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THE EFFECT OF CARBON AND NITROGEN SOURCES ON
BIODEGRADATION OF DIRECT RED 80 USING

Aeromonas jandaei BD 02 AND Pseudomonas guguanensis BD 14

Sani Marselli Br Barus
NIM: 08041281722056

RESUME

Kain Jumputan Palembang is a commodity that is growing rapidly along with the
large number of consumer demands from various parts of Indonesia and abroad.
About 60-75% of synthetic dyes used in the textile industry are azo dyes. Azo
dyes such as Direct Red have a complex structure, are soluble in water, contain
metals, have an aromatic structure and have one or more azo bonds (—-N=N-)
making them difficult to degrade. The biological method is an effective dye
removal method because it does its job quickly, is cost-effective, environmentally
friendly and does not produce secondary contaminants. The presence of
azoreductase enzyme is thought to play a role in breaking azo bonds. The need for
carbon and nitrogen in the biodecolorization process is very necessary to increase
the ability of the bacteria Aeromonas jandaei BD 02 and Pseudomonas
guguanensis BD 14 in degrading Direct Red 80 dye. Microorganisms need
different carbon and nitrogen sources to increase the ability of biodegradation,
growth and survival of microorganisms so that able to produce azoreductase
enzymes that play a role in breaking azo bonds in Direct Red 80 dye.

The research was carried out from February 2021 to May 2021, at the Genetics
and Biotechnology Laboratory, Department of Biology, Faculty of Mathematics
and Natural Sciences, Sriwijaya University. This study used a factorial
Randomized Block Design with 3 treatment factors. Factor | is the type of bacteria
(Aeromonas jandaei BD 02 and Pseudomonas guguanensis BD 14), factor Il is
the type of carbon source (glucose, sucrose, and lactose) and factor 11l is the type
of nitrogen source (yeast extract, peptone and tryptophan). The experiment was
repeated three times test.

Based on the research that has been done, it can be seen that, the addition of a 1%
lactose carbon source with a nitrogen yeast extract of 0,5% resulted in the best
number of bacterial cells in Aeromonas jandaei BD 02 bacteria reaching
4,6 x 10% cfu/mL and Pseudomonas guguanensis BD 14 reaching 5,2 x 10°
cfu/mL. The addition of a carbon source 1% sucrose with tryptophan 0,5% as
nitrogen source produced the highest percentage of degradation power in
Aeromonas jandaei BD 02 of 86,66% and Pseudomonas guguanensis BD 14 of
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84,60%. The results of biodegradation of Direct Red 80 dye produced different
chromatogram patterns. The Rf value in the control was 0,89 and in the treatment
culture Aeromonas jandaei BD 02 + Sucrose + Tryptophan had an Rf value of
0,62 while Pseudomonas guguanensi BD 14 + Sucrose + Tryptophan was 0,56.
The addition of carbon and nitrogen sources had a positive effect on the growth
of Aeromonas jandaei BD 02 and Pseudomonas guguanensis BD 14 bacteria and
increased the percentage of Direct Red 80 dye degradation.

Keywords: Azoreductase, Biodegradation, Carbon and Nitrogen Sources, Direct
Red Dyes, Indigenous bacteria.
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PENGARUH SUMBER KARBON DAN NITROGEN PADA
BIODEGRADASI ZAT WARNA DIRECT RED 80 MENGGUNAKAN
Aeromonas jandaei BD 02 DAN Pseudomonas guguanensis BD 14

