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BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tahapan Penelitian

Penelitian yang dilakukan dalam tugas akhir ini adalah penelitian skala laboratorium mengenai variasi waktu detensi hidrolik terhadap penyisihan warna Remazol Golden Yellow 6 dalam Bioreaktor Unggun Tetap (Packed Bed Bioreaktor). Adapun tahapan penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.



3.2 Penyiapan Alat Dan Bahan

3.2.1 Alat Yang Digunakan
· Autoclave (merek International) yaitu berfungsi untuk mensterilisasi PDC dan peralatan yang tahan panas, seperti labu erlenmeyer dan pipet volume yang akan digunakan.

· Bioreaktor Unggun Tetap (Packed Bed Bioreaktor) yaitu Bioreaktor skala laboratorium tempat proses penyisihan zat warna Remazol Golden Yellow 6 oleh jamur.
· Buret 5 ml (merek E-MIL) berfungsi untuk tempat larutan FAS dalam penentuan COD.
· Cawan porcelain 15 ml (merek: EX RRC) yaitu wadah untuk menguap larutan (Total Solid dan VSS) pada oven 105o C dan 600o C.
· Digital Oxygen meter (merek LUTRON 5510) yaitu alat untuk mengetahui konsentrasi oksigen terlarut.
· Kaca Preparat (Preparat glass) yaitu alat untuk menyimpan biakan jamur yang akan diidentifikasi dengan alat mikroskop.
· Kertas timbang yaitu untuk tempat bahan kimia (Dextrose) dan zat warna Remazol Golden Yellow 6 untuk 1000 ppm (1 gram).
· Kuvet 10 ml (merek Milton Company yaitu untuk pemeriksaan konsentrasi warna dalam spektrofotometer.
· Labu Erlenmeyer 250 ml (merek EX RRC, PYREX dan DURAN)  yaitu untuk seeding dan aklimatisasi jamur terlekat yang berlangsung secara batch.
· Labu Erlenmeyer 1000 ml (merek: PYREX) yaitu tempat imobilisasi jamur pada media kulit kacang tanah dengan zat warna Remazol Golden Yellow 6.
· Labu ukur 1000 ml (merek: EX RRC) untuk pengenceran zat warna Remazol Golden Yellow 6 dengan konsentrasi 1000 ppm atau limbah buatan (artifisial).
· Mikroskop XS 201 yaitu alat untuk mengindentifikasi jenis jamur yang telah tumbuh.
· Oven 105 ºC dan 600 ºC (merek NEY M-525 Series USA dan International EX Korea) yaitu tempat pemanasan yang dilakukan terhadap biomassa untuk pengukuran MLVSS.
· Inkubator (merek WTC Binder) yaitu untuk menyimpan biakan jamur pada suhu kamar.
· pH meter (merek WTW pH 90 Ex Germany  dan YK-2001(Lutron)) yaitu alat untuk mengukur pH.
· Pipet Ukur 10 ml (merek HBG Ex Germany) untuk mengambil sampel

· Reflux COD merek (Lokal dan HACH) yaitu alat untuk memanaskan botol COD yang telah terdapat sampel untuk pengukuran COD dari limbah organik yang diteliti.
· Sentrifuge (merek Lokal) yaitu alat untuk memisahkan antara cairan dengan padatan biomassa.
· Shaker (merek: Kottermann 4020) yaitu alat yang digunakan agar biofilm yang terjerat dalam media kulit kacang tanah dapat terlepas untuk memeriksa Volatie Solid (VS).
· Spektrofotometer (Spectronic 20)  Untuk pengukuran absorban zat warna pada panjang gelombang 405 λ.
· Tabung COD (merek Lokal dan HACH) yaitu tempat untuk menyimpan larutan untuk memeriksa COD dengan penambahan larutan K2Cr2O7 dan Ag2SO4.

· Tabung sentrifuge yaitu untuk menyimpan larutan hasil sampling yang akan dipisahkan padatannya dari larutan.

· Termometer (merek Lokal dan SK) yaitu alat untuk mengukur suhu.
· Timbangan analitis digital (merek ACCULAB V 1-3 mg) yaitu untuk menimbang zat warna Remazol Golden Yellow 6 dan zat-zat kimia yang diperlukan dalam pembuatan pereaksi.
· Timbangan teknis yaitu alat untuk menimbang berat kentang yang akan digunakan dalam percobaan ini.
Peralatan-peralatan lain yang mendukung penelitian tersebut :
· Botol Aquadest.
· Bunsen.
· Filler.
· Gelas Kimia 100, 200 dan 1000 ml.
· Jarum Ose.
· Kompor Listrik.
· Labu Ukur 100 ml.
· Pipet tetes.
· Spatula.
· Tabung Reaksi.
· Tang krus.
3.2.2 Bahan Yang Digunakan
3.2.2.1  Larutan Stok Zat Warna Remazol Golden Yellow 6
Zat warna yang dipergunakan pada penelitian ini adalah zat warna Remazol Golden Yellow 6 yang diperoleh dari pembatikan yang terdapat di daerah Pekalongan. Zat warna tersebut diperoleh dalam bentuk serbuk, kemudian dibuat limbah pembatikan buatan (limbah artifisial).

