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ABSTRAK: Biosurfaktan merupakan suatu produk metabolit yang diproduksi oleh bakteri, jamur
dan ragi sebagai produk ekstraseluler. Keunggulan biosurfaktan yaitu memiliki tingkat toksisitas
yang rendah dan mudah terurai secara biologi. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat
bakteri penghasil biosurfaktan dari air laut tercemar minyak di Pelabuhan Panjang. Metode yang
digunakan meliputi isolasi bakteri dari air laut, kultivasi bakteri air laut menggunakan Mineral Salt
Medium (MSM), parameter uji biosurfaktan meliputi indeks emulsifikasi dan drop collaps,
karakterisasi biokimia diantaranya uji pewarnaan gram, uji endospora dan uji katalase. Hasil isolasi
diperoleh 12 isolat bakteri air laut. Hasil skrining 12 isolat menunjukkan bahwa 12 isolat tersebut
positif uji drop collaps dilihat dari bentuk tetesan supernatan sampel pada oli bekas yang melebar
dan mendatar. Sedangkan diantara 12 isolat tersebut, hanya 8 isolat yang menghasilkan emulsi pada
uji emulsifikasi. Emulsi tertinggi dihasilkan oleh isolat ALP D1 sebesar 50%. Karakter biokimia
bervariasi terhadap 8 isolat bakteri penghasil biosurfaktan. Berdasarkan hasil tersebut disimpulkan
bahwa isolat-isolat bakteri dari air laut tercemar minyak di Pelabuhan Panjang memiliki potensi
sebagai penghasil biosurfaktan.

Kata kunci: Biosurfaktan, Indeks Emulsi, Drop Collaps, Pelabuhan Panjang.

] PENDAHULUAN

Aktivitas distribusi minyak yang berada di Pelabuhan Panjang Lampung berkaitan erat
dengan proses bongkar muat minyak oleh kapal tanker. Kegiatan bongkar muat minyak
rentan terhadap tumpahan minyak. Apabila tumpahan minyak masuk ke perairan, dapat
menyebar di permukaan laut dan menyebabkan dampak negatif bagi lingkungan pesisir
dan laut (1). Untuk menangani tumpahan minyak umumnya menggunakan surfaktan kimia
sebagai agen pengemulsi. Namun karena masalah lingkungan akhir-akhir ini, penggunaan
produk yang ramah lingkungan lebih diutamakan. Sehingga penggunaan surfaktan dapat
digantikan dengan biosurfaktan untuk remediasi tumpahan minyak (EOR) di lingkungan.
Biosurfaktan dapat menurunkan tegangan permukaan (ST) dan tegangan antarmuka (IFT)
antara minyak dan air (2). Biosurfaktan adalah molekul aktif-permukaan yang disintesis
oleh sel mikroba (3). Biosurfaktan merupakan senyawa amfipatik yang tersusun dari
komponen hidrofobik dan hidrofilik. Bagian hidrofobik biosurfaktan biasanya terdiri dari
asam lemak hidroksi, asam lemak jenuh atau tidak jenuh, dan alkohol lemak dengan
panjang rantai atom karbon antara 8 sampai 18. Sedangkan komponen hidrofilik terdiri
dari gugus hidroksil, fosfat, gugus karboksil, karbohidrat (mono-, oligo-, polisakarida), atau
polipeptida (4). Beberapa bakteri air laut yang telah diteliti sebelumnya memiliki
kemampuan dalam menghasilkan biosurfaktan diantaranya yaitu Rhodococcus sp. PML026
(5), Pseudomonas aeruginosa LBF-1-0132 (6), Bacillus pumilus (7), dan Nocardiopsis sp. B4
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(8). Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri penghasil biosurfaktan dari
air laut tercemar minyak di Pelabuhan Panjang Lampung.

I HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Air Laut

Pengukuran suhu dan pH sampel dilakukan untuk mengetahui kondisi fisik sampel air laut.
Adapun hasil pengukuran suhu dan pH sampel air laut Pelabuhan Panjang ditunjukkan
pada Tabel 1.

