakukan pengamatan setiap 24 jam untuk 

menilai dampak toksik. Selama masa pemaparan, diamati empat indikator 

utama kematian embrio, yaitu: embrio mengalami koagulasi 

(penggumpalan), tidak terbentuknya somit (struktur awal tulang belakang), 

kegagalan pelepasan ekor dari kuning telur (yolk), serta tidak adanya detak 

jantung. Keempat parameter ini mewakili tahapan penting dalam 

perkembangan embrio dan menjadi indikator valid untuk menentukan 

tingkat toksisitas bahan yang diuji. Metode FET dipilih karena dianggap 

lebih etis dibandingkan penggunaan ikan dewasa, serta mendukung prinsip 

3R (Replacement, Reduction, Refinement) dalam pengujian hewan 

laboratorium (OECD, 2013). 

3. Pengamatan 

 Pengamatan terhadap embrio ikan zebra (Danio rerio) dilakukan 

setiap 24 jam selama 96 jam masa paparan untuk menilai efek toksik dari 

sampel limbah. Proses pengamatan dilakukan secara visual dengan 

menggunakan mikroskop, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 3.5, di 

mana embrio diamati langsung dalam well plate berisi larutan uji. Metode 

ini memungkinkan pemantauan morfologi dan fungsi fisiologis embrio 

secara tepat pada setiap interval waktu. 
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Gambar 3.5 Pengamatan  

 

 Empat parameter utama yang diamati dalam uji toksisitas ini 

meliputi: koagulasi embrio, kurangnya pembentukan somit, ekor tidak 

terlepas dari yolk, dan kurangnya detak jantung. Keempat parameter 

tersebut digunakan sebagai indikator biologis untuk menentukan kematian 

embrio dan tingkat toksisitas bahan uji. Pengamatan masing-masing 

parameter dilakukan secara sistematis pada jam ke-24, 48, 72, dan 96 

seperti dirangkum dalam Tabel 3.1 berikut: 

Tabel 3.1 Pengamatan Toksisitas akut pada embrio ikan zebra 

Pengamatan 
Waktu Pemaparan (Jam) 

24 48 72 96 

Koagulasi Embrio + + + + 

Kurangnya Pembentukan Somit + + + + 

Ekor Tidak Terlepas + + + + 

Kurangnya Detak Jantung   + + + 
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 Koagulasi embrio merupakan tanda awal kematian, ditandai 

dengan perubahan warna menjadi putih keruh akibat rusaknya struktur 

tubuh. Kurangnya pembentukan somit, yaitu segmen tubuh yang 

seharusnya terbentuk sebanyak ±20 dalam 24 jam pertama, menunjukkan 

gangguan proses embriogenesis. Jika somit tidak terbentuk hingga 48 jam, 

hal ini menandakan adanya retardasi perkembangan. Ekor yang tidak 

terlepas dari kantung kuning telur (yolk sac) menunjukkan kegagalan 

perkembangan morfologi, karena dalam kondisi normal bagian ekor akan 

sepenuhnya terlepas dari yolk. Kurangnya detak jantung, yang mulai dapat 

diamati sejak 48 jam pasca pembuahan, merupakan indikator fisiologis 

penting untuk menyatakan kematian embrio secara pasti. 

 

 

 

(a) 

 

 

 

(b) 

 

 

 

(c) 

 

 

 

(d) 

Gambar 3 6 Parameter Pengamatan Embrio Ikan Zebra yang diberikan larutan uji: (a) Koagulasi 

embrio, (b) Pembentukan somit, (c) Kegagalan lepasnya bagian tailbud dari yolk, (d) Detak 

jantung (OECD,2013) 

 

3.6.3 Analisis Data Uji  

1. Data Uji Toksisitas 

 Analisis data uji toksisitas dilakukan untuk menentukan nilai LC50 

(Lethal Concentration 50%), yaitu konsentrasi bahan uji yang 

menyebabkan kematian 50% dari embrio ikan zebra (Danio rerio) dalam 

waktu 96 jam pengujian, sesuai dengan pedoman OECD 236 (OECD, 

2013). Selama masa pengujian, kematian embrio dicatat secara berkala 

setiap 24 jam untuk memantau perkembangan efek toksik secara rinci. 

 Metode analisis yang digunakan adalah regresi probit, yaitu teknik 

statistik yang memodelkan hubungan antara persentase kematian embrio 

dan konsentrasi bahan uji. Dengan menggunakan regresi probit, diperoleh 

nilai LC50 beserta batas kepercayaan 95%, yang menunjukkan tingkat 

keyakinan terhadap estimasi tersebut (Finney, 1971). Nilai ini sangat 
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penting sebagai indikator potensi toksisitas bahan kimia terhadap 

organisme uji. 

 Selain itu, grafik respons konsentrasi-kematian dibuat untuk 

memvisualisasikan hubungan antara kenaikan konsentrasi bahan uji 

dengan tingkat mortalitas embrio ikan zebra. Grafik ini membantu dalam 

memahami pola efek toksik dan memperlihatkan apakah kematian embrio 

meningkat secara signifikan dengan peningkatan konsentrasi. 

 Hasil analisis ini memberikan gambaran yang jelas tentang potensi 

bahaya bahan uji terhadap perkembangan embrio, sehingga dapat 

digunakan sebagai dasar untuk pengambilan keputusan terkait pengelolaan 

limbah dan perlindungan lingkungan (OECD, 2013; Westerfield, 2007). 

 

 

Gambar 3.7 Diagram Alir Prosedur Uji Toksisitas 

   Berikut merupakan rumus-rumus yang digunakan dalam analisis 

data uji toksisitas. Rumus-rumus ini dirancang untuk menghitung berbagai 

parameter yang diamati pada embrio ikan selama proses pengujian. 

Parameter yang dianalisis meliputi persentase embrio yang mengalami 

koagulasi, pembentukan somit, pelepasan tail-bud dari yolk, pengamatan 

detak jantung, serta tingkat kematian embrio. Perhitungan ini bertujuan 

untuk memberikan interpretasi kuantitatif terhadap tingkat toksisitas 
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limbah, yang menjadi dasar penting dalam menilai dampaknya terhadap 

organisme uji.  

• Perhitungan persentase parameter koagulasi: 

jumlah embrio yang mengalami koagulasi

jumlah total embrio pada awal pengamatan
 x 100% 

• Perhitungan persentase parameter pembentukan somit: 

jumlah embrio yang mengalami pembentukan somit 

jumlah embrio yang hidup
 x 100% 

• Perhitungan persentase parameter pelepasan tail-bu dari yolk: 

jumlah embrio yang mengalami pelepasan tail−bu dari yolk

jumlah embrio yang hidup
 x 100% 

• Perhitungan persentase parameter pengamatan detak jantung: 

jumlah embrio yang diamati detak detak jantung

jumlah embrio yang hidup
 x 100% 

• Perhitungan persentase jumlah kematian: 

jumlah embrio yang mengalami kematian

jumlah total embrio pada awal pengamatan
 x 100% 

• Perhitungan Persentase jumlah kelainan: 

jumlah embrio yang mengalami kelainan

jumlah total embrio pada awal pengamatan
 x 100% 

• Perhitungan Persentase jumlah Hatching: 

jumlah embrio yang mengalami 𝐻𝑎𝑡𝑐ℎ𝑖𝑛𝑔

jumlah embrio yang hidup
 x 100% 

 

 

2. Data Uji Kimia 

 Analisis data parameter kimia dilakukan terhadap sampel air 

limbah pada bagian influen dan efluen Instalasi Pengolahan Air Limbah 

(IPAL) untuk mengevaluasi efektivitas proses pengolahan dan memastikan 

bahwa kondisi media uji memenuhi standar kualitas lingkungan yang 

berlaku. Parameter yang dianalisis meliputi pH, suhu, kesadahan total, 

konduktivitas, oksigen terlarut (DO), total dissolved solids (TDS), 

chemical oxygen demand (COD), ammonia, nitrogen total, sulfida, krom 

total, total suspended solids (TSS), serta kandungan minyak dan lemak. 

Pengukuran dilakukan pada sampel influen dan efluen secara langsung 

untuk memperoleh gambaran komprehensif mengenai perubahan 
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karakteristik kimia limbah akibat proses pengolahan. Data hasil 

pengukuran ini juga berfungsi sebagai dasar dalam menilai potensi 

toksisitas limbah terhadap organisme uji, serta digunakan untuk 

mendukung validitas dan keandalan hasil uji toksisitas secara keseluruhan. 

3. Kaitannya antara Uji Toksisitas dan Uji Kimia 

 Uji kimia dan uji toksisitas merupakan dua pendekatan yang saling 

melengkapi dalam penilaian kualitas dan dampak limbah terhadap 

lingkungan. Uji kimia bertujuan untuk mengukur parameter fisik dan 

kimia dari sampel limbah, seperti pH, chemical oxygen demand (COD), 

ammonia, logam berat, dan lain-lain, sehingga dapat diketahui komposisi 

serta tingkat pencemaran bahan kimia yang terkandung di dalamnya. 

