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SCREENING, PRODUCTION, AND EMULSIFICATION ABILITY OF
BIOSURFACTANT BY HYDROCARBONOCLASTIC BACTERIA
FROM PETROLEUM CONTAMINATED MANGROVE AREA

By:
Mirfat
08071004008

N ———— __________________________________________ _______

ABSTRACT

Addition of biosurfactant is one of the important efforts in accelerating the process of
bioremediation of petroleum. The aim of this research were screening for biosurfactant
producing hydrocarbonoclastic bacteria derived from petroleum contaminated mangrove
area and to know the production and emulsification ability of their biosurfactant. Screening
done by looking hemolytic activity of 29 isolates of hydrocarbonoclastic bacteria on blood
agar medium. The variables measured were the number of bacteria, biosurfactant
production and emulsification index. The results showed that 16 hydrocarbonoclastic
bacteria known potentially to produce biosurfactant. Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas saccharophyla, and Bacillus sphaericus var rotans selected as the inoculum
of biosurfactant production phase. The highest biosurfactant product achieved at the 48"
incubation, which biosurfactant producing by Pseudomonas alcaligenes was 1.9 g/L with
emulsification index of 0.6, Pseudomonas saccharophyla produce biosurfactant at 1.86 g/L
with emulsification index of 0.63 and Bacillus sphaericus var rotans produce biosurfactant
at 0.68 g/L with emulsification index of 0.6.

Key words: screening, hydrocarbonoclastic bacteria, biosurfactant, emulsification index.
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PENAPISAN, PRODUKSI DAN KEMAMPUAN EMULSIFIKASI BIOSURFAKTAN
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ABSTRAK

Penambahan biosurfaktan merupakan salah satu upaya penting dalam mempercepat
proses bioremediasi minyak bumi. Penelitian ini bertujuan untuk menapis bakteri
hidrokarbonoklastik penghasil biosurfaktan yang berasal dari kawasan mangrove tercemar
minyak bumi serta mengetahui produksi dan kemampuan emulsifikasi biosurfaktan yang
dihasilkannya. Penapisan dilakukan dengan melihat aktivitas hemolitik 29 isolat bakteri
hidrokarbonoklastik pada medium agar darah. Variabel yang diamati adalah jumlah sel
bakteri, produksi dan indeks emulsifikasi biosurfaktan. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa 16 bakteri hidrokarbonoklastik diketahui berpotensi menghasilkan biosurfaktan.
Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas saccharophyla, dan Bacillus sphaericus var
rotans dipilih sebagai inokulum pada tahap produksi biosurfaktan. Produk biosurfaktan
tertinggi dicapai pada jam ke-48, dimana Pseudomonas alcaligenes memproduksi
biosurfaktan sebesar 1,9 /L dengan indeks emulsifikasi sebesar 0,6;
Pseudomonas saccharophyla memproduksi biosurfaktan sebesar 1,86 g/ dengan indeks
emulsifikasi sebesar 0,63; dan Bacillus sphaericus var rotans menghasilkan biosurfaktan
sebesar 0,68 g/L. dengan indeks emulsifikasi sebesar 0,6.

Kata kunci: penapisan, bakteri hidrokarbonoklastik, biosurfaktan, indeks emulsifikasi.

