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Abstrak

Naftalen merupakan salah satu senyawa hidrokarbon aromatis polisiklik (HAP) yang
banyak dijumpai dalam mrnyak bumi, batu bara dan hasil alam lainnya. Meskipun bukan

senyawa xenobiotik, naftalen dapat menjadi persoalan yang serius karena penggunaannya

yang luas dan penanganan yang tidak hati-hati. Naftalen diketahui bersifat mutagenik. Penelitian ini
dilakukan untuk mendapatkan isolat bakteri yang dapat merombak naftalen dan mempelajari

kemampuannya merombak naftalen kadar tinggi dalam medium mineral (MM) cair. Tanah yang

tercemari minyak bumi dan sumber isolat diperoleh dari unit pengolah minyak Pertamina, Cilacap.

Isolat dipreroleh melalui kultur diperkaya menggunakan naftalen. Jumlah naftalen yang ditambahkan

ke dalam MM cair sebesar 907,1362 dan 1813 ppm. Inkubasi dilakukan selama 28 hari dalam

keadaan gelap. Parameter yang diamati meliputi: jumlah sel hidup dengan metode drop plate
dan kadar naftalen sisa dengan menggunakan GC. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat
bakteri yang dipilih, teridentifikasi sebaga\ Pseudomonas NY-l. Dalam MM cair, naftalen pada

semua konsentrasi terombak pada kecepatan yang mirip. Junrlah naftalen yang terombak adalah

777 ,3 pprrL 728,6 ppm dan 837 ,2 pprq dari konsentrasi awal berturut-turut sebesar 907 , 1362, dan

1813 ppm.

Abstract

Naphthalene is one of the Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs), found in petroleum,
coal and other natural products. Although, it is nonxenobiotic, it could cause a serious
problem when irnproperly used and handled. It is concidered as a mutagenic cottrpound.
This study is primarily concerned with the isolation of bacteria that could utilize naphthalene
and the investigation of its biodegradation ability of naphtltalene in high concentration in
liquid mineral media (MM).The contaminated soil and isolates were ohtained from oil lreatment
unit, Pertamina, Cilacap. Bacterial isolation was conducted through enriched culture. Naphthalene
was added to the liquid MM at the concentration of %7, 1362, and 1813 ppm.'fhe culture was

incubated in lhe dark for 28 days. Parameter,s examined were: the viable cell,s which was

measured by drop plate method and naphthalene residues which was analyzed using GC. T'he result
showed that the isolatedbacteriawas idenli.fied as Pseudomonas NY-1. The naphtholene at all
concentration.s were degraded at relative.ly sirnilar speed. The annunt of naphthnlene degroded

were: 777.3 ppnr, 728.6 ppm and 837.2 ppm for the initial concentration o.f 907 ppm, 1j62 ppm, and

1 8 1 3 ppm, re.spectively.
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I. PENDAIIT'LUAN

Naftalen merupakan hidrokarbon aromatis
polisiklik (HAP) yang terdiri atas dua cincin
benzen. Dalam kadar tertentu, naftalen
menghambat respirasi pada mitokondria
sehingga mengakibatkan terhambatnya
konsumsi oksigen pada beberapa organisme
(Heitkamp et ol., 1987). Karena merupakan
derivat dari cincin bensen, maka senyawa HAP
mempunyai energi resonansi yang tinggi. Hal
ini mengakibatkannya pada kondisi alami
bersifat stabil dan persisten (Novak et al.,
1995). Sumber utama HAP adalah minyak
bumi, batu bara, dan industri pengawetan kayu.
Di alam, naftalen terdapat dalam bentuk
campuran dengan senyawa HAP lainnya.

Pencemaran oleh senyawa HAP perlu
mendapat perhatian mengingat penggunaannya

yang luas dan pelepasannya di alam yang tinggi
akibat penanganannya yang kurang hati-hati.
Beberapa peneliti menunjukkan bahwa kadar
HAP total sekitar 2000 ppm (mg/kg) sudah

menimbulkan pencemaran (Kilbane II, 1998;

Meyer & llans, 2001). Bahkan Murygina et al.,
(2000) menganggap bahwa kadar minyak bumi
di perairan sebesar 400 ppm sudah bersifat
mencemari lingkungan. Tergantung pada
sumber pencemaffiy?, kadar naftalen dalam
HAP berkisar antara 5nh dan' 50% (Kilban II,
1998; Meyer & Ilans, 2001; Kirchman &
Ewnetu, 1998).