Sementara itu, uji toksisitas berfokus pada pengujian efek biologis 

langsung limbah terhadap organisme hidup, misalnya embrio ikan zebra 

(Danio rerio), guna menilai potensi bahaya bahan kimia tersebut terhadap 

makhluk hidup dalam kondisi nyata. Dengan menggabungkan hasil uji 

kimia dan toksisitas, peneliti dapat memperoleh gambaran yang lebih 

lengkap mengenai karakteristik limbah dan dampaknya terhadap 

ekosistem. Data kimia membantu mengidentifikasi jenis dan konsentrasi 

polutan utama, sedangkan data toksisitas menunjukkan apakah konsentrasi 

tersebut menimbulkan efek merugikan secara biologis. Selain itu, 

kombinasi kedua uji ini sangat penting dalam mengevaluasi efektivitas 

proses pengolahan limbah, dengan membandingkan perubahan parameter 

kimia dan tingkat toksisitas sebelum dan sesudah pengolahan. Oleh karena 

itu, integrasi uji kimia dan uji toksisitas menjadi dasar yang kuat dalam 

pengelolaan limbah yang ramah lingkungan dan perlindungan ekosistem. 

4. Validasi Tes Berdasarkan Pedoman OECD 

 Berdasarkan pedoman OECD untuk uji toksisitas akut embrio ikan, 

beberapa kriteria harus dipenuhi untuk validasi tes. Tingkat pembuahan 

telur yang diuji harus mencapai minimal 70%, dan suhu air  selama 

pengujian dipertahankan pada 26 ± 1 °C. Tingkat kelangsungan hidup 

embrio dalam kontrol negatif (tanpa zat uji) harus minimal 90% selama 96 
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jam, sedangkan pada kontrol positif (4 mg/L 3,4-dikloroanilin untuk ikan 

zebra), setidaknya 30% embrio harus mengalami kematian setelah 96 jam. 

Selain itu, tingkat penetasan pada control negative harus minumla 80%, 

dan konsntrasi oksigen terlarut pada control negative serta konsentrasi 

tertinggi zat uji harus mencapai minimal 80% dari saturasi.  
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BAB IV  

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

 

 

4.1 Karakter Air Limbah Penyamakan Kulit 

Air limbah penyamakan diperoleh dari PT.X, Bantul, Yogyakarta 

dianalisis mengetahui parameter kimia yang mencerminkan tingkat pencemaran. 

Hasil Pengujian menunjukkan antara air limbah sebelum (influen) dan sesudah 

(efluen) melalui proses IPAL. Pengujian dilakukan terhadap parameter BOD, 

COD, TDS, TSS, ammonia, nitrogen total, sulfida, dan krom total. Hasil analisis 

ditampilkan pada Tabel 4.1: 

Tabel 4.1 Hasil Uji Parameter Karakteristik Air Limbah Penyamakan Kulit 

No Parameter 

Peraturan Daerah 

Istimewa Yogyakarta 

Nomor 7 Tahun 2016 

PerMen LH 

Republik Indonesia 

Nomor 5 Tahun 

2014 

Hasil 

Influen 

Hasil 

Effluen Hasil Baku 

Mutu  

Kadar Paling Tinggi 

(mg/L) 

Kadar Paling 

Tinggi (mg/L) 
(mg/L) (mg/L)  

1 BOD5 50 50 449 143 Melebihi  

2 COD 110 110 939 896 Melebihi  

3 TSS 60 60 1800 1728 Melebihi  

4 
Krom Total 

(Cr) 
0,6 0,6 1,19 0,14 Memenuhi  

5 
Minyak dan 

Lemak 
5 5 2 1,1 Memenuhi  

6 

Nitrogen 

Total 

(sebagai N) 

10 10 110 48,9 Melebihi  

7 
Ammonia 

Total 
0,5 0,5 3,49 2,78 Melebihi  

8 
Sulfida 

(sebagai S) 
0,5 0,8 0,47 14,5 Melebihi  

9 TDS 2000 - 10276 9840 Melebihi  

10 pH 6 sd 9 6 sd 9 3 8 Memenuhi  

11 suhu 
± 3°C terhadap suhu 

udara 
- 28 27 Memenuhi  
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Hasil pengujian menunjukkan bahwa sebagian besar parameter pada 

efluen, seperti COD, TDS, amonia, nitrogen total, dan sulfida, masih melampaui 

ambang batas yang ditetapkan dalam baku mutu. Temuan ini mengindikasikan 

bahwa meskipun air limbah telah melalui proses pengolahan, kandungan zat 

pencemar di dalamnya masih cukup tinggi dan berpotensi menimbulkan dampak 

toksik terhadap lingkungan perairan, termasuk terhadap organisme sensitif seperti 

embrio ikan zebra (Danio rerio). 

Dalam penelitian yang telah dilakukan oleh (Fachria, dkk, 2019) 

menjelaskan efektivitas metode adsorpsi dalam menurunkan kadar pencemar 

limbah cair penyamakan kulit yaitu sebagai berikut: 

Tabel 4.2 Hasil parameter uji limbah dengan metode adsorpsi selama 24 jam dan 48 jam. 

Parameter 

Hasil 

Baku mutu 

(mg/l) 
Sebelum 

pengolahan 

(mg/l) 

Pengolahan 

24 jam (mg/l) 

Pengolahan 

48 jam (mg/l) 

pH 3,6 5,09 5,11 6,0–9,0 

TSS 409 58 114 60 

BOD5 20°C 301 95 70,5 50 

COD dari K2Cr2O7 1004 318 236 110 

Fenol 0,1 0,03 < 0,007 0,5 

Total Kromium < 0,08 < 0,08 < 0,08 0,6 

Total Amonium 

(NH3-N) 
0,26 0,24 0,4 0,5 

Sulfida < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,8 

Minyak dan Lemak < 2 < 2 < 2 5 

 

Sampel limbah dalam penelitian ini diperoleh dari industri penyamakan 

kulit Kamila Leather yang berlokasi di Sukaregang, Garut, Jawa Barat, dengan 

komposisi limbah berasal dari tiga tahapan proses utama, yaitu pengapuran, 

penyamakan, dan pewarnaan. Ketiga jenis limbah tersebut dicampur secara 

proporsional hingga mencapai volume total 20 liter, menjadikan pengujian 

dilakukan dalam skala kecil sebagai representasi simulasi laboratorium. Proses 

pengolahan dilakukan menggunakan metode adsorpsi dengan media campuran 

ijuk dan arang aktif, kemudian dilakukan pengujian kualitas air limbah setelah 

waktu kontak selama 24 dan 48 jam. 
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Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa metode adsorpsi mampu 

menurunkan kadar beberapa parameter pencemar secara signifikan, terutama 

fenol, COD, dan BOD. Namun demikian, beberapa parameter penting seperti pH, 

TSS dan COD masih belum memenuhi baku mutu lingkungan yang berlaku. Hal 

ini menunjukkan bahwa meskipun efektif dalam menurunkan sebagian kandungan 

pencemar, metode adsorpsi berbasis ijuk dan arang aktif lebih sesuai digunakan 

sebagai sistem pengolahan limbah skala kecil atau sebagai unit pendahuluan 

(pretreatment), dan tetap memerlukan tahapan pengolahan lanjutan agar efluen 

benar-benar aman dibuang ke lingkungan. 

Untuk mengurangi beban pencemar, industri penyamakan kulit PT. X 

telah dilengkapi dengan Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL). Sistem IPAL 

ini dirancang untuk menangani limbah cair yang mengandung zat organik dan 

anorganik berbahaya, terutama logam berat seperti krom. Pada tahap awal, limbah 

disaring untuk memisahkan padatan berukuran besar. Selanjutnya, limbah yang 

mengandung krom diarahkan ke unit khusus dan ditambahkan anionic flocculant, 

yaitu bahan kimia berbasis polimer yang berfungsi untuk menggumpalkan ion 

krom dalam tabung recovery. Endapan krom yang terbentuk kemudian 

dikeringkan dan diserahkan kepada pihak ketiga berizin untuk pengelolaan limbah 

B3. 

Setelah pemisahan krom, air limbah disaring kembali dan dimasukkan ke 

dalam unit pengendapan awal. Proses ini diikuti dengan koagulasi dan flokulasi 

untuk mengikat partikel halus dan senyawa organik yang tersisa, kemudian masuk 

ke tahapan pengendapan akhir. Limbah cair hasil akhir selanjutnya dialirkan ke 

saluran milik Dinas Lingkungan Hidup (DLH) untuk pengolahan lanjutan 

sebelum dibuang ke badan air penerima. 

Meskipun rangkaian proses IPAL telah dijalankan, hasil pengolahan 

limbah oleh pihak industri masih belum sepenuhnya memenuhi baku mutu yang 

tercantum dalam Perda DIY Nomor 7 Tahun 2016, terutama pada parameter 

seperti BOD, COD, TSS, TDS, Nitrogen total, amonia, dan sulfida. 

Ketidaksesuaian ini menunjukkan bahwa kualitas efluen yang dibuang ke 

lingkungan masih dapat menimbulkan efek negatif, terutama bagi biota air.  
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4.2  Toksisitas Embryo Zebrafish 

Pengujian toksisitas dalam penelitian ini menggunakan metode Fish Embryo 

Toxicity (FET) yang memiliki keunggulan dalam mendeteksi dampak toksik 

secara efisien, sensitif, dan etis. Embrio ikan zebra (Danio rerio) dipilih sebagai 

organisme uji karena perkembangannya yang cepat, transparan, dan responsif 

terhadap berbagai bahan pencemar, termasuk logam berat dan senyawa kompleks 

dalam limbah industri. Dengan mengamati indikator seperti koagulasi, 

pembentukan somit, pelepasan ekor, dan detak jantung selama 96 jam, FET 

memberikan gambaran langsung mengenai efek biologis dari limbah cair. Pada 

bagian ini akan disajikan hasil pengamatan toksisitas terhadap embrio yang 

dipaparkan dengan sampel influen dan efluen, disertai analisis konsentrasi 

mematikan (LC₅₀) serta evaluasi hubungan antara parameter kimia limbah dengan 

tingkat toksisitas yang ditimbulkan. 

