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ABSTRAK

OPTIMASI DISPERSIVE SOLID PHASE EXTRACTION BERBASIS
BIOKARBON TERMODIFIKASI DARI TANAMAN BAKAU DENGAN
RESPON SURFACE METHODOLOGY UNTUK PENENTUAN
RESIDU CIPROFLOXACIN

Oleh:

QUDWAH MUTAWAKKILAH

Ciprofloxacin merupakan antibiotik yang banyak digunakan dalam peternakan dan
pertanian untuk mencegah penyakit dan meningkatkan produksi. Selain itu
ciprofloxacin digunakan untuk antibiotik pada kemoterapi dalam pengobatan
tumor. Namun ciprofloxacin merupakan salah satu senyawa aktif farmasi (PhACs)
yang sebagian besar merupakan kontaminan dalam limbah industri farmasi dan
rumah sakit. Keberadaan ciprofloxacin pada perairan mengakibatkan toksisitas
pada organisme air dan membahayakan Kesehatan manusia. Dispersive Solid Phase
Extraction (dSPE) adalah teknik pretreatment sampel yang efektif untuk
menentukan residu ciprofloxacin. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh
biokarbon dari tanaman bakau yang dimodifikasi dengan metode Hummers dan
akan digunakan sebagai adsorben dalam proses dSPE untuk penentuan residu
ciprofloxacin. Karakterisasi biokarbon akan dilakukan menggunakan Fourier
Transform Infrared (FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM), dan X-ray
Diffraction (XRD). Optimasi dSPE dilakukan menggunakan metode Response
Surface Methodology (RSM) dengan Box-Behnken design (BBD) untuk
mengetahui kondisi optimum massa adsorben, pengaruh pH, dan waktu kontak
biokarbon dalam proses ekstraksi ciprofloxacin. Kondisi optimum adsorpsi
ciprofloxacin oleh biokarbon yang berasal dari tanaman bakau berdasarkan analisis
RSM vyaitu pada massa 21,64 mg dalam pH 5,98 dan waktu kontak 57,18 menit
dengan persen adsorpsi sebesar 35,83%. Berdasarkan data yang diperoleh,
penelitian ini menunjukkan bahwa biocarbon yang dimodifikasi dengan metode
Hummers berpotensi sebagai adsorben pada proses dSPE untuk penentuan residu
ciprofloxacin dan mendukung pengembangan metode berbasis material alami yang
ramah lingkungan dan berkelanjutan.

Kata kunci: biokarbon, ciprofloxacin, dispersive solid phase extraction, Metode
Hummers, response surface methodology,



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF DISPERSIVE SOLID PHASE EXTRACTION
BASED ON MODIFIED BIOCARBON EXTRACTED FROM
MANGROVE USING RESPONSE SURFACE METHODOLOGY FOR
DETERMINING CIPROFLOXACIN RESIDUES

By

QUDWAH MUTAWAKKILAH

Ciprofloxacin is an antibiotic widely used in livestock and agriculture to prevent
diseases and enhance production. Additionally, ciprofloxacin is utilized as an
antibiotic in chemotherapy for tumor treatment. However, ciprofloxacin is one of
the active pharmaceutical compounds (PhACs) that predominantly act as
contaminants in industrial pharmaceutical and hospital wastewater. The presence
of ciprofloxacin in aquatic environments results in toxicity to aquatic organisms and
poses risks to human health. Dispersive Solid Phase Extraction (dSPE) is an
effective sample pretreatment technique for determining ciprofloxacin residues.
This study aims to develop biocarbon derived from mangrove plants, modified
using the Hummers method, to be used as an adsorbent in the dSPE process for
ciprofloxacin residue determination. Biocarbon characterization will be carried out
using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Scanning Electron
Microscopy (SEM), and X-ray Diffraction (XRD). Optimization of the dSPE
process will be conducted using the Response Surface Methodology (RSM) with a
Box—Behnken Design (BBD) to determine the optimal conditions for adsorbent
mass, pH, and biocarbon contact time during the ciprofloxacin extraction process.
The optimal adsorption conditions for ciprofloxacin by biocarbon derived from
mangrove plants, as analyzed using RSM, were achieved with an adsorbent mass
of 21.64 mg, a pH of 5.98, and a contact time of 57.18 minutes, resulting in an
adsorption efficiency of 35.83%.Based on the obtained data, this study
demonstrates that biocarbon modified using the Hummers method has significant
potential as an adsorbent in the dSPE process for ciprofloxacin residue
determination, supporting the development of environmentally friendly and
sustainable methods based on natural materials.

Key words: biocarbon, ciprofloxacin, dispersive solid phase extraction, Hummers
method, response surface methodology
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Salah satu antibiotik yang banyak digunakan adalah ciprofloxacin (Gayen et al,.
2016). Ciprofloxacin merupakan antibiotik dari golongan fluoroquinolone
generasi kedua, yang banyak digunakan dalam peternakan dan pertanian untuk
mencegah penyakit dan meningkatkan produksi. Selain itu ciprofloxacin
digunakan untuk antibiotik pada kemoterapi dalam pengobatan tumor (Gholami et
al., 2023). Ciprofloxacin juga digunakan dalam bidang peternakan dan pertanian
untuk mencegah penyakit dan meningkatkan produksi karena harganya yang
terjangkau dan keamanannya yang tinggi (Ma et al., 2021). Ciprofloxacin banyak
digunakan kepada manusia dan juga hewan karena memberikan respons
bakterisidal yang sangat baik terhadap patogen (Chuiprasert et al., 2023).

Namun keberadaan ciprofloxacin pada perairan mengakibatkan toksisitas pada
organisme air (Igwegbe et al., 2021). Selain itu ciprofloxacin pada air limbah juga

dapat menyebabkan resistensi antibiotik pada patogen (Chuiprasert et. al,. 2023).