Naftalen sangat sesuai digunakan sebagai
model untuk mempel ajari perombakan
senyawa FIAP. tlal ini karena naftalen
merupakan IIAP yang paling sederhana
sehingga paling mudah larut dan mudah
terombak. Di samping itu, sistem enzim
perombak naftalen diketahui berfungsi sebagai
mediasi pada perombakan senyawa FIAP
lainnya. seperti fenantren, antrasen dan fluoren
(Ahn et al., 1999).

Meskipun pada umumnya mikro-
organisme hanya dapat menggunakan senyawa
IIAP dalam bentuk terlarut (Thomas et al.,
1986; Tiehm & Fritzscei, 1995; Volkering el

al., 1992), tetapi beberapa peneliti menunjuk-
kan bahwa mikroorganisme juga dapat
merombaknya dalam bentuk tidak terlarut
(Yoshida & Yamane cit. Thomas et al., 1986;

Zllber et al., 1980). Pemahaman tentang
mekanisme atau karakter suatu jasad dalam
merombak senyawa sukar terlarut sangat
penting. Hal ini karena pada sistem perlakuan

limbah, atau bahkan dalam ekosistem alami,
pada umumnya kontaminan HAP terdapat
dalam kadar yang lebih tinggi daripada nilai
kelarutannya dalam air.

Penelitian ini bertujuan untuk mendapat-
kan isolat bakteri yang dapat merombak
naftalen dan mempelajari kemampuannya
dalam merombak naftalen pada kadar yang

tinggi. Isolat yang diperoleh diharapkan di
samping mampu merombak naftalen jugu dapat

merombak senyawa HAP lainnya sehingga
dapat digunakan sebagai inokulan untuk
bioremediasi lingkungan yang tercemari oleh
senyawa HAP.

II. TINJAUAN PUSTAKA

Senyawa HAP merupakan senyawa yang

mempunyai struktur dasar berupa dua atau
lebih cincin aromatis terkondensasi (benzen).

Senyawa HAP banyak tersebar di alam sebagai

kontaminan. Naftalen merupakan HAP yang
paling sederhana, terdiri atas dua cincin benzen.

Nilai kelarutannya dalam air sebesar 30,6 mgl
I (Smith, 1994). Beberapa mikroorganisme
diketahui dapat merombak naftalen. Di
samping naftalen, mikroorganisme tertentu
juga diketahui dapat merombak senyawa
IIAP lainnya seperti fenantren, antrasen (San-

saverano et a|.,1993).
Beberapa faktor lingkungan mempenga-

ruhi perombakan senyawa hidrokarbon. Pada

umumnya, perombakan hidrokarbon secara

efektif oleh mikroorganisme terjadi pada
kondisi aerob sehingga ketersediaan oksigen
merupakan faktor penentu. Di samping itu
karena hidrokarbon merupakan senyawa yang
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kaya akan karbon (C), tetapi sangat sedikit
mengandungnitrogen (19 dan fosfor (P), maka
N dan P tersebut harus ditambahkan.

Langkah awal perombakan hidrokarbon

-melibatkan pengikatan (kontak) substrat pada

membran sitoplasma. Karena HAP merupakan
senyawa hidrofobik, sedangkan mikro-
organisme memerlukan lingkungan yang
berbentuk cairan untuk tumbuh dan beraktivitas
secara optimal, maka langkah selanjutnya
adalah pelarutan HAP oleh surfaktan yang
dihasil kan milcroorgnaisme. Selary utnya adal ah

terjadinya hanspor naftalen ke dalam sel secara

enzimatis (Bossert & Compeau, 1995).
Naftalen dirombak oleh sejumlah enzim

yang dikode oleh gen yang terdapat dalam plas-
mid, yang dikenal dengan NAH7. Balqteri pada

awalnya akan mengoksidasi HAP meng-
hasilkan dihidrodiol yang selanjutnya diubah
menjadi senyawa hidroksi seperti katekol dan

hidroksi mukonat, serta beberapa senyawa
karboksilat (Grimm & Harwood,1997; Mueller
et al., 1996). Sistem enzimperombak naftalen
berfungsi sebagai mediasi pada perombakan
senyawa HAP lainnya, seperti fenantren,
antrasen dan fluoren (Ahn et al. 1999). Lebih
lanjut Fought dan Westlake ( 1991), mengemu-
kakan bahwa galur yang dapat menggunakan
beberapa senyawa HAP nlempunyai jenis
enzim yang sama yang.bertanggung jawab
terhadap oksidasi senyawa HAP tersebut pada