 

4.2.1 Validasi Data 

Hasil uji validasi menunjukkan bahwa embrio ikan zebra (Danio rerio) 

pada kontrol negatif (nC) berkembang secara normal dengan 20 embrio hidup 

selama 96 jam tanpa mengalami gejala toksik. Parameter pembentukan somit, 

pelepasan tali-bud, dan detak jantung menunjukkan tingkat keberhasilan 100%, 

dimana tidak ditemukan embrio yang mengalami koagulasi, kelainan morfologi, 

maupun kematian. Hal ini sejalan dengan kriteria yang ditetapkan oleh OECD 

236, yaitu tingkat kelangsungan hidup embrio pada kontrol negatif harus ≥90% 

tanpa adanya efek toksik. Kondisi ini memastikan bahwa kualitas air akuades 

yang digunakan sebagai kontrol negatif tidak menimbulkan stres atau gangguan 

perkembangan terhadap embrio, serta mendukung validitas sistem pengujian 

secara keseluruhan. 
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Gambar. 4.1 Grafik Hasil Uji Validasi (kontrol negatif dan kontrol positif) 

 

 

 

 

 

 

 

 Sebaliknya, hasil pada kontrol positif (pC) yang menggunakan senyawa 

3,4-dikloroanilin (4 mg/L) menunjukkan adanya respon toksik yang signifikan. 

Sebanyak 7 embrio mengalami koagulasi, 11 embrio gagal membentuk somit 

secara normal, dan 11 gagal melepaskan tali-bud. Selain itu, terdapat 5 embrio 

aktivitas detak jantung, terdapat 11 embrio dengan kelainan morfologi, dan  

seluruh embrio mengalami kematian (100%) secara bertahap dari jam 24 hingga 

96. Temuan ini menunjukkan bahwa senyawa uji berhasil memicu efek toksik 

yang nyata, sebagaimana disyaratkan dalam uji validasi menurut OECD 236. 

Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa sistem uji yang digunakan telah 

tervalidasi dengan baik dan mampu membedakan kondisi toksik dan non-toksik 

secara akurat, sehingga layak digunakan untuk tahap selanjutnya dalam pengujian 

toksisitas air limbah industri penyamakan kulit. 

 

4.2.2 Uji Pendahuluan  

Uji pendahuluan dilakukan untuk mengetahui kisaran konsentrasi air 

limbah penyamakan kulit yang tepat untuk digunakan dalam uji toksisitas utama 

menggunakan embrio ikan zebra (Danio rerio). Uji ini mencakup dua jenis 

sampel, yaitu influen (limbah sebelum pengolahan) dan efluen (limbah setelah 

pengolahan). Embrio ikan dipaparkan pada tingkat konsentrasi limbah, mulai dari 

100% hingga 0,025% pada influen dan 100% hingga 3,1% pada efluen yang 

diamati selama 96 jam. Tujuan dari uji ini adalah untuk melihat bagaimana respon 

embrio terhadap berbagai tingkat paparan, mulai dari gejala ringan hingga 
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Gambar. 4.2 Uji Pendahuluan pada Limbah Influen Penyamakan Kulit 
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kematian, sehingga bisa ditentukan rentang konsentrasi yang paling sesuai untuk 

penghitungan LC₅₀. 

Berdasarkan Gambar 4.2 hasil pengamatan terhadap embrio ikan zebra 

(Danio rerio) selama 96 jam, diketahui bahwa tingkat kematian embrio sangat 

dipengaruhi oleh konsentrasi limbah penyamakan kulit. Pada konsentrasi tinggi 

(100% hingga 6,25%), seluruh embrio mengalami kematian dalam 24 jam 

pertama, ditandai dengan koagulasi. Hal ini menunjukkan bahwa kandungan 

toksik dalam limbah, seperti logam berat dan senyawa organik, sangat mematikan 

dalam waktu singkat. Sementara itu, pada konsentrasi menengah (3,1% hingga 

0,2%), kematian embrio terjadi secara bertahap hingga 96 jam dan disertai gejala 

toksisitas lain seperti keterlambatan pembentukan somit, pelepasan tailbud yang 

tidak sempurna, detak jantung yang melemah, serta kelainan morfologi seperti 

ekor bengkok. Respons bertahap ini menjadi dasar dalam menentukan nilai LC₅₀, 

karena mencerminkan hubungan antara dosis dan efek biologis yang lebih 

proporsional. 

Menariknya, pada konsentrasi yang lebih rendah (0,1% hingga 0,025%), 

jumlah kematian tidak sepenuhnya lebih rendah dibanding konsentrasi menengah. 

Beberapa peningkatan kematian pada konsentrasi rendah diduga terjadi karena 

kualitas limbah yang telah mengalami perubahan selama masa penyimpanan, 

sehingga menghasilkan senyawa baru yang tetap bersifat toksik. Oleh karena itu, 

meskipun konsentrasi rendah terlihat tidak langsung mematikan, namun tetap 

menimbulkan efek toksik dan perlu diperhatikan dalam evaluasi risiko limbah cair 

penyamakan kulit terhadap organisme akuatik. 
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Gambar. 4.3 Uji Pendahuluan pada Limbah Efluen Penyamakan Kulit 
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Berdasarkan  Gambar 4.4,  hasil uji toksisitas terhadap embrio ikan zebra 

(Danio rerio) menggunakan limbah efluen penyamakan kulit, terlihat bahwa 

kematian embrio terjadi terutama pada konsentrasi tinggi. Pada konsentrasi 100%, 

seluruh embrio mati dalam waktu 24 jam, yang mengindikasikan bahwa meskipun 

limbah telah melalui proses pengolahan (efluen), tetap mengandung senyawa 

toksik yang bersifat akut terhadap embrio. Sementara pada konsentrasi 50%, 

kematian embrio mulai terjadi secara bertahap, dimulai dari jam ke-48 hingga jam 

ke-96. Pada konsentrasi lebih rendah seperti 25%, 12,5%, 6,25%, dan 3,1%, 

embrio sebagian besar bertahan hidup hingga jam ke-96, walaupun tetap 

menunjukkan adanya kematian bertahap. 

Fenomena ini menunjukkan bahwa proses pengolahan limbah mampu 

menurunkan tingkat toksisitas secara signifikan, namun belum sepenuhnya 

menghilangkan efek berbahaya terhadap organisme uji. Adanya pola kematian 

bertahap pada konsentrasi menengah hingga rendah menunjukkan bahwa residu 

toksik dalam efluen masih memberikan efek subletal yang berpotensi 

mengganggu perkembangan embrio.  

 

4.2.3 Uji Toksisitas Utama 

Dalam uji utama ini, embrio ikan zebra (zebrafish) dipaparkan terhadap air 

limbah penyamakan kulit untuk mengetahui seberapa berbahaya limbah tersebut 

terhadap perkembangan embrio. Sampel limbah yang digunakan terdiri dari 

influen (limbah sebelum diolah) dengan konsentrasi 3,1%, 1,6%, 0,8%, 0,4%, dan 
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0,2%, serta efluen (limbah setelah diolah) dengan konsentrasi 50%, 25%, 12,5%, 

6,25%, dan 3,1%. Tujuan dari uji ini adalah untuk menentukan nilai LC₅₀, yaitu 

konsentrasi yang dapat menyebabkan kematian pada 50% embrio uji. Nilai LC₅₀ 

ini penting sebagai indikator tingkat toksisitas limbah secara kuantitatif. Rentang 

konsentrasi yang digunakan dalam uji utama ditetapkan berdasarkan hasil uji 

pendahuluan, sehingga dipilih konsentrasi yang masih menimbulkan respons 

biologis namun tidak langsung menyebabkan kematian total. Pengamatan 

dilakukan setiap 24 jam selama 96 jam untuk mengevaluasi dampak toksisitas 

akut terhadap perkembangan embrio, seperti kelainan, gangguan pembentukan 

organ, atau gejala lain yang menunjukkan kerusakan akibat paparan limbah. 

Parameter kematian merupakan indikator utama dalam uji toksisitas FET 

(OECD 236, 2013), dengan kriteria seperti tidak adanya detak jantung setelah 48 

jam post fertilisasi, tidak terbentuknya somit, ekor yang tidak berkembang, serta 

koagulasi. Kematian embrio meningkat seiring naiknya konsentrasi limbah, baik 

pada influen maupun efluen. Hal ini dapat disebabkan oleh kandungan toksik 

seperti logam berat, senyawa organik, atau gangguan fisiologis seperti stres 

oksidatif dan kerusakan membran sel (Scholz et al., 2008; Hill et al., 2005). 

 

Gambar. 4.5 Embrio Mengalami Kematian 

Berdasarkan Gambar. 4.5, terlihat bahwa semakin tinggi konsentrasi 

limbah influen penyamakan kulit, semakin banyak pula embrio ikan zebra (Danio 

rerio) yang mengalami kematian. Pada konsentrasi tertinggi yaitu 3,1%, sebagian 

besar embrio mati karena koagulasi, yaitu kondisi ketika sel-sel embrio 

menggumpal dan berhenti berkembang. Selain itu, terdapat pula kematian yang 

disebabkan oleh kegagalan pembentukan somit (struktur awal tubuh) yang 
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Gambar. 4.6 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Influen Penyamakan Kulit 

Parameter Kematian (n=20) 
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berhenti berkembang di jam ke-48, kemudian berubah menjadi gumpalan dan 

akhirnya mati. Ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi 3,1%, toksisitas limbah 

tidak hanya bekerja sejak awal, tetapi juga dapat mengganggu perkembangan 

embrio yang sempat tumbuh. 

