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Abstrak: Pewarna merupakan salah satu komponen dalam industri tekstil yang sangat penting. Salah satu
senyawa pewarna seperti pewarna Azo pada limbah cair tekstil memiliki bahan pencemar yang berbahaya bagi
lingkungan. Dekolorisasi pewarna menggunakan metode fisik dan kimia membutuhkan biaya yang tinggi dan
masih menghasilkan hasil samping yang beracun, sehingga diperlukan pendekatan dekolorisasi menggunakan
metode biologis yang lebih ramah lingkungan dengan memanfaatkan konsorsium bakteri seperti Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli dan Bacillus subtilis. Konsorsium bakteri diamobilisasi
menggunakan beads dengan variasi perbandingan PVA-alginat 8:1, 10:1, dan 12:1. Pengujian menunjukkan
bahwa komposisi PVA dan alginat mempengaruhi kemampuan dekolorisasi pewarna sintetis azo. Parameter
yang diuji antara lain kebocoran beads menggunakan spektrometri, tingkat swelling dengan mengukur diameter
beads, serta tingkat dekolorisasi menggunakan spektormetri Perbandingan PVA-alginat 8:1 memiliki nilai
persentase dekolorisasi paling besar (47,71%), tingkat kebocoran sel yang paling besar (O.D. 0,849), serta
ukuran pori sebesar 6,306 um. Perbandingan PVA-alginat 12:1 memiliki nilai persentase dekolorisasi yang
paling kecil (36,99%), tingkat kebocoran sel sebesar (O.D) 0,733, dan ukuran pori sebesar 2,557 pm.
Perbandingan PVA-alginat 10:1 menunjukkan tingkat dekolorisasi sebesar 42,71% dengan nilai swelling yang
paling rendah (0,5 mm), ukuran pori sebesar 5,089 um serta bentuk dan tingkat aglomerasi yang paling baik.
Perbandingan PVA-alginat 10:1 merupakan perbandingan terbaik yang dapat digunakan dalam mendekolorisasi
pewarna sintetis azo.

Kata kunci: dekolorisasi, pewarna azo, beads, amobilisasi, konsorsium bakteri

Abstract: Dye is one of the main components in the textile industry. The azo dye in textile waste water contains
hazardous pollute chemical to the environment. Dye decolourization by physical and chemical methods requires
high cost, and produces toxic byproduct, so biological method as an environmentally friendly solution is
necessary by using bacterial consortium consist of Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, and Bacillus subtilis. Percentage variation of PVA-alginate used as immobilization matrix
(8:1), (10:1), and (12:1) significantly affects decolourization level of azo dye. Parameters measured were
swelling value, cell leakage, and decolourization level. Cell leakage and decolourization were measured using
spectrometry, while swelling value measured based on increase of beads size. PVA-alginate (8:1) ratio has
maximum decolourization level and cell leakage level of 47,71% and O.D. 0,849 respectively, with pore size by
6,306 um. PVA-alginate (12:1) ratio has minimum decolourization level and cell leakage level of 36.99% and
0O.D. 0.733 respectively, with pore size by 2.557 um. PVA-alginate (10:1) ratio has decolourization level of
42.71% and lowest swelling value of 0.5 mm, 5.089 um of pore size with decent shape and agglomeration. PVA-
alginate (10:1) ratio is the finest concentration in decolourization of azo dye.

Keywords: decolourization, azo dye, beads, immobilization, bacterial consortium

PENDAHULUAN mencapai 5.273 industri dengan kapasitas 10.854.594

Industri tekstil merupakan salah satu industri ton (Kemenperin 2017). Salah satu komponen
dengan perkembangan yang cukup pesat di penting dalam industri tekstil adalah senyawa
Indonesia. Jumlah industri tekstil di Indonesia terus pewarna. Pewarna azo merupakan pewarna yang
mengalami peningkatan dalam jangka waktu 5 tahun, paling sering digunakan sebanyak 60-70% dari