Antibiotik dapat masuk ke lingkungan melalui berbagai cara, mulai dari adanya
produksi bahan aktif farmasi, melalui pembuangan residu setelah penggunaan,
atau melalui pembuangan obat-obatan yang tidak digunakan (Larsson, 2014).
Berdasarkan data statistik dari komunitas kesehatan, jumlah kontaminasi dari
ciprofloxacin pada perairan berada dalam kisaran konsentrasi 1<pg.L. Namun,
jumlah ciprofloxacin yang terdeteksi pada air limbah rumah sakit dan produksi
obat-obatan jauh lebih tinggi yaitu masing-masing hingga 150 pg.L* dan 50
mg.L™ yang dapat membahayakan kesehatan manusia (Ahmadzadeh et al,. 2017).
Oleh karena itu, diperlukan metode analisis yang efektif untuk menentukan residu

ciprofloxacin . Namun sebelum deteksi dilakukan diperlukan pretreatment



sampel.

Pretreatment sampel merupakan salah satu langkah prosedur analitik yang paling
penting karena berpengaruh kepada keberhasilan proses analisis. SPE telah
banyak digunakan untuk pretreatment sampel, namun memiliki beberapa
kekurangan seperti langkah pemuatan sampel yang memakan waktu (terutama
untuk volume sampel yang besar), kehilangan pelarut, limbah sekunder yang
besar, dan membutuhkan peralatan yang rumit dan mahal (Nejad et al., 2019).
Dispersive Solid Phase Extraction (dSPE) dapat dijadikan alternatif karena efisien
dan cepat (Song et al., 2018; Lu et al., 2019). dSPE memiliki beberapa
keunggulan dibandingkan proses SPE konvensional seperti biayanya murah,
penggunaan pelarut yang sedikit, waktu ekstraksi singkat dan pengoperasian yang
mudah (Blyuktiryaki et al., 2020). Pemilihan adsorben dalam dSPE sangat
penting dengan mempertimbangkan karakteristik kimia dan fisik agar interaksi

antara adsorben dan analit dapat berlangsung secara maksimal.

Berbagai penelitian menemukan bahwa material karbon efektif untuk
menghilangkan ciprofloxacin dari perairan (Chen et al. 2014). Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Astuti dkk. (2016) dan Mohamed et al., (2021)
bahwa tanaman bakau dapat dijadikan bahan baku pembuatan karbon. Ekosistem
hutan bakau memiliki fungsi salah satunya sebagai penyimpan karbon dalam
bentuk biomassa (Mandari dkk, 2016). Karbon tersimpan sebanyak 75-95% di
hutan bakau dalam bentuk cadangan besar di bawah tanah pada akar-akar yang
sudah mati (Donato et al. 2011; Alongi, 2014). Kayu kering dari hutan bakau
banyak dimanfaatkan untuk kayu bakar dan arang (Budianto et al, 2019). Arang
bakau dapat dijadikan sebagai prekursor karbon karena kelimpahannya dan
biayanya rendah (Han, et al., 2016). Kandungan oksigen yang terkandung pada
gugus fungsi biokarbon dapat ditingkatkan melalui modifikasi menggunakan
oksidator ((Xue et al., 2012). Modifikasi dengan kalium permanganat juga bisa
meningkatkan gugus fungsi yang mengandung oksigen dan dapat meningkatkan
luas permukaan biokarbon (Wang et al., 2015). Metode Hummers dapat

digunakan untuk modifikasi biokarbon dengan cara exfoliation atau pengelupasan



(Hashmi et al., 2020). Metode ini dilakukan dengan cara menambahkan kalium
permanganat (KMnQOs) dan natrium nitrat (NaNO3z) ke dalam larutan asam sulfat
pekat (H2SO4) (Costa et al., 2021). Reaksi kimia utama yang terlibat dalam
metode Hummers adalah oksidasi yang berarti memasukkan atau menambahkan
molekul oksigen pada lapisan karbon murni. Reaksi ini terjadi antara lapisan
karbon dan asam sulfat pekat dengan kalium permanganat dan natrium nitrat yang
bertindak sebagai katalis (Dwandaru dkk, 2019). Selain perlu mempertimbangkan
pemilihan jenis adsorben dalam metode dSPE. Faktor lain seperti massa adsorben,
pengaruh pH, dan waktu kontak juga berpengaruh dalam proses dSPE. Maka,
perlu dilakukan optimasi agar diketahui kondisi optimum dalam proses dSPE

tersebut.

Optimasi adalah proses yang digunakan untuk menemukan hasil terbaik dari
semua keadaan yang ada. Sebagian besar metode analisis dan proses adsorpsi
dioptimalkan menggunakan pendekatan konvensional. Pendekatan ini melibatkan
banyak perlakuan (Rahman et al., 2021). Salah satu metode desain eksperimen
yang efektif untuk digunakan adalah Response Surface Methodology (RSM)
(Najafpoor et al., 2019). RSM adalah teknik matematika dan statistik untuk
merancang percobaan yang bertujuan untuk mengoptimalkan respon yang

dipengaruhi oleh beberapa variabel independen. (Chelladurai et al., 2020).

Berdasarkan uraian di atas, pada penelitian ini dilakukan ekstraksi biokarbon dari
tanaman bakau yang digunakan sebagai adsorben dalam proses dSPE untuk
penentuan residu ciprofloxacin. Karakterisasi biokarbon akan dilakukan
menggunakan Fourier Transform Infrared (FTIR), Scanning Electron
Microscopy-Energy Dispersive X-Ray (SEM-EDX), dan X-ray Diffraction (XRD)
untuk mengetahui gugus fungsi, struktur dan morfologi, serta bentuk kristal dari
biokarbon. Optimasi dSPE dilakukan menggunakan metode RSM untuk

mengetahui kondisi optimum dengan Box—Behnken Design (BBD).



1.2.  Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mendapatkan biokarbon dari tanaman bakau melalui proses ekstraksi

2. Mengetahui karakteristik biokarbon menggunakan Fourier Transform
Infrared (FTIR), Scanning Electron Microscopy-Energy (SEM), dan X-ray
diffraction (XRD),

3. Melakukan pengujian kondisi optimum massa adsorben, pengaruh pH, dan
waktu kontak biokarbon dalam proses ekstraksi ciprofloxacin menggunakan

metode Respon Surface Methodology (RSM).