tahap tertenfu.
Naftalen sebagai kontaminan di alam

biasanya terdapat dalam bentuk campuran
dengan senyawa I{AP lainnya. Dalam per-
ombakan senyawa berbentuk campuran,
umumnya terjadi interaksi antar-substrat yang
berupa penghambatan atau pemacuan. Bauer
dan Capone (1988), mendapatkan bahwa pada

endapan lumpur laut, pemaparan dengan
benzen, fenantren dan antrasen meningkatkan
perombakan naftalen, sedangkan keberadaan
naftalen hanya meningkatkan perombakan
fenantren. Namun, pada Pseudomonas stutzeri
P-16 dan P. saccharophila P-I5, naftalen,
metilnaftalen dan fluoren menghambat secara

kompetitif terhadap perombakan fenantren
(Stringfellow & Aitken, 1995).

Heitkamp dan Cerniglia (1988), berhasil

mengisolasi bakteri yang dapat merombak
naftalen, fenantren, fluoranten, dan piren,
berturut-turut sebesar 60oh, 50yo,90o/o, dan
63%. serta termineralisasi menjadi COr.
Pseudomonas stutzeri P-16 dan P. saccharo-
phila P-15 yang diisolasi menggunakan media
yang diperkaya dengan fenantren dapat meng-

gunakan naftalen, meti lnaftal en dan fen antren

sebagai satu-satunya sumber substrat dan

energi, sedangkan fluoren hanya dapat diguna-
kan secara kometabolisme (Stringfellow &
Aitken, I 995). Sansaverino et al. (1993),dalam
penelitiannya mendapatkan bahwa keti ga i solat
galur Pseudomonas yang diuji masing-masing

membawa plasmid yang mempunyai homologi
tinggi dengan NAH7. Seperti halnya plasmid
NAI{7, ketiga plasmid tersebut juga membawa
gen penyandi pembentukan enzim yang
berperan dalam perombakan fenantren dan
antrasen.

Peneliti lain, yaitu Whyte et al. (1997),
menemukan galur Pseudomonas yang dapat

merombak naftalen, alkana, dan toluen melalui
enzim yang disandi oleh gen yang terdapatpada
plasmid yang berbeda. Frederickson et ol.
( l99l ), mendapatkan isolat bakteri yang
membawa dua plasmid (berukuran masing-
masing sekitar 100 kb) dapat menggunakan
toluen, naftalen, dibensotiopiren, suksinat,
benzoat dan xilen sebagai sumber C dan energi.

Perombakan naftalen oleh isolat tersebut
diinduksi dengan adanya toluen.

III. CARA PENELITIAN

A. Isolasi Bakteri Perombak Naftalen
Tahap awal untuk mendapatkan isolat

bakteri adalah dengan menginokulasikan
sumber isolat ke dalam 25 ml Media Mineral
(MM) Cair dalam Erlenmeyer 125 ml yang

mengandung 341 ppm naftalen sebagai satu-

satunya sumber karbon dan energi. Sumber
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isolat berasal dari unit pengolahan minyak
Pertamina di Cilacap dan tanah yangtercemar
minyak bumi. Dari media yang menunjukkan
pertumbuhan bakteri diambil 2,5 ml untuk
ditumbuhkan kembali pada 25 ml media yang

'sama. Pemindahan ke media yang baru
dilakukan lagi sampai empat kali. Adapun
komposisi (per l) media mineral yang
digunakan adalah sebagai berikut (Smith et al.,
1997):2 g NarHPO4, 1 g (NHn)rSO4,0,8 g

K2HPO4, 0,2 g KH2PO4, 64 mg MnClr,4HrO,
64 rng ZnClr,40 mg NarMoO 4.2H2O,40 mg
H3BO., 32mgCuClr 2H 20,32 mg CoCl 2.6HzO.

Isolasi dilakukan dengan menumbuhkan
beberapa seri pengenceran kultur pada l0 ml
MM padat dalampetridish. Seluruh permukaan

media ditambah dengan naftalen sehingga
mencapai kadar 341 ppm. Naftalen diambil dari
stokpada kadar 52.000 ppm dalam aseton, dan

diratakan pada permukaan media padat dalam
petridish menggunakan drigalski. Isolasi
dilakukan dengan metode goresan. Bakteri
yang tumbuh dengan kenampakan morfologi
koloni yang berbeda dipelihara dalam MM cair
yang mengandung 341 ppm naftalen.

