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PENGARUH PENAMBAHAN BAKTERI TERHADAP
DEGRADASI DDT OLEH Pleurotus eryngii

Nama : Diana Maulianawati

NRP : 1414201025

Pembimbing : Adi Setyo Purnomo, M.Sc, PhD
ABSTRAK

Optimalisasi biodegradasi DDT oleh Pleurotus eryngii dengan
penambahan bakteri telah dilakukan, dimana bakteri yang digunakan adalah
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis dan Ralstonia picketti. Screening
dilakukan dengan menambahkan masing-masing bakteri (7 ml) ke dalam kultur P.
eryngii dan konfrontasi assay jamur dan bakteri. R. picketti menunjukkan
sinergitas dengan P. eryngii dan digunakan dalam proses degradasi selanjutnya. R.
pickettii ditambahkan sebesar 1, 3, 5, 7 dan 10 ml (1 ml = 1,44 x 10*® R. pickettii
sel/ml kultur) kedalam 20 ml kultur P. eryngii. Degradasi DDT tertinggi
ditunjukkan pada penambahan bakteri 7 ml dengan jumlah degradasi sebesar
78,34 %. Degradasi DDT pada waktu penambahan bakteri hari ke-0, 1, 3 dan 5
secara berurutan adalah sebesar 78%, 70%, 80%, dan 38%. Produk metabolit yang
dihasilkan selama proses degradasi adalah DDD, DDE dan DDMU.

Kata kunci: Biodegradasi, DDT, Pleurotus eryngii, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Ralstonia pickettii.



EFFECT OF BACTERIA ADDITION ON DEGRADATION OF
DDT BY Pleurotus eryngii

Name : Diana Maulianawati

Student Identify Number : 1414201025

Supervisor : Adi Setyo Purnomo, M.Sc, PhD
ABSTRACT

Optimization of biodegradation of DDT by Pleurotus eryngii with the
addition of bacteria, had been investigated. Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis and Ralstonia picketti were screened by adding each of them (7 mL) in P.
eryngii culture and also based on fungi and bacteria confrontation assay. R.
picketti showed synergism with P. eryngii, which used for further experiment by
adding to P. eryngii culture at 1, 3, 5, 7 and 10 ml (1 ml = 1.44 x 10" R pickettii
cell/ mL culture). The addition of 7 mL of R. pickettii showed the highest DDT
degradation about 78.34%. The addition of 7 ml of R. pickettii on days 0, 1, 3, and
5 showed DDT degradation approximately 78%, 70%, 80% and 38%,
respectively. DDD, DDE and DDMU were detected as metabolite products from
DDT degradation by P. eryngii and R. pickettii.

Keywords: Biodegradation, DDT, Pleurotus eryngii, Pseudomonas aerugisa,
Bacillus subtilis, Ralstonia pickettii.
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

1,1,1-Trikloro-2,2-bis(4-klorofenil)etana atau yang lebih dikenal dengan
DDT (Dikloro Difenil Trikloroetana) merupakan pestisida yang banyak di
gunakan di seluruh dunia terutama dalam sektor pertanian (Schenker dkk., 2009;
Eggen dan Majcherczyk, 2006). DDT juga masih digunakan secara luas di
berbagai negara di Afrika dan juga di Indonesia untuk memberantas nyamuk
malaria, dikarenakan sangat efektif dan murah (Kinuthia dkk., 2010). Adanya efek
negatif dari DDT terhadap lingkungan dan mahkluk hidup secara global, maka
DDT telah dilarang penggunaannya pada tahun 2004 dibawah konvesi Stockholm
(UNEP, 2004). Di Indonesia, DDT telah dilarang penggunaannya berdasarkan SK
Menteri Pertanian RI No. 434.1/Kpts/TP.270/ 7/2001. Namun hingga kini masih
terdapat residu DDT yang tertinggal di lingkungan terutama di sekitar aliran air
daerah pertanian (Ramadhani dkk., 2010). Sudaryanto dkk. (2007) memberikan
data level residu DDT dalam tanah, air, sedimen dan udara dari beberapa lokasi di
Indonesia. Data tersebut menunjukkan, bahwa residu DDT lebih tinggi
dibandingkan dengan jenis pestisida lainnya yang berada dalam lingkungan. DDT
merupakan bahan pencemar organik yang hidrofobik, seiring keberadaannya yang
dapat bertahan lama, bersifat bioakumulasi di alam dan memberikan efek
merugikan pada manusia dan hewan. Keberadaan DDT telah teridentifikasi dalam
udara, tanah, ikan, burung dan bahkan dalam susu manusia (Qiu dkk., 2004).
Permasalahan yang dihadapi saat ini adalah sangat sulit untuk menghilangkan
residu DDT di lingkungan disebabkan daya hambatnya yang kuat terhadap proses
degradasi.