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai
pemanfaatan tanaman bakau sebagai prekursor dalam sintesis biokarbon yang
dapat digunakan ssebagai adsorben dalam metode dSPE untuk penentuan residu
antibiotik ciprofloxacin di lingkungan perairan serta penggunaan RSM untuk

optimasi dalam proses dSPE.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Antibiotik Ciprofloxacin

Menurut Waksman, antibiotik merupakan suatu zat kimia yang disintesis dari
mikroorganisme yang memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan
bahkan menghilangkan bakteri dan mikroorganisme lainnya (Mohr, 2016).
Antibiotik adalah zat yang memiliki aktivitas bakteriostatik (yaitu penghambatan
pertumbuhan) atau bakterisidal pada konsentrasi yang relatif rendah. Antibiotik
dapat disintesis dari organisme alami, terutama mikroba seperti fungi atau
bakteri, tetapi dapat disintesis juga dari jamur, lumut, alga, tumbuhan, dan hewan,
atau dapat diperoleh dari semi-sintetiks atau sintetis (Stachelek et al., 2021).
Antibiotik digunakan untuk mengobati penyakit pada manusia. Selain itu,
antibiotik juga banyak digunakan dalam industri, pertanian, akuakultur dan

pengolahan makanan (Li et al., 2020).

Salah satu jenis antibiotik yang banyak digunakan fluoroquinolone. Antibiotik
fluoroguinolone merupakan salah satu jenis anti infeksi yang sangat penting
(Mohr, 2016). Antibiotik fluoroguinolone banyak digunakan dalam pengobatan
pada manusia dan hewan, namun jenis antibiotik tidak dapat terurai secara hayati
(Indherjith et al., 2018). Fluoroquinolone banyak digunakan untuk mengobati
infeksi bakteri pada manusia dan hewan karena efek antibakteri yang sangat cepat
dan luas (Ma et al., 2021). Antibiotik yang termasuk fluoroquinolone dari
generasi kedua adalah enoxacin, norfloxacin, dan ciprofloxacin yang mampu
menghambat semua organisme gram-negatif, termasuk spesies Pseudomonas
(Pham,et al., 2019).



Ciprofloxacin adalah antibiotik fluoroquinolone sintetis generasi kedua yang
digunakan untuk mencegah dan mengobati penyakit menular akibat bakteri. Obat
ini banyak digunakan untuk manusia dan juga hewan karena memberikan respons
bakterisidal yang sangat baik terhadap patogen (Chuiprasert et al., 2023).
Ciprofloxacin juga banyak digunakan dalam bidang peternakan dan pertanian
untuk mencegah penyakit dan meningkatkan produksi karena harganya yang
terjangkau dan keamanannya yang tinggi (Ma et al., 2021). Ciprofloxacin
diketahui memang memiliki aktivitas antibakteri yang sangat tinggi (Kumar et al.,
2020). Ciprofloxacin dapat mencegah replikasi seluler dari bakteri sehingga
banyak digunakan sebagai antibiotik kemoterapi di seluruh dunia (Igwegbe et al.,

2021). Struktur dari ciprofloxacin dapat ditunjukkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur Ciprofloxacin (Indherjith et al., 2018)

Namun kehadiran antibiotik secara luas di air, tanah dan lingkungan lainnya dapat
berpotensi menimbulkan yang besar terhadap lingkungan, mengancam kesehatan
manusia dan hewan (Li et al., 2020). Antibiotik dapat menyebabkan kerusakan
parah pada ekosistem perairan (Gholami et al. 2023). Salah satunya menimbulkan
ancaman bagi populasi alga dan cyanobacterial di lingkungan perairan yang
berperan penting dalam menjaga kestabilan ekosistem air (Wang et al., 2019).
Menurut laporan Gupta et al. (2018) ciprofloxacin merupakan salah satu senyawa
aktif farmasi (PhACs) yang sebagian besar merupakan kontaminan dalam limbah
industri farmasi (Igwegbe et al., 2021). Berdasarkan data statistik dari komunitas
kesehatan, jumlah kontaminasi dari ciprofloxacin pada perairan berada dalam

kisaran konsentrasi 1<pg.L™. Namun, jumlah ciprofloxacin yang terdeteksi pada



air limbah rumah sakit dan produksi obat-obatan jauh lebih tinggi yaitu masing-
masing hingga 150 pg.L* dan 50 mg.L™ yang dapat membahayakan kesehatan
manusia (Ahmadzadeh et al,. 2017).

Keberadaan ciprofloxacin pada perairan mengakibatkan toksisitas pada organisme
air. ciprofloxacin dapat menghambat pertumbuhan C. mexicana, Chlorella, dan P.
subcapitata (Igwegbe et al., 2021). Ciprofloxacin yang ditemukan pada
permukaan air dan juga lumpur, mengakibatkan pencemaran di lingkungan
perairan (Indherjith et al., 2018). Adanya ciprofloxacin pada air limbah juga dapat
menyebabkan resistensi antibiotik pada patogen yang mengakibatkan terjadinya
infeksi yang sulit diobati atau bahkan tidak dapat diobati (Chuiprasert et. al,.
2023). Gen resistensi seluler pada patogen di berasal dari bakteri tidak berbahaya
yang ada di dalam dan di sekitar manusia. Lingkungan eksternal menjadi sumber
gen resistensi dan memberikan peluang unik untuk rekombinasi genetik sehingga
terciptanya vektor baru untuk gen yang sudah beredar dalam patogen. Tekanan
seleksi peningkatan antibiotik mengakibatkan peningkatan terhadap jumlah gen
resistensi terhadap bakteri untuk memperoleh gen resistensi melalui transfer gen
horizontal (Larsson, 2014).

2.2. Dispersive Solid Phase Extraction (dSPE)

Proses analisis langsung terhadap polutan kontaminan seperti obat-obatan
merupakan hal yang sulit dilakukan dikarenakan ditemukan dalam konsentrasi
yang rendah dan dalam matriks kompleks sehingga diperlukan pretreatment
sampel (Dimpe, et al., 2016). Pretreatment sampel adalah salah satu langkah
prosedur analitik yang penting sebelum analisis (Hashemi, et al., 2018).
Pretreatment sampel yang benar merupakan langkah penting untuk mendapatkan
data yang baik (Camara, et al., 2022). Pretreatment sampel dilakukan dengan
tujuan isolasi dan prakonsentrasi analit yang diinginkan, menghilangkan
kontaminan matriks yang mengganggu deteksi analit dan/atau mempengaruhi

reliabilitas analitis, dan perubahan analit untuk identifikasi atau pemisahan awal



(Arabi et al., 2020).

