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BIODECOLORIZATION of DIRECT RED 80 by
THERMOPHILIC BACTERIA FROM SEMENDO

HOT SPRINGS

Rijal Abdul Hadi Harahap
08041281924051

SUMMARY

Synthetic dye waste direct red 80 from the textile industry and textile products
is very difficult to degrade in nature due to its complex structure and is highly toxic.
Several microorganisms, one of which is bacteria, are known to have the ability to
decolorize synthetic dyes. The condition of dye waste which tends to have an
alkaline pH, high temperature, and toxic organic compounds means that not all
bacteria can be used as dye-decolorizing agents. Further exploration and
identification of thermophilic bacteria originating from hot springs, especially from
Semendo, needs to be carried out to obtain bacteria that have the potential to be bio-
decolorizing agents for synthetic dyes.

This research aims to obtain isolates of thermophilic bacteria that have the
potential to decolorize direct red 80 dye, determine the optimum conditions (pH,
temperature, and agitation speed) for growth and biodecolorization activity of dyes,
analyze the safety of products resulting from direct red 80 biodecolorization using
FT-IR analysis, and identify potential thermophilic bacterial species based on the
analysis of the 16S rRNA gene sequences as well as the construction of the
phylogenetic tree. This research was conducted from August 2022 to January 2023
at the Genetics and Biotechnology Laboratory, Microbiology Laboratory,
Physiology and Development Laboratory, Department of Biology, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya University, Indralaya.

The stages of the research consisted of rejuvenation, broth culture
preparation, selection of thermophilic bacteria to decolorize direct red 80,
measurement of decolorization ability, optimization (pH, temperature, and agitation
speed), analysis of decolorized products, characterization, and genotypic
identification using the 16S rRNA gene barcode. All bacterial isolates from
Semendo hot springs were able to decolorize direct red 80 at a concentration of 80
ppm for 5 days with the highest decolorizing ability owned by SAA isolates of
59,82 + 0,89%. The optimum percentage of decolorization power of SAA isolates
was 66,94 + 0,48% at pH 9, temperature 75°C, with an agitation speed of 120 rpm.
The results of the FT-IR spectrum analysis indicated the detection of amine groups
in the direct red 80 decolorization product by SAA isolate that can be evaluated by
the formation of peaks at 1635,00 cm?, 1154,13 cm™, and 1076,31 cm™. The DNA
sequence of Isolate SAA has a high similarity with Paenibacillus phoenicis strain
3PO2SA, which is 98,55%.

Keywords: Biodecolorization, Termophilic bacteria, Direct Red 80, Barcoding
16S rRNA
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BIODEKOLORISASI DIRECT RED 80 OLEH BAKTERI

TERMOFILIK DARI SUMBER AIR PANAS ASAL SEMENDO

Rijal Abdul Hadi Harahap
08041281924051

RINGKASAN

Limbah zat warna sintetik direct red 80 industri tekstil dan produk tekstil
sangat sulit diuraikan di alam disebabkan strukturnya yang kompleks dan bersifat
sangat toksik. Beberapa mikroorganisme salah satunya bakteri diketahui memiliki
kemampuan biodekolorisasi zat warna sintetik. Kondisi limbah zat warna industri
TPT yang cenderung memiliki pH basa, suhu tinggi, dan kaya akan senyawa
organik toksik menyebabkan tidak semua bakteri dapat dimanfaatkan sebagai agen
biodekolorisasi zat warna. Eksplorasi dan identifikasi lebih lanjut terhadap bakteri
termofilik yang bersumber dari sumber air panas khususnya asal Semendo perlu
dilakukan agar didapatkan bakteri yang berpotensi sebagai agen biodekolorisasi zat
warna sintetik.

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh isolat bakteri termofilik yang
berpotensi mendekolorisasi zat warna direct red 80, mengetahui kondisi optimum
(pH, suhu, dan kecepatan agitasi) terhadap pertumbuhan dan aktivitas
biodekolorisasi zat warna, menganalisis keamanan produk hasil biodekolorisasi
direct red 80 dengan analisis FT-IR, dan mengetahui spesies bakteri termofilik yang
berpotensi berdasarkan analisis sekuens gen 16S rRNA sekaligus konstruksi pohon
filogenetiknya. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2022 sampai
dengan Januari 2023 di Laboratorium Genetika dan Bioteknologi, Laboratorium
Mikrobiologi, Laboratorium Fisiologi dan Pekembangan Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya, Indralaya.