Sementara itu, pada empat konsentrasi lainnya (1,6%, 0,8%, 0,4%, dan 

0,2%), kematian embrio umumnya terjadi karena koagulasi di jam ke-24. 

Meskipun angka kematian lebih rendah dibandingkan konsentrasi 3,1%, efek 

toksik tetap terlihat. Selain itu, meskipun pada embrio yang masih hidup tidak 

ditemukan kelainan morfologi yang jelas, beberapa konsentrasi menunjukkan 

adanya penundaan dalam proses penetasan korion. Hal ini menunjukkan bahwa 

meskipun embrio tidak mati atau cacat secara fisik, limbah tetap bisa menghambat 

perkembangan embrio secara normal. Penundaan ini kemungkinan disebabkan 

oleh adanya zat kimia yang mengganggu proses pematangan embrio atau 

melemahkan enzim yang membantu embrio keluar dari korion. Dengan begitu, 

walaupun tidak semua dampak limbah terlihat secara langsung, sebenarnya 

limbah influen tetap berbahaya dan berisiko terhadap kehidupan ikan zebra. 
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Gambar. 4.7 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Efluen Penyamakan Kulit 

Parameter Kematian (n=20) 
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Pada Gambar. 4.6, hasil uji toksisitas limbah efluen, terlihat bahwa tingkat 

kematian embrio ikan zebra (Danio rerio) cukup tinggi pada semua konsentrasi 

yang diuji. Meskipun begitu, penyebab kematian di tiap konsentrasi menunjukkan 

pola yang menarik. Pada konsentrasi rendah seperti 3,1% dan 25%, sebagian besar 

kematian disebabkan oleh koagulasi, yaitu kondisi di mana embrio menggumpal 

dan berhenti berkembang. Meski jumlah yang mengalami koagulasi hanya 2–3 

ekor dari 20, gejala ini menjadi tanda awal bahwa limbah masih bersifat toksik. 

Namun, pada konsentrasi tertinggi yaitu 50%, efek toksisitas dari limbah 

efluen menunjukkan dampak yang paling kompleks dan serius terhadap embrio 

ikan zebra (Danio rerio). Dari 20 embrio yang diuji, sebanyak 18 embrio 

membentuk somit dan 17 embrio telah berhasil melepaskan tailbud pada jam ke-

24, menandakan bahwa pada awalnya proses perkembangan embrio berjalan 

relatif normal. Namun, pada jam ke-48, perkembangan embrio mengalami 

gangguan serius. Beberapa embrio yang sebelumnya membentuk struktur tubuh 

mulai menunjukkan tanda-tanda tidak berkembang lebih lanjut, mengalami 

penggumpalan, dan akhirnya mati. Fenomena ini menunjukkan bahwa pada kadar 

tinggi, senyawa kimia dalam limbah tidak hanya menyebabkan kematian dini 

melalui koagulasi, tetapi juga mampu menghentikan proses perkembangan yang 

sedang berlangsung seperti pembentukan somit dan diferensiasi tubuh. Hal ini 

memperkuat kesimpulan bahwa semakin tinggi konsentrasi limbah, semakin besar 
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pula potensi gangguan yang ditimbulkan terhadap perkembangan dan 

kelangsungan hidup embrio, baik yang terjadi secara langsung maupun bertahap.  

 

 

 

 

  

 

Gambar. 4.8 Embrio Mengalami Koagulasi 

 

Koagulasi sering kali mulai terjadi dalam 24 jam pertama setelah 

pembuahan dan merupakan indikasi kematian dini, jarang sekali koagulasi dapat 

dilihat pada tahap perkembangan selanjutnya. Koagulasi merupakan salah satu 

indikator utama kematian dini pada embrio ikan zebra dalam uji toksisitas akut. 

Kondisi ini ditandai dengan terbentuknya massa putih buram di dalam korion, 

yang menunjukkan bahwa embrio gagal berkembang sejak awal akibat gangguan 

pada proses pembelahan sel. Koagulasi mencerminkan kematian embrio sebelum 

mencapai tahap perkembangan morfologis seperti pembentukan somit atau 

pelepasan ekor, sehingga sering digunakan sebagai parameter kritis untuk menilai 

efek toksik akut dari paparan bahan berbahaya. Jika embrio telah berkembang 

secara morfologis dan baru menunjukkan kematian pada waktu lebih lanjut, 

seperti setelah 48 jam, maka bentuk kematian tersebut tidak lagi dikategorikan 

sebagai koagulasi, melainkan kematian non-koagulasi. Oleh karena itu, 

keberadaan koagulasi dalam jumlah besar pada awal pengamatan menunjukkan 

bahwa senyawa yang terdapat dalam sampel uji memiliki tingkat toksisitas yang 

tinggi, karena mampu menghambat perkembangan embrio sejak fase paling awal 

kehidupannya.  

Pada Gambar 4.8, pengamatan terhadap sampel influen menunjukkan 

tingkat koagulasi yang sangat tinggi pada konsentrasi 3,1% dan 1,6%, dengan 

persentase mencapai 70%. Tingkat koagulasi ini konsisten dari jam ke-24 hingga 
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Gambar. 4.9 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Influen Penyamakan Kulit 

Parameter Koagulasi (n=20) 
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Gambar. 4.10 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Efluen Penyamakan Kulit 

Parameter Koagulasi (n=20) 
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jam ke-96, yang menunjukkan bahwa senyawa toksik dalam air limbah mentah 

menyebabkan kematian dini embrio secara masif dalam waktu singkat setelah 

pembuahan. Pada konsentrasi 0,8%, tingkat koagulasi menurun menjadi sekitar 

40%, sementara pada konsentrasi 0,4% dan 0,2%, koagulasi tercatat sebesar 25% 

dan 10%. Pola ini mencerminkan adanya hubungan dosis-respons yang jelas; 

semakin tinggi konsentrasi limbah, semakin tinggi pula tingkat kematian dini 

embrio. Koagulasi ditandai dengan perubahan warna embrio menjadi putih keruh 

seperti kapas basah, bentuk tubuh yang sudah tidak terlihat jelas, dan tidak ada 

gerakan sama sekali, menandakan bahwa embrio sudah mati di awal 

perkembangan. 
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Sebaliknya, pada gambar 4.9 hasil pengamatan pada efluen menunjukkan 

tingkat koagulasi yang jauh lebih rendah, berkisar antara 10% hingga 20% pada 

semua konsentrasi yang diuji (50%, 25%, 12,5%, 6,25%, dan 3,1%). Puncak 

koagulasi terjadi pada konsentrasi 12,5% dengan persentase sekitar 20%, 

sementara konsentrasi lainnya relatif stabil di angka 10–15% tanpa perbedaan 

mencolok antara waktu pengamatan (24–96 jam). Hal ini menunjukkan bahwa 

proses pengolahan limbah telah berhasil menurunkan toksisitas efluen terhadap 

embrio, khususnya dalam mencegah kematian dini. Meskipun tingkat koagulasi 

yang rendah, adanya koagulasi pada efluen menunjukkan bahwa masih terdapat 

residu senyawa toksik yang tidak sepenuhnya terdegradasi dalam proses 

pengolahan. 

 

 

 

 

 

 

Gambar. 4.11 Embrio Mengalami Pembentukan Somit 

Pembentukan somit merupakan indikator penting dalam tahap awal 

perkembangan embrio ikan zebra (Danio rerio), karena menandai dimulainya 

proses pembentukan sistem saraf dan rangka tubuh (OECD, 2013). Proses ini 

umumnya terjadi setelah 24 jam pasca pembuahan. Dalam penelitian ini, seluruh 

embrio yang tidak mengalami koagulasi menunjukkan pembentukan somit, 

meskipun pada perlakuan dengan air limbah, terutama pada konsentrasi tinggi, 

pembentukan somit tampak melambat. Hal ini mengindikasikan adanya pengaruh 

toksik dari senyawa dalam limbah yang dapat menghambat perkembangan embrio 

meskipun belum menyebabkan kematian langsung. 

Pada Gambar. 4.11 Pada konsentrasi influen, di atas menunjukkan 

hubungan antara konsentrasi limbah efluen penyamakan kulit dengan jumlah 

embrio ikan zebra (Danio rerio) yang berhasil membentuk somit pada jam ke-24. 

Pembentukan somit merupakan salah satu tanda utama perkembangan embrio 
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Gambar. 4.12 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Influen Penyamakan Kulit 

Parameter Pembentukan Somit (n=20) 
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yang normal dan biasanya mulai terjadi sekitar jam ke-24 setelah pembuahan. 

Dari grafik terlihat bahwa semakin tinggi konsentrasi limbah, jumlah embrio yang 

mampu membentuk somit menurun secara signifikan. Pada konsentrasi terendah 

(0,2%), sebanyak 19 embrio masih hidup dan menunjukkan pembentukan somit. 

Namun, pada konsentrasi tertinggi (3,1%), hanya 6 embrio yang masih hidup dan 

membentuk somit pada jam ke-24. Hal ini menunjukkan bahwa paparan limbah 

pada konsentrasi tinggi dapat menghambat proses awal perkembangan embrio. 