Sani Marselli Br Barus
NIM: 08041281722056

RINGKASAN

Kain jumputan Palembang adalah komoditi yang tumbuh pesat bersamaan dengan
banyaknya permintaan konsumen dari berbagai wilayah Indonesia maupun
mancanegara. Sekitar 60-75% pewarna sintetis yang digunakan dalam industri
tekstil adalah pewarna azo. Pewarna azo seperti zat warna Direct Red memiliki
struktur yang kompleks, bersifat larut dalam air, mengandung logam, memiliki
struktur aromatik dan memiliki satu atau lebih ikatan azo (-N=N-) sehingga sulit
untuk didegradasi. Metode biologis merupakan metode penghilangan pewarna
yang efektif karena melakukan tugasnya dengan cepat, hemat biaya, ramah
lingkungan dan tanpa menghasilkan kontaminan sekunder. Keberadaan enzim
azoreduktase diduga berperan dalam pemutusan ikatan azo. Kebutuhan karbon
dan nitrogen pada proses biodekolorisasi sangat diperlukan untuk meningkatkan
kemampuan bakteri Aeromonas jandaei BD 02 dan Pseudomonas guguanensis
BD 14 dalam mendegradasi zat warna Direct Red 80. Mikroorganisme
membutuhkan sumber karbon dan nitrogen yang berbeda untuk dapat
meningkatkan kemampuan biodegradasi, pertumbuhan dan kelangsungan hidup
mikroorganisme sehingga mampu menghasilkan enzim azoreduktase yang
berperan dalam pemutusan ikatan azo pada zat warna Direct Red 80.

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari 2021 sampai Mei 2021, bertempat di
Laboratorium Genetika dan Bioteknologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya. Penelitian ini menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) faktorial dengan 3 faktor perlakuan. Faktor I
adalah jenis bakteri (Aeromonas jandaei BD 02 dan Pseudomonas guguanensis
BD 14), faktor Il adalah jenis sumber karbon (glukosa, sukrosa, dan laktosa) dan
faktor 11l adalah jenis sumber nitrogen (yeast ekstrak, pepton dan triptofan)
percobaan diulang sebanyak tiga ulangan.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diketahui bahwa, penambahan
sumber karbon laktosa 1% dengan sumber nitrogen yeast ekstrak 0,5%
menghasilkan jumlah sel bakteri tertinggi pada bakteri Aeromonas jandaei BD 02
mencapai 4,6 x 10%° cfu/mL dan Pseudomonas guguanensis BD 14 mencapai
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52 x 10%fu/mL. Penambahan sumber karbon sukrosa 1% dengan sumber
nitrogen triptofan 0,5% menghasilkan persentase daya degradasi tertinggi pada
bakteri Aeromonas jandaei BD 02sebesar 86,66% dan Pseudomonas guguanensis
BD 14sebesar 84,60%. Hasil biodegradasi zat warna Direct Red 80 menghasilkan
pola kromatogram yang berbeda. Nilai Rf pada kontrol sebesar 0,89 dan pada
kultur perlakuan Aeromonas jandaei BD 02 + Sukrosa + Triptofan memiliki nilai
Rf sebesar 0,62 sedangkan Pseudomonas guguanensi BD 14 + Sukrosa +
Triptofan sebesar 0,56. Penambahan sumber karbon dan nitrogen memberikan
pengaruh positif terhadap pertumbuhan bakteri Aeromonas jandaei BD 02 dan
Pseudomonas guguanensis BD 14 serta meningkatkan persentase daya degradasi
zat warna Direct Red 80.

Kata Kunci: Azoreduktase, Bakteri indigen, Biodegradasi, Direct Red, Sumber
Karbon dan Nitrogen.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kain jumputan Palembang adalah komoditi yang tumbuh pesat bersamaan
dengan banyaknya permintaan konsumen dari berbagai wilayah Indonesia
maupun mancanegara (Susmanto et al., 2020). Pada proses pembuatan kain
jumputan banyak menggunakan zat warna sintetis yang bersifat toksik dan
karsinogenik sehingga dapat mengganggu kesehatan, meracuni biota air di dalam
perairan, dan menyebabkan terganggunya estetika apabila limbah cair zat warna
sintetis tersebut dibuang langsung ke perairan (Fitriana & Kuswytasari, 2013).

Perusahaan industri kain jumputan lebih memilih menggunakan zat warna
sintetis dibandingkan menggunakan zat warna alami disebabkan karena zat warna
sintetis memiliki keunggulan dalam hal intensitas warna yang lebih tinggi,variasi
warna lebih banyak, harga lebih terjangkau, tersedia dalam jumlah banyak serta
mudah dalam penggunaannya (Susmanto et al., 2020). Sekitar 60-75% pewarna
sintetis yang digunakan dalam industri tekstil adalah pewarna azo. Pewarna azo
seperti zat warna Direct Red memiliki struktur yang kompleks, bersifat larut
dalam air, mengandung logam, memiliki struktur aromatikdan memiliki satu atau
lebih ikatan azo (—-N=N-) sehingga zat warna tersebut sulit untuk didegradasi
(Widjajanti et al., 2013).