Tabel 1. Suhu dan nilai pH rata-rata sampel.

Titik Suhu sampel  pH sampel
sampling (°C)
A 36 6,60
B 35 6,69
C 35 6,71
Rata-rata 35,3 6,67
Keterangan:

A: pada aliran air dekat pabrik Bumi Waras
B: di pinggir Pelabuhan Panjang
C: di laut

Berdasarkan Tabel 1, diperoleh nilai rata-rata suhu lokasi sampling yaitu 35,3 2C dan nilai
pH rata-rata yaitu 6,67.

Isolat Bakteri Air Laut

Adapun isolat terpilih yang akan dilakukan uji lebih lanjut dapat dilihat pada Gambar 2
berikut.

Gambar 2. [solat bakteri air laut terpilih.

Hasil Isolasi bakteri air laut diperoleh 12 isolat murni yang diberi kode ALP A1, ALP A2,
ALP B1, ALP B2, ALP B3, ALP C1, ALP C2, ALP C3, ALP C4, ALP D1, ALP E1, dan ALP F1.
[solat-isolat tersebut dipilih berdasarkan bentuk dan warna isolat yang berbeda.
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Skrining Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Skrining bakteri penghasil biosurfaktan dilakukan terhadap 12 isolat yang berhasil
diisolasi dari air laut Pelabuhan Panjang. Tahap skrining dilakukan dengan mengukur
indeks emulsi dan drop collaps. Pengukuran indeks emulsifikasi dilakukan pada supernatan
bebas sel yang diuji menggunakan hidrokarbon uji n-heksana, sedangkan uji drop collaps
dilakukan dengan menggunakan oli bekas. Hasil pengujian emulsifikasi yang terbentuk
dari masing-masing isolat ditunjukkan pada Gambar 3(a) dan hasil uji drop collaps
ditunjukkan pada Gambar 3(b) berikut:

Gambar 3. Aktivitas emulsi (a) dan drop collaps (b) terhadap 12 isolat bakteri.

Aktivitas emulsi pada Gambar 3(a) menunjukkan bahwa 8 dari 12 isolat bakteri dapat
menghasilkan emulsi saat diuji menggunakan hidrokarbon n-heksana yaitu isolat ALP A1,
ALP A2, ALP B1, ALP C2, ALP C3, ALP D1, ALP E1, dan ALP F1, dengan nilai indeks
emulsifikasi (IE224%) bervariasi (Tabel 2). Diantara 8 isolat tersebut, isolat yang memiliki
indeks emulsifikasi (IE24%) tertinggi yaitu isolat ALP D1 sebesar 50%. Uji emulsifikasi
merupakan suatu metode analisis kuantitatif yang lebih baik untuk mengukur biosurfaktan
terlarut yang dapat mempertahankan setidaknya 50% volume emulsi selama 24 jam
setelah pembentukan emulsi (9). Sedangkan 4 isolat tidak menghasilkan emulsi dengan n-
heksana yaitu isolat ALP B2, ALP B3, ALP C1, dan ALP C4. Kontrol negatif menunjukkan
tidak adanya aktivitas emulsifikasi antara n-heksana dan akuades, hal ini disebabkan
karena n-heksana dan akuades berbeda kepolaran sehingga tidak dapat bercampur.