Menariknya, meskipun pada konsentrasi 3,1% masih ada 6 embrio yang 

berhasil membentuk somit di jam ke-24, perkembangan selanjutnya tidak 

berlangsung dengan normal. Embrio-embrio tersebut mulai mengalami kematian 

pada jam ke-48. Kematian ini disebabkan oleh perkembangan somit yang terhenti 

dan embrio berubah menjadi gumpalan, yang menandakan adanya kerusakan 

struktur akibat toksisitas limbah. 
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Gambar. 4.13 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Efluen Penyamakan Kulit 

Parameter Pembentukan Somit (n=20) 
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Pada Gambar. 4.12 grafik efluen, menunjukkan jumlah embrio ikan zebra 

(Danio rerio) yang berhasil membentuk somit pada jam ke-24 setelah terpapar 

limbah efluen penyamakan kulit pada berbagai konsentrasi, yaitu 3,1%, 6,25%, 

12,5%, 25%, dan 50%. Sama seperti pada uji influen, pembentukan somit di jam 

ke-24 tetap terjadi pada sebagian besar embrio, meskipun limbah telah melalui 

proses pengolahan. Terlihat bahwa pada konsentrasi terendah hingga tertinggi, 

yaitu 3,1% hingga 50%, jumlah embrio yang hidup dan membentuk somit cukup 

stabil, berkisar antara 16 hingga 18 embrio dari total 20. Artinya, paparan efluen 

pada tahap awal belum menghambat proses awal perkembangan embrio seperti 

pembentukan somit. Bahkan pada konsentrasi tertinggi (50%), sebanyak 18 

embrio masih mampu membentuk somit pada jam ke-24, menunjukkan bahwa 

efek toksik belum langsung muncul di fase awal perkembangan. 

Namun, kematian embrio mulai tampak pada jam ke-48. Sebagian embrio 

yang awalnya hidup dan telah membentuk somit mengalami kematian secara tiba-

tiba karena proses perkembangan tubuh tidak berlanjut. Kondisi ini serupa dengan 

yang terjadi pada uji influen, di mana toksisitas tidak langsung mematikan, 

melainkan mengganggu perkembangan bertahap hingga akhirnya embrio gagal 

bertahan. 
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Gambar. 4.15 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Influen Penyamakan Kulit 

Parameter Tail-Bud dari Yolk (n=20) 
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Gambar. 4.14 Embrio Mengalami Pelepasan Tail-Bud dari Yolk 

Parameter lain yang diamati adalah pelepasan tailbud dari yolk, yaitu tahap 

awal perkembangan embrio yang menandakan terbentuknya bagian ekor. Tailbud 

yang berhasil melepaskan diri menunjukkan perkembangan normal, sedangkan 

kegagalan pelepasan dapat mengindikasikan adanya gangguan akibat paparan 

toksik. Oleh karena itu, parameter ini digunakan untuk mendeteksi efek subletal 

dari limbah terhadap perkembangan embrio (OECD, 2013). 

Berdasarkan pengamatan pada Gambar. 4.14 pembentukan tailbud pada 

sampel influen menunjukkan pola yang serupa dengan grafik somit, di mana 

jumlah embrio yang berhasil membentuk tailbud pada jam ke-24 menurun seiring 

meningkatnya konsentrasi limbah. Hal ini menandakan bahwa kandungan toksik 

pada air limbah influen secara langsung memengaruhi perkembangan embrio 

sejak tahap awal hingga tahapan lanjutan seperti pembentukan tailbud. Dengan 

semakin sedikitnya embrio yang mencapai fase ini, dapat disimpulkan bahwa 

pengaruh toksisitas pada influen cukup kuat dan bersifat progresif, menghambat 

kelanjutan proses perkembangan embrio. 
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Gambar. 4.16 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Efluen Penyamakan Kulit 

Parameter Tail-Bud dari Yolk (n=20) 
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Pada Gambar. 4.15, grafik efluen menunjukkan bahwa pada semua 

konsentrasi, termasuk konsentrasi tertinggi (50%), sebagian besar embrio masih 

mampu membentuk somit pada jam ke-24. Namun, pada grafik tailbud, terlihat 

bahwa hanya satu embrio tidak mengalami pelepasan tailbud di konsentrasi 50%, 

meskipun sebelumnya 18 embrio berhasil membentuk somit. Hal ini menunjukkan 

bahwa meskipun efluen tidak langsung menghambat perkembangan awal, efek 

toksisitasnya tetap signifikan dan mulai terlihat jelas pada tahapan lanjutan. 

Dengan demikian, efluen masih memiliki dampak toksik yang dapat mengganggu 

perkembangan embrio secara bertahap, terutama saat memasuki fase diferensiasi 

struktur tubuh lebih kompleks seperti tailbud. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar. 4.17 Embrio Mengalami Detak Jantung 

 

Jantung merupakan organ pertama yang berkembang pada embrio ikan 

zebra dan memiliki tahapan pembentukan yang menyerupai proses embriogenesis 
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Gambar. 4.18 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Influen Penyamakan Kulit 

Parameter Detak Jantung (n=20) 
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pada manusia. Setelah 24 jam pasca pembuahan, perkembangan jantung ikan 

zebra setara dengan embrio manusia berusia sekitar 3 minggu (Denvir et al., 

2008). Detak jantung mulai terdeteksi sekitar 48 jam setelah fertilisasi, dan 

menurut pedoman OECD 236 (2016), detak jantung digunakan sebagai parameter 

penting untuk menilai viabilitas dan perkembangan embrio secara normal. 

Gangguan pada detak jantung dapat mengindikasikan adanya stres fisiologis 

akibat paparan bahan toksik. 

Berdasarkan Gambar 4.17, Grafik menunjukkan bahwa detak jantung 

embrio mulai terlihat pada jam ke-48, sesuai dengan tahap perkembangan normal. 

Pada konsentrasi 0,2%, hampir seluruh embrio (19 ekor) memiliki detak jantung, 

menandakan kondisi yang masih relatif normal. Namun, seiring meningkatnya 

konsentrasi limbah influen, jumlah embrio dengan detak jantung menurun 

tajam—menjadi 15 ekor di 0,4%, 12 ekor di 0,8%, hingga hanya tersisa 5 ekor di 

3,1%. Penurunan ini mengindikasikan bahwa zat toksik dalam limbah 

mengganggu perkembangan jantung embrio, sehingga pada konsentrasi tinggi, 

embrio tidak mampu membentuk detak jantung atau mengalami kematian sebelum 

tahap tersebut tercapai. 
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Gambar. 4.19 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Efluen Penyamakan Kulit 

Parameter Detak Jantung (n=20) 
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Pada Gambar 4.18, Grafik menunjukkan bahwa detak jantung embrio yang 

terpapar efluen mulai terdeteksi pada jam ke-48 di semua konsentrasi. Pada 

konsentrasi 3,1% dan 25%, jumlah embrio yang memiliki detak jantung mencapai 

18 ekor, menunjukkan perkembangan yang relatif normal. Namun, pada 

konsentrasi 6,25% hingga 50%, jumlah embrio dengan detak jantung sedikit 

menurun, dari 17 ekor menjadi 15 ekor. Penurunan ini mengindikasikan bahwa 

meskipun limbah telah diolah, masih terdapat zat sisa toksik yang dapat 

memengaruhi perkembangan jantung embrio. Namun demikian, dibandingkan 

influen, efluen menunjukkan dampak yang lebih ringan, karena jumlah embrio 

yang mampu membentuk detak jantung pada konsentrasi tinggi tetap lebih tinggi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Influen 0,025% 

         

 

 

 

 

 

 

      

 

(b) Efluen 6,25% 

 

 

 



 

57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(c ) Kontrol Positif 

 

Gambar. 4.20  embrio mengalami kelainan (a) kelainan Edema perikardial, (b) kelainan ekor 

bengkok, (c) kelaianan edema parikardial dan kelaiana bentuk tubuh  

Kelainan atau deformitas morfologi pada embrio ikan zebra (Danio rerio) 

merupakan parameter penting dalam mendeteksi adanya efek teratogenik, yaitu 

gangguan pada proses pembentukan struktur tubuh akibat paparan bahan toksik. 

Berdasarkan hasil pengamatan, tidak ditemukan kelainan morfologi pada seluruh 

konsentrasi influen (3,1%, 1,6%, 0,8%, 0,4%, dan 0,2%) selama periode 

pengamatan dari 24 hingga 96 jam. Ketiadaan deformitas morfologis ini bukan 

berarti tidak adanya efek toksik, melainkan karena sebagian besar embrio telah 

mengalami koagulasi dan kematian dini sebelum mencapai tahap perkembangan 

di mana deformitas da pat muncul. Hal ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi 

influen tersebut, senyawa berbahaya bersifat letal akut, sehingga menyebabkan 

kematian embrio sebelum diferensiasi organ terjadi. 