Solid-phase extraction (SPE) adalah teknik yang dapat digunakan untuk persiapan
dan pembersihan sampel (Dugheri et al., 2021). SPE adalah metode pemisahan
komponen berdasarkan perbedaan kemampuan adsorpsi adsorben padat pada
setiap komponen dalam sampel cair (Sun et al., 2021). SPE telah banyak
digunakan, namun memiliki beberapa kekurangan seperti langkah pemuatan
sampel yang memakan waktu (terutama untuk volume sampel yang besar),
kehilangan pelarut, limbah sekunder yang besar, dan membutuhkan peralatan
yang rumit dan mahal. dSPE saat ini telah dijadikan alternatif karena secara
signifikan mengurangi waktu persiapan sampel dibandingkan dengan SPE
konvensional. Selain itu dapat digunakan pada sampel kecil dan hanya
membutuhkan sedikit pelarut (Nejad et al., 2019).

Dispersive Solid Phase Extraction (dSPE) adalah metode pendekatan dari SPE
konvensional di mana sorben didispersikan ke dalam matriks sampel (Chisvert et
al., 2019). Prinsip dasar dari teknik ini adalah dengan menambahkan sorben ke
dalam ekstrak dengan volume yang dibuat tetap untuk menghilangkan interferensi
matriks. Sentrifugasi suspensi yang dilakukan setelah ekstraksi memungkinkan
proses pemisahan sorben dari larutan supernatan (Dugheri et al., 2021). Hal ini
memberikan dSPE memiliki berbagai kelebihan yaitu waktu yang lebih singkat
dalam pengolahan sampel, penggunaan pelarut organik yang sedikit dan tidak
memerlukan peralatan khusus (Mijangos et al., 2016; Islas et al., 2017). Selain itu
dalam proses ekstraksi dSPE dapat menggunakan adsorben yang lebih rendah dari
miligram. Kemampuan dispersi yang tinggi dari adsorben dapat menghasilkan
interaksi yang maksimum antara analit dan adsorben sehingga proses ekstraksi
menjadi lebih efisien (Orange et al., 2020). Mekanisme dSPE ditunjukkan pada
Gambar 2.
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Gambar 2. Skema metodologi dSPE (lIslas et al., 2017)

Pemilihan adsorben dalam dSPE sangat penting dengan mempertimbangkan
karakteristik kimia dan fisik agar interaksi antara adsorben dan analit dapat
berlangsung secara maksimal. Adsorben yang digunakan dalam dSPE dalam
penentuan residu antibiotik adalah padatan yang dimodifikasi secara kimiawi
dengan penambahan beberapa senyawa kimia agar dapat lebih selektif terhadap
analit yang diinginkan (Islas et al., 2017). dSPE banyak digunakan dalam analisis
dan deteksi kontaminan dan juga residu antibiotik karena efisien dan cepat (Song
etal., 2018; Lu et al., 2019). Berbagai penelitian menemukan bahwa material
karbon efektif untuk menghilangkan ciprofloxacin dari perairan (Chen et al.
2014).

2.3. Biokarbon

Biokarbon telah menarik banyak perhatian dalam penelitian karena sifatnya yang
sangat baik seperti kandungan karbon yang tinggi, kapasitas pertukaran kation,
luas permukaan spesifik yang besar dan struktur yang stabil (Rizwan et al., 2016).
Biokarbon adalah produk pemanasan biomassa tanpa adanya udara atau dengan
udara yang terbatas pada suhu di atas 250°C melalui suatu proses yang disebut

pirolisis. Sebuah fitur penentu yang penting dari biokarbon, mirip dengan arang,
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memiliki struktur cincin aromatic yang ditunjukkan pada Gambar 3. Struktur ini
terbentuk selama pirolisis dan merupakan kuncinya sifat biokarbon sehubungan
dengan mineralisasi atau adsorpsi (Lehmann and Joseph, 2015). Biokarbon
memiliki proporsi komposisi unsur yang berbeda sehingga mempunyai sifat yang
berbeda-beda bergantung dari bahan bakunya (Vaughn et al., 2013). Bahan baku
yang mengandung kandungan volatil yang tinggi dapat mengakibatkan rendahnya
biokarbon yang dihasilkan (Kotodynska et al., 2012).

Gambar 3. Struktur biokarbon (Lehmann and Joseph, 2015).

Adsorpsi merupakan mekanisme utama biokarbon dalam menghilangkan logam
berat dan bahan organic (Gai et al., 2014). Senyawa berbahaya pada lingkungan
perairan dapat dihilangkan melalui proses adsorpsi oleh biokarbon (Brito et al.,
2020). Biokarbon telah banyak digunakan untuk menghilangkan kontaminan
organik pada perairan (Zhang et al., 2013). Salah satu kontaminan organiknya
adalah ciprofloxacin dari lingkungan perairan. Struktur berpori dan gugus fungsi
aromatik biokarbon memainkan peran penting dalam menyerap ciprofloxacin dari

lingkungan perairan (Liu et al., 2024).
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Kontaminan organik dapat diserap oleh biokarbon melalui berbagai interaksi
melalui (1) interaksi elektrostatik antara biokarbon dengan kontaminan organik,
(I1) gaya tarik elektrostatik antara biokarbon dan kontaminan organik yang polar,
dan (111) gaya tarik elektrostatik antara biokarbon dan kontaminan organik yang
non polar (Ahmad et al., 2014). Mekanisme interaksi antara biokarbon dan

kontaminan organik ditampilkan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Mekanisme interaksi biokarbon dengan kontaminan organik (Ahmad
etal., 2014)

2.3.1. Sintesis Biokarbon

Sintesis biokarbon dapat dilakukan melalui proses karbonisasi melalui pirolisis,
gasifikasi dan karbonisasi hidrotermal. Sintesis biokarbon dilakukan dengan
pirolisis, sedangkan arang diperoleh dengan cara gasifikasi dan karbonisasi
hidrotermal (Wang et al., 2019). Proses karbonisasi merupakan tahapan untuk
memperkaya kandungan karbon pada material berkarbon dengan cara
menghilangkan spesies non-karbon melalui dekomposisi termal (Nor et al., 2013).
Secara umum, biokarbon diproduksi pada suhu tinggi memiliki luas permukaan
dan kandungan karbon yang lebih tinggi, terutama karena terhadap peningkatan
volume pori mikro yang disebabkan oleh penghilangan senyawa organik yang

mudah menguap pada suhu yang tinggi (Chen et al., 2008).