Industri pembuatan kain jumputan sebagian besar merupakan industri
rumahan yang belum memiliki pengolahan limbah cair yang cukup baik sehingga

air limbah yang ada dibuang begitu saja ke lingkungan tanpa melalui tahap
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pengolahan limbah terlebih dahulu (Susmanto et al., 2020). Metode penghilangan
zat warna yang ada saat ini diklasifikasikan menjadi tiga kategori utama yaitu
metode fisik, oksidasi, dan biologis. Metode biologis merupakan metode
penghilangan pewarna yang efektif karena melakukan tugasnya dengan cepat,
hemat biaya, ramah lingkungan dan tanpa menghasilkan kontaminan sekunder
(Morsy et al., 2020).

Proses biodekolorisasi memiliki dua mekanisme yaitu biodegradasi dan
bioabsorbsi. Pada biodegradasi proses penghilangan warna melibatkan enzim serta
terbentuk senyawa-senyawa lain sedangkan pada bioabsorbsi terjadi penyerapan
zat warna oleh dinding sel mikroba. Biodegradasi zat warna azo berlangsung
melibatkan reaksi reduktif dari pemutusan ikatan pewarna azodan menghasilkan
struktur senyawa amina aromatik. Keberadaan enzim azoreduktase diduga
berperan dalam pemutusan ikatan azo (Joshi et al., 2020).

Secara alamiah, bakteri yang berpotensi dalam proses biodegradasi dapat
diisolasi dari limbah itu sendiri yang dikenal sebagai bakteri indigen. Bakteri
indigen dapat memanfaatkan senyawa-senyawa cemaran seperti zat warna sintetis
yang terdapat pada limbah tekstil sebagai sumber karbon dan nitrogen sehingga
dapat menyebabkan terjadinya proses biodegradasi (Fidiastuti & Endang, 2017).
Pada penelitian Aditama (2019), telah diidentifikasi bakteri indigen pendegradasi
zat warna sintestis dari limbah cair industri tekstil menggunakan DNA-barcoding
Gen 16S rRNA. Berdasarkan hasil penelitian tersebut terdapat 8 isolat yang telah

diidentifikasi, 2 diantaranya adalah isolat BD 02 yang memiliki kemiripan dengan
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Aeromonas jandaei strain CDC0787-80 sebesar 97% dan isolat BD 14 memiliki
kemiripan dengan Pseudomonas guguanensis strain CCG9A sebesar 76%.

Proses biodekolorisasi membutuhkan nutrisi berupa sumber karbon dan
nitrogen untuk menunjang pertumbuhan mikroba dalam meningkatkan populasi
mikroba sehingga mikroba yang berperan memiliki energi untuk menghasilkan
enzim azoreduktase yang digunakan mikroba untuk melakukan proses pemutusan
ikatan azo pada pewarna Direct Red 80. Berdasarkan penelitian Firliana (2020),
telah didapatkan hasil daya degradasi mencapai 51-53% dengan pengoptimasian
parameter lingkungan pada biodegradasi zat warna Direct Red 80 mengunakan
bakteri Aeromonas jandaei BD 02 dan Pseudomonas guguanensis BD 14 yaitu
dengan perlakuan konsenterasi zat warna 80 ppm, suhu 34°C, dan pH 6. Penelitian
tersebut menggunakan medium mineral yang hanya memiliki sumber nitrogen
dalam bentuk ammonium (NH,)2SO4 dan tidak memiliki sumber karbon.

Berdasarkan pada penelitian (Lalnunhlimi & Veenagayathri, 2016)
penambahan kombinasi sumber karbon 1%(w/v) dan sumber nitrogen 0.5%(w/v)
akan meningkatkan dekolorisasi pewarna campuran (Direct Blue 151 dan Direct
Red 31) mencapai 94% setelah inkubasi selama 5 hari pada Mineral Salt Medium.
Glukosa adalah sumber karbon berupa monosakarida yang paling banyak
digunakan dalam media pertumbuhan mikroorganisme dan efektif untuk ekspresi
banyak enzim (Ottoni et al., 2016). Selain itu, sumber karbon sederhana seperti
glukosa atau yang lebih kompleks seperti sukrosa, laktosa merupakan substrat

primer yang berfungsi sebagai penyumbang elektron dalam dekolorisasi zat warna
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azo karena kehadiran donor elektron merupakan prasyarat dalam reduksi pewarna
azo (Van Der Zee&Villaverde, 2005).