Tahapan penelitian terdiri dari peremajaan bakteri, pembuatan kultur cair,
seleksi bakteri termofilik untuk biodekolorisasi direct red 80, pengukuran daya
biodekolorisasi, optimasi (pH, suhu, dan kecepatan agitasi), analisis produk hasil
biodekolorisasi, karakterisasi, dan identifikasi secara genotipik menggunakan
barcoding gen 16S rRNA. Semua isolat bakteri yang berasal dari sumber air panas
asal Semendo mampu mendekolorisasi direct red 80 pada konsentrasi 80 ppm
selama 5 hari dengan persentase daya biodekolorisasi terbesar dimiliki oleh isolat
SAA sebesar 59,82 + 0,89%. Persentase daya biodekolorisasi isolat SAA optimum
sebesar 66,94 * 0,48% pada pH 9, suhu 75°C, dengan kecepatan agitasi 120 rpm.
Hasil analisis spektrum FT-IR mengindikasikan terdeteksinya gugus fungsi amina
pada produk hasil biodekolorisasi direct red 80 oleh isolat SAA ditandai
terbentuknya peak pada bilangan gelombang 1635,00 cm, 1154,13 cm™, dan
1076,31 cm*. Sekuen Isolat SAA memiliki tingkat kemiripan yang tinggi dengan
Paenibacillus phoenicis strain 3PO2SA yaitu sebesar 98,55%.

Kata Kunci: Biodekolorisasi, Bakteri Termofilik, Direct Red 80, Barcoding
16S rRNA
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Industri Tekstil dan Produk Tekstil (TPT) berperan penting dalam membantu
pertumbuhan ekonomi di Indonesia dimana pada tahun 2019 industri ini
menyumbang sebesar 8,66% dari total ekspor non-migas nasional
(Putra et al., 2021). Dalam kegiatan produksinya, industri TPT sangat bergantung
pada penggunaan zat warna sintetik khususnya dari golongan azo. Salah satu jenis
pewarna azo yang umum digunakan dalam industri TPT adalah direct red 80
(Christiany et al., 2019).

Zat warna sintetik yang dapat berikatan dengan serat tekstil hanya sekitar 85-
90% dan sisanya terbuang ke lingkungan sebagai limbah. Limbah zat warna
memiliki kandungan logam berat yang tinggi sehingga apabila mencemari badan
air dapat memicu peningkatan nilai pH, Biological Oxygen Demand (BOD), dan
Chemical Oxygen Demand (COD). Selain itu, senyawa toksik yang terkandung
pada pewarna azo bersifat kasinogenik dan mutagenik bagi berbagai hewan air
maupun darat (Sarkar et al., 2017). Pengolahan limbah secara biologis dengan
bakteri sebagai agen biodekolorisasi perlu dilakukan untuk mengurangi efek negatif
yang disebabkan oleh limbah zat warna (Pinheiro et al., 2022).

Suhu limbah zat warna yang tinggi (50-80°C) menyebabkan tidak semua jenis
bakteri dapat dimanfaatkan sebagai agen biodekolorisasi zat warna sintetik. Bakteri

termofilik dinilai berpotensi sebagai agen biodekolorisasi disebabkan memiliki
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beberapa keunggulan, seperti mampu tumbuh optimal pada suhu tinggi (45-112°C),
pH antara 7,5-8,5, toleransi yang tinggi terhadap bahan organik, dan mampu
menghasilkan enzim termostabil (Pandey et al., 2015). Enzim termostabil pada
bakteri termofilik berperan penting dalam proses biodegradasi dan detoksifikasi,
dimana Kinerjanya cendrung meningkat pada suhu lingkungan yang relatif tinggi
(Mahmood et al., 2015).

Penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Muharni et al. (2018), menunjukkan
bakteri termofilik yang diisolasi dari sumber air panas Tanjung Sakti (Sumatera
Selatan) mampu mendekolorisasi zat warna sintetik direct blue.
Anoxybacillus rupiensis memiliki daya biodekolorisasi sebesar 83,25% pada
konsentrasi limbah 80% (v/v) dan Anoxybacillus flavithermus sebesar 69% pada
konsentrasi limbah 40% (v/v). Penelitian lainnya yang dilakukan oleh
Rajashekarappa et al. (2022), menunjukkan Geobacillus thermoleovorans KNG
112 yang diisolasi dari sumber air panas Bandaru (India) mampu medekolorisasi
amaranth RI sebesar 60% dan fast red E sebesar 75% masing-masing di pH 7 dan
8 pada suhu 55°C.

Bakteri termofilik juga diketahui mampu mendekolorisasi zat warna sintetik
yang sangat toksik bagi organisme lain, seperti direct black G dan juga mampu
bertahan pada lingkungan dengan kandungan logam berat yang tinggi
(Aragaw et al., 2022). Penelitian lain yang dilakukan oleh Gianolini et al. (2021),
mengkonfirmasi bahwa enzim termostabil, yaitu lakase yang diisolasi dari

Geobacillus stearothermophilus ATCC 10149 mampu mendekolorisasi remazol
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brilliant blue R sampai 90% dan mempertahankan 70% aktivitas awalnya sampai
24 hari perlakuan dengan rentang suhu 25-60°C.