12

Pirolisis adalah proses penguraian bahan bakar pada suhu tinggi tanpa
penambahan oksigen dari luar. Prosesnya dimulai dengan pengeringan biomassa
dan selanjutnya dilakukan pemanasan. (Weber et al., 2018). Pirolisis berlangsung
dalam kondisi bebas oksigen pada suhu berkisar antara 300-900°C (Jin et al.,
2016b). Pirolisis biasanya terdiri dari pirolisis cepat dan pirolisis lambat.
Perbedaan keduanya terdapat pada proses pemasukkan prekurosor. Pada proses
pirolisis cepat, prekursor ditambahkan ke dalam reactor setelah suhu mencapai
nilai yang diinginkan dalam waktu yang berlangsung singkat. Sedangkan pada
pirolisis lambat, prekurosor dimasukkan ke dalam reaktor pada bagian awal proses
pirolisis dan berlangsung dalam kisaran waktu antara setengah jam hingga
beberapa jam. Pirolisis lambat biasanya mempunyai hasil biokarbon yang tinggi

dibandingkan dengan pirolisis cepat (Bridgewater, 2012).

Proses gasifikasi berlangsung melalui agen gasifikasi (udara, oksigen, uap, dll.)
hingga sebagian mengoksidasi prekurosor. Gasifikasi memerlukan suhu yang
lebih tinggi dibandingkan dengan proses pirolisis yaitu biasanya dengan suhu
lebih tinggi dari 700°C dan sejumlah kecil oksigen dan uap (Hansen et al., 2015).
Namun biokarbon yang dihasilkan dari proses gasifikasi biasanya lebih rendah
dibandingkan yang melalui proses pirolisis karena hasil biokarbon berbentuk gas.
Pada proses karbonisasi hidrotermal, prekursor dicampurkan dengan air dalam
reactor dengan suhu dibawah 250°C. Biokarbon yang dihasilkan dari karbonisasi
hidrotermal memiliki kandungan karbon yang lebih tinggi dibandingkan dengan
hasil pirolisis dan proses gasifikasi (Funke and Ziegler, 2010).

Kandungan oksigen yang terkandung gugus fungsi pada biokarbon dapat
ditingkatkan melalui modifikasi menggunakan oksidator ((Xue et al., 2012).
Modifikasi dengan kalium permanganat juga bisa meningkatkan gugus fungsi
yang mengandung oksigen dan dapat meningkatkan luas permukaan biokabon
(Wang et al., 2015). Kapasitas adsorpsi biokarbon berhubungan langsung dengan
sifat fisikokimianya. sifat-sifat seperti luas permukaan, distribusi ukuran pori,
gugus fungsi dan kation kapasitas pertukaran, sedangkan sifat fisikokimia

bervariasi dengan persiapan kondisi (Gai et al., 2014). Untuk meningkatkan sifat
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fisikokimia biokarbon untuk kondisi lingkungan yang berbeda proses,
dimodifikasi dengan asam, alkali, oksidator dan modifikasi ion logam diadopsi
(Ahmed et al., 2016). Pengaruh modifikasi asam terhadap luas permukaan
biokarbon bervariasi tergantung pada jenis dan konsentrasi asam (Peng et al.,
2015).

Metode Hummers umumnya digunakan untuk sintesis GO dengan cara exfoliation
atau pengelupasan (Hashmi et al., 2020). Metode ini dilakukan dengan cara
menambahkan kalium permanganat (KMnQj4) dan natrium nitrat (NaNO3) ke
dalam larutan asam sulfat pekat (H2SO4) (Costa et al., 2021). Reaksi kimia utama
yang terlibat dalam metode Hummers adalah oksidasi yang berarti memasukkan
atau menambahkan molekul oksigen pada lapisan karbon murni. Reaksi ini terjadi
antara lapisan karbon dan asam sulfat pekat dengan kalium permanganat dan
natrium nitrat yang bertindak sebagai katalis (Dwandaru dkk, 2019). Metode ini
dipilih karena diharapkan dapat menambahkan molekul oksigen pada lapisan

biokarbon sehingga lebih mudah terjadi adsorpsi terhadap ciprofloxacin.

2.3.2. Karakterisasi Biokarbon

Karakterisasi dilakukan untuk mengetahui gugus fungsi, morfologi, dan bentuk

kristal pada biokarbon.

2.3.2.1. Fourier Transform Infrared (FTIR)

Fourier Transform Infrared (FTIR) adalah sebuah teknik instrumental yang
digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi dalam bahan (gas, cair, dan padat)
dengan menggunakan pancaran radiasi inframerah. Spektroskopi inframerah
mengukur penyerapan radiasi IR yang dilakukan oleh setiap ikatan dalam molekul
dan sebagai hasilnya menghasilkan spektrum yang umumnya ditetapkan sebagai
% transmitansi versus bilangan gelombang (Khan et al., 2018).

Spektrum FTIR biokarbon berdasarkan percobaan Anstey et al., (2016)
menunjukkan perubahan spektrum karena adanya penambahan asam. Spektrum a

adalah biocarbon tanpa adanya penambahan asam. Spektrum b adalah biokarbon
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yang ditambahkan asam sulfat menampilkan adanya puncak di sekitar 1041 cm™ —
1146 cm™* yang menunjukkan adanya gugus sulfonat (S = O). Spektrum c adalah
biokarbon yang ditambahkan asam nitrat menampilkan adanya puncak 1535 cm™
dan 1338 cm™ yang menunjukkan adanya gugus fungsi nitro (N — O). Sedangkan
spektrum D adalah biokarbon yang ditambahkan campuran keduanya
menunjukkan adanya gugus karbonil (C = O), karboksil, epoksi (COC), dan gugus
C— H. Spektrum FTIR biocarbon tersebut dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Spektrum FTIR Biokarbon (a) Biokarbon Tanpa Penambahan Asam,
(b) Biokarbon yang Ditambahkan Asam Sulfat, (c) Biokarbon yang Ditambahkan
Asam Nitrat (d) Biokarbon yang Ditambahkan Keduanya (Anstey et al., 2016)

2.3.2.2. Scanning Electron Microscopy (SEM)

Scanning electron microscope (SEM) merupakan salah satu jenis mikroskop
yang dapat menggambarkan permukaan sampel melalui proses scan dengan
menggunakan pancaran energi dari elektron. Interaksi antara elektron dengan
atom-atom menghasilkan sinyal yang dapat memberikan informasi tentang

permukaan topografi sampel, komposisi, dan sifat lainnya (Dwandaru dkk, 2019).