Parameter uji biosurfaktan lainnya dapat dilihat dari kemampuan biosurfaktan dalam
menurunkan tegangan permukaan pada uji drop collaps. Pada Gambar 3(b), kontrol
negatif menggunakan akuades dan oli bekas, menghasilkan bentuk tetesan bulat dan tidak
melebar. Sedangkan supernatan uji dari 12 isolat bakteri yang diteteskan pada oli bekas
menunjukkan hasil drop collaps positif yang ditandai dengan bentuk tetesan mendatar dan
melebar. Uji drop collaps bergantung pada destabilisasi tetesan supernatan. Bentuk
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tetesan mendatar dan melebar ini menandakan adanya kandungan biosurfaktan pada
supernatan uji. Biosurfaktan mampu menurunkan tegangan permukaan antara supernatan
dengan permukaan hidrofobik. Uji drop collaps merupakan metode yang sensitif dan cepat
untuk skrining bakteri penghasil biosurfaktan. Selain itu, uji drop collaps juga mudah
dilakukan, tidak memerlukan peralatan khusus dan sampel yang dibutuhkan sedikit (10-
12). Dari 12 isolat bakteri yang positif uji drop collaps, terdapat 4 isolat bakteri yang tidak
menghasilkan emulsi pada uji emulsifikasi karena stabilitas tetesan supernatan pada uji
drop collaps bergantung pada konsentrasi biosurfaktan dan berkorelasi dengan tegangan
permukaan tetapi tidak dengan aktivitas emulsi. Tetesan supernatan yang dihasilkan
bakteri penghasil biosurfaktan dapat runtuh di atas permukaan minyak. Apabila
konsentrasi biosurfaktan yang dihasilkan bakteri sangat rendah, tetesan akan tetap stabil
(13).

Karakteristik Biokimia Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Karakterisasi bakteri pada penelitian ini hanya dilakukan pada bakteri yang positif
menghasilkan biosurfaktan, ditunjukkan dengan hasil uji emulsifikasi dan drop collaps
positif. Terdapat 8 isolat positif diantaranya ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Karakteristik isolat penghasil biosurfaktan.

Kode isolat lnd(elléi;;?)mﬂ 22&2;’5 bg:(ig:‘i Morsf:llogl Endospora Katalase
ALP Al 37 + - Basil + +
ALP A2 17 + + Kokus +
ALP B1 30 + Kokus + +
ALP C2 7 + Basil + +
ALP C3 23 + Basil +
ALP D1 50 + Basil +
ALP E1 27 + Basil +
ALPF1 27 + Basil + +

Hasil uji pewarnaan gram terhadap 8 isolat bakteri air laut menunjukkan bahwa terdapat 1
bakteri gram positif berbentuk kokus yaitu ALP A2 yang menandakan bahwa bakteri ALP
A2 memiliki peptidoglikan yang tebal. Saat penambahan alkohol, pori-pori dinding sel
menyempit karena terjadi dekolorisasi sehingga dinding sel dapat menahan kristal violet
dan bakteri menjadi berwarna ungu (14). Isolat ALP B1 merupakan gram negatif
berbentuk kokus. Sedangkan, isolat ALP A1, ALP C2, ALP C3, ALP D1, ALP E1, dan ALP F1
merupakan gram negatif berbentuk basil. Bakteri gram negatif berwarna merah disebabkan
karena pemberian alkohol dapat memperbesar pori-pori dinding sel bakteri dan
melarutkan lipid bagian luar sehingga kompleks kristal violet lebih mudah dihilangkan.
Karena sel bakteri gram negatif kehilangan warna, maka dapat menyerap pewarna
tandingannya sehingga bakteri gram negatif menjadi berwarna merah (15).

Pada uji pewarnaan endospora, 2 isolat bakteri menunjukkan hasil negatif yaitu isolat ALP
A2 dan ALP C3. Sedangkan, 6 isolat bakteri menunjukkan hasil positif yaitu isolat ALP A1,
ALP B1, ALP C2, ALP D1, ALP E1, ALP F1, hal ini menunjukkan bahwa bakteri tersebut
dapat membentuk spora untuk mengatasi lingkungan yang tidak menguntungkan (16).
Endospora merupakan suatu struktur yang diproduksi di dalam sel bakteri. Jika sel
semakin tua, maka sel vegetatif akan pecah sehingga endospora akan terlepas menjadi
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spora bebas. Perbedaan spora dengan sel vegetatif yaitu spora lebih tahan lama dalam
keadaan lingkungan yang ekstrem (panas, kering, adanya bahan kimia beracun) dan lebih
tahan terhadap pewarnaan sehingga sangat sulit melepas zat warna (17).