B. Seleksi dan Identifikasi
Seleksi dilakukan berdasarkan kecepatan

pertumbuhan bakteri pada MM cair yang
ditambah naftalen. Bakteri ditumbuhkan dalam
5 ml MM cair yang mingundung naftalen
dalam tabung reaksi yang ditutup kapas (untuk
menjaga agar suasana tetap aerob). Kadar
naftalen divariasi dari 341 ppm,682 ppm, 1362
ppm, 1813 ppm, sampai dengan 2724 ppm.
Kadar naftalen ditentukan berdasarkan
kebutuhan unsur karbon bagi mikroorganisme.
Kadar naftalen tersebut setara dengan jumlah
karbon yang terdapat dalam 0,3oA glukose,
yaitu sebesar 1362 ppm, kemudian divariasi
terhadap kadar yang sudah ditentukan tersebut.
Media diinokulasi dengan masing-masing
isolat, hingga mencapai 106 sel/ml. Untuk
penyiapan inokulum, bakteri ditumbuhkan
pada MM padat yang permukaannya ditambah
dengan naftalen, dibuat suspensi, kemudian

ditentukan kekeruhannya pada OD 578. Jumlah
sel ditentukan berdasarkan kurva standar antara

kekeruhan dan jumlah sel hidup yang sudah

dibuat sebelumnya.
Bakteri lalu diinkubasikan selama 7 hari

pada kondisi gelap, dengan penggojogan pada

kecepatan 115 rpffi, pada suhu 28"C. Jumlah
bakteri ditentukan setiap 24 jam berdasarkan
jumlah koloni yang tumbuh pada permukaan

media Nutrien Agar (viable count)
menggunakan metode drop plate (Hoben &
Somasegaran, 1982). Dalam metode ini media
dalam p etri di s h dibagi menj adi del apan sektor.
Pada masing-masing sektor diteteskan 40 ul
kultur dari tiap seri pengenceran, kemudian
diinkubasikan selama 1 sampai2han. Sebelum
media digunakan, didiamkan terlebih dahulu
paling tidak selama 2 hari pada suhu 28oC.
Kecepatan pertumbuhan spesifik (p) ditentukan
berdasarkan pertumbuhan sel pada fase
logaritmik, menggunakan persamaan berikut
(Pirt, 1975):

p:2,30(log x, -log x")/t jam-', dengan p

adalah kecepatan pertumbuhan spesifik, x,

adalahjumlah sel setelah inkubasi selama tjam,
x" adalah jumlah sel awal, dan t adalah waktu
inkubasi.

Isolat bakteri diseleksi berdasarkan
kemampuan tumbuh. Isolat dengan kecepatan
pertumbuhan spesifik yang tinggi digunakan
untuk penelitian lebih lanjut. Isolat terpilih
di identi hkasi berdasarkan si fat morfologi dan

biokimianya.

C. Pengujian Kemampuan Perombakan
Naftalen dari Isolat Terpilih
Isolat yang mempunyai kecepatan

pertumbuahn spesifik paling tinggi dipilih
untuk diuji kemampuannya dalam merombak
naftalen. Lima belas ml MM cair yang
mengandung naftalen sebesar 907, 1362 dan
1813 ppm, masing-masing ditempatkan dalam
tabung bervolume 75 ml. Masing-masing
tabung diinokulasi dengan isolat bakteri hingga
mencapai 106 sel /ml, kemudian diinkubasikan
selama 28 hari pada suhu 280 C dalam inkubator
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dengan penggojogan pada kecepatan I 1 5 rpm.

Pengambilan sampel dilakukan setiap hari
sampai inkubasi hari ke 10, kemudian pada hari

ke 12,14,21dan 28. Setiap hari tabung dibuka
gecukupnya secara aseptis untuk menjaga
ketersediaan oksigen. Pengamatan dilakukan
dengan tiga ulangan terhadap jumlah sel dan

kadar naftalen dalam medium. Jumlah sel

diamati dengan metode drop plate pada
permukaan media Nutrien Agar (Hoben &
Somasegaran, I 982). Sisa naflalen dalam kultur
diekstrak menggunakan DCM dengan volume
l: I (Whyte et al.,1997), kemudian ditentukan
kadamya menggunakan GC yang dilengkapi
dengan kolom SE 30 panjang 3 m, diameter
luar kolom adalah 0,5 cm, diameter dalam 0,4
cm, dengan detektor berupa FID. Suhu kolom,
detektor dan injeksi berturut-turut sebesar

2000C, 2500C dan 2500C, dan kecepatan aliran
gas pembawa (Nr) adalah 35 ml/menit.