Adapun cara kerjanya adalah sebagai berikut :
1. Siapkan zat warna tekstil Remazol Golden Yellow 6  (dalam bentuk serbuk) yang akan ditimbang.
2. Nyalakan neraca analitik digital dan biarkan sampai menunjukan angka nol.

3. Letakan kertas timbang pada neraca dan biarkan alat membaca berat kertas timbang. Setelah itu nolkan (tekan tombol tare)

4. Ambil zat warna Remazol Golden Yellow 6 dengan menggunakan spatula lalu timbang sesuai dengan berat yang diinginkan. Pada penelitian ini akan ditimbang sebanyak 1 gram untuk 1000 ppm. 
5. Setelah didapatkan berat zat warna yang diinginkan (1 gr), lalu masukan zat warna tadi pada labu ukur 1000 ml sampai tidak bersisa, dengan cara membilas kertas timbangnya dengan aquadest. Kemudian tambahkan aquadest hingga tanda batas.
6. Lalu kocok kira-kira sebanyak 20 kali hingga zat warna larut sempurna

7. Konsentrasi limbah warna RGY 6 artificial yang telah dibuat adalah 1000 mg/l (ppm)

8. Apabila akan membuat limbah tekstil artificial dengan konsentrasi warna yang diinginkan, maka gunakan rumus pengenceran dibawah ini :

Rumus Pengenceran : V1.K1 = V2.K2

Keterangan :  

V1 = Volume kerja yang akan digunakan (ditentukan)
V2 = Volume zat warna yang akan diambil dari larutan stock (yang dicari)

K1 = Konsentrasi zat warna yang akan dibuat (ditentukan)
K2 = Konsentrasi zat warna pada larutan stock (1000 ppm)

3.2.2.1.1  Pembuatan Kurva Kalibrasi Konsentrasi Warna

Pembuatan kurva kalibrasi ini bertujuan untuk mencari  persamaan garis dimana Y adalah nilai absorban dan X adalah konsentrasi zat warna (mg/l).

Penentuan kurva kalibrasi zat warna Remazol Golden Yellow 6
1. Buat konsentrasi zat warna dari 10 mg/l sampai 100 mg/l yang diambil dari larutan stok zat warna.

2. Nyalakan spektrofotometer, didiamkan selama 15 menit.

3. Atur  jarum penunjuknya ke angka nol, lalu atur panjang gelombangnya pada 405 nm.

4. Masukkan larutan blangko (aquadest) ke dalam sel dan atur jarum penunjuk hingga 100 % T.

5. Ganti larutan blangko dengan zat warna Remazol Golden Yellow 6 (10 – 100) mg/l (tiap kali kenaikan konsentrasi zat warna, atur dulu % T dari blangko, kemudian sampel) dan bacalah absorbannya.

6. Plotkan absorban terhadap konsentrasi, sehingga dapat persamaan garisnya.
7. Nilai persamaan garis yang dianggap valid adalah nilai R2 nya (R-squared) mendekati satu.
Nilai persamaan garis yang didapat dari kurva kalibrasi zat warna Remazol Golden Yellow 6 akan digunakan untuk penentuan konsentrasi zat warna yang disisihkan oleh jamur dan kulit kacang tanah.

3.2.2.2 Mikroorganisme Yang Digunakan

Mikroorganisme yang digunakan dalam penelitian ini adalah kelompok jamur (fungi) dalam kultur tercampur (Mixed Culture) yang berasal dari Sludge Collector Instalasi Pengolahan Air Limbah Tekstil PT. Grantex yang terletak di Jalan Raya Ujung Berung Bandung. Alasan menggunakan jamur tersebut karena jamur ini sudah terbiasa dengan limbah yang mengandung zat warna tekstil. Jamur yang digunakan adalah Aspergillus sp., Saccharomyces sp dan Penicillium sp.
3.2.2.3 Substrat Media Pertumbuhan Jamur
Media pertumbuhan yang baik untuk pertumbuhan jamur adalah PDC (Potato Dextrose Cair) . Menurut penelitian pendahuluan yang dilakukan oleh Isnaniar (2001), substrat pertumbuhan terbaik bagi jamur adalah PDC (Potato Dextrose Cair) dengan bahan air rebusan kentang yang ditambah dextrose. Komposisi dari kentang yaitu 12 sampai 20 % kanji (tajin), 70 sampai 80 % air dan sisanya protein (Degremont.,1991). Sedangkan penambahan dextrose bertujuan untuk memenuhi kebutuhan gula dalam medium. Menurut Pelczar (1993), konsentrasi gula dalam media untuk pertumbuhan jamur adalah 4 – 5 %. Dextrose yang digunakan dalam pembuatan PDC (Potato Dextrose Cair) sebanyak 1 gr/100 ml substrat.
Pembuatan media pertumbuhan jamur PDC adalah sebagai berikut :

Bahan :

1. 200 gr kentang yang telah diiris-iris

2. 10 gr dextrose

3. Aquadest 1 liter

Cara kerja :

1. Kentang yang telah diiris tipis dimasukan kedalam panci dan ditambahkan aquadest sebanyak 1000 ml

2. Rebus diatas kompor listrik selama 1 jam (dihitung 1 jam setelah mendidih) dan volumenya dijaga konstan.
3. Saring dengan menggunakan saringan kain kedalam gelas kimia 1000 ml, sehingga filtrat terpisah dengan larutan

4. Masukan 10 gr dextrose pada larutan kentang yang sudah disaring tadi, dan kocok hingga larut.

5. Media kemudian didistribusikan ke dalam Erlenmeyer volume 250 ml dengan volume kerja 100 ml yang selanjutnya disterilkan dalam autoclave dengan suhu 121 0C atau pada tekanan 1,5 psi (pound square inchi) selama 15 menit (terhitung setelah uap keluar).