yakni dari 4.881 industri pada tahun 2011 dengan seluruh total jenis pewarna. Dalam industri, sekitar
kapasitas 8.859.165 ton dan pada tahun 2015 40% dari air limbah tekstil merupakan pewarna azo
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yang digunakan dalam proses pencelupan kain
dengan kandungan bahan organik seperti enzim,
deterjen, dan bahan-bahan organik lainnya yang
tinggi (Sastrawidana dkk. 2008). Berbagai metode
degradasi dan dekolorisasi pewarna sintetis secara
fisik maupun kimia telah diterapkan. Namun metode-
metode tersebut kurang efektif karena memerlukan
biaya yang tinggi, energi yang intensif serta
penggunaannya dapat menghasilkan produk samping
yang beracun (Gul 2013; Hadibarata et al. 2013;
Hameed & Zainab 2018). Salah satu langkah
alternatif untuk mendekolorisasi pewarna sintetis
adalah penggunaan metode biologis dengan
mikroorganisme. Metode ini lebih ekonomis dengan
tingkat bahaya yang rendah serta ramah lingkungan
(Zabtocka-Godlewska et al. 2014)

Penggunaan mikroorganisme berupa konsorsium
bakteri menghasilkan tingkat degradasi yang lebih
baik dibandingkan bakteri tunggal (Rahmawati
2015). Beberapa bakteri seperti Pseudomonas,
Bacillus, Klebsiella dan Escherichia coli merupakan
bakteri yang dapat mendekolorisasi beberapa jenis
pewarna azo, antara lain direct blue dan acid fast N
blue dengan tingkat dekolorisasi 46%-60% (Mabrouk
& Yusef 2008). Untuk meningkatkan aktivitas
degradasi dan dekolorisasi dapat digunakan teknik
amobilisasi. Teknik amobilisasi merupakan teknik
memerangkap sel dalam suatu matriks yang memiliki
beberapa kelebihan seperti meningkatkan daya tahan
bakteri terhadap lingkungan, kemampuan
pengontrolan reaksi, serta dapat digunakan berulang
kali sehingga mengurangi biaya. Penggunaan matriks
amobilisasi berupa polyvinyl alcohol (PVA) dan
alginat akan menghasilkan matriks yang kuat dan
elastis serta non-toksik (Manivasagan et al. 2017).
Perbandingan  komposisi PVA  dan  alginat
menentukan terbentuknya ukuran pori yang terbentuk
pada permukaan beads amobilisasi, sehingga
diperlukan adanya studi optimalisasi karakteristik
beads terhadap tingkat dekolorisasi pewarna azo.
Dekolorisasi  dilakukan  dengan  menggunakan
pewarna sintetis azo komersial sebagai representatif
dengan warna acid blue.

BAHAN DAN METODE
Pewarna Sintetis

Pewarna sintetis azo didapatkan dari pewarna
komersial ‘Dylon’ vaarian Navy Blue dengan
komposisi Acid Blue. Larutan pewarna dilarutkan
dengan Mineral Salt Media (MSM). Seluruh bahan
kimia yang digunakan dalam penelitian merupakan
analytical grade (AR) yang didapatkan dari Duta Jaya
Labware, Malang Indonesia. Seluruh media yang
digunakan mikrobiologi didapatkan dari Himedia dan
Oxoid.

Bakteri

Empat strain bakteri yang digunakan dalam
penelitian adalah Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli

dimana semua bakteri diperoleh dari LIPI (Lembaga
llmu Pengetahuan Indonesia).

Preparasi Inokulum dan Medium

Masing-masing bakteri disubkultur pada media
Nutrient Agar (NA) dan diinokulasikan pada nutrient
broth kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu
at 37°C hingga mencapai fase eksponesial
(absorbansi 600 nm). Mineral Salt Media (MSM)
yang terdiri dari dipotasium hidrogen fosfat
(K2HPO.) sebanyak 1.73 g/l, potasium dihidrogen
fosfat (KH2POs) — 0.68 g/l, magnesium sulfat
(MgS04.7H20) — 0.1 g/l, natrium klorida (NaCl)
sebanyak 4 g/l, ferrous sulfat (FeSO..7H,0) sebanyak
0.03 g/l, amonium nitrat (NH4sNO3) sebanyak 1 g/I,
kalsium klorida (CaCl,.2H,0) sebanyak 0.02 g/l dan
glukosa sebanyak 5 g/l serta konsentrasi pewarna
Azo sebesar 75 ppm. Medium disterilisasi 121°C
selama 20 menit. 5 g/l gula (disterilisasi secara
terpisah) digunakan sebagai sumber karbon dan
ditambahkan ke dalam medium sebelum inokulasi.