vii



DAFTARISI

Halaman
HALAMAN JUDUL .....oooovirrreriecncscniasassenssssssssensssserssssssasasssssassssnstansnsasosasssassseasees i
LEMBAR PENGESAHAN .....ooiiircuiinmeierasssscscasasssassasssasisasssasassansssssasmessanescarass i
KATA PENGANTAR .....ooooiieririreceensaiarsinssansascsssssssamsssmaasassssacsssarsisnssnsasssnssassasesses iv
ABSTRACGT oooooceeveeeeessssesssssssesssssssensssesssassasssnssstssssosssssasasssasaassostotoscesssansonsaanessncss vi
ABSTRALK ooooooeeeeeeeeeeteeesesessssssasssssasssasssssssessasnssssrsssssssssnsansasnsastesossossssanassrssanssecscses vii
DAFTAR ISI ooooooeeoeeeeeeeeeeeeveteteeaeeaesessssessssae st s as e ses et s s o asna s s s s s s s s s s s se s s s e Viii
DAFTAR TABEL ...ooooiiiiiiieeeeeeeeeereiraneerransessscesssanaasessasnt s ses st et ssssanantassssnnsenes X
DAFTAR GAMBAR .....oootoioiieteceeeeccicriennreessseasssnessesssssntsesasnsss st essent nsssarmessananaas xi
DAFTAR LAMPIRAN ..oooioitiitietirireeeseeceresceinieresssssasncessessacsassasssensastassassiscssncesans xit
BAB I. PENDAHULUAN
1.1. Latar BelaKang........cccoceceriemmerueruesritnssssssessessenssnssssscsssssnssssassssassenssscsaseses 1
1.2. RUmusan MaSalah .........cccoeeeeereeeeioreerecceassseenreenitnarassssennsessesneesecsssssnsnanes 3
1.3. Tujuan Penelitian ........ococoevreeececriemessmsscstetecnccensassinsns s s tsasanas 3
1.4. Manfaat penelitian .........cccoceveuirirreeiermesnnses et et 4
BAB II. TINJAUAN PUSTAKA
2.1, EKoSiStem Mangrove ........ccosseeressensmssisnssensseormnsvrsssisanmssrssmssm sisasvansvassossin 5
2.2. Pengaruh Hidrokarbon Minyak Bumi terhadap Mangrove..........ccccoeeuncn-e. 6
2.3. Senyawa HidrokaTbOR . csumssessevsmnenmuimsersssmsesuinsesnmpmessansssssansmnsronstibussesnads 7
2.4, Bioremetlinst.cwmnmmamusmmmesammms s s s RS s 9
25, Baldeni HidrolarbBoBOMIESIK svmmmmssmammmmmmmmmnmmsssamssiis bl 11
2.6. Mekanisme Biodegradasi Hidrokarbon Oleh Bakteri Hidrokarbonoklastik 13
2.7. B1osufaklan. «asmsms s aos RS A 16
2.8. Penapisan Bakteri Hidrokarbonoklastik Penghasil Biosurfakatan............... 19
BAB III. METODOLOGI PENELITIAN .
S Wakitedan Tehipal. « s o i T e 21
E RO BTG50 o b B E o o1 SRRPSSERE CRRUE S IS UG S SO 1P SIS L A R 21
5.3, Gl oo e i e 21
Sl l-BemonataniVedien . ... cnvim i et sei e it L B LS 21
3.3 2 Paremuioan Balierl .ot i v bt Ak 22
3.3.3.Penapisan Bakteri Penghasil Biosurfaktan............cocoeveeeeeeeeeenoneennnnen. 22
3.34.Pembuntan KOIVA STROHAT ... sussmmsis cosismrintesvestswiinsiintetosbioses 22
3.3.5.Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri........ccoooeeeeeeeeeeerereresennnn.. 23
3.86: TahRD AIRHINASE 5esiisisinmsistmmmmioestsnserismesegmissiiis s st agan o 23
3.3.7.Produksi Biosurfaktan .........cc.eeueeceeceeenec e 24
3.3.8.Pengukuran Produksi Biosurfaktan.............c.oeevereeeeeeereoeeeoooeon, 24
a. Ekstraksi Biosurfaktan Fraksi Asam Lemak ............ocoovovoveeeooo. 24
b. Ekstraksi Biosurfaktan Fraksi Eksopolisakarida.......................... 24

e e A,

viil

UPT SERGEUS TAKAAN
UNIV B A S0UW iJAV.A“

o oretAR: . 111257

\

._ TANGGAL 2 4 JUN 2001 |




3.3.9.Pengukuran Indeks Emulsifikasi (E24) .cocoeiiieeiinniincinninnnsiniinnnnnnns
3.4. Variabel Pengamatan...........c.cecccevvereienereinnrmeniinrenecsieccncsnnncsntnenieenee
1. Jumlah Sel BAKLEri....cccrreververrreerneeronerncosssessessnmrsssnsssnnsranessnsesssnsssssnasssnees
2.~ Produksi BioSur kel cermnosusnnnesmmnsmmsamgvperssapessmveseampess
3. Indeks Emusifikasi (E24) .. ussssssssomsessssssswossasasssmessasnonsusissrannssssnasees
A Penyailan IIala....cmcesnisssosoissssismmmnenmsss i emssesissas i s sssses