3.3  Pengayaan Jamur pada Media PDC 

Jamur yang akan dipergunakan dalam penelitian ini harus dipelihara agar tidak mati, sehingga dapat tumbuh dan berkembang biak. Untuk menumbuhkan dan mengembangbiakkan jamur diperlukan suatu substrat yang disebut media pertumbuhan. Substrat pertumbuhan yang digunakan pada penelitian ini adalah PDC (Potato Dextrose Cair).
Cara kerja :

1. Inokulasikan biakan jamur 10 % v/v  pada media potato dextrose cair yang disimpan pada labu Erlenmeyer 250 ml dengan volume kerja 100 ml ( 90 ml PDC steril ditambah 10 ml biakan jamur).
2. Inkubasi di oven pada suhu 30 oC selama 3 hari.
3. Kemudian lakukan berulang-ulang sampai dengan mendapatkan biakan jamur yang tumbuh dengan baik dan jumlahnya banyak (biakan jamur kerja).
3.4  Percobaan Pendahuluan Secara Batch

3.4.1 Identifikasi Morfologi Jamur

Identifikasi morfologi jamur dilakukan pada awal penelitian. Jamur yang digunakan pada penelitian ini adalah jamur fakultatif anaerob yang berbentuk hifa, berwarna hijau. 

Adapun langkah-langkah pengerjaannya adalah : 

1. Ambil kaca objek dan cover glas, bersihkan dengan kapas yang telah dibasahi alkohol, kemudian panaskan sebentar kira-kira 10 sampai dengan 20 kali diatas nyala api (Bunsen) sehingga lemaknya hilang.

2. Setelah kaca objek dan cover glass sudah tidak berlemak, untuk kaca objek ditetesin air dan harus menyebar sama rata.
3. Bakar jarum ose hingga berpijar, ambil sedikit biakan jamur yang ada pada labu Erlenmeyer yang berisi biakan jamur dengan jarum ose dan letakan dipinggir tetesan air. Kemudian gesekan jarum ose pada kaca objek dan tutup dengan cover glass.
4. Keringkan jarum ose yang telah dipakai dan keringkan suspensi jamur diatas nyala api (bunsen).

5. Lalu periksa dengan mikroskop mula-mula dengan perbesaran 100X dan dilanjutkan dengan perbesaran 400 x.

3.4.2  Seeding Dan Aklimatisasi Biomassa Pada Zat Warna Remazol                  Golden Yellow 6 

Seeding (pembenihan) dilakukan untuk memperoleh biomassa jamur yang cukup untuk menguraikan bahan organik dalam limbah/air buangan. Sedangkan aklimatisasi dilakukan untuk memberikan kesempatan pada jamur untuk menyesuaikan diri dengan konsentrasi air buangan yang akan diolah. Seeding dan aklimatisasi dilakukan secara batch pada labu erlenmeyer 250 ml dengan volume kerja 100 ml. Pembenihan dilakukan dengan menginokulasikan 10 % v/v suspensi jamur ke dalam erlenmeyer yang mengandung media PDC dan zat warna Remazol Golden Yellow 6  dengan konsentrasi yang berbeda-beda.
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Gambar 3.2 Percobaan Secara Batch
Aklimatisasi dilakukan pada gelas erlenmeyer 250 ml dengan volume kerja 100 ml dengan menumbuhkan jamur secara batch dalam kondisi statis. Konsentrasi zat warna Remazol Golden Yellow 6 yang diberikan pada perlakuan ini adalah  10 – 100 mg/l dengan pertimbangan bahwa  pemberian konsentrasi zat warna secara bertahap dapat mempercepat proses adaptasi. 

Pembuatan konsentrasi warna dengan volume kerja 100 ml dapat dilihat pada tabel 3.1.

Tabel 3.1 Seeding dan aklimatisasi biomassa pada zat warna Remazol                                       Golden Yellow 6 pada konsentrasi 10 – 100 mg/l
	No
	Konsentrasi 

Warna (mg/l)
	Zat warna yang diambil dari larutan stock  (ml)
	Vol. Jamur    10 % v/v

(ml)
	Vol. air 
Rebusan Kentang        

 (ml)
	Dextrose 

(gr)

	1
	10
	1
	10
	89
	1

	2
	20
	2
	10
	88
	1

	3
	30
	3
	10
	87
	1

	4
	40
	4
	10
	86
	1

	5
	50
	5
	10
	85
	1

	6
	60
	6
	10
	84
	1

	7
	70
	7
	10
	83
	1

	8
	80
	8
	10
	82
	1

	9
	90
	9
	10
	81
	1

	10
	100
	10
	10
	80
	1


Aklimatisasi dilakukan dengan tahapan sebagai berikut :

· 200 gr irisan kentang direbus dalam 1000 ml air selama 1 jam dimana volume air rebusan dipertahankan terus hingga 1000 ml