Amobilisasi Konsorsium Bakteri

Metode amobilisasi yang digunakan merupakan
modifikasi dari penelitian Manivasagan (2017).
Amobilisasi dilakukan dengan menggunakan matriks
PVA-alginat dengan variasi perbandingan 8:1, 10:1
dan 12:1. Inokulum diambil 10% (v/v) dari total
media dengan rasio perbandingan seimbang dari
masing-masing bakteri sebesar 1,3% (v/v). Bakteri
pada fase eksponensial disentrifugasi dengan
kecepatan 6000 RPM selama 10 menit untuk
memisahkan dari supernatan. Sebanyak 5 ml
supernatan dibuang dan sisanya dicampurkan dengan
pelet kembali. Campuran pelet dan supernatan
keempat bakteri dicampur kembali dalam satu wadah
dengan volume akhir 5 mL. Inokulum dicampurkan
dengan 1% (w/v) sodium alginat dan 10% (w/v)
polyvinyl alcohol sebanyak 45 ml yang telah
disterilisasi 121°C selama 20 menit. Larutan
campuran kemudian diteteskan menggunakan syringe
pada 7% (w/v) kalsium klorida (CaCl,) dan 5% (w/v)
asam borat (H3sBOg3) dingin. Beads yang terbentuk
kemudian diangkat dan direndam di dalam larutan
kalsium Kklorida 7% selama 30 menit kemudian dicuci
menggunakan akuades steril sebanyak dua kali.
Beads disimpan pada buffer Tris-HCI dengan pH 8
dengan suhu 4°C hingga siap digunakan.

Uji Dekolorisasi

Pengujian dekolorisasi dilakukan pada labu
Erlenmeyer 250 mL yang berisi 250 mL Mineral Salt
Media (MSM) dengan 75 ppm pewarna Azo. Setiap
labu Erlenmeyer berisi 20 gram beads yang
diinkubasi pada 37°C dalam shakerwaterbath
(Memmert) selama 4 hari. Sampel dari masing-
masing warna diambil setiap 24 jam. Sebanyak 15 ml
larutan pewarna disentrifugasi 6000 RPM selama 10
menit. Dekolorisasi diukur dengan mengukur
absorbansi dari supernatan menggunakan
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spektrofotometer ~ pada  panjang  gelombang
maksimum pewarna azo acid blue (A=578 nm).
Persentase  dekolorisasi  dihitung menggunakan
perhitungan berikut (Lade et al. 2015):

% Dekolorisasi = Auat ~ Auaic. x100%

wal

Absorbansi awal
Absorbansi akhir

Dengan  Aawa =
Aaknir =

Variabel yang Diamati
Variabel yang diamati berupa nilai swelling beads
berdasarkan penambahan ukuran diameter beads

(mm), kebocoran sel berdasarkan absorbansi
menggunakan spektrofotometer, persentase
dekolorisasi  total yang diamati berdasarkan

absorbansi menggunakan spektrofotometer (ODsvsg),
dan bentuk beads. Pengujian swelling dilakukan
dengan merendam 30 buah beads amobilisasi di
dalam labu erlenmeyer berisi 100 mL aquades steril.
Pengamatan dilakukan dengan mengukur diameter
beads yang diamati setiap 24 jam. Aquades steril
diganti setiap 24 jam dengan kondisi inkubasi dalam
suhu ruang tanpa adanya agitasi. Pengujian
kebocoran sel dilakukan dengan memasukkan 10
gram beads ke dalam labu erlenmeyer berisi 100 mL
pepton steril. Kemudian diamati absorbansi pepton
setiap 24 jam menggunakan spektrofotometer.
Pengolahan data yang didapat  dilakukan
menggunakan analisis ragam ANOVA dan uji lanjut
Tukey (Lade et al. 2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengaruh Persentase PVA-Alginat terhadap Nilai
Swelling