Yanisworo Wijayaratih
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IV. HASIL PENELITIAN DAN
PEMBAHASAN

A. Isolasi, Seleksi, dan ldentifikasl
Isolat yang diperoleh dari tanah yang

tercemari minyak bumi serta dari unit
pengolahan minyak Cilacap, berturut-turut
sebanyak 3 dan 4 isolat. Berdasarkan ke-
cepatan pertumbuhan koloni, maka dari
sumber isolat tanah tercemar diambil 2 isolat
(NY-TI dan NY-T?), sedangkan dari unit
pengolahan minyak Cilacap 2 isolat (l.ry- I dan
NY-2). Seleksi berdasarkan kecepatan
pertumbuh-annya pada MM cair yang
mengandung naftalen sebesar 341, 681 ,1362,
1813, dan 2724 ppm (mglkg) dapat dilihat
pada Gambar l.

Isolat NY- I pada kadar naftalen yang lebih
tinggi mempunyai kecepatan pertumbuhan
spesifik yang lebih tinggi daripada isolat yang

Waktu inkubasi (hari)

Gambar 1. Pertumbuhan sel isolat NY-l ( a ), NY-2 ( r ), NY-TI (A), dan NY-T2 ( o )
MM cair dengan kadar naftalen sebesar 341 ppm (A), 682 ppm (8),1362 ppm
(C), 1813 ppm (D), dan 2724 ppm (E).

l2
ot ll
&
G' lo

Ee:'-r!
t!o7J

6

0rz$.56?'

't2

?rr
v,
€10
{$ls
Eo
8r

6

134



Perombakan Senyawa Hidrokarbon

lainnya (Tabel 1) sehingga untuk penelitian
selanjutnya digunakan isolat NY-1. Jumlah sel

isolat NY-1 yang tertinggi dicapai dalam
waktu yang lebih cepat pada media dengan
kadar naftalen yang lebih rendah dibanding-
kan dengan media dengan kadar naftalen
yang lebih tinggi. Namun, jumlah sel paling
tinggi dicapai pada media dengan kadar
naftalen sebesar 1362 ppm. Pada media dengan

kadar naftalen 341 ppm, junrlah sel maksimum
adalatr sebesar 6,31 xl0e sel/ml dicapai pada

pengamatan hari ke 3, sedangkan pada media
dengan kadar naftalen sebesar 681, 1362, dan
1813 ppm, jurnlah sel maksimumberturut-turut
sebesar 6,46x10t0 sel/rnl, 2,45x101r sel/ml,
l, 1 7 x 1 0r0 sel/rnl, dicapai pada peng amatan h ari
ke 5, 5 dan 6 (gambar 1A, 1B, lC dan 1D).
Kecepatan pertumbuhan spesifik isolat NY-l,
NY-T2, NY- 1 dan NY-2 dalam MM cair dapat
dilihat pada Tabel 1.

Isolat NY-TI, NY-T2, NY-1 dan NY-2
pada media dengan kadar naftalen sebesar
2724 ppm tidak mengalami pertumbuhan
(Tabel 1). Pada kadar naftalen rendah (341

ppm), jumlah senyawa antara maupun energi
yang dihasilkan tidak mencukupi untuk
pertumbuhan sel yang lebih tinggi, sedangkan
pada kadar naftalen yang tinggi (2724 ppm)
sel mengalami keracunan sghingga tidak ada

pertumbuhan.
Beberapa peneliti, masing-masing meng-

gunakan kadar naftalen yang berbeda-beda,
yang berkisar antara 100 ppm dan 2000 ppm
untuk mendapatkan aktivitas sel yang baik
(Bauer & Capone, 1988, Frederickson et al.,
1991, Kastner & Mahro ,l996,Liu et a1.,1995,
Stringfellow & Aitken, 1995, Whyte et al.,
1997).

Gambar 1 menunjukkanbahwa isolat NY-
1 mempunyai kemampuan tumbuh yang lebih
baik pada naftalen dengan kadar yang lebih
tinggi dibandingkan dengan isolat yang lainnya.
Oleh sebab itu, maka isolat NY- 1 dipilih untuk
diamati lebih lanjut kemampuannya dalam
merombak naftalen

Isolat NY-l mempunyai sifat morfologi
dan fisiologi sebagai berikut: bentuk sel
batang (3,7 x I , 1) ffiil, bentuk koloni
bulat, gram negatif, katalase positif, nitrat
reduktase negatif, metana bukan satu-satu-
nya surnber C, tidak membutuhkan L-cystein
dan faktor tumbuh dalam medium, tidak
dapat tumbuh pada pH <4,5, tidak
menghasilkan asam dari glukose, fruktose,
sukrose dan galaktose, bersifat aerob, dan
menimbulkan warna coklat pada MM cair
yang mengandung senyawa aromatis,
dalamhal ini naftalen. Sifat-sifat di atas sesuai

dengan sifat bakteri genus Pseudomonas (Krieg
& Holt, 1982), sehingga untuk selanjutnya
isolat NY-1 disebut dengan isolat Pseudomo-

nas NY-l.