BAB 1V. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1. Penapisan Bakteri Hidrokarbonoklastik Penghasil Biosurfaktan................
4.2. Produksi bioSUIfaKIAN .......eeeerrerremeaerrrerecneeeecreeccseseamssseesassssssnsmmcsessessasssesses
4.3. Indeks EMUlSIfIKaSs .......ceeeeeeeeeeiereceeteeieeeieeeeieeeeeeeecaeeceeeeseeeesereeesse s anesnennnes

BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN
il BCSTINNIED saredinmumseainesesssmenueseoss sz ooy s
ST, ST somonsmesssssmssm sy s e R A AR SR R RS SRS S

................................................................................................................

ix

23
29
25
25
25
25

26
28
32

35

35

36

41



DAFTAR TABEL

Tabel 1. Jenis-Jenis Biosurfaktan dan Mikroorganisme Penghasilnya

Tabel 2. Penapisan Bakteri Hidrokarbonoklastik Penghasil Biosurfaktan

.............................

-----------------------



. DAFTAR GAMBAR

Halaman
Gambar 1. Jalur perubahan naftalen menjadi katekol oleh bakteri.......ccocecevvevvcnururnnnnnes 14
Gambar 2. Mekanisme perubahan katekol menjadi senyawa yang dapat digunakan oleh
11450 0 TSRS AU 15
Gambar 3. Produksi biosurfaktan oleh bakteri hidrokarbonoklastik terpilih.................... 28
Gambear 4. Index Emulsifikasi (E,4) biosurfaktan dari ketiga kultur bakteri.................... 32
Gambar 5. Kurva standar Pseudomonas alcaligenes .................couueenvneicninrivccneercnnsanenee 41
Gambar 6. Kurva standar Pseudomonas saccharophyl@.............e.eeeeeeeeeeeeaneneeceeaeannnn 42
Gambar 7. Kurva standar Bacillus Sphaericus var FOLARS................ueeeeeeeeerreeeeecereereenneean. 43
Gambar 9. Aktifitas hemolitik bakteri hidrokarbonoklastik terpilih...........cccoveeueeennne.... 45
Gambar 10. Pengukuran Index EmulSifikasi .....cceeoveeeereeeieeeereeceeeeeeeeeeseeeeeeeneseaannnans 45

xi



DAFTAR LAMPIRAN

Halaman
Lampiran 1. Kurva Standar Pseudomonas QlCQlIGENnes .........u.ueeeuveureeeninnceucecnncncnnannns 41
Lampiran 2. Kurva Standar Pseudomonas sacchQrophyla..........coveeeeueeeeceviiiacsnsainannenns 42
Lampiran 3. Kurva Standar Bacillus sphaericus Var rotans.............eeeceeeeeeeeevcecneeerennnn. 43
Lampiran 4. Korva Pertombubian ....osseusssssomsmsmemusysassnsvaimmnssscnssssssssssisinssenss 44
Laripiran 5, LADPIAN GarOAC usseossssnmssmmssssssoss it s s s sy s e s st 45
Lampiran 6. KOmMPOSISI MEAIUIM .....ccveciercerramiareiraaaaseessaeseesressssassaessssasessessasessansssessnsens 46

Xil



BABI

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kegiatan eksploitasi, eksplorasi, transportasi, dan konsumsi minyak bumi
memungkinkan terjadinya tumpahan dan pembuangan yang memicu pelepasan polutan
hidrokarbon ke alam. Polutan hidrokarbon mi bersifat toksik terhadap komponen
biologi di lingkungan. Metode penanggulangan secara fisik dan kimia untuk mereduksi
polutan hidrokarbon ini memerlukan biaya yang cukup besar dan tidak ramah
lingkungan. Oleh karena itu bioremediasi menjadi pilihan yang aman untuk
mengembalikan kondisi lingkungan yang tercemar menjadi seperti kondisi semula.

Bioremediasi merupakan teknik penyisihan polutan hidrokarbon yang ramah
lingkungan dengan menggunakan peran mikroorganisme. Namun tingkat
hidrofobisitas yang tinggi dari senyawa hidrokarbon menyebabkan senyawa ini sulit
untuk didegradasi mikroorganisme sehingga proses bioremediasi berjalan lambat.
Secara umum penambahan surfaktan adalah salah satu strategi dalam mempercepat
degradasi polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) dan senyawa hidrofobik
(Obayori 2009: 1615-1616).