Pada konsentrasi efluen 6,25%, tercatat satu kasus deformitas sebesar 5% 

yang muncul antara jam ke-72 hingga 96. Kelainan tersebut kemungkinan berupa 

bentuk ekor tidak normal, yang umum terjadi akibat paparan senyawa toksik 

dalam dosis subletal. Limbah penyamakan kulit mengandung bahan kimia seperti 

kromium, amonia, dan sulfida yang meskipun telah melalui proses pengolahan, 

residunya masih dapat berdampak terhadap perkembangan embrio. Paparan logam 

berat seperti kromium diketahui dapat mengganggu embriogenesis dan 

menyebabkan kelainan morfologi pada embrio ikan zebra, seperti ekor bengkok, 

pembengkakan jantung (pericardial edema), dan pembesaran kantung kuning 

telur (yolk sac edema). Kondisi ini disebabkan oleh stres oksidatif serta gangguan 
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Gambar. 4.21 (a) Embrio Masih dalam Korion, (b) Embrio Sudah 

Lepas dari Korion 

metabolik yang merusak fungsi osmoregulasi, sehingga memicu akumulasi cairan 

pada jaringan tubuh embrio (Tian et al., 2019). Munculnya deformitas pada 

konsentrasi menengah mengindikasikan bahwa dosis subletal memungkinkan 

embrio bertahan hidup namun mengalami gangguan perkembangan (teratogenik), 

sementara pada konsentrasi tinggi seperti 50%, paparan bersifat akut dan 

menyebabkan kematian dini sebelum kelainan sempat terbentuk. Hal ini 

menunjukkan bahwa meskipun efluen memiliki toksisitas lebih rendah dibanding 

influen, senyawa residu di dalamnya masih berpotensi mengganggu morfogenesis 

embrio pada konsentrasi tertentu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Hatching atau penetasan embrio ikan zebra (Danio rerio) merupakan 

proses penting yang menandai keberhasilan perkembangan embrio hingga keluar 

dari membran pelindung (korion), biasanya terjadi pada usia 48 jam pasca 

pembuahan dalam kondisi lingkungan optimal. Dalam uji toksisitas, 

keterlambatan atau kegagalan penetasan dapat menjadi indikator adanya gangguan 

fisiologis akibat paparan senyawa toksik, seperti amonia, logam berat, atau bahan 

organik kompleks. Senyawa-senyawa ini dapat menghambat aktivitas enzim 

hatching atau menyebabkan kelainan morfologi yang menghambat embrio keluar 

dari korion. Meskipun dalam penelitian ini tidak ditemukan keterlambatan 

penetasan yang signifikan, pengamatan terhadap hatching tetap penting karena 

mencerminkan dampak subletal dari limbah terhadap embrio yang tidak selalu 

terlihat melalui kematian saja (Kimmel et al., 1995). 
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Gambar. 4.22 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Influen Penyamakan Kulit 

Parameter Hatching (n=20) 

Gambar. 4.23 Grafik Uji Toksisitas pada Limbah Efluen Penyamakan Kulit 

Parameter Hatching (n=20) 
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 Pada Gambar. 4.21, terlihat bahwa proses penetasan (hatching) embrio 

yang umumnya terjadi pada jam ke-48 mengalami keterlambatan signifikan pada 

perlakuan dengan air limbah (influen). Pada konsentrasi 0,8%, hanya 7 embrio 

yang berhasil menetas tepat waktu di jam ke-48. Bahkan pada konsentrasi 0,2% 

dan 0,4%, tidak ada satu pun embrio yang menetas di jam ke-48, dan justru baru 

menetas di jam ke-72. Hal ini menandakan adanya hambatan atau gangguan 

fisiologis yang memperlambat proses penetasan. Semakin tinggi konsentrasi 

limbah, jumlah embrio yang berhasil menetas pun semakin menurun. Pada 

konsentrasi 3,1%, hanya 2 embrio yang menetas, dan itu pun tertunda hingga jam 
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ke-72. Penundaan ini dapat disebabkan oleh adanya senyawa toksik dalam limbah 

penyamakan kulit yang mengganggu enzim pencerna korion atau melemahkan 

gerakan embrio untuk menembus membran pelindungnya. Keterlambatan ini juga 

menunjukkan bahwa kualitas air sangat berpengaruh terhadap keberhasilan dan 

waktu penetasan embrio ikan zebra. 

 Pada Gambar. 4.21, terlihat bahwa proses penetasan (hatching) embrio 

yang umumnya terjadi pada jam ke-48 mengalami keterlambatan signifikan pada 

seluruh perlakuan dengan air limbah hasil pengolahan (efluen). Pada semua 

konsentrasi efluen (3,1% hingga 50%), jumlah embrio yang berhasil menetas di 

jam ke-48 sangat rendah, yaitu hanya 4 embrio. Penetasan baru mulai terjadi 

secara signifikan pada jam ke-72, dengan jumlah embrio menetas tertinggi sebesar 

17 ekor pada konsentrasi 6,25% dan 25%. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun 

toksisitas efluen lebih rendah dibandingkan influen, masih terjadi hambatan 

fisiologis yang menyebabkan embrio tidak mampu menetas tepat waktu. 

Penundaan ini mengindikasikan bahwa senyawa residu dalam efluen 

kemungkinan masih mengganggu kerja enzim pencerna korion atau 

memperlambat aktivitas embrio dalam menembus membran pelindungnya. Selain 

itu, pada konsentrasi tertinggi (50%), jumlah embrio yang menetas bahkan 

menurun menjadi 13 ekor, menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi efluen 

tetap berdampak terhadap keterlambatan dan keberhasilan penetasan embrio ikan 

zebra. 

 

4.2.4 Konsentrasi Kematian  Lc50 

a. Influen 

 Nilai LC₅₀ (Lethal Concentration 50%) untuk sampel influen 

limbah penyamakan kulit ditentukan menggunakan metode analisis regresi 

Probit, yaitu metode statistik yang menghubungkan konsentrasi zat uji 

dengan tingkat kematian organisme uji (embrio ikan zebra). Embrio 

dipaparkan pada rentang konsentrasi 100% sampai 0,2%. Hasil 

pengamatan persentase kematian kemudian diubah ke dalam bentuk log 

konsentrasi (log %) dan nilai Probit, lalu dipetakan dalam grafik regresi 

linier. 
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Dari analisis diperoleh persamaan regresi: y = 1,4503x + 4,9866 dengan 

koefisien determinasi R² = 0,8654. Artinya, model regresi mampu 

menjelaskan sekitar 86,54% variasi data kematian akibat perbedaan 

konsentrasi, sehingga model dapat dianggap cukup akurat. 

 Dengan menggunakan acuan Probit 5,0 (mewakili 50% kematian), 

diperoleh nilai log LC₅₀ = 0,711854, yang setelah dikonversi menghasilkan 

LC₅₀ aktual sebesar 5,15%. Hal ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi 

influen 5,15%, sebanyak 50% embrio ikan zebra mati dalam waktu 96 jam 

paparan. 

b. Efluen 

 Nilai LC₅₀ (Lethal Concentration 50%) untuk sampel efluen juga 

ditentukan menggunakan metode analisis regresi Probit. Sama seperti pada 

influen, embrio ikan zebra (Danio rerio) dipaparkan pada beberapa tingkat 

konsentrasi, yaitu 100% sampai 3,1%. Hasil pengamatan persentase 

kematian kemudian diubah ke dalam bentuk log konsentrasi (log %) dan 

nilai Probit, lalu dipetakan dalam grafik regresi linier. Dari analisis 

diperoleh persamaan regresi: y = 1,678x + 2,4111 dengan koefisien 

determinasi R² = 0,5228. Artinya, model regresi mampu menjelaskan 

sekitar 52,2% variasi data kematian akibat perbedaan konsentrasi, 

sehingga model juga dapat dianggap cukup akurat. 

 Dengan menggunakan acuan Probit 5,0 (mewakili 50% kematian), 

diperoleh nilai x = (5 – 2,4111) / 1,678 = 1,3778. Nilai ini kemudian 

dikonversi melalui antilog, sehingga diperoleh LC₅₀ aktual sebesar 

23,86%. Hal ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi efluen 23,86%, 

sebanyak 50% embrio ikan zebra mati dalam waktu 96 jam paparan. 

 

4.2.5 Toxic Unit acute (TUₐ) 

 Nilai Toxic Unit akut (TUₐ) digunakan untuk menggambarkan tingkat 

toksisitas suatu zat terhadap organisme uji dan dihitung dengan rumus TUₐ = 100 / 

LC₅₀ (%). Berdasarkan hasil perhitungan, sampel influen memiliki nilai LC₅₀ 

sebesar 5,15%, sehingga TUₐ-nya adalah 100 / 5,15%= 19.41. Sementara itu, 

efluen memiliki nilai LC₅₀ sebesar 23,86%, dengan TUₐ sebesar 4,19. Nilai TUₐ 
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yang lebih tinggi pada influen menunjukkan bahwa air limbah sebelum 

pengolahan lebih toksik terhadap embrio ikan zebra (Danio rerio) dibandingkan 

dengan air limbah setelah pengolahan. 

 Perbedaan nilai ini terjadi karena pada influen, senyawa pencemar masih 

berada dalam bentuk asli tanpa perlakuan, sedangkan pada efluen, beberapa 

senyawa beracun kemungkinan telah berkurang akibat proses pengolahan di IPAL. 

Namun, meskipun toksisitas efluen lebih rendah, nilai LC₅₀ yang diperoleh 

menunjukkan bahwa limbah masih bersifat toksik. Berdasarkan klasifikasi 

toksisitas akut, TUₐ antara 1 hingga 10 termasuk kategori toksik sedang, 

sedangkan TUₐ di atas 10 termasuk kategori toksik tinggi. Oleh karena itu, influen 

berada dalam kategori toksik tinggi, sedangkan efluen tergolong toksik sedang. 