Nilai swelling yang paling besar pada konsentrasi
8:1 sebesar 1,88 mm yang diikuti oleh 12:1 sebesar
0,63 mm dan 10:1 sebesar 0,50 mm. Hasil analisis
varian uji Levene pada perbandingan PVA-alginat
menghasilkan nilai p=0.054 yang menunjukkan
adanya variansi pada nilai swelling. Analisis ragam
perbandingan PVA-alginat dengan nilai swelling
menunjukkan bahwa nilai signifikan sampel adalah
0,001 sedangkan nilai signifikan level adalah 0,05.
Nilai signifikan sampel tersebut menunjukkan bahwa
perbandingan PVA-alginat memberikan pengaruh
yang nyata pada nilai swelling. Analisis ragam
dinyatakan berbeda nyata sehingga dilanjutkan
dengan uji lanjut Tukey pada selang kepercayaan
95%. Data hasil uji lanjut menunjukkan adanya
perbedaan yang tidak nyata pada perbandingan PVA-
alginat 10:1 dan 12:1 serta memberikan hasil yang
nyata pada perbandingan 8:1. Hasil uji nilai derajat
kesamaan dapat dilihat pada Tabel 1 dengan selang
kepercayaan sebesar 5%.

Swelling menghasilkan stabilitas mekanik yang
buruk karena struktur beads akan menjadi lunak dan
mudah rusak sehingga akan menurunkan kemampuan
penggunaan kembali (reusability) beads (Chen et al.

2012). Selain itu, semakin besar swelling juga akan
mempengaruhi  ukuran pori dan mempercepat
degradasi antar ikatan pada matriks beads (Plavsic et
al. 2009). Oleh sebab itu, digunakan beads dengan
nilai swelling paling kecil untuk mendapatkan
kemampuan dekolorisasi dan kestabilan beads paling
baik.

Tabel 1. Nilai swelling (mm) Terhadap Variasi
Konsentrasi Alginat dan PVA

Konsentrasi Nilai rata-rata swelling
PVA:alginat (mm)

8:1 1,882

10:1 0,50°

12:1 0,63°

Keterangan: Menurut uji Tukey 5% huruf yang sama tidak
berbeda nyata

Pengaruh Persentase
Kebocoran Sel

Variasi konsentrasi 8:1 memiliki nilai rata-rata
kebocoran beads yang paling besar yaitu 0,849
diikuti dengan 10:1 sebesar 0,657 dan sedikit
perbedaan pada 12:1 sebesar 0,733. Hasil analisis
ragam perbandingan PVA-alginat dengan persentase
dekolorisasi menunjukkan bahwa nilai signifikan
sampel sebesar 0,000 yang menunjukkan bahwa
perbandingan PVA-alginat memberikan pengaruh
yang nyata pada tingkat kebocoran sel. Analisis
ragam dinyatakan berbeda nyata sehingga dilanjutkan
dengan uji lanjut Tukey pada selang kepercayaan
95%. Data hasil uji lanjut menunjukkan ketiga
perbandingan memiliki perbedaan yang nyata dengan
o sebesar 0.05. Nilai rata-rata derajat kesamaan dapat
dilihat pada Tabel 2.

PVA-Alginat terhadap

Tabel 2. Hasil Pengujian Kebocoran (O.D) Variasi
Konsentrasi Alginat dan PVA

Nilai rata-rata

Konsentrasi .
PVA:alginat Tingkat kebocoran sel
(0.D)
8:1 0.849?
10:1 0.657"
12:1 0.733¢