Eksplorasi lebih lanjut terhadap bakteri termofilik dari sumber air panas
sebagai agen biodekolorisasi zat warna, khususnya direct red 80 penting untuk
dilakukan. Selain itu, optimasi pH, suhu, dan kecepatan agitasi perlu dilakukan
untuk mengetahui kondisi terbaik bakteri termofilik dalam mendekolorisasi zat
warna. Sumatera Selatan diketahui memiliki beberapa sumber air panas terutama di
sekitar Kecamatan Semendo, Kabupaten Muara Enim. Suhu sumber air panas asal
Semendo berkisar 60-85°C dengan pH air 4-8,5. Kondisi lingkungan ini sangat
potensial untuk didapatkannya berbagai jenis bakteri termofilik yang berpotensi
sebagai agen biodekolorisasi zat warna.

Pengidentifikasian melalui pendekatan genotipik dengan DNA barcoding
dapat dilakukan untuk memberikan informasi yang lebih spesifik dan akurat tentang
spesies bakteri termofilik yang berpotensi. DNA Barcoding memanfaatkan sekuens
pendek DNA dari standard region pada genom dan biomarker salah satunya gen
16S rRNA (Wirawan et al., 2021). Penggunaan gen 16S rRNA sebagai biomarker
memiliki berbagai keuntungan, seperti bersifat identik pada berbagai organisme dan
ubikuitas, dapat digunakan sebagai kronometer evolusi karena jarak evolusinya
dapat berubah, memiliki bagian yang konservatif untuk merekonstruksi pohon
filogenetik universal, dan memiliki bagian yang hyper variable region yang

memudahkan identifikasi bakteri (Akihary dan Beivy, 2020).
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1.2 Rumusan Masalah
Limbah zat warna sintetik direct red 80 industri TPT sangat sulit diuraikan di
alam disebabkan strukturnya yang kompleks dan bersifat sangat toksik. Beberapa
organisme khususnya bakteri, diketahui memiliki kemampuan biodekolorisasi zat
warna sintetik. Namun, kondisi limbah zat warna industri TPT yang cenderung
memiliki pH basa, suhu tinggi (50-80°C), dan kaya akan senyawa organik toksik
menyebabkan tidak semua bakteri dapat dimanfaatkan sebagai agen biodekolorisasi
zat warna. Eksplorasi dan identifikasi lebih lanjut terhadap bakteri termofilik yang
bersumber dari air panas khususnya asal Semendo perlu dilakukan agar didapatkan
bakteri yang mampu mendekolorisasi zat warna khususnya yang mampu hidup
pada rentang pH yang luas, suhu tinggi, tahan terhadap senyawa organik toksik, dan
menguraikannya menjadi senyawa yang kurang toksik. Berdasarkan latar belakang
yang telah diuraikan, rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Apakah isolat bakteri yang diisolasi dari sampel air dan lumpur sumber air
panas asal Semendo mampu mendekolorisasi zat warna sintetik direct red
807
2. Bagaimana pengaruh suhu, pH, dan kecepatan agitasi yang berbeda
terhadap pertumbuhan dan aktivitas dekolorisasi zat warna sintetik direct
red 80 isolat bakteri termofilik dari sumber air panas asal Semendo?
3. Apakah produk hasil biodekolorisasi zat warna sintetik direct red 80 oleh
isolat bakteri termofilik dari sumber air panas asal Semendo mengandung

senyawa yang bersifat toksik bagi lingkungan berdasarkan analisis FT-IR?
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4. Apa jenis atau spesies bakteri termofilik yang berpotensi sebagai agen
biodekolorisasi zat warna sintetik direct red 80 berdasarkan analisis

sekuens gen 16S rRNA serta hubungan filogenetiknya?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memperoleh isolat bakteri termofilik yang berpotensi mendekolorisasi zat
warna sintetik direct red 80

2. Mengetahui suhu, pH, dan kecepatan agitasi yang optimum untuk
pertumbuhan bakteri termofilik dan aktivitas biodekolorisasi zat warna
sintetik direct red 80 isolat bakteri termofilik dari sumber air panas asal
Semendo

3. Menganalisis terbentuk atau tidaknya senyawa yang bersifat toksik pada
produk hasil biodekolorisasi zat warna sintetik direct red 80 oleh bakteri
termofilik dengan analisis FT-IR

4. Mengetahui jenis atau spesies bakteri termofilik yang berpotensi sebagai
agen biodekolorisasi zat warna sintetik direct red 80 berdasarkan analisis

sekuens gen 16S rRNA sekaligus konstruksi pohon filogenetiknya

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan mampu menjadi sumber data mengenai
bakteri termofilik yang mampu mendekolorisasi zat warna sintetik terutama direct
red 80 yang selanjutnya dapat dimanfaatkan sebagai agen biodekolorisasi limbah
zat warna sintetik industri TPT sekaligus mengurangi dampak negatif dari cemaran

pewarna tekstil dan lebih aman saat dibuang ke lingkungan.
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