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ABSTRAK

Potensi isolat bakteri laut dari perairan laut Makassar sebagai penghasil emulsan selama biodegradasi
hidrokarbon petroleum telah dilakukan. Pengujian dilakukan dengan menggunakan supernatan hasil
sentrifugasi dari kultur isolat bakteri berumur hingga 350 jam. Digunakan hidrokarbon petroleum jenis
Angsi sebesar 1% sebagai satu-satunya sumber karbon dan energi. Pengujian dilakukan masing-
masing pada fase eksponensial, fase stationer dan fase kematian. Kemampuan emulsifikasi ditunjukkan
dari hasil pengukuran serapan pada spektrofotometer dari supernatan yang ditambahkan heksadekana
murni sebanyak 1% dan dikocok selama 2 menit. Diperoleh kemampuan emulsifikasi yang meningkat
seiring melajunya pertumbuhan isolat bakteri yaitu sebesar 0,086 sampai 0,301. Hasil jauh lebih rendah
apabila menggunakan sumber karbon Na-Asetat yaitu antara 0,005 — 0,032.
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1. PENDAHULUAN

Pencemaran pada perairan dan daratan oleh hidrokarbon yang bersumber dari
minyak bumi menjadi perhatian utama dalam usaha peningkatan kualitas lingkungan
dan kesehatan manusia (Rodriguez-Martinez et al, 2006). Eliminasi bahan pencemar
tersebut dapat dilakukan baik secara fisiko-kimiawi, maupun biologi (Okoh, A.l.,
2006). Secara fisiko-kimiawi dapat dengan penjaringan lapisan minyak dan atau
penambahan bahan kimia sebagai bahan pengemulsi. Namun cara tersebut tidak
efesien karena dapat menghasilkan produk sampingan berbahaya. Penanggulangan
secara mikrobiologis diakui lebih aman karena melibatkan proses biodegradasi
(Atlas, 1991). Oleh karena hidrokarbon memiliki solubilitas yang rendah dalam air,
maka hal tersebut menjadi pembatas dalam proses biodegradasi. Biodegradasi
hidrokarbon minyak bumi sangat terbatas karena sifatnya yang tidak dapat larut
dalam air, sehingga ketersediaannya untuk digunakan sel mikroba pula akan

terbatas.

Studi tentang biodegradasi hidrokarbon petroleum menunjukkan keberadaan
suatu senyawa yang berasosiasi pada proses tersebut yang dapat meningkatkan
dispersi hidrokarbon. Senyawa tersebut memiliki sifat tension aktif yang dinamakan
surfaktan mikroba atau biosurfaktan (Rosenberg, 1992; Bertrand et al. 1993; Zhang
dan Miller, 1994).

Biosurfaktan yang diproduksi oleh mikroorganisme berperan dalam proses
emulsifikasi dan atau solubilisasi hidrokarbon yang memungkinkan terjadinya kontak

antara sel mikroorganisme dan senyawa hidrokarbon minyak bumi yang bersifat



hidrofobe sebagai substrat (Goswami & Singh, 1990; Husain, et. al., 1997; Christova
et al, 2004). Biosurfaktan terdiri atas molekul hidrofobik dan hidrofilik yang
memungkinkan biosurfaktan dapat menurunkan tegangan permukaan dan interfase

antara hidrokarbon dan air (Inakullo et al., 2004).

Pada penanganan limbah hidrokarbon perlakuan dengan penambahan surfaktan
sintesis sering dilakukan untuk memungkinkan terjadinya emulsifikasi. Kondisi
tersebut sangat diharapkan untuk memudahkan mikroorganisme mengasimilasi
senyawa tersebut. Biosurfaktan selain sebagai pengemulsi dalam proses
biodegradasi juga diketahui digunakan dalam berbagai industri (Bertrand et al, 1993;
Makkar dan Rockne, 2003).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan emulsifikasi
senyawa ekstraseluler isolat bakteri laut bersifat gram negatif yang memiliki
kemampuan biodegradasi petroleum cenderung tinggi selama pertumbuhannya
(Husain dan Budi 2009). Bahwa potensi tersebut dapat dimanfaatkan dalam berbagai
industri yang membutuhkan bahan pengemulsi yang ramah lingkungan, misalnya
industri cat, deterjen, obat-obatan, kosmetik, dan lain-lain (Karanth, dan
Veenanadig, 2005).