· Setelah 1 jam dan agak dingin, air rebusan kentang disaring agar bagian-bagian kasar kentang tidak terbawa dalam air rebusan kentang

· Kemudian masukan air rebusan kentang kedalam labu Erlenmeyer 250 ml sebanyak yang dibutuhkan yaitu sesuai dengan konsentrasi warna yang akan digunakan, lalu masukan dextrose sebanyak 1 gr, kocok hingga dextrose larut, kemudian disterilisasi.
· Setelah disterilisasi maka zat warna dimasukan sebanyak konsentrasi yang diinginkan

· Ukur pH larutan, pertahankan pada pH 4 (bila basa, tambahkan larutan asam dan bila asam tambahkan larutan basa)

· Masukan jamur  sebanyak 10 % v/v
· Selanjutnya labu Erlenmeyer diinkubasi pada suhu 30°C  sampai jamur tumbuh dengan baik.
3.5 Kurva Pertumbuhan Jamur
Penetapan waktu detensi secara batch dilakukan dengan melihat kurva pertumbuhan jamur dan penyisihan warna. Percobaan dilakukan dengan berbagai variasi konsentrasi warna, yaitu 60, 80 dan 100 mg/l. Dengan mengetahui kurva pertumbuhan jamur tersebut maka akan didapatkan puncak fase logaritmik pada pertumbuhan jamur menurut fungsi waktu, yang selajutnya akan berfungsi untuk menentukan waktu detensi yang akan digunakan dalam penelitian utama.

Pecobaan ini dilakukan pada labu Erlenmeyer 250 ml dengan volume kerja 100 ml. Setelah dextrose, media kentang, zat warna konsentrasi tertentu dan jamur tercampur selanjutnya dishaker dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. Setiap 2 jam sekali diambil sampel secara triplo di buat dalam 3 labu Erlenmeyer 250 ml (tiga sampel dalam satu kali pemeriksaan). Penetapan kurva pertumbuhan secara batch dapat dilihat pada tabel 3.2.

Tabel 3.2 Penetapan Kurva Pertumbuhan Secara Batch Pada Konsentrasi                     Warna 
	Jam ke
	Jumlah jamur

	Pengambilan sampel

	
	
	Sampel 1
(absorban)
	Sampel 2
(absorban)
	Sampel 3
(absorban)
	Rata-rata

(absorban)

	0

2

4

↓
24
	…

…

…

…
	…

…

…

…
	…

…

…

...
	…

…

…

...
	…

…

…

...


Untuk melihat penyisihan warna dan pertumbuhan jamur tersuspensi, dibuat grafik dimana pada sumbu Y akan diplotkan nilai konsentrasi warna (mg/l) dan jumlah jamur, sedangkan pada sumbu X adalah waktu pengambilan sample (jam)
3.6 Persiapan Kulit Kacang

Media pendukung dan pengadsorp yang akan digunakan pada penelitian ini adalah kulit kacang tanah. Karena berdasarkan penelitian-penelitian terdahulu yang dilakukan di Lab TL UNPAS telah menunjukan bahwa kulit kacang tanah ini secara fisik-kimia mampu menyisihkan zat warna Remazol Golden Yellow 6 dengan proses adsorpsi.
Langkah pertama yang harus dilakukan adalah mengambil kulit kacang tanah kemudian dicuci dengan air sampai bersih lalu dijemur di bawah sinar matahari sampai benar-benar kering. 

Selanjutnya kulit kacang tanah yang telah bersih tersebut dipilih yang seragam ukurannya, ini bertujuan untuk memudahkan mencari luas dari keseluruhan kulit kacang yang akan dipakai untuk penelitian ini. Dimana nantinya luas kulit kacang ini berfungsi untuk menghitung Volatil Solid. Kulit kacang tanah yang telah dipilih bisa digunakan untuk penelitian ini.
3.7  Imobilisasi Sel pada Media Pendukung Kulit Kacang Tanah

Media pertumbuhan PDC dan zat warna Remazol Golden Yellow 6 dengan konsentrasi yang diinginkan serta media pendukung biomassa 10 % v/v kulit kacang dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 ml. Kemudian 10 % v/v suspensi jamur di inokulasi ke dalam erlenmeyer yang telah berisi media pertumbuhan dan media pendukung biomassa tersebut. 

Imobilisasi sel pada media pendukung kulit kacang dilakukan pada konsentrasi warna Remazol Golden Yellow 6 100 mg/l. Selanjutnya jamur yang terlekat pada media pendukung kulit kacang sudah banyak dilihat secara visualisasi dalam waktu 3 hari dapat digunakan untuk penelitian utama dalam mengolah limbah tekstil.

3.8 Penelitian Utama

Pengolahan air limbah berwarna artifisial di Bioreaktor Unggun Tetap (Packed Bed Bioreaktor) merupakan penelitian utama yang dilakukan untuk menentukan waktu detensi hidrolik yang optimum terhadap penyisihan warna, dan penyisihan COD pada ketinggian media pendukung tetap yaitu 20 cm. Ketinggian media pendukung tetap 20 cm diperoleh dari penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Nuryadi (2004) dan Cahyadi (2003) karena pada ketinggian tersebut mikroorganisme yang berada dalam sistem cukup baik dalam menyisihkan warna. Di dalam penelitian utama dilakukan juga pengukuran pH, temperatur, dan pengukuran terhadap pertumbuhan biomassa terlekat, kandungan oksigen terlarut (DO) serta rasio F/M. 
3.8.1 Model Instalasi Pengolahan

Bioreaktor yang digunakan adalah Bioreaktor Unggun Tetap (Packed Bed Bioreaktor). Bioreaktor ini terbuat dari bahan flexiglass berbentuk tabung (silinder) dengan diameter 11 cm dan bagian bawah berbentuk kerucut yang tingginya 5 cm dengan volume total reaktor adalah 4,13 liter. Penelitian ini bekerja dalam skala laboratorium.