Tabel 1.. Kecepatan Pertumbuhan Spesifik Isolat NY-TI, NY-T2, NY-l dan NY-2
pada MM Cair

Kadar:naftalen,awal
Pada MM calr (ppm)

KecCpatan, pertumbuhan, tpetttrx,CIam-t )

t!v-1 ..NY;2 Mr-T1 NY.TZ].,

341 o,o7 0,09 o,o7 0,09

681 0,07 o,o7 0,05 0,05

1 362 0,08 o,o7 0,05 0,05

2043 0,06 0,05 0,03 0,04

2724 0,00 0,07 0,00 0,00
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B. Perombakan Naftalen dalam Media
Mineral Cair oleh Isolat Pseudomonos

NY.1

1. Perubahan kadar naftalen dalam MM
cair
Meskipun kadar naftalen awal sudah diatur

sebesar 907,1362, dan 1813 ppm, tetapi setelah

dil akukan ekstraksi, j uml ah naftalen yan g dapat

diekstrak (% ekstraksi) dari media yang

mengandung naftalen dengan kadar awal
sebesar 907 , 1362 dan I 813 berturut-turut
adalah 854,4 ppm (94,2oA),1267 ppm (93,0Vo),

dan 1725,6 ppm (95,1%). Perubahan kadar
naftalen sisa dan perombakan naftalen oleh
isolat bakteri pada MM cair dapat dilihat pada

Gambar 2.

Pola perombakan naftalen dalam ketiga
macam konsentrasi mirip, yaitu naftalen
terombak dengan segera. Pada umumnya, fase

lag dicapai kurang dari 24 jam. Sampai
inkubasi 8 hari, pada media dengan kadar
naftalen awal sebesar 907ppm, naftalen
terombak sebesar 772,3 ppm, yaitu dari 854,4
ppm pada awal inkubasi menjadi 77,1 ppm.

Pada media dengan kadarnaftalen awal sebesar

l362dan 1813 ppm, naftalen terombak sebesar

728,6 ppm dan 837 ,2 ppm, yaitu dari 1263,9
ppm pada awal inkubasi menjadi 535,3 ppm
dan dari 1725,6 ppm pada awal inkubasi
menjadi 888,4 ppm pada akhir inkubasi.
Pengamatan hari ke-21 menunjukkan bahwa
naftalen dalam media yang berkadar awal
sebesar 907 dan 1362 ppm sudah tidak
terdeteksi, sedangkan dalam medium yang
berkadarawal sebesar 1813 ppm masihterdapat
sisa naftalen sebesar 647 ppm. Sampai dengan
pengamatan hari ke.28 dalam media tersebut
masih terdapat sisanaftalen sebesar 306,3 ppm.

Perbedaan kadar naftalen sisa pada masing-
masing media bukan disebabkan oleh
perbedaan kecepatan perombakan, tetapi
karena jumlah naftalen awal yang berbeda.

Media yang mengandung naftalen dengan

kadar awal sebesar 907 ppm pada setiap
pengamatan menunjukkan nilai naftalen sisa
yang paling rendah dibandingkan dengan kedua

media lainnya. Hal ini karena jumlah naftalen
yang ditambahkan juga paling rendah. Begitu
pula sebaliknya pada media yang mengandung

zoo0

r zsd

t2 t4 16

Waktu inkubasi

Gambar 2. Perombakan naftalen dalam MM cair dengan kadar naftalen awal sebesar 907
ppm ( a ), l362ppm ( o ), dan 1813 ppm ( -) oleh Isolat PseudomonasNY-|,
dan pada medium kontrol 907 ppm (+), 1362 ppm ( O ), dan 1813 ppm ( -).
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naftalen dengan kadar awal sebesar I 8 1 3 ppm.
Perombakan naftalen pada kadar awal yang
berbeda oleh Isolat NY-l menunjukkan pola
yang mirip. Kemiripan pola perombakan ini
nrenunjukkan bahwa isolat P s e udomonas NY-
'1 hanya dapat menggunakan naftalen dalam