2. METODE PENELITIAN

Bakteri yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri yang telah diisolasi
sebelumnya dari sediment perairan pelabuhan laut Paotere, Makassar, Sulawesi
Selatan dan telah melalui uji kemampuan biodegradasi terhadap hidrokarbon
petroleum secara in vitro. (Husain dan Budi 2009). Hidrokarbon yang digunakan
sebagai substrat adalah petroleum jenis Angsi (China) dari Pertamina Wilayah
Balikpapan dan hidokarbon alkana murni Eicosana (CxHsz) (Merck) sebanyak 2%
vlv serta substrat kontrol Na-asetat 2 grm/l. Digunakan air laut sintetik (Baumann, P
& Baumann, L., 1981) yang mengandung: Tris hydroxy-methyl-amino-methane,
NaCl, KCI , CaCl H,O, NH,Cl, MgS0O.7H,0, MgCl,, NaOH, HCI, KH,PO,, K;HPOQOy,
FeSO,, H,SO..

Peremajaan pada medium Nutrin cair dan prakultur dengan substrat masing-
masing yang digunakan. Masing-masing kultur diambil satu (1) ml pada setiap
interval pengamatan pada beberapa fase pertumbuhan untuk pengukuran
pertumbuhan dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 450

nm. Selanjutnya nilai densitas optik dari hasil pengukuran diplot pada kertas



semilogaritma. Waktu generasi yang merupakan waktu yang dibutuhkan oleh bakteri

untuk membelah juga dihitung dengan menggunakan kurva pertumbuhan tersebut.

Sebanyak 10 ml kultur yang telah dibuat (petroleum, eicosane, dan natrium
asetat), disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm selama 10 menit. Supernatan
kemudian difiltrasi pada filter 0,45 pum. Filtrat tersebut ditambahkan 2% v/v ml
hexadecane dan divortex selama 5 menit. Selanjutnya diukur serapannya pada
panjang gelombang 610 nm selama + 180 menit dengan interval reguler. Nilai
serapan yang stabil tersebut selama pengukuran 120 menit menunjukkan

kemampuan emulsifikasi (Roy et al, 1979).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengukuran pertumbuhan yang dilakukan pada ke tiga (3) kultur yaitu
dengan substrat Na-Asetat, minyak bumi, eikosana dan selanjutnya diplot pada
kertas semilogaritama dihasilkan kurva pertumbuhan serta waktu generasi yang
dibutuhkan oleh isolat bakteri untuk membelah dari satu sel menjadi dua sel
(Prescott et al., 2005; Husain, 2007).

3.1. PERTUMBUHAN BAKTERI PADA SUBSTRAT NA-ASETAT
Dari kurva pertumbuhan pada gambar 1 nampak selang 12 jam setelah
inkubasi, pertumbuhan bakteri langsung memasuki fase eksponensial dengan
densitas optik (DO) 0,077.
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan bakteri pada substrat eicosana



Selanjutnya memasuki fase eksponensial selama 42 jam dengan nilai DO
hingga 0,921 Kultur memasuki fase diperlambat dengan mencapai D.O 0,959
untuk memasuki fase stasioner berselang waktu 12 jam. Fase ini terjadi pada
waktu inkubasi 48 jam sampai 60 jam dengan nilai DO yang cenderung sama
yaitu 1. Selanjutnya kultur memasuki fase kematian dengan nilai DO 0,921
dan turun hingga 0,854.

3.2. PERTUMBUHAN BAKTERI PADA SUBSTRAT EIKOSANA
Pada substrat eicosane dilakukan pengamatan pertumbuhan dengan
interval 24 jam (1 hari) selama 288 jam (12 hari). Hasilnya nampak pada

gambar 2.

Pada kurva pertumbuhan nampak setelah inkubasi 24 jam nilai DO awal
0,097. Selanjutnya kultur langsung memasuki fase eksponensial sampai pada
waktu inkubasi 168 jam dengan nilai DO 1, selanjutnya sampai 192 jam nilai
DO meningkat menjadi 1,398 untuk masuk fase perlambatan dan kemudian

masuk fase stasioner.