Hasil analisis SEM dari biokarbon menunjukkan permukaan yang kasar dengan
pori-pori yang tidak beraturan. Morfologi permukaan biokarbon menunjukkan
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bahwa biokarbon bersuhu lebih tinggi (600 dan 900 °C) menunjukkan sifat
permukaan halus, dengan ukuran partikel lebih besar dibandingkan biokarbon
bersuhu lebih rendah (400 °C), karena penghilangan sebagian besar pengotor. dari
biokarbon. Biokarbon yang diperoleh pada suhu 400 °C biasanya menunjukkan
struktur permukaan kasar, pori aktif kecil, dan partikel agak lunak. Hasil SEM

ditunjukkan pada Gambar 6.

(400 °C)

(900 °C)
Gambar 6. Hasil SEM biokarbon (Mihsra et al., 2022)

2.3.2.3. X-ray diffraction (XRD)

X-ray diffraction (XRD) digunakan untuk menganalisis interaksi antara sinar-x
dengan atom yang tersusun dalam bentuk kristal. Analisa yang digunakan adalah
mengidentifikasi keberadaan suatu senyawa dari pola pembiasan cahaya akibat
dari berkas cahaya yang dibiaskan oleh material yang memiliki susunan atom pada
Kisi kristalnya (Agus dkk, 2012). XRD digunakan untuk menentukan bentuk
kristal dari molekul (Hashmi et al., 2020).



Sebagian besar penelitian telah mengungkapkan bahwa difraksi sinar-x dari

biokarbon adalah struktur amorf (Keiluweit et al, 2010; Singh et al, 2010; Yuan et

al, 2011). Puncak di sekitar 24° merupakan puncak karakteristik bahan karbon.

Penurunan intensitas puncak XRD dan perluasan puncak menunjukkan adanya
peningkatan sifat amorf dari karbon yang diperoleh (Aslam et al., 2021).
Spektrum XRD dari biokarbon ditunjukkan pada Gambar 7.
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Gambar 7. Spektrum XRD dari biokarbon (Aslam et al., 2021)

2.4. Bakau

Tanaman bakau memiliki sekitar 70 jenis spesies dengan 40 jenis genus dan 25

jenis famili dengan 25 spesies termasuk kedalam famili Rhizophoraceae dan

Avicenniaceae serta berbagai kelompok terdapat di hutan hujan dataran rendah,

rawa air tawar, dan rawa asin. Hutan bakau mengandung karbon sebanyak 75—

95% dalam bentuk cadangan besar di bawah tanah pada akar-akar yang sudah

mati (Alongi, 2018). Indonesia merupakan negara yang memiliki jumlah pulau

terbanyak di dunia sehingga Indonesia juga memiliki wilayah dengan pantai

terpanjang di dunia. Adanya pantai yang sangat luas maka terdapat banyak

tanaman bakau di sekitarnya. Kayu kering dari hutan bakau ini banyak
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dimanfaatkan untuk kayu bakar dan arang (Budianto et al, 2019). Arang bakau
dapat dijadikan sebagai prekursor karbon karena kelimpahannya dan biayanya
rendah (Han, et al., 2016). Ekosistem hutan mangrove memiliki fungsi salah
satunya sebagai penyimpan karbon dalam bentuk biomassa (Mandari dkk, 2016).
Pada ekosistem tanaman bakau tersimpan karbon di atas tanah dalam biomassa
tumbuhan pada batang dan daun, dan di bawah tanah dalam biomassa tumbuhan
pada sistem akar dan rimpang (Heriyanto dkk, 2016). Hutan bakau memiliki
simpanan karbon lebih banyak dibandingkan ekosistem lainnya (Alongi, 2014)
yang ditampilkan pada Gambar 8.

Di atas tanah
1.000 = Di bawah tanah
Tanan

]

800

400 ~

200

Rawa pasang Padang Hutan Hutan tropis yang Hutam rawa
surut subtropis lamun tropis mangrove lembab dan gambut tropis
selalu hijau

Ekosistem

Gambar 8. Perbandingan jumlah karbon di berbagai ekosistem (Alongi, 2014).

Sudah banyak penelitian yang melaporkan bahwa karbon dapat disintesis dari
tanaman bakau. Salah satunya penelitian terkait sintesis karbon adalah penelitian
Pal et al. (2019) yang melaporkan bahwa tanaman bakau dapat menjadi
prekursor yang sangat menjanjikan untuk mensintesis karbon. Selain itu, Islam et
al. (2019) menyimpulkan dari hasil penelitiannya bahwa hasil sintesis karbon dari

tanaman bakau lebih baik dibandingkan yang komersial.

2.5. Respon Surface Methodology (RSM)

Optimasi adalah proses yang banyak digunakan untuk menemukan yang hasil
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terbaik dari antara semua keadaan yang ada. Sebagian besar metode analisis dan
proses adsorpsi dioptimalkan menggunakan pendekatan konvensional. Pendekatan
ini melibatkan banyak perlakuan (Rahman et al., 2021). Oleh karena itu proses
optimasi dengan metode konvensional membutuhkan waktu yang lama dan
prosesnya rumit (Najafpoor et al., 2019). Metode optimasi konvensional hanya
dapat menganalisis perubahan satu variabel dalam satu waktu dan variable lainnya
diatur dalam keadaan konstan. Namun metode konvesional tidak dapat
menentukan interaksi yang kompleks di antara variable nya (Darvishmotevalli et
al., 2019).