benhrk terlarut. Jumlatr naftalen terlarut pada

ketiga media relatif sarna, sedangkan naftalen
yang ditambatrkan pada masing-masing kultur
jauh di atas nilai kelarutannya dalam air, yaitu
sebesar 30,6 ppm. Thomas et al. (1986), dalam
peneli ti annya mendapatkan bahwa pe nambah-
an substrat padat pada kultur jenuh tidak akan

mempengaruhi kecepatan perombakan yang
berarti. Meskipun demikian, selatna inkubasi
berlangsung, kenaikan kelarutan naftalen dapat

terjadi sebagai akibat dari penggojogan atau

zurfaktan yang dihasi lkan oleh b akteri. B akteri
yang ditumbuhkan pada substrat hidrofobik
biasanya akan menghasilkan surfaktan.
Pseudomonas diketahui dapat menghasilkan
surfaktan dari kelompok rhamnolipid
(Willumsen & Karlson, 1977).

Smith et al. (1997), dalam penelitiannya
menggunakan empat isolat bakteri mendapat-
kan bahwa keempat isolat pada medium min-
eral cair yang mengandung 500 ppm naftalen
yang ditambah dengan ekstrak khamir dan
pepton serta jumlah inokulumyang tinggi (108

sel/ml), turnbuh secara sigmoid, dan naftalen
terombak seluruhnya dalam waktu 0,7 hari.
Peneliti lain (Bauer & Capone, 1988) men-
dapatkan isol at b akteri yang dapat memi ne ral i -

sasi sekitar 407o dari 100 ppm naftalen dalam
waktu 7 han, sedangkan Frederickson et al.
(1991), menunjukkan bahwa isolatbakteri yang

di gunakannya dapat merombak sebany ak 307o
dari 2000 ppm naftalen, selama 7 hari. Hasil
pe nelitian Smith et al. tersebut berbeda dengan

hasil yang diperoleh dalam penelitian ini.
Perbedaan ini dapat terjadi karena dalam
penelitian mereka jumlah naftalen yang
ditambahkan lebih sedikit, jumlah inokulurn
yang digunakan lebih banyak serta jenis me-
diunr lebih kompleks dari pada yang digunakan
dalam penelitian ini.

Pada media dengan kadar naftalen awal
1813 ppm, setelah inkubasi 8 hari, meskipun
masih terdapat naftalen, tetapi naftalen tidak
dirombak lebih lanjut. Ada kemungkinan
bahwa hal ini terjadi karena selama metabo-
lisme naftalen dihasilkan senyawa yang
menghambat perombakan naftalen. Dalanr
lintasan metabolisme naftalen salah satu hasil
antaranya adalah senyawa fenolik berupa
dihidroksi naftalen dan katekol (Grim dan
Hawood, 1997 Sutherland et a1.,1995). Pada

umumnya, senyawa fenolik bersifat reaktif
sehingga justru bersifat menghambat
metabolisme sel Kemungkinanlain adalah pada

kadar naftalen yang tinggi konposisi nutrisi
(perbandingan C:N:P) nedia rnenjadi tidak
seimbang. Senyawa hidrokarbon sangat kaya
akan C, tetapi tidak mengandung makro lain
seperti N dan P yang dibutuhkan mikro-
organisme

2. Pertumbuhan sel isolat Pseudomonas
NY-l dalam MM cair
Pertumbuhan bakteri yang menyertai

perubahan kadar naftalen di dalanr media cair
dapat dilihat pada gambar 5. Pertuntbuhan
isolat Pseudomonfls l.l-Y-1 dalam mediumyang
mengandung naftalen dengan kadar awal
sebesar 907 dan 1362 ppm berbentuk
logaritmik sampai pada pengamatan hari
ketiga, kemudian mengalami penurunan.
Jumlah sel maksimum yang dicapai pada
media di atas berturut turut sebesar 6,9x10r0
sel/ml dan 2,6x1010 sel/ml. Isolat Pseud,omo-

nas NY-1 pada media yang mengandung
naftalen dengan kadar awal 1813 ppm
menunjukkan pola pertumbuhan yang ber-
beda. Jumlah sel maksimum tercapai pada
hari kelima, yaitu sebesar 1x108 sel/nrl.
Hasil penghitungan menunjukkan bahwa
kecepatan perturnbuhan spesifik isolat
Pseudomones NY- 1, yang ditumbuhkan
dalam media yang mengandung naftalen
dengan kadar awal sebesar 907, 1362, dan
1813 ppm, berturut-turut adalah 0,19 janr-r,

0,17 jam-ldan 0,03 jam-t.