Selanjutnya masuk fase kematian sampai 240 jam dengan nilai DO yang
menurun yaitu 1,398. Dari kurva pertumbuhan diatas diperoleh waktu

generasi (g) 72 jam.
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Gambar 3. Kurva pertumbuhan bakteri pada substrat petroleum



3.3. PERTUMBUHAN BAKTERI PADA SUBSTRAT PETROLEUM
Pada kultur ini pengukuran pertumbuhan dilakukan selama 14 hari (336

jam) dengan interval 24 jam hasilnya dapat dilihat pada gambar 3.
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Gambar 3. Kurva pertumbuhan bakteri pada substrat petroleum

Dari kurva pertumbuhan nampak bahwa setelah inkubasi 24 jam pada DO
awal 0,071, kultur langsung memasuki fase eksponensial sampai 240 jam
dengan DO 1,212. Selanjutnya kultur memasuki fase perlambatan dengan
DO hingga 1,350. Saat kultur berumur dari 240 jam sampai 288 jam, kultur
memasuki fase stasioner dengan nilai DO meningkat menjadi 1,398.
Memasuki waktu inkubasi 312 jam kultur memasuki fase kematian dengan

nilai DO 1,155 sampai 336 jam. Waktu generasi diperoleh sebanyak 128
jam.

3.4. UJI EMULSIFIKASI
Pengambilan sampel untuk uji emulsifikasi pada ke tiga substrat,
dilakukan berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri pada ke 3 (tiga) fase
pertumbuhan bakteri yaitu fase eksponensial, fase stasioner, dan fase

kematian. Pada tiap fase tersebut dilakukan dua kali pengambilan sampel.

3.4.1. UJI EMULSIFIKASI PADA KULTUR NA-ASETAT
Pada kultur Na-asetat didapatkan nilai uji emulsifikasi yang
berbeda tiap fase, hasilnya tertera pada Tabel 1. Pada fase

eksponensial diperoleh nilai uji emulsifikasi 0,018 untuk T1 dan pada



3.4.2.

T, diperoleh 0,032. Selanjutnya masuk pada fase stasioner dan untuk
selanjutnya masuk fase kematian dengan DO yang menurun hingga

0,027 seiring berkurangnya jumlah sel.

Nilai uji emulsifikasi yang paling rendah yaitu 0,032 jika
dibandingkan dengan eicosane dan petroleum. Hal ini disebabkan
karena natrium asetat merupakan medium minima yang dapat
digunakan oleh semua bakteri yang bersifat heterotrof dan dapat larut

dalam air.

Tabel 1. Nilai uji emulsifikasi pada kultur Na-asetat

Fase Pengambilan Densitas Optik
. 1 0,005
Eksponensial > 0.018
. 3 0,018
Stasioner 2 0032
Kematian > 0,032
6 0,027

UJI EMULSIFIKASI PADA KULTUR EICOSAN

Pada kultur eicosan didapatkan nilai uji emulsifikasi yang juga
berbeda pada tiap fase pertumbuhan. Pada fase eksponensial dalam
pengambilan pertama (T;) didapatkan nilai DO 0,061 dan pada
pengambilan kedua didapatkan 0,119. Nilai emulsifikasi kultur pada

berbagai fase pertumbuhan dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Nilai uji emulsifikasi pada kultur eicosane

Fase Pengambilan | pensitas Optik

) T, 0,061
Eksponensial

T, 0,119
. T, 0,076
Stasioner T, 0.086
Kematian T 0,222
T, 0,125

Pada awal fase stasioner nilai emulsifikasinya menurun menjadi
antara 0,076 - 0,086 untuk selanjutnya meningkat menjadi 0,222 pada

awal fase kematian.



Nilai uji emulsifikasi pada eicosan lebih tinggi jika dibandingkan
dengan Na-asetat. Eicosan merupakan hidrokarbon murni yang
termasuk anggota parafin dengan rumus kimiawi CyH4, (Watkinson,
1990). Hidrokarbon menjadi satu-satunya sumber karbon dan energi
bagi sel bakteri memenuhi keperluan untuk biosintesis dari bakteri
tersebut. Oleh hidrofobisitas dari hidrokarbon sebagai substrat maka
bakteri mengembangkan strategi dengan mengekskresi biosurfaktan
(Desai dan Desai 1993; Rosenberg dan Rosenber, 1993 ).
Kemampuan bakteri dalam menghasilkan senyawa pengemulsi
dengan eicosan sebagai substrat pertumbuhan telah dilakukan
sebelumnya dengan menggunakan isolat dari daerah subtropis.
Bahwa emulsifikasi lebih tinggi dibanding menggunakan Na-asetat
(Husain, et. al., 1997).