Bioreaktor ini dilengkapi dengan tangki umpan dan dilengkapi dengan pengatur debit. Pada bagian bawah reaktor terdapat kolom inlet berdiameter ¼ ˝ yang berfungsi sebagai saluran masuk air limbah yang akan diolah, dimana sistem pengalirannya secara up flow dengan menggunakan tekanan yang di dapat secara gravitasi. Sedangkan pada bagian atas kerucut terdapat lapisan penyangga yang berlubang-lubang dengan diameter masing-masing lubang ¼ ˝ yang berfungsi sebagai penahan media imobilisasi kulit kacang tanah dan sebagai saluran yang akan mendistribusikan air limbah ke dalam media pengolahan.
3.8.2  Pengoperasian Bioreaktor Unggun Tetap
Reaktor yang digunakan adalah Packed Bed Reactor. Bioreaktor ini terbuat dari bahan flexi glass berbentuk tabung (silinder) dan bagian bawah yang berbentuk kerucut. Penelitian ini dilakukan dalam skala laboratorium.

Bioreaktor ini dilengkapi dengan tangki umpan dan pengatur debit Packed Bed Reactor dapat dilihat pada gambar berikut : 
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1. Tangki Umpan (Influent)

2. Pengatur Debit

3. Bioreaktor Unggun Tetap

4. Media Imobilisasi

5. Lapisan Penyangga Media Imobilisasi

6. Pipa Efluent

7. Tangki Penampung (efluent)


Gambar 3.3 Packed Bed Reactor
Pada bagian bawah reaktor terdapat kolom inlet berdiameter ¼ ˝ yang berfungsi sebagai saluran masuk air limbah yang akan diolah, dimana sistem pengalirannya dilakukan secara up flow dengan menggunakan tekanan yang di dapat secara gravitasi. Sedangkan pada bagian atas kerucut terdapat lapisan penyangga yang berlubang-lubang dengan diameter masing-masing lubang ¼ ˝ fungsinya adalah sebagai penahan media imobilisasi (kulit kacang tanah) sekaligus sebagai saluran yang akan mendistribusikan air limbah yang masuk ke dalam Bioreaktor.

Penentuan Volume reaktor tanpa kulit kacang berdasarkan rumus empiris :

· Diameter  reaktor = 11 cm

· Tinggi kerucut  + space (lihat gambar) = 5 + 1 = 6 cm

· Tinggi media = 20 cm

· Jadi volume kerja reaktor tanpa kulit kacang :


= ((r2 . t) +(1/3 (r2 . t) +( (r2 . t)

= (3,14 . (5.5)2 . 20) + (1/3 . 3,14 (5.5)2 . 5)+ (3,14 . (5.5)2. 1)

= 2153 cm3 ( 2153 ml ( 2.153 L

· Penentuan volume reaktor dengan kulit kacang
Penentuan volume ini dilakukan dengan cara yaitu : reaktor yang di dalamnya terdapat media pendukung kulit kacang setinggi 20 cm diisi dengan air kemudian air tersebut dikeluarkan melalui efluent lalu diukur volumenya. Ini dilakukan sebanyak 3 kali, hasil yang didapat tetap sama yaitu sebesar 1720 ml.

· Volume kulit kacang pada ketinggian 20 cm
= (Vol. air tanpa kulit kacang) - (Vol. air dengan kulit kacang) 
= 2153 ml – 1720 ml
= 433 ml
Pengoperasian Bioreaktor Unggun Tetap memerlukan pengaturan kondisi tertentu agar proses metabolisme jamur dapat berjalan dengan baik dan optimum. Adapun langkah-langkah pengoperasian Biorektor Unggun Tetap adalah :

1. Kedalam bioreaktor dimasukkan media pendukung Kulit Kacang tanah yang sudah terdapat biofilm hasil aklimatisasi pada konsentrasi zat warna 100 mg/l secara batch hingga ketinggian 20 cm.

2. Kedalam tangki umpan bervolume 4,5 liter dimasukkan air limbah berwarna artifisial secara kontinu dengan konsentrasi warna tertentu (60, 80 dan 100ml) yang terlebih dahulu disesuaikan pH-nya menggunakan H2SO4  2 M sesuai dengan kondisi pertumbuhan jamur yaitu pada pH 4.
3. Selanjutnya mengalirkan air limbah secara upflow dari bagian bawah Bioreaktor dengan memanfaatkan tekanan yang didapat secara gravitasi untuk selanjutnya berkontak dengan populasi mikroorganisme dalam bentuk biofilm yang melekat pada permukaan media pendukung dan sebagai hasilnya media pendukung tenggelam sempurna dalam air limbah dengan debit berbeda tergantung waktu detensi hidrolik yang akan digunakan.