Berbagai metode telah banyak di aplikasikan pada proses deklorinasi
DDT, baik dengan cara perlakuan biologi (Morrison dkk., 2000), degradasi
fotokimia (Chu, 1999), proses elektrokimia (Matsunaga dan Yasuhara, 2005) dan
reaksi logam-katalis (Sayles dkk., 1997). Metode kimia maupun fisika dapat
menghasilkan proses degradasi yang baik, akan tetapi penggunaan metode



tersebut sangat mahal dan menghasilkan residu yang juga masih berbahaya
terhadap lingkungan. Pada banyak kasus, DDT sangat sulit untuk di deklorinasi
dikarenakan kestabilan struktur kimianya.

Penggunaan bakteri dan jamur merupakan salah satu metode perlakuan
biologi dalam degradasi DDT, keduanya telah berhasil diaplikasikan pada proses
degradasi DDT dan biaya yang dibutuhakan relatif rendah (Aislabie dkk., 1997).

Spesies jamur Pleurotus yang merupakan jenis jamur pelapuk putih telah
diketahui memiliki kemampuan untuk mendegradasi senyawa-senyawa
hidrokarbon, maupun senyawa xenobiotik lainnya. Pleurotus eryngii telah
digunakan untuk mendegradasi senyawa fenol (Ntougias dkk., 2012), fluorine
(Hadibarata dan Kristanti, 2014), bisofenol-A (BPA), bisofenol-F (BPF),
nonifenol (NP), tetrabromobisfenol-A(TBBPA) (Chang dan Chang, 2014), dan
DDT (Arisoy, 1997). Arisoy (1997) melaporkan bahwa P. eryngii mampu
mendegradasi DDT sekitar 46% dan 66% dalam waktu 10 dan 20 hari dalam
media malt agar. Hasil degradasi tersebut relatif rendah dan lama, sehingga perlu
dilakukan optimasi untuk mendapatkan hasil degradasi DDT yang lebih efektif.

Bakteri merupakan salah satu mikroorganisme yang mampu mendegradasi
senyawa-senyawa xenobiotik baik dalam kondisi aerob maupun anaerob.
Beberapa bakteri diketahui memiliki kemampuan untuk mendegradasi DDT
seperti Alcaligenes eutrophus A5, Serratia Marcescens DT-1P, Micrococcus
varians, Lactobacillus plantarum, dan Pseudomonas sp. (Nadeau dkk., 1994;
Abou-Arab, 2002; Bidlan dan Manonmani, 2002; Chandrappa dan Harichandra,
2004). Bidlan (2003) melaporkan bahwa Pseudomonas aeruginosa mampu untuk
mendegradasi DDT 80-100% dalam waktu 5 hari, dengan konsentrasi DDT
rendah. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa bakteri Ralstonia pickettii
mampu untuk mendegradasi senyawa-senyawa organoklorin seperti 2,4,6-
triklorofenol (Hatta dkk., 2012) dan klorobenzen (Zhang, 2011). Bakteri Bacillus
subtilis, sebagaimana dilaporkan Johnson dkk. (1967) mampu mendegradasi DDT
(10 pg/ml) sebesar 65,14% selama 14 hari masa inkubasi.