3.5. Uji Emulsifikasi Bakteri pada kultur Petroleum
Hasil uji emulsifikasi dengan substrat ini pula berbeda pada tiap fase
yaitu pada fase eksponensial diperoleh antara 0,086 dan 0,301 sedangkan
pada stasioner diperoleh antara 0,301 dan 0,337. Memasuki fase kematian
nilai tersebut cenderung dipertahankan yaitu antara 0,301 dan 0,31. Nilai

emulsifikasi pada berbagai fase pertumbuhan tertera pada Tabel 3.

Tabel 3. Nilai uji emulsifikasi pada kultur petroleum

Pengambilan

Fase Densitas Optik
) T, 0,086
Eksponensial

T 0,301

) T, 0,301
Stasioner

T, 0,337

. T 0,310
Kematian

T 0,301

Adanya kemampuan emulsifikasi pada kultur dengan substrat
hidrokarbon seperti eicosane dan petroleum vyaitu berturut-turut 0,222 dan
0,337, mengindikasi bahwa isolat bakteri mensekressi senyawa ekstraselular
yang bersifat tensio aktif. Kemampuan dari berbagai isolat bakteri seperti

tersebut telah dibuktikan oleh beberapa ahli dengan isolat yang berasal dari



daerah subtropis (Husain et al. 1997; Bertrand et al. 1993, yang digunakan
memiliki potensi sebagai isolat pendegradasi hidrokarbon petroleum dan
penghasil biosurfaktan. Eicosane (alkana rantai lurus) dengan rumus kimiawi
CxoH42 merupakan hidrokarbon murni. Petroleum terdiri dari campuran dari
berbagai hidrokarbon dan alkana berantai lurus lebih mudah dipecah oleh
mikroorganisme dibandingkan rantai bercabang.

Hidrokarbon bersifat hidrofobe, sehingga untuk memperoleh karbon
tersebut, sel bakteri harus menggunakan strategi tertentu untuk dapat
memperolehnya  (accessible terhadap sel bakteri). Kemampuan
mengeluarkan biosurfaktan diketahui sebagai salah satu dari strategi tersebut
untuk menurunkan tegangan permukaan antara air dengan eicosane
(Goswami dan Singh, 1990; Husain et al. 1997). Oleh karena hidrofobisitas
sel menyebabkan sel tersebut menunjukkan aktivitas emulsifikasi yang lebih
baik dan mampu menurunkan tegangan permukaan supernatan kultur secara
signifikan dibanding sel yang ditumbuhkan pada substrat Na-asetat (Desai
dan Desai 1993).

0.4

0‘227
0.35 0.301 0.31 |
0.3 0301 — _e__%e_l___‘-.—KU turNa-

asetat

0.25 0222 L Kultur
0.2 —N\

. eicosan
0.15 / \

SRR
~0.086 0.0 Wois

0.1 4 0.632

Nilai Densitas Optik

0.05 0.061 032
0 018 0.027
0 i T T T

0 2 pengambildn 6 8

Gambar 4. Emulsifikasi dari isolat bakteri pada kultur Na-asetat, eicosane dan petroleum

selama fase eksponensial, fase stasioner, fase kematian.



4. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa:

1) Pertumbuhan bakteri pada substrat Na-asetat memiliki waktu generasi 16 jam,
sedangkan substrat eicosan 72 jam dan petroleum 128 jam.

2) Kemampuan emulsifikasi dari senyawa yang dihasilkan isolat bakteri paling
tinggi selama pertumbuhan pada substrat petroleum yaitu 0,337, sedangkan
pada substrat eicosan 0,222 dan cenderung tidak diperoleh aktifitas emulsifikasi
selama pertumbuhan pada Na-asetat.

Penghargaan:

Artikel ini merupakan bagian dari hasil penelitian yang didanai oleh Penelitian
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