Keterangan: Menurut uji Tukey 5% huruf yang sama tidak
berbeda nyata

Konsentrasi PVA akan mempengaruhi kebocoran
beads berkaitan dengan ukuran pori yang dimiliki
oleh beads. Semakin besar konsentrasi PVA akan
mempegaruhi  kerapatan pori-pori pada beads.
Semakin besar pori-pori yang dimiliki, maka nutrisi
dan oksigen akan semakin mudah diakses oleh
bakteri sehingga metabolisme akan berjalan lebih
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cepat (Zhan et al. 2013). Selain itu, pori-pori yang
besar juga akan meningkatkan bocornya sel bakteri
yang diperangkap pada matriks, sehingga semakin
besar konsentrasi PVA maka kebocoran sel akan
semakin sedikit. Besarnya kebocoran sel pada
perbandingan PVA:alginat = 12:1 disebabkan karena
adanya degradasi ekor beads sehingga mempengaruhi
absorbansi.

Pengaruh Perbandingan PVA-Alginat terhadap
Persentase Dekolorisasi

Perbandingan konsentrasi PVA-Alginat
menghasilkan tingkat dekolorisasi yang berbeda.
Variasi perbandingan konsentrasi PVA:alginate 8:1
memiliki rata-rata persentase dekolorisasi paling
besar sebesar 47,71% diikuti dengan konsentrasi 10:1
sebesar 42,71% dan konsentrasi 12:1 sebesar 36,99%
dengan masa inkubasi 96 jam. Hasil analisis ragam
perbandingan PVA-alginat dengan persentase
dekolorisasi menunjukkan bahwa nilai signifikan
sampel adalah 0,000 sedangkan nilai signifikan level
adalah 0,05. Nilai signifikan sampel tersebut
menunjukkan bahwa perbandingan PVA-alginat
memberikan pengaruh yang nyata pada persentase
dekolorisasi. Analisis ragam dinyatakan berbeda
nyata sehingga dilanjutkan dengan uji lanjut Tukey
pada selang kepercayaan 95%. Data hasil uji lanjut
menunjukkan  ketiga  perbandingan  memiliki
perbedaan yang nyata dengan o sebesar 0.05. Nilai
rata-rata derajat kesamaan dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Persentase Dekolorisasi (%) Terhadap
Variasi Konsentrasi Alginat dan PVA

Nilai rata-rata

Konsentrasi N
PVA:alginat Persentase Dekolorisasi
(%)
8:1 47.712
10:1 42.71°
12:1 36.99¢

Keterangan: Menurut uji Tukey 5% huruf yang sama tidak
berbeda nyata

Penelitian  sebelumnya menunjukkan, PVA
berperan besar dalam kekuatan dan ketahanan beads,
sedangkan  kalsium alginat akan menambah
kemampuan permukaan beads sehingga dapat
mengurangi aglomerasi (Dave & Madamwar 2006).
Terdapat kecenderungan penurunan kemampuan
dekolorisasi seiring dengan peningkatan konsentrasi
PVA pada beads. Menurut Zhan et al. (2013),
kenaikan konsentrasi PVA akan menghasilkan beads
dengan ukuran pori-pori yang lebih kecil, sehingga
transpor nutrisi dan oksigen menjadi lebih rendah.
Beads dengan kosentrasi 12:1 memiliki pori-pori
yang lebih kecil dan padat sehingga akses nutrisi dan
oksigen pada konsorsium bakteri menurun dan
mengakibatkan berkurangnya persentase

dekolorisasi. Gambar 1 menunjukkan penampang
beads amobilisasi dengan perbedaan komposisi
perbandingan PVA-alginat. PVA-alginat
perbandingan 8:1 dan 10:1 memiliki bentuk bulat,
sedangkan perbandingan 12:1 memiliki ekor di
bagian bawah beads. Hal tersebut dapat dikaitkan
dengan viskositas dari campuran PVA-alginat yang
digunakan. Semakin tinggi konsentrasi dari PVA
yang digunakan, semakin tinggi pula viskositas
campuran matriks. Viskositas yang terlalu tinggi
tidak ideal untuk membentuk beads yang bulat
sempurna (Lee et al. 2013).

beads

Gambar 1.
perbandingan (A) PVA:alginat (8:1) memiliki bentuk
bulat; (B) PVA:alginat (10:1) memiliki bentuk bulat;
(C) PVA:alginat (12:1) memiliki ekor dibagian akhir
beads