Response Surface Methodology (RSM) adalah sebuah metode matematika dan
statistik yang bertujuan untuk mengoptimalkan respon yang dipengaruhi oleh
beberapa variabel independen. RSM digunakan untuk merancang eksperimen
dengan meminimalisir jumlah eksperimen yang dipengaruhi faktor dan level
tertentu (Chelladurai et al., 2020). RSM adalah salah satu desain eksperimental
yang paling sering digunakan karena RSM dapat menganalisis pengaruh dari
beberapa faktor dan interaksi diantaranya bahkan lebih dari satu variabel respon
(Reji et al., 2022).

Salah satu desain dari RSM yang paling banyak digunakan adalah Box—Behnken
design (BBD). BBD adalah desain RSM yang sangat efisien dalam memberikan
informasi secara eksklusif tentang pengaruh variabel eksperimen dan menentukan
kesalahan dalam eksperimen secara keseluruhan dengan jumlah proses minimum.
BBD adalah desain RSM dengan tiga level yang diberi kode 1, 0, dan +1. Jumlah
faktor dalam BBD yang dapat digunakan berkisar antara 3 dan 21. Titik-titik
faktorial BBD terdapat pada simpul-simpul kubus, bukan pada sudut-sudut kubus
jika ditampilkan dalam Gambar 9 berupa diagram representasi kubik (Beg, 2021).
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Gambar 9. Gambaran desain metode BBD (Beg, 2021).
Persamaan regresi untuk memprediksi respon yang biasa digunakan adalah
persamaan regresi polinomial orde kedua seperti yang ditunjukkan pada
Persamaan 1. Persamaan berikut digunakan untuk memprediksi respon dengan

mempertimbangkan parameter masukan.
S=ap+ Y aixi+Yaixé+ Y ajXX 1)

dimana, S adalah respon, ao adalah rata-rata respon; a;, ajdan aj; adalah koefisien
respon. Istilah kedua, ketiga, dan keempat masing-masing mewakili efek linier,

urutan lebih tinggi, dan interaksi (Chelladurai et al., 2020).

Salah satu penelitian terkait RSM dilakukan oleh Siddiqui et al. (2020) yang
melakukan optimasi biokarbon menggunakan RSM. Penelitian serupa juga
dilakukan Saadat et al. (2018) dimana RSM digunakan mencari kondisi optimal
dari biokarbon yang digunakan untuk menghilangkan kontaminan dalam air.



I11. METODE PERCOBAAN

3.1. Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Februari 2024 — Mei 2024 di
Laboratorium Analitik FMIPA Universitas Lampung. Karakterisasi Graphene
Oxide menggunakan Fourier Transform Infrared (FTIR) dan Scanning Electron
Microscopy (SEM) dilakukan di Unit Pelayanan Teknis Laboratorium Terpadu
dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT- LTSIT) Universitas Lampung serta X-Ray
Diffraction (XRD) dilakukan di Universitas Negeri Padang. Uji adsorpsi
antibiotik ciprofloxacin menggunakan Spektrofotometer Ultraviolet-Visible (Uv-

Vis) dilakukan Laboratorium Anorganik Fisik Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah gelas beaker, labu
erlenmeyer, labu ukur, neraca analitik, tabung reaksi, mortar dan alu, magnetic
stirrer, spinbar, sentrifuge, oven, corong kaca, pipet volume, kertas saring, cawan
kurs, batang pengaduk, spatula, pH meter. Instrumen yang digunakan untuk
karakterisasi adalah Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform
Infrared (FTIR), dan Spektrofotometer Ultraviolet-Visible (Uv-Vis).

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah ranting tanaman bakau,
FeCls.6H.0 (Supelco Sigmaaldrich), H2SO4 pekat (Supelco Sigmaaldrich),
KMnO4 (MerckTM), H202 30% (Supelco Sigmaaldrich), BaCl, (MerckTM),
antibiotik standar CIP, HCI 37%, NaOH, trietanolamin, asam ortoposfat, methanol
(Supelco Sigmaaldrich), etanol (Supelco Sigmaaldrich), asam asetat glasial
(Smart-Lab), dan akuades.
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3.3. Prosedur Kerja

3.3.1. Pembuatan Biokarbon Menggunakan Metode Hummers Termodifikasi

3.3.1.1. Pembuatan Biokarbon dari Limbah Bakau

Ranting bakau yang diperoleh dari Ekowisata Mangrove Desa Gebang
“Petengoran” Kec. Teluk Pandan, Kabupaten Pesawaran, Provinsi Lampung
dibersihkan dan dikeringkan dibawah sinar matahari. Kayu bakau yang telah
bersih dan kering, kemudian dipanaskan pada suhu 110° C selama 2 jam untuk
menghilangkan abu serta zat-zat yang larut dalam air (Astuti et al., 2016).
Selanjutnya dikarbonisasi dengan cara dibakar dalam wadah logam kedap udara
(secara pirolisis sederhana) selama kurang lebih 3 jam sehingga diperoleh arang
atau karbon kayu bakau dan dihaluskan menggunakan alat penggiling lalu diayak

menggunakan pengayak berukuran 106 mesh.

Arang hasil karbonisasi ditimbang sebanyak 5 gram kemudian dimasukkan ke
dalam gelas beaker 1000 mL, lalu ditambahkan akuades sebanyak 500 mL dan
diaduk menggunakan magnetic stirrer dengan kecepatan 600 rpm, selanjutnya
ditambahkan larutan FeCls.6H.O sebanyak 4 mL dan kecepatan putaran dinaikkan
sampai 900 rpm pada suhu ruang. pH larutan campuran diubah hingga mendekati
pH 2 dengan penambahan HCI 1 M secara perlahan, setelah itu dilakukan
pengadukan pada suhu 60 °C selama 5 jam. Larutan disentrifugasi untuk
memisahkan supernatan dari endapan graphite. Endapan dicuci dengan akuades
hingga pH 7 (netral), selanjutnya dikeringkan di dalam oven pada suhu 50 °C
selama 8 jam dan dilanjutkan dengan suhu 110 °C selama 5 jam. Sampel yang
telah dioven dimasukan ke dalam desikator (Dewi, 2020).