Pada Tabel 2, kedelapan isolat bakteri penghasil biosurfaktan positif terhadap uji katalase
ditandai dengan terbentuknya gelembung udara ketika isolat bakteri ditetesi larutan H20>
3%. Uji katalase dilakukan untuk mengetahui sifat bakteri terhadap kebutuhan oksigen.
Gelembung udara yang terbentuk menunjukkan bahwa bakteri bersifat aerobik dan
memiliki enzim katalase. Enzim katalase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis
peroksida atau dapat mengkatalisasi penguraian H202 menjadi Oz dan H20 (16).

B KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa diantara 12 isolat bakteri yang
berhasil diisolasi dari air laut tercemar minyak di Pelabuhan Panjang Lampung, terdapat 8
isolat yang menunjukkan adanya aktivitas emulsi dilihat dari indeks emulsifikasi (IE24%)
yang bervariasi. Indeks emulsifikasi (IE249%) terbesar dihasilkan dari isolat ALP D1 yaitu
sebesar 50%. Sedangkan untuk uji drop collaps, 12 isolat bakteri tersebut menunjukkan
hasil positif yang ditandai dengan bentuk tetesan yang mendatar dan melebar. Karakter
biokimia terhadap 8 isolat penghasil biosurfaktan menunjukkan hasil yang bervariasi.
Bakteri air laut yang berhasil diisolasi dari Pelabuhan Panjang berpotensi sebagai
penghasil biosurfaktan.

I PROSEDUR PENELITIAN
Lokasi Sampling

Sampel uji berupa air laut tercemar minyak di Pelabuhan Panjang yang diambil dari 3 titik
yaitu pada aliran pembuangan limbah dekat pabrik Bumi Waras yang mengarah ke laut
(titik A), di pinggir pelabuhan panjang (titik B) dan di laut (titik C). Interval titik sampling
antara yang satu dengan yang lain adalah +25 meter.

Legenda
@ TikSampling A
@ TikSampling B
@ Titk Sampling C

/
/ 4
Titik Savpp\mg B

(Titik Sampling A

(Titik Sampling C

Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel air laut tercemar minyak di Pelabuhan Panjang.

Sampel air laut dari masing-masing titik sampling diambil menggunakan botol plastik.
Botol dicelupkan ke dalam air dengan posisi mulut botol searah dengan aliran air (18).
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Pengukuran Suhu dan pH Sampel

Suhu sampel diukur menggunakan termometer dengan cara dicelupkan ke dalam sampel
air laut dan dibiarkan selama 2 sampai 5 menit hingga termometer menunjukkan nilai yang
stabil (19). Pengukuran pH sampel dilakukan dengan menyelupkan elektroda pH meter ke
dalam contoh uji sampai menunjukkan pembacaan yang tetap (20).

Pembuatan Media
Nutrient Agar (NA)

Nutrient agar sebanyak 2,8 gram dilarutkan menggunakan 100 mL akuades di dalam
erlenmeyer. Media dipanaskan hingga larut dan disterilkan menggunakan autoclave
selama 15 menit pada suhu 121°C.

Nutrient Broth (NB)

Nutrient broth sebanyak 1 gram dilarutkan dengan 20 mL akuades di dalam erlenmeyer
100 ml. Media dipanaskan hingga larut kemudian disterilkan menggunakan autocalve pada
suhu 1212C selama 15 menit.

Mineral Salt Medium (MSM)

Media MSM dibuat dengan melarutkan bahan-bahan kedalam 1 L akuades; 2 g/L. KH2P04,
5 g/L K2HPO4, 0,2 g/L MgS04.7H20, 0,01 g/L CaCl2.2H20, 0,01 g/L FeS04.7H20, 0,002
g/L MnS04.H20, 3 g/L (NH4)2S04, 0,1 g/L NacCl, 0,03% yeast ekstrak dan 0,03% glukosa.
Setelah bahan-bahan tersebut dilarutkan, kemudian disterilkan menggunakan autoclave
pada suhu 121°C selama 15 menit (21).