Surfaktan adalah molekul amfipatik vang terdiri dari gugus hidrofilik dan
hidrofobik, sehingga dapat berada di antara cairan yang memiliki sifat polar dan ikatan
hidrogen yang berbeda seperti di antara minyak dengan air. Hal ini menyebabkan

surfaktan mampu mereduksi tegangan permukaan dan antar permukaan, serta



membentuk mikroemulsi sehingga hidrokarbon dapat larut dalam air dan begitu pun
sebaliknya (Desai & Banat, 1997 dalam Devianto 2010: 2).

Penggunaan surfaktan tidak selamanya dapat meningkatkan degradasi minyak
bumi. Surfaktan sintetis dilaporkan dapat menurunkan tingkat degradasi dari senyawa
organik, yang kemungkinan disebabkan oleh efek toksik yang ditimbulkannya.
Sehingga penggunaan biosurfaktan suatu bioproduk hasil sekresi mikroorganisme yang
lebih mudah terurai menjadi pilihan yang aman (Christofi & Ivshina 2002: 915).
Biosurfaktan berperan dalam melarutkan senyawa hidrofobik dengan membentuk
struktur misel, yang menyebabkan tingkat dispersi dan emulsifikasi minyak bumi
meningkat dalam air (Al-Tahhan ef al. 2000: 3262).

Biosurfaktan dihasilkan oleh mikroorganisme hidrokarbonoklastik, yaitu
mikroorganisme yang mampu mendegradasi senyawa dalam hidrokarbon minyak bumi
dengan memanfaatkan senyawa tersebut sebagai sumber karbon dan energi yang
diperlukan bagi pertumbuhannya. Mikroorganisme ini juga menghasilkan bioproduk
lain seperti asam lemak, gas, dan biopolimer yang dapat meningkatkan porositas dan
permeabilitas batuan reservoir formasi klastik dan karbonat, ketika bakteri ini
menguraikan minyak bumi (Lasari 2010: 1).

Beberapa bakteri hidrokarbonoklastik telah diisolasi dari kawasan mangrove
tercemar minyak bumi, di antaranya: Alcaligenes faecalis, Bacillus aminovorans,
Bacillus apiarius, Bacillus carotarum, Bacillus cereus, Bacillus coagulans,
Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus var rotans, Pseudomonas alcaligenes, dan
Pseudomonas pseudoalcaligenes (Widjajanti er al. 2008: 23), namun potensinya

sebagai penghasil biosurfaktan secara kualitatif dan kuantitatif belum diketahui. Oleh



1.2.

1.3.

karena itu perlu dilakukan penelitian untuk menapis bakteri hidrokarbonoklastik
penghasil bisurfaktan serta mengetahui produksi dan kemampuan emulsifikasi

biosurfaktan yang dihasilkan.

Rumusan Masalah

Penggunaan surfaktan sintetis dalam penyisihan polutan hidrokarbon dapat
menurunkan tingkat degradasi senyawa organik dikarenakan toksisitas tinggi yang
ditimbulkannya. Sehingga penggunaan biosurfaktan (bioproduk hasil sekresi
mikroorganisme hidrokarbonoklastik) yang memiliki toksisitas relatif lebih rendah dan
lebih mudah terurai menjadi salah satu pilihan strategi dalam mempercepat
bioremediasi minyak bumi. Beberapa bakteri hidrokarbonoklastik telah diisolasi dari
kawasan mangrove tercemar minyak bumi namun potensinya sebagai penghasil
biosurfaktan secara kualitatif dan kuantitatif belum diketahui. Oleh karena itu perlu
dilakukan penapisan bakteri hidrokarbonoklastik penghasil bisurfaktan serta

mengetahui produksi dan kemampuan emulsifikasi biosurfaktan yang dihasilkannnya.

Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dilakukan penelitian ini adalah:
1. Mengetahui jenis bakteri hidrokarbonoklastik penghasil biosurfaktan dari kawasan

mangrove tercemar minyak bumi.

2. Mengetahui produksi dan indeks emulsifikasi biosurfaktan yang dihasilkan oleh

bakteri penghasil biosurfaktan terpilih.



1.4. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat menginformasikan jenis dan produksi
biosurfaktan bakteri hidrokarbonoklastik yang dapat digunakan sebagai agen

bioremediasi, sehingga proses bioremediasi minyak bumi akan terlaksana lebih cepat.
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