3.3.1.2. Pembuatan Biokarbon Termodifikasi

Sebanyak 1 gram biokarbon dimasukkan ke dalam gelas kimia di lemari asam,
kemudian ditambahkan 23 mL H>SO4 pekat dan diaduk dengan menggunakan

magnetic stirrer dalam penangas es (0 °C) selama 30 menit. Larutan campuran
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ditambahkan 3 gram KMnO4 secara perlahan dan suhu dipertahankan di bawah
10 °C, kemudian diaduk pada suhu 35 °C selama 30 menit, selanjutnya tambahkan
46 mL akuades secara perlahan dan terjadi kenaikan suhu hingga 98 °C, lalu
didiamkan selama 15 menit (Li et al., 2013).

Akuades sebanyak 140 mL ditambahkan ke dalam campuran, diikuti dengan
penambahan 10 mL larutan H202 30% sembari diaduk dengan magnetic stirrer
selama 10 menit. Suspensi yang terbentuk dicuci berulang kali dengan larutan
HCI 5% sampai sulfat menghilang, diuji dengan barium klorida lalu dicuci dengan
akuades secara berulang hingga pH 5, kemudian larutan dipisahkan dengan
endapan menggunakan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit.
Endapan yang dihasilkan didispersikan dalam 450 mL akuades dan disonikasi
selama 2 jam, lalu disaring dan endapan yang diperoleh dikeringkan dalam oven
pada suhu 60 °C selama 5 jam (Li et al., 2013).

3.3.2. Karakterisasi Biokarbon

Karakteristik gugus fungsi pada biokarbon diidentifikasi menggunakan FTIR
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Morfologi, identifikasi unsur, dan
komposisi kuantitatif graphene oxide diidentifikasi menggunakan SEM
(Scanning Electron Microscope). Karakterisasi dengan XRD digunakan untuk
menentukan bentuk kristal dari molekul. Hasil karakterisasi biokarbon dari

sintesis tanaman bakau.

3.3.3. Pembuatan Larutan Induk Ciprofloxacin 500 ppm

Larutan induk antibiotik ciprofloxacin 500 ppm dibuat dengan cara melarutkan 50
mg padatan antibiotik ciprofloxacin dengan akuades dalam labu takar 100 mL
hingga tanda tera dan dihomogenkan. Kemudian dilakukan pengenceran pada

larutan induk hingga didapati larutan standar untuk pembuatan kurva kalibrasi.



3.3.4. Optimasi dSPE menggunakan RSM

Desain eksperimen pada dSPE dilakukan dengan metode Box—Behnken design

(BBD) dengan 3 level variabel berupa maksimal (+1), medium (0), dan minimal
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(-1) pada faktor massa adsorben, pH, waktu kontak, dan konsentrasi ciprofloxacin

(Tabel 1). Berdasarkan desain eksperimen menggunakan software Design Expert

13.0, dihasilkan 15 percobaan yang ditunjukkan pada Tabel 2. Hasil % adsorbsi
yang didapatkan dari uji dSPE dijadikan sebagai variabel respon yang akan
dianalisis dengan ANOVA dan dibuat grafik RSM untuk mengetahui kondisi

optimum dSPE CIP dengan adsorben biokarbon.

Tabel 1. Level variabel independen dalam desain BBD

Faktor -1 0 +1
Massa adsorben biokarbon (mg) 10 20 40
pH 2 7 10
Waktu kontak (menit) 20 40 60

Tabel 2. Desain eksperimen BBD

Run  Massa adsorben (mg) pH Waktu kontak (menit)
1 40 10 40
2 25 2 20
3 25 10 60
4 25 2 60
5 10 2 40
6 10 6 60
7 25 6 40
8 40 2 40
9 10 6 20

10 25 6 40
11 25 6 40
12 40 6 20
13 10 10 40
14 25 10 20
15 40 6 60

Pada penelitian ini, percobaan dilakukan secara bergantian dan sesuai dengan nilai
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yang diberikan pada desain BBD (Tabel 2). Untuk setiap sampel, larutan
ciprofloxacin dengan konsentrasi tertentu dicampurkan dengan adsorben
biokarbon dalam jumlah tertentu dalam kondisi pH dan waktu kontak yang sudah
ditentukan sesuai dengan desain BBD (Tabel 2). Biokarbon dipisahkan dengan
sentrifugasi dan filtrasi, sehingga konsentrasi ciprofloxacin yang tersisa dalam
larutan diukur dengan spektrofotometri UV-Vis. Persentase adsorpsi antibiotik

dianggap sebagai variabel respon menurut Persamaan 2.

Adsorpsi (%) = Coc_ocx x 100 (2)

Keterangan :
Co = Konsentrasi awal ciprofloxacin

Cx = Konsentrasi akhir ciprofloxacin setelah adsorpsi dalam larutan (ppm)



Adapun untuk skema penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 10.

Pembuatan Biokarbon dari Tanaman Bakau

Karakterisasi
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SEM FTIR XRD
v
Optimasi Ekstraksi Antibiotik Ciprofloxacin
menggunakan Teknik dSPE dengan RSM
Massa Adsorben pH Waktu

Gambar 10. Diagram alir penelitian.




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian, maka diperoleh simpulan :

1.

Pada penelitian ini telah berhasil dilakukan ekstraksi biokarbon dari
tanaman bakau yang dibuktikan dengan hasil karakterisasi FTIR, XRD dan
SEM.

Berdasarkan analisis dari RSM bahwa interaksi faktor penyerapan adsorpsi
biokarbon terhadap ciprofloxacin yang memiliki persen terbesar adalah
interaksi antara massa biokarbon dengan pH yang menunjukkan biokarbon
dengan massa 10-12 mg dalam kondisi pH 6 — 9 merupakan kondisi
optimum dengan penyerapan adsorpsi >60%.

Kondisi optimum adsorpsi ciprofloxacin oleh biokarbon yang berasal dari
tanaman bakau berdasarkan analisis RSM yaitu pada massa 21,64 mg dalam
pH 5,98 dan waktu kontak 57,18 menit dengan persen adsorpsi sebesar
35,83%.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil yang diperoleh, maka pada penelitian selanjutnya disarankan

untuk:

1.
2.
3.

Melakukan uji menggunakan 3 interaksi variabel sekaligus.
Menggunakan penelitian ini sebagai acuan dengan menggunakan limbah lain.
Menggunakan penelitian ini sebagai acuan tetapi dengan metode modifikasi

yang lain.
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