Sukrosa dapat meningkatkan pertumbuhan mikroorganisme dan yeast
ekstrak dianggap sebagai media suplement penting untuk regenerasi NADH yang
bertindak sebagai donor elektron untuk reduksi pewarna azo oleh mikroorganisme
(Lalnunhilmi & Krishnaswamy, 2016). Pepton kaya akan asam-asam amino bebas
dan peptida pendek yang mudah untuk digunakan oleh mikroba sehingga dapat
mendukung pertumbuhan sel mikroba (Kumar & Chandra, 2018). Asam amino
triptofan merupakan komponen asam amino yang umumnya terdapat pada protein,
sehingga asam amino triptofan ini dapat dengan mudah digunakan oleh
mikroorganisme sebagai sumber energi (Pattuju et al., 2014). Keberadaan
triptofan ini mungkin berperan dalam pembentukan enzim azoreduktase yang
digunakan mikroorganisme dalam proses degradasi pewarna azo. Berdasarkan hal
yang telah disebutkan maka pada penelitian ini dilakukan penambahan sumber
karbon berupa glukosa, sukrosa, laktosa dengan konsenterasi 1% (w/v) bersama
dengan sumber nitrogen berupa yeast ekstrak, pepton, triptofan dengan
konsenterasi 0,5% (w/v).

Proses biodegradasi yang berjalan dengan baik ditandai dengan
terbentuknya senyawa amina aromatik yang berasal dari hasil pemutusan ikatan
azo pada pewarna Direct Red 80 dalam kondisi aerob, oleh sebab itu dilakukan uji
kromatografi lapis tipis untuk melihat pola kromatogram yang terdapat pada plat

KLT dengan sinar UV 254 nm dan 366 nm. Terbentuknya pola kromatogram pada
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plat KLT menandakan terbentuknya senyawa baru setelah dilakukan penambahan
bakteri, sumber karbon serta sumber nitrogen.
1.2.  Perumusan Masalah
Bakteri Aeromonas jandaei BD 02 dan Pseudomonas guguanensis BD 14
membutuhkan sumber karbon dan nitrogen untuk dapat meningkatkan
kemampuan biodegradasi, pertumbuhan dan kelangsungan hidup mikroorganisme
yang berperan dalam pemutusan ikatan azo pada zat warna Direct Red 80.
Penambahan jenis bakteri, jenis sumber karbon dan jenis sumber nitrogen berbeda
dilakukan untuk melihat pengaruh sumber karbon dan sumber nitrogen terhadap
peningkatan persentase daya degradasi serta jumlah sel bakteri yang berperan.
Salah satu cara untuk mengetahui bahwa proses biodegradasi telah berjalan atau
tidak adalah dengan melihat terbentuknya senyawa antara yang tidak berwarna
seperti senyawa amina aromatik. Terbentuknya senyawa antara tersebut dapat
diketahui dengan dilakukan uji kromatografi lapis tipis dan melihat pola
kromatogram yang terdapat pada plat KLT dengan menggunakan sinar UV
254 nm dan 366 nm.
1.3.  Tujuan
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui pertumbuhan sel bakteri Aeromonas jandaei BD 02 dan

Pseudomonas guguanensis BD 14 pada sumber karbon dan nitrogen berbeda.
2. Mengetahui kemampuan biodegradasi zat warna Direct Red 80 oleh bakteri

Aeromonas jandaei BD 02 dan Pseudomonas guguanensis BD 14 pada

sumber karbon dan nitrogen berbeda.
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3. Membandingkan pola kromatografi hasil biodegradasi zat warna
Direct Red 80 pada perlakuan penambahan jenis bakteri, jenis sumber karbon
dan jenis sumber nitrogen yang menghasilkan daya degradasi tertinggi.

14. Manfaat

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang pengaruh
jenis sumber karbon dan nitrogen berbeda terhadap pertumbuhan sel bakteri

Aeromonas jandaei BD 02 dan Pseudomonas guguanensis BD 14 serta

kemampuannya dalam biodegradasi zat warna Direct Red 80.
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