Penampang komposisi

Struktur penampang melintang dari beads dengan
masing-masing perbandingan  juga  diamati
menggunakan Scanning Electron Microscopy (SEM)
pada perbesaran 1500x menggunakan alat FEI
Quanta FEG 650. Hasil pengamatan dengan SEM
(Gambar 2) menunjukkan bahwa perbandingan 8:1
memiliki rata-rata ukuran pori sebesar 6,306 um,
perbandingan 10:1 memiliki ukuran pori 5,089 pm,
serta perbandingan 12:1 memiliki ukuran pori 2,557
um. Beads dengan variasi konsentrasi 8:1 memiliki
ukuran pori yang besar yang ditunjukkan oleh hasil
pengujian biodegradasi, pengamatan SEM dan
pengujian kebocoran beads. Ukuran pori yang besar
juga akan menghasilkan nilai swelling yang cukup
tinggi. Selain itu, kenampakan fisik dan cairan beads
terlalu cair, tidak beraglomerasi dan sulit dibuat
menjadi beads. Sedangkan beads dengan konsentrasi
12:1 memiliki ukuran pori-pori yang kecil, namun
memiliki tingkat swelling yang paling besar dengan
kenampakan fisik memiliki ekor dan cairan beads
yang terlalu kental dengan aglomerasi yang besar dan
sulit dibuat menjadi beads. Oleh sebab itu,
konsentrasi 10:1 merupakan variasi penghasil beads
terbaik yang bersifat kuat, elastis dengan bentuk
spherical.

KESIMPULAN

Perbandingan PVA dan alginat yang digunakan
sebagai penyusun matriks amobilisasi memiliki
pengaruh terhadap tingkat biodegradasi, tingkat
swelling, dan kebocoran yang terjadi. Pengujian yang
telah dilakukan menunjukkan rasio komposisi antara
PVA-alginat berpengaruh nyata terhadap kemampuan
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Gambar 2. Kenampakan beads amobilisasi pada SEM. Perbesaran 1500x: (A) Penampang melintang beads
perbandingan 8:1 dengan ukuran pori-pori 6.306 um, (B) Penampang melintang beads perbandingan 10:1
dengan ukuran pori-pori 5.089 pum, (C) Penampang melintang beads perbandingan 12:1 dengan ukuran pori-pori
2.557 um, Perbesaran 800x: (D) Permukaan beads perbandingan 10:1.

dekolorisasi pewarna sintetis azo. Nilai swelling
terbesar dihasilkan dari komposisi perbandingan
PVA:alginat 8:1 sebesar 1,88 mm yang diikuti
dengan perbandingan 12:1 sebesar 0,63 mm dan 10:1
sebesar 0,50 mm. Tingkat kebocoran beads tertinggi
dihasilkan oleh perbandingan PVA-alginat 8:1
sebesar (0.D) 0,849, diikuti oleh perbandingan 12:1
sebesar (0.D) 0,733 dan terakhir oleh perbandingan
10:1 sebesar (O.D) 0,657. Persentase dekolorisasi
terbesar dihasilkan oleh komposisi PVA-alginat
perbandingan 8:1 sebesar 47,71%, diikuti dengan
perbandingan 10:1 sebesar 42,71% dan perbandingan
12:1 sebesar 36,99%. Beads komposisi perbandingan
8:1 menghasilkan persentase dekolorisasi yang paling
tinggi namun memberikan nilai swelling dan tingkat
kebocoran sel yang paling besar yang dikarenakan
ukuran pori yang paling besar (6,306 um), sedangkan
beads komposisi perbandingan 12:1 menghasilkan
tingkat kebocoran sel yang paling kecil namun
menghasilkan persentase dekolorisasi yang paling
kecil dengan ukuran pori terkecil sebesar 2,557 pm.
Hasil pengujian terhadap ketiga  parameter
menunjukkan komposisi perbandingan PVA-alginat
10:1 memiliki kestabilan yang baik serta memberikan
tingkat dekolorisasi tinggi.
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