Isolasi Bakteri

Sampel air laut yang diambil dari Pelabuhan Panjang, dimasukkan 1 ml ke dalam tabung
reaksi steril lalu ditambahkan 9 mL larutan salin (pengenceran 10-1). Kemudian dilakukan
pengenceran bertingkat hingga pengenceran 10-5. Sampel pada setiap pengenceran
bertingkat diambil 100 pl untuk dituang ke media NA menggunakan metode spread plate.
Media diinkubasi selama 24 jam di dalam incubator.

Skrining Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Isolat bakteri terpilih hasil isolasi diinokulasikan pada media NB dan diinkubasi
menggunakan shaker incubator selama 24 jam, kecepatan rotasi 110 rpm, dan suhu 302C.
Inokulum sebanyak 1% (v/v) pada media NB dipindahkan ke media MSM lalu dishaker
menggunakan shaker incubator selama 24 jam, kecepatan rotasi 110 rpm, dan suhu 302°C.
Supernatan kultur dipisahkan dari sel bakteri dengan cara disentrifugasi menggunakan
sentrifuse selama 20 menit, kecepatan rotasi 10.000 rpm (21).

Uji Emulsifikasi

Uji emulsifikasi dilakukan dengan menambahkan 2 ml hidrokarbon uji ke dalam
supernatan bebas kultur dengan volume yang sama. Kemudian dicampurkan dengan cara
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divortex selama 2 menit dan didiamkan selama 24 jam. Indeks emulsifikasi (IE 249) dapat
diketahui dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

IE 2490 = (HE/HT)*x100%
Keterangan:

HE: tinggi lapisan emulsi (cm)
HT: tinggi total cairan (cm)
(8,22).

Uji Drop Collaps

Uji drop collaps dilakukan dengan meneteskan 1 pl sampel supernatan diatas tetesan
hidrokarbon uji menggunakan mikropipet 10 pl. Hasilnya dipantau secara visual setelah 1
jam. Jika bentuk tetesan mendatar dan melebar maka hasilnya positif (11).

Karakterisasi Biokimia

Uji Pewarnaan Gram

Uji pewarnaan gram dilakukan dengan menyiapkan kaca objek yang sudah diteteskan air.
[solat bakteri uji diletakkan secara aseptis sebanyak 1 ose, diratakan hingga membentuk
lapisan tipis dan difiksasi dengan api kecil. Kemudian teteskan pewarna kristal violet di
atas film pada kaca objek dan dibiarkan selama 1 menit. Bilas dengan air dan tetesi dengan
larutan lugol yodium selama 1 menit. Dicuci kembali menggunakan air dan dihilangkan
warnanya menggunakan alkohol 95% selama 10-20 detik atau sampai warna biru tidak
luntur lagi. Setelah dicuci sebentar, diwarnai dengan larutan safranin selama 10-20 detik.
Dibilas dengan air, dikeringkan dan diamati di bawah mikroskop menggunakan lensa
objektif (17).

Uji Pewarnaan Endospora

Uji pewarnaan endospora dilakukan dengan menyiapkan kaca objek yang sudah diteteskan
air, bakteri uji diambil menggunakan ose dan disebarkan pada kaca objek. Kemudian
difiksasi dengan api kecil. Teteskan pewarna malachite green 5% di atas lapisan film pada
kaca objek dan dibiarkan selama 20 menit tanpa pemanasan. Cuci dengan hati-hati selama
20-30 detik menggunakan air dan diteteskan larutan safranin selama 30 detik. Setelah itu
dibilas dengan air, dikeringkan dan diamati di bawah mikroskop menggunakan lensa
objektif (17).

Uji Katalase
Uji Katalase dilakukan dengan mengambil isolat bakteri dengan menggunakan ose,

dioleskan pada kaca objek, kemudian dicampurkan dengan 2 tetes larutan H20; 3%. Hasil
positif apabila terdapat gelembung-gelembung udara (23).
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