Tabel 4.3 Perhitungan Toxic Unit Acute Berdasarkan Nilai LC50% 

Toxic Unit acute (TUₐ) 

LC50 % Tuₐ 

Influen 

5,15 19.41 

Efluen 

23,86 4,19 

 

4.3 Hubungan Kualitas Air Limbah Penyamakan Kulit Terhadap Kematian 

Embrio 

 Kematian embrio ikan zebra (Danio rerio) merupakan indikator penting 

dalam menilai tingkat toksisitas air limbah, terutama pada tahap awal kehidupan 

organisme akuatik. Berdasarkan hasil uji toksisitas menggunakan metode OECD 

236, limbah penyamakan kulit—baik influen (sebelum pengolahan) maupun 

efluen (setelah pengolahan)—terbukti memberikan pengaruh signifikan terhadap 

kelangsungan hidup embrio. Paparan influen pada konsentrasi tinggi (100%, 50%, 

25%, dan 12,5%) menyebabkan kematian total embrio dalam waktu 24 jam, yang 

mengindikasikan adanya senyawa toksik seperti kromium, amonia, sulfit, dan 

bahan organik lainnya. Sementara itu, efluen menunjukkan tingkat kematian lebih 

rendah, sekitar 30% pada konsentrasi 50% dan terus menurun pada konsentrasi 

yang lebih rendah, menandakan bahwa proses pengolahan IPAL cukup efektif 

dalam menurunkan toksisitas, meskipun sisa kontaminan masih terdeteksi. Nilai 
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LC₅₀ yang diperoleh menunjukkan bahwa influen lebih toksik (LC₅₀ = 5,15%) 

dibandingkan efluen (LC₅₀ = 23,86%), yang memperkuat hubungan dosis-respons 

antara konsentrasi limbah dan tingkat kematian embrio. 

 Dari seluruh parameter fisik dan kimia yang diuji turut berkontribusi 

dalam memperburuk kondisi embrio selama paparan: 

1. BOD5 (Biochemical Oxygen Demand)  

 BOD tinggi menunjukkan tingginya beban organik yang dapat 

dikonsumsi mikroorganisme. Proses dekomposisi ini menghabiskan 

oksigen dalam air, menyebabkan hipoksia. Dalam kondisi ini, embrio 

mengalami stres oksidatif, koagulasi, dan perkembangan embrionik 

abnormal (Hammer, 2020; Boyd, 1990). 

2. COD (Chemical Oxygen Demand)  

 COD menggambarkan kandungan bahan kimia organik dan 

anorganik yang dapat teroksidasi. Nilai COD yang tinggi 

menunjukkan adanya senyawa toksik (seperti tanin atau krom organik) 

yang dapat merusak sistem enzimatik embrio. Akibatnya, terjadi 

gangguan pertumbuhan somit, deformasi struktur tubuh, dan 

penurunan tingkat penetasan (Hammer, 2020). 

3. TSS (Total Suspended Solids)  

 TSS yang tinggi menyebabkan kekeruhan air, mengganggu 

penetrasi cahaya dan menurunkan kadar oksigen terlarut. Kondisi ini 

berpotensi menyebabkan stres oksidatif dan iritasi pada korion 

(cangkang embrio), yang berujung pada gangguan perkembangan fisik 

dan morfologi, serta mengganggu perkembangan organ yang dapat 

menyebabkan kematian dini. (Murugesan et al., 2012). 

4. Krom Total  

 Sebagai logam berat utama dalam industri penyamakan, kromium 

sangat beracun bagi embrio. Paparan kromium menyebabkan stres 

oksidatif (kondisi ketika tubuh tidak mampu menetralkan zat beracun, 

sehingga sel-sel menjadi rusak), kerusakan DNA (mengganggu 

pembentukan sel dan jaringan tubuh), gangguan sistem saraf, dan 

deformasi somit (Zahangir et al., 2015). Dalam konsentrasi tinggi, 
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krom dapat menyebabkan kegagalan organogenesis dan kematian 

embrio. 

5. Minyak dan Lemak  

 Kehadiran minyak dan lemak di permukaan air mengganggu 

pertukaran gas antara air dan udara, serta menutupi korion embrio. Hal 

ini mengganggu pertukaran gas, menyumbat insang, serta 

mengandung senyawa toksik yang menempel pada permukaan tubuh 

ikan (Hammer, 2020). 

6. Nitrogen Total (sebagai N)  

 Nitrogen total yang tinggi menjadi indikasi adanya senyawa nitrat 

dan nitrit yang bersifat toksik. Nitrat dan nitrit merupakan senyawa 

nitrogen yang dapat bersifat toksik bagi ikan, terutama pada fase 

embrio dan larva. Nitrat dalam konsentrasi tinggi (≥3 mg/L) dapat 

menghambat pertumbuhan dan perkembangan, serta dicurigai 

mengganggu sistem hormonal. Nitrit lebih toksik karena 

menyebabkan methemoglobinemia yang menghambat pengikatan 

oksigen oleh darah, memicu hipoksia dan kematian. Nilai aman nitrit 

sangat rendah, sekitar 0,02 mg/L, dan menjadi lebih berbahaya saat 

kadar klorida rendah (Nordin, dkk, 2009). 

7. Amonia Total  

Amonia bebas (NH₃) bersifat neurotoksik dan sangat berbahaya bagi 

embrio. Amonia menghambat kerja enzim penting dalam siklus 

perkembangan sel, menyebabkan edema, gangguan sistem saraf pusat, 

serta kerusakan membran sel embrionik. Hal ini dapat menghambat 

detak jantung dan menimbulkan kematian embrio. Konsentrasi aman 

NH₃: <0,05 mg/L (Hammer, 2020). 

8. Sulfida (sebagai S)  

Sulfida adalah senyawa yang sangat beracun bagi organisme akuatik. 

Ia menghambat enzim mitokondria seperti sitokrom oksidase, yang 

diperlukan untuk respirasi sel. Akibatnya, terjadi kematian jaringan 

embrio secara cepat dan dapat menyebabkan stress dengan ditandai 

perubahan perilaku, bahkan pada konsentrasi rendah. Sulfida juga 
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menyebabkan bau busuk yang dapat menandakan kondisi anaerob 

ekstrem (Putri, 2018). 

9. TDS (Total Dissolved Solids)  

TDS menggambarkan jumlah ion terlarut dalam air. Jika TDS 

melebihi 2000 mg/L, tekanan osmotik meningkat drastis. Hal ini dapat 

mempersulit ikan menjaga keseimbangan air dan garam tubuh, 

menyebabkan stres dan kerusakan ginjal (Hammer, 2020).  

10. pH  

pH memengaruhi kestabilan enzim dan metabolisme embrio. Dalam 

kisaran normal 6–9, embrio berkembang optimal. Namun, pH ekstrem 

(<6 atau >9) bisa menyebabkan gangguan ionik, produksi lendir 

berlebih di insang, serta penurunan kemampuan hemoglobin mengikat 

oksigen (Efek Bohr dan Root), yang berdampak pada gangguan 

pernapasan dan kematian  (Hammer, 2020; Burggren et al., 1991; 

Zahangir et al., 2015). 

11. Suhu  

Suhu berperan penting dalam kecepatan perkembangan embrio. Suhu 

optimal bagi zebrafish adalah sekitar 27-28,5°C. Jika suhu terlalu 

rendah atau tinggi, proses pembelahan sel dan perkembangan organ 

dapat terganggu. Ini bisa menyebabkan keterlambatan hatching 

(penetasan), pembentukan somit yang tidak sempurna, hingga 

kegagalan pembentukan detak jantung embrio bahkan kematian 

(Hammer, 2020). 
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BAB V  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 

  Berdasarkan hasil penelitian pada industri penyamakan kulit di PT. X 

yang berlokasi di Kawasan Industri Sitimulyo, Piyungan, Bantul, ditemukan hasil 

sebagai berikut: 

1. Hasil uji FET menunjukkan nilai LC₅₀ influen sebesar 5,15% (sangat 

toksik) dan LC₅₀ efluen sebesar 23,86% (lebih rendah toksisitasnya), 

sehingga IPAL mampu menurunkan tingkat toksisitas meskipun belum 

sepenuhnya aman bagi biota akuatik. 

2. Limbah influen masih mengandung banyak pencemar seperti bahan 

organik, padatan tersuspensi, amonia, sulfida, dan logam kromium dengan 

kadar yang sangat tinggi hingga melewati batas aman. Setelah melalui 

pengolahan di IPAL, kandungan pencemar pada efluen berkurang cukup 

banyak, meskipun beberapa parameter masih belum sepenuhnya sesuai 

dengan standar baku mutu yang ditetapkan. 

3. Tingginya BOD, COD, amonia, sulfida, TSS, dan kromium pada influen 

berkorelasi dengan rendahnya nilai LC₅₀ (toksisitas tinggi), sedangkan 

penurunan parameter tersebut pada efluen sejalan dengan meningkatnya 

nilai LC₅₀, sehingga toksisitas berkurang. 
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5.2 Saran 

 Beberapa saran untuk mendukung pengembangan penelitian kedepannya: 

1. Untuk meningkatkan keakuratan dan validitas data, penelitian selanjutnya 

disarankan melakukan pengulangan pada setiap konsentrasi uji. Replikasi 

penting untuk memastikan hasil yang akurat dan mengurangi potensi 

kesalahan pada pengamatan.  