4. Setelah mencapai waktu detensi hidrolik yang telah ditetapkan, supernatan keluar pada kolom outlet pada ketinggian 20 cm dan dilakukan pengukuran setiap 6 jam sekali sampai didapatkan kondisi tunak (Steady State). Pada saat ini pemeriksaan sampel hanya parameter konsentrasi warna.

5. Setelah kondisi tunak tercapai, maka dilakukan sampling seluruh parameter, antara lain ; pH, temperatur, konsentrasi warna, DO, COD, MLVSS, dan F/M.
Catatan : kondisi tunak ditandai oleh fluktuasi penyisihan zat warna setelah tiga kali pengukuran berturut-turut kurang dari 10 %.

3.8.3 Kondisi Operasional Bioreaktor

Adapun kondisi operasional bioreaktor yang digunakan pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Variasi Konsentrasi Warna.

Untuk konsentrasi warna Remazol Golden  Yellow 6, variasi konsentrasi yang digunakan adalah 60 mg/l, 80 mg/l, dan 100 mg/l. Penetapan konsentrasi warna dari 60 mg/l didasarkan bahwa pada umumnya proses pewarnaan di industri tekstil berada dalam rentang 100 mg/l sampai 120 mg/l dimana sekitar 50 % zat warna akan terserap bahan dan sisanya akan terbuang sebagai limbah.

2. Variasi Waktu Detensi Hidrolik (td).

Pada penelitian ini waktu detensi sistem yang digunakan adalah 8, 12, dan 16 jam.
Penetapan waktu detensi hidrolik yang akan digunakan pada penelitian ini adalah berdasarkan dari hasil percobaan pendahuluan secara batch pada labu erlenmeyer dimana puncak fase logaritmik pada pertumbuhan jamur terjadi pada jam ke 12. Untuk itu waktu detensi hidrolik yang akan digunakan pada sistem yaitu sebelum, saat, dan setelah waktu optimum 12 jam yakni  8, 12 dan 16 jam.
3. Ketinggian Media Pendukung Kulit Kacang Tanah
Adapun ketinggian media pendukung kulit kacang tanah yang digunakan pada penelitian ini adalah 20 cm.

      Perhitungan Luas kulit kacang tanah

Sebelumya kulit kacang dipotong menjadi tiga bagian yaitu 1 bagian tengah dan 2 bagian samping (sama besar) 

· Luas bagian tengah  = lebar x panjang

 = 1,2 cm x 2.3 cm

·                                   = 2,76 cm2

· Luas bagian samping (luas ½ lingkaran) = ½ Л r2  

   = ½ x 3,14 x (0.5)2
   = 0,3925 cm2

· Karena kulit kacang tanah memiliki 2 permukaan maka luas untuk satu buah kulit kacang = (2,76 + (0,3925 x 2)) x 2 = 7,09 cm2/buah
· Jumlah kulit kacang tanah pada ketinggian 20 cm adalah 1430 buah.

· Luas total kulit kacang tanah = 7.09 cm2/buah x 1430 buah = 10138,7 cm2
· Penentuan debit 
Dalam penentuan debit ini waktu ditensi yang digunakan adalah sesuai dengan waktu kurva pertumbuhan jamur. 

Rumus yang digunakan :  
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Dimana : 
Q 
 = debit (ml/menit)


V kerja
 = volume kerja (ml)


Td
 = Waktu ditensi (menit)
Menurut rumus empirik :
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 , maka untuk waktu detensi hidrolik yang dipergunakan dapat dicari debit aliran sesuai.

Debit aliran yang diperoleh adalah :

· Waktu detensi hidrolik 8 jam
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· Waktu detensi hidrolik 12 jam
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· Waktu detensi hidrolik 16 jam


[image: image8.wmf]menit

jam

x

jam

ml

Td

ja

V

Q

60

1

16

1720

ker

=

=



 EMBED Equation.3  [image: image9.wmf]=

 1,8 ml / menit
3.8. 4  Parameter Yang Dianalisa

Parameter utama yang akan dianalisa adalah :

1. Suhu


Temperatur lingkungan dalam proses pengolahan biologis berpengaruh terhadap pertumbuhan mikroorganisme dan juga proses biokimia lainnya. Adapun temperatur yang digunakan dalam penelitian ini adalah temperatur kamar.
2. pH 


Merupakan istilah umum yang menyatakan derajat keasaman atau basa suatu larutan, sehingga merupakan salah satu parameter penting dalam pengolahan air limbah secara biologis. Dalam sistem ini, pH harus dikontrol agar memenuhi rentang yang cocok bagi kehidupan mikroorganisme tertentu yang dilibatkan, sehingga mencapai pengolahan optimum.
3. Konsentrasi Warna

Konsentrasi warna diukur dengan Spektrofotometer, dengan panjang gelombang 405 nm sehingga didapat nilai absorbannya. Sebelum warna diukur dengan spektrofotometer dilakukan sentrifugasi selama 30 menit dengan kecepatan 2000 rpm. Sentrifuge dilakukan agar terjadi pemisahan antara cairan dengan padatan organik. Setelah proses sentrifuge selesai cairan digunakan untuk pengukuran warna sedangkan padatan organik yang mengendap digunakan untuk mengukur VSS.