r37



Yanisworo Wijayaratih

Isolat Pseudomonas NY-l dalam medium
yang mengandung naftalen dengan kadar awal
sebesar 1813 ppm mempunyai kecepatan
pertumbuhan yang rendah. Namun, penurunan

kadarnaftalen pada media relatif tinggi. Selama

inkubasi 28 hari terladi penurunan kadar
naftalen pada media dari 1725.6ppm pada awal

inkubasi menjadi 306,3 pp* pada akhir
inkubasi. Ada kemungkinan bahwa konsentrasi

naftalen yang tinggi menyebabkan
perombakannya menjadi tidak sempurna.
Secara kuantitatif jumlah naftalen yang
terombak banyak, tetapi secara kualitatif tidak
diketahui perombakan yang terjadi sampaipada
tahap yang mana. Padaperombakan yang tidak
sempurna jumlah energi dan metabolit yang

dihasilkan tidak mencukupi untuk pertumbuhan

sel, bahkan akan terjadi akumulasi senyawa

metabolit tertentu yang dapat menghambat
pertumbuhan sel bakteri bersangkutan.

Pertumbuhan sel isolat bakteri pada me-

dia dengan kadar naftalen awal 907 dart 1362
ppm yang tinggi terjadi sampai hari ke-3, dan

pada media dengan kadar naftalen awal l8l3
ppm terjadi sampai hari ke-4, tetapi kecepatan

peromhakan naftalen tetap tinggi sampai hari
ke-8. Penelitian yang dilakukan oleh Kellog et

al. (Cit. Atlas & Ilartha, 1993), menggunakan

P. cep acio unfuk merombakz, ,s -T menunj uk-
kan pola yang sama. Meskipun jumlah sel su-

dah mengalami penurunan, tetapi perombakan

senyawa persisten tersebut masih berlangsung.
Hal ini mungkin karena terjadi akumulasi
dioksigenase naftalen atau surfaktan yang
bersifat ekstraseltiler. Kappeli clan Finnerly
(Cit. Miller, 1995) menunjukkan bahwa
Ac:inetobacter spp. yang ditumbuhkan pacla

hidrokarbon akan menghasilkan surfaktan
secara ekstraselluler. Psettdornones sp.

diketahui pula dapat menghasilkan surfaktan
dari kelompok rhamnolipids.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Pseudontonas NY-l tidak dapat menggunakan
naftalen dalam bentuk tidak terlarut. Dengan
demikian, untuk melakukan bioremediasi
lingkungan yang tercemari HAP dengan kadar
yang tinggi, aplikasi/inokulasi bakteri tersebut

harus dibarengi dengan perlakuan lain, seperti

pengambilan kontaminan secara fisik atau
pengenceran untuk mengurangi kadarnya.
Meskipun Pseudomonas NY- l dapat
merombak naftalen murni, tetapi untuk
mengaplikasikannya ke dalam skala yang lebih

luas perlu dilakukan penelitian lebih lanjut. Ilal
ini mengingat bahwa senyawa naftalen sebagai

kontaminan di alam biasanya tcrdapat dalam
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Gambar 3. Pertumbuhan sel isolat Pseudontonos NY-l dalam MM cair dengan kadar
naftalen awal sebesar 907 ppm ( a ), 1362 ppm ( o ), dan l8l3 ppm ( - )
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bentuk campuran dengan senyawa HAP
lain-nya. Karena terdapat interaksi antar-
substrat dalam perombakan senyawa HAP
campuran, maka pengujian kemampuan isolat
Pseudomonas NY- I dalam menggunakan
-senyawa HAP selain naftalen perlu
dikembangkan. Beberapa peneliti menunjuk-
kan bahwa ada kecenderungan suatu galur
bakteri dapat merombak lebih dari satu
jenis senyawa HAP. Hal tersebut didukung
oleh hasil pengamatan yang menunjukkan
bahwa pada umumnya jalur perombakan
senyawa HAP menghasilkan senyawa antara
yang mempunyai struktur mirip, serta dihasil-
kannya senyawa antara utama berupa asam

salisilat dan katekol.

KESIMPULAi\t

Kesimpulan dari penelitian ini ialah: isolat
bakteri yang dipilih berasal dari unit perigolah-
an minyak Pertamina, Cilacap, teridentifikasi
sebagai Pseudomonas NfY- 1, mampu merom-
bak naftalen dalam media cair. Perombakan
naftalen pada media cair dengan kadar naftalen
awal yang tinggi dan bervariasi menunjukkan
kecepatan yang mirip.
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