2. Pengujian toksisitas dapat dilakukan pada setiap unit pengolahan air limbah 

(IPAL) dan setelah pengolahan oleh Dinas Lingkungan Hidup (DLH) 

sebelum limbah dibuang ke badan air penerima, guna memastikan limbah 

yang dilepaskan memenuhi standar lingkungan dan tidak membahayakan 

ekosistem. 
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Lampiran  2 Perhitungan Rangkaian Konsentrasi Limbah Penyamakan Kulit 

Influen dan Efluen 

C1 x V1 = C2 x V2 

 

• C₁ = konsentrasi stok (dalam %, misal 100%) 

• V₁ = volume larutan stok yang dibutuhkan (mL) 

• C₂ = konsentrasi yang diinginkan (mL) 

• V₂ = volume akhir larutan (mL) → 50 mL (labu ukur) 

 

Influen 

 

a. Konsentrasi 3,1%  

100 x v1 = 3,125 x 50 = 
156,25

100
 = 1,56 ml 

 

 Pelarut = 50 -1,56 = 48,44 ml 

  

 

b. Konsentrasi 1,6% 

100 x v1 = 1,5625 x 50 = 
78,125

100
 = 0,78 ml 

 

 Pelarut = 50 -0,78 = 49,22 ml 

 

 

c. Konsentrasi 0,8% 

100 x v1 = 0,78 x 50 = 
39

100
 = 0,39 ml 

 

 Pelarut = 50 – 0,39 = 49,61 ml 

 

 

d. Konsentrasi 0,4% 

100 x v1 = 0,39 x 50 = 
19,5

100
 = 0,195 ml 

 

 Pelarut = 50 – 0,195 = 49,805 ml 

 

 

e. Konsentrasi 0,2% 

100 x v1 = 0,2 x 50 = 
10

100
 = 0,1 ml 

 

 Pelarut = 50 – 0,1 = 49,9 ml 
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Efluen 

a) Konsentrasi 50% 

   100 x v1 = 50 x 50 = 
2500

100
 = 25 ml 

 

   Pelarut = 50 -25 = 25 ml 

 

 

b) Konsentrasi 25% 

    100 x v1 = 25 x 50 = 
1250

100
 = 12,5 ml 

 

     Pelarut = 50 -12,5 = 37,5 ml 

 

 

c) Konsentrasi 12,5% 

100 x v1 = 12,5 x 50 = 
625

100
 = 6,25 ml 

 

 Pelarut = 50 - 6,25 = 43,75 ml 

 

 

d) Konsentrasi 6,25% 

100 x v1 = 6,25 x 50 = 
312,5

100
 = 3,13 ml 

 

 Pelarut = 50 – 3,13 = 46,87 ml 

 

 

e) Konsentrasi 3,1% 

    100 x v1 = 3,125 x 50 = 
156,25

100
 = 1,56 ml 

 

     Pelarut = 50 -1,56 = 48,44 ml 
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Lampiran  3 Hasil Pengamatan Kelompok Uji Embrio Ikan Zebra 

Influen 

 

a. Konsentrasi 3,1% 

INFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

3,1% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

a

2 
+ + + +                                 + + + +  

a
3 

+ + + +                                 + + + +  

a

4 
+ + + +                                 + + + +  

b
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b
3 

+ + + +                                 + + + +  

b

4 
+ + + +                                 + + + +  

c

1 
+ + + +                                 + + + +  

c

2 
+ + + +                                 + + + +  

c

3 
+ + + +                                 + + + +  

c

4 
+ + + +                                 + + + +  

d

1 
+ + + +                                 + + + +  

d

2 
+ + + +                                 + + + +  

d

3 
+ + + +                                 + + + +  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e

1 
+ + + +                                 + + + +  

e

2 
        +       +                         + + +  

e

3 
+ + + +                                 + + + +  

e

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

f

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
2 

        + + + + + + + +     + +                  

f

3 
+ + + +                                 + + + +  

f
4 

        + + + + + + + +   + + +                  

 

 
                          



 

79 

 

b. Konsentrasi 1,6% 

 

INFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

1,6% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
+ + + +                                 + + + +  

a
2 

+ + + +                                 + + + +  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a
4 

        + + + + + + + +   + + +                  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b
2 

+ + + +                                 + + + +  

b

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

b
4 

+ + + +                                 + + + +  

c

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
2 

+ + + +                                 + + + +  

c

3 
+ + + +                                 + + + +  

c
4 

+ + + +                                 + + + +  

d

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
2 

+ + + +                                 + + + +  

d

3 
+ + + +                                 + + + +  

d
4 

+ + + +                                 + + + +  

e

1 
+ + + +                                 + + + +  

e
2 

+ + + +                                 + + + +  

e

3 
+ + + +                                 + + + +  

e

4 
+ + + +                                 + + + +  

f

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

f

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +                  
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c. Konsentrasi 0,8% 

 

INFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

0,8% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
+ + + +                                 + + + +  

a

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

3 
+ + + +                                 + + + +  

b

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
1 

+ + + +                                 + + + +  

c

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

4 
+ + + +                                 + + + +  

d
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

2 
+ + + +                                 + + + +  

d
3 

+ + + +                                 + + + +  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
3 

+ + + +                                 + + + +  

e

4 
+ + + +                                 + + + +  

f
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +                  
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d. Konsentrasi 0,4% 

 

INFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

0,4% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

4 
+ + + +                                 + + + +  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
+ + + +                                 + + + +  

b

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

c

2 
+ + + +                                 + + + +  

c

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
1 

+ + + +                                 + + + +  

d

2 
+ + + +                                 + + + +  

d
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +                  
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e. Konsentrasi 0,2% 

 

INFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

0,2% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

c

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

2 
+ + + +                                 + + + +  

d
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
3 

+ + + +                                 + + + +  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +                  
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Efluen 

a. Konsentrasi 50% 

EFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

50% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
+ + + +                                 + + + +  

a

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

4 
+ + + +                                 + + + +  

b

1 
        +       +                         + + +  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
1 

        +       +                         + + +  

c

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

3 
        +                                 + + +  

c

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +                  
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b. Konsentrasi 25% 

 

EFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

25% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

3 
+ + + +                                 + + + +  

a

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

4 
+ + + +                                 + + + +  

c
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

c

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
+ + + +                                 + + + +  

f
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +                  
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c. Konsentrasi 12,5% 

 

EFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

12,50

% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
1 

+ + + +                                 + + + +  

c

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

2 
+ + + +                                 + + + +  

d
3 

+ + + +                                 + + + +  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

4 
+ + + +                                 + + + +  

f
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

4 
+ + + +                                 + + + +  

 

 

 

 



 

86 

 

 

d. Konsentrasi 6,25% 

 

EFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

6,25

% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

2 
+ + + +                                 + + + +  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

4 
+ + + +                                 + + + +  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

b

4 
+ + + +                                 + + + +  

c
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

c

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

c

4 
        + + + + + + + +   + + +     + +          

d
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

e

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
1 

+ + + +                                 + + + +  

f

2 
+ + + +                                 + + + +  

f
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +       +          
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e. Konsentrasi 3,1% 

 

EFLUEN 

 
Kons

entra

si 

N

O 

PARAMETER PENGUJIAN  

3,1% 

KOAGULAS

I 

PEMBENTU

KAN SOMIT 

PELEPASA

N TAILBUD 

DARI YOLK 

DETAK 

JANTUNG 
KELAINAN KEMATIAN  

Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke- Jam Ke-  

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 

2

4 

4

8 

7

2 

9

6 
 

a

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

a

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

1 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

b

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

c
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

c

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

3 
        + + + + + + + +   + + +                  

c

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

d
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

2 
+ + + +                                 + + + +  

d
3 

        + + + + + + + +   + + +                  

d

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

e

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

e
3 

+ + + +                                 + + + +  

e

4 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
1 

        + + + + + + + +   + + +                  

f

2 
        + + + + + + + +   + + +                  

f
3 

+ + + +                                 + + + +  

f

4 
        + + + + + + + +   + + +                  
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Lampiran  4 Perhitungan Lc50 Limbah Penyamakan Kulit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar Konversi Persentasi ke probit 

 

- Tabel Nilai Lc50 Yang Di Hitung Untuk Influen 

 

Influen 

Konsentrasi 

(%) 
Log (%) Probit 

% 

Dead 

100 2,00 7,13 100% 

50 1,70 7,13 100% 

25 1,40 7,13 100% 

12,5 1,10 7,13 100% 

6,25 0,80 7,13 100% 

3,1 0,49 5,67 75% 

1,6 0,20 5,52 70% 

0,8 -0,10 4,75 40% 

0,4 -0,40 4,33 25% 

0,2 -0,70 3,36 5% 

    

    

Intercept 4,987 b  

Log (%) 1,450 a  

    

    
persamaan y=ax+b   

 5=1,450x+4,986  

 

x = 0,711854   

   

Lc50= antilog x 

Lc50= antilog x = 5,150549 % 

   
Tua 19,41541   
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y = 1,4503x + 4,9866
R² = 0,8654

1

2

3

4

5

6

7

8

9

-1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Kurva Analisis Probit Limbah Influen

- Grafik Nilai Lc50 Yang Dihitung Untuk Influen 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Tabel Nilai Lc50 Yang Dihitung Untuk Efluen 

 

Efluen 

Konsentrasi 

(%) 
Log (%) Probit 

% 

Dead 

100 2,00 7,13 100% 

50 1,70 4,33 25% 

25 1,40 3,72 10% 

12,5 1,10 4,16 20% 

6,25 0,80 3,96 15% 

3,1 0,49 3,72 10% 

    

    

Intercept 2,411 b  

Log (%) 1,678 a  

    

    
persamaan y=ax+b   

 5=1,678x+2,411  
x = 1,377778   

    
Lc50= antilog x   

Lc50= antilog x = 23,8659 % 

    
Tua 4,190079   
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y = 1,678x + 2,4111
R² = 0,5228

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Kurva Analisis Probit Limbah Efluen

- Grafik Nilai Lc50 Yang Dihitung Untuk Efluen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabel Kategori Klasifikasi TUₐ (Acute Toxic Unit) 

 

TUₐ Kategori Toksisitas 

< 3 Tidak toksik (Non toxic) 

3 – 10 Sedikit toksik (Slightly toxic) 

10-50 Toksik (Toxic) 

> 50 – 100 Sangat toksik (Very toxic) 

> 100 Sangat toksik (Extremely toxic) 

 
Sumber : Khotimah et al, 2018 
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Lampiran  5 Dokuentasi Pengambilan Sampel dan Selama Proses Pengujian 
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