4. Dissolved Oxygen (DO)

Disolved Oxygen merupakan salah satu parameter yang digunakan untuk mengetahui kadar oksigen terlarut dalam air buangan. Pengukuran kadar oksigen terlarut dilakukan dengan menggunakan Digital Oxygen Meter merek Lutron 5510. Sebelum alat ini dipakai untuk mengukur DO terlebih dahulu harus dikalibrasi. Setelah dikalibrasi alat siap dipakai sesuai dengan petunjuk yang ada.
5. Chemical Oxygen Demand (COD)

COD merupakan salah satu parameter yang biasa digunakan untuk mengetahui kualitas limbah cair. Nilai COD menunjukkan kebutuhan oksigen untuk mengoksidasi zat organik secara kimia dalam air buangan menjadi CO2 dan H2O oleh suatu oksidan kuat. 
Pengukuran kadar organik dalam bentuk COD akan dilakukan dengan metoda oksidasi dengan bikromat. Adapun langkah-langkah pengerjaannya adalah sebagai berikut :

1). Metode : Titrimetric dengan Closed Reflux

2). Prinsip : 

Senyawa organik dalam air dioksidasi oleh larutan kalium dikromat dalam suasana asam sulfat pada temperatur sekitar 150 0C. Kelebihan kalium dikromat dititrasi oleh larutan ferro ammonium sulfat (FAS) dengan indicator feroin.
3). Pereaksi

a. Larutan standar kalium dikromat 0,0167 M (digestion solution)
Timbang dengan teliti 4,913 gr K2Cr2O7 p.a yang telah dipanaskan pada temperatur 105 0C selama 2 jam, 167 ml H2SO4 p.a, dan 33,3 gram HgSO4. larutkan dalam 1000 ml aquadest dan dinginkan dalam temperatur ruang. 
b. Pereaksi asam sulfat

Masukan 5,5 gr Ag2SO4 ke dalam 1 kg H2SO4 pekat dan dibiarkan selama 1 atau 2 hari untuk melarutkan bubuk tersebut (1 L H2SO4  = 1,84 kg)

c. Larutan indikator feroin

Larutkan 1,485 gr 1,10-phenethrolin monohidrat dan 695 mg FeSO4.7H2O dalam aquadest dan diencerkan hingga volumenya 100 ml. 
d. Larutan Ferro ammonium Sulfat 0,01 M (FAS)

Larutkan 39,2 gr Fe(NH4)2.6H2O dalam aquadest kemudian ditambah 20 ml H2SO4 pekat, dinginkan dan encerkan hingga volume 1 liter.

Larutan ini harus distandarisasi setiap hari dengan cara sebagai berikut :

Masukan 2,5 ml aquadest dan 3,5 ml asam sulfat dan 1,5 ml kalium dikromat ke dalam tabung COD. Dinginkan pada temperatur kamar, kemudian tambahkan 0,05-0,1 ml (1-2 tetes) indikator feroin kemudian titrasi dengan FAS 

Normalitas FAS = 
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4). cara kerja :

Cuci terlebih dahulu tabung COD kemudian rendam dalam 20 % H2SO4 untuk penggunaan pertama (menghindari kontaminasi) lalu dibilas dengan aquadest. Masukan 2,5 ml sampel tambah 1,5 ml kalium dikromat dan 3,5 ml asam sulfat kedalam tabung COD (Culture Tube). Sumbat atau tutup tabung denga rapat-rapat dan kocok beberapa kali agar tercampur sempurna.

Panaskan tabung dalam block digester pada suhu 150 0C selama 2 jam. Dinginkan dalam temperatur ruang. Kemudian tuangkan isinya ke dalam labu Erlenmeyer 50 ml, tambahkan 1-2 tetes indicator feroin. Titrasi dengan FAS. Titrasi dihentikan bila terjadi perubahan warna dari hijau menjadi merah coklat. Diperlukan percobaan blanko yaitu dengan menggunakan aquades sebagai sampel dengan cara kerja sama seperti diatas.

Perhitungan :
COD sebagai mgO2/l = 
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Dimana :

A = ml FAS yang digunakan untuk titrasi blanko

B = ml FAS yang digunakan untuk titrasi sampel

C = Molaritas FAS (dari standarisasi FAS)

P = Pengenceran

Sumber : APHA et al, 1995
6. Mixed Liqour Volatile Suspended Solid (MLVSS)

VSS merupakan parameter yang menunjukkan jumlah padatan organik yang tersuspensi dalam limbah cair yang dapat menguap pada temperatur tinggi (600 ºC). Pengukuran VSS ini dilakukan untuk mengetahui jumlah  mikroorganisme pada media pertumbuhan, dimana pengukuran VSS ini dilakukan pada kandungan terlekat dan tersuspensi. Untuk mengukur konsentrasi biomassa terlekat diukur sebagai volatile solid dengan metoda gravimetri dinyatakan sebagai mg/cm2. Biomassa dilepaskan dari media pendukung biomassa dengan cara mengambil media pendukung biomassa lalu ditambahkan 10 ml aquadest, setelah itu dikocok dengan menggunakan shaker pada kecepatan 150 rpm selama ± 15 menit. Setelah biomassa terlepas dari media pendukung, biomassa akan menjadi tersuspensi dalam larutan. Larutan yang mengandung padatan organik tersebut dilakukan pengukuran dengan cara pemanasan di oven pada temperatur 105 ºC dan 600 ºC.

 Perhitungan :

     Volatil Solid terlekat (c) (mg/cm2)  = 
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     MLVSS tersuspensi (d) (mg/L) = 
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 Keterangan :

            a = berat cawan sebelum pengabuan (oven 105 oC), mg

            b = berat cawan setelah pengabuan (oven 600 oC), mg

       jumlah total volatil solid terlekat (e)(mg) = c (mg/cm2) x luas kulit kacang                                                                             (cm2/buah) x jmlh total kulit kacang

       jumlah total vss tersuspensi (f) (mg) =  d (mg/L)  x  Volume kerja (L) 
       jumlah total vss keseluruhan (X) (mg) = e (mg) + f (mg)

7. Rasio F/M

Dua parameter terpenting dalam proses operasi adalah perbandingan antara makanan dengan mikroorganisme yang merupakan pernyataan dari beban organik, sering dinyatakan sebagai F/M. Substrat yang masuk (F = food) dinyatakan sebagai mg/hari, dan biomassa (M = Mikroorganisme) dalam mg. Rasio F/M biasanya dihubungkan dengan kinerja reaktor dalam menyisihkan substrat. Pengukuran ini dilakukan untuk melihat apakah setelah melewati reaktor rasio F/M masih pada rentang 0,05 – 1,0 (Metcalf & Eddy.,1991) untuk proses lumpur aktif.
Rasio F/M dapat didefinisikan sebagai berikut :
F/M = 
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Dimana :

F/M = rasio makanan dengan mikroorganisme (jam-1)

So   = Konsentrasi COD atau BOD awal (mg/l)

 Td   = Waktu detensi hidrolik (jam)
X = Konsentrasi MLVSS dalam reactor (mg/l)


Td = 
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V = Volume kerja dalam reactor (m3)

Q = Debit air buangan (m3/jam)

3.9 Kontrol Terhadap Percobaan Utama

Dari percobaan utama diharapkan didapat suatu kondisi optimum yang akan memberikan penyisihan terbaik terhadap warna dan parameter lainnya yang diperiksa. Kondisi optimum yang diperoleh tersebut kemudian akan dibandingkan dengan kontrol untuk meneliti apakah penyisihan betul-betul disebabkan oleh kegiatan biomassa.

3.9.1 Kontrol Terhadap Peran Kulit Kacang tanah Sebagai Media Absorban

Penyisihan zat warna selain dilakukan oleh aktivitas jamur dapat pula berlangsung karena media pendukung kulit kacang tanah mengadsorpsi zat warna tersebut. Penetapan ini dilakukan untuk mengetahui tingkat penyerapan zat warna oleh kulit kacang tanah. Penetapan penyisihan zat warna oleh media pendukung kulit kacang tanah dilakukan dengan waktu detensi yang terbaik dalam penyerapan zat warna dengan konsentrasi 60 mg/l, 80 mg/l dan 100 mg/l.
Kedalam Bioreaktor Unggun Tetap hanya dimasukkan media pendukung kulit kacang tanah tanpa kehadiran biomassa. Maka penyisihan zat warna hanya diakibatkan oleh adsorpsi kulit kacang tanah tanpa bantuan dari aktivitas mikroorganisme. Air limbah berwarna artifisial dialirkan secara upflow melalui bagian bawah Bioreaktor dengan tekanan yang didapatkan secara gravitasi untuk selanjutnya berkontak dengan media pendukung kulit kacang tanah. Setelah waktu detensi hidrolik tercapai, supernatan akan keluar melalui kolom outlet bagian atas untuk selanjutnya dilakukan pemeriksaan efisiensi penyisihan zat warna dan COD yang terjadi. 
3.9.2  Pemeriksaan COD Untuk Zat Warna
Penetapan COD pada percobaan ini dilakukan untuk mengetahui jumlah oksigen yang dibutuhkan untuk mengoksidasi secara kimia kandungan materi organik yang terdapat didalam zat warna. Pada penelitian ini penentuan kandungan materi organik tidak dilakukan dengan pemeriksaan BOD, karena pemeriksaan BOD memerlukan waktu yang cukup lama. Hal tersebut dijadikan pertimbangan sehingga pada penentuan kandungan materi organik pada zat warna dilakukan dengan penetapan COD.

Penetapan COD dilakukan dengan memvariasikan konsentrasi zat warna sebesar 60, 80, dan 100 mg/l. Penentuan COD dilakukan dengan cara memasukkan air limbah zat warna sebanyak 2,5 ml dalam tabung COD mikro yang sebelumnya telah dibersihkan dengan larutan asam dan dibilas dengan aquadest, ditambahkan 1,5 ml Digestion Solution (kalium dikromat) dan 3,5 ml Pereaksi Asam Sulfat/Perak Sulfat. Setelah itu tabung COD mikro dipanaskan dalam blok digester (COD reaktor) selama 2 jam pada suhu 150 ºC. Setelah selesai, dinginkan dan pindahkan ke dalam erlenmeyer 50 ml dan bilas dengan aquadest. Setelah itu tambahkan 1 – 2 tetes indikator ferroin dan dititrasi dengan larutan FAS. Titrasi dihentikan apabila terjadi perubahan warna dari hijau menjadi merah coklat. Sedangkan untuk blanko dengan menggunakan aquadest sebagai sampel dengan cara kerja sama dengan diatas.
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