Jamur diketahui lebih toleran terhadap konsentrasi DDT yang tinggi
dibandingkan dengan bakteri, tetapi jamur membutuhkan waktu degradasi yang
lebih lama dibandingkan dengan bakteri. Hasil degradasi yang lebih optimum,



dapat diperoleh berdasarkan waktu proses degradasi yang lebih pendek, hasil
degradasi yang lebih besar serta produk metabolit yang dihasilkan lebih
sederhana, sehingga jamur dan bakteri dikombinasikan dalam proses degradasi.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ashari (2014) Jamur P. ostreatus
yang dikombinasikan dengan bakteri P. aeruginosa dapat meningkatkan degradasi
DDT dengan hasil 85% dalam waktu 7 hari.

Dalam penelitian ini, penggunaan salah satu jenis jamur pelapuk putih
yaitu P. eryngii dengan penambahan bakteri yaitu P. aeruginosa, B. subtilis dan
R. pickettii untuk mendegradasi DDT telah diuji. Pengunaan ketiga jenis bakteri
didasarkan kepada kemampuan bakteri P. aeruginosa, B. subtilis dalam degradasi
senyawa DDT, serta kemampuan R. Picketti untuk mendegradasi senyawa yang
mengandung klor. Selain itu P. aeruginosa, B. subtilis dan R. Pickettii merupakan
bakteri penghasil biosurfaktan dimana dapat digunakan untuk menurunkan
tegangan permukaan atau tegangan antar muka 2 fasa dan meningkatkan
kelarutan. Karena sifat dari DDT yang non-polar (hidrofobik), maka dengan
adanya penambahan biosurfaktan hidrofobisitasnya akan menurun, sehingga
kelarutan antara DDT sebagai substrat dengan enzim meningkat Yyang
dimungkinkan dapat mengoptimasi proses degradasi DDT oleh P. eryngii.

1.2. Rumusan Masalah

Arisoy (1997) telah melaporkan bahwa P. eryngii mampu mendegradasi
DDT, akan tetapi hasil degradasi tersebut relatif rendah dan lama, sehingga perlu
dilakukan optimasi untuk mendapatkan hasil degradasi DDT yang lebih efektif.
Salah satu metode optimasi yang dapat dilakukan yaitu penambahan bakteri. Pada
penelitian ini pengaruh kombinasi jamur P. eryngii dengan P. aeruginosa, B.
subtilis dan R. pickettii dan hubungan sinergitasnya perlu diuji termasuk

identifikasi produk metabolit yang dihasilkan dalam proses degradasi tersebut.

1.3. Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah:
1. Jenis Bakteri yang digunakan adalah P. aeruginosa, B. subtilis dan R.
pickettii.



Variasi konsentrasi penambahan bakteri pada 1, 3, 5, 7 dan 10 ml pada
10 ml kultur P. eryngii yang telah ditambahkan DDT.

Variasi waktu penambahan bakteri ke dalam kultur P. eryngii yang
telah ditambahkan DDT pada hari ke-0, ke-1, ke-3, dan ke-5.

Variabel yang diamati adalah jumlah DDT yang terdegradasi, sinergitas
antara P. eryngii dengan P. aeruginosa, B. subtilis dan R. pickettii serta

produk metabolit yang dihasilkan.

1.4. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan nilai degradasi DDT

olen Jamur P. eryngii dengan menggunakan media agar kentang, investigasi

mengenai interaksi yang terjadi antara P. eryngii dan bakteri, serta meningkatkan

kemampuan P. eryngii dalam mendegradasi DDT dengan menambahkan bakteri

ke dalam kultur P. eryngii dan mengidentifikasi produk metabolit yang dihasilkan

selama proses degradasi DDT.

1.5. Manfaat Penelitian

1.

Memberikan data ilmiah mengenai pengaruh penambahan bakteri P.
aeruginosa, B. subtilis dan R. pickettii terhadap laju degradasi DDT
oleh jamur P. eryngii.

Memberikan referensi terkini untuk menangani masalah pencemaran
DDT di lingkungan.

Memberikan alternatif penanganan masalah nasional khususnya limbah
DDT dengan menggunakan jamur pelapuk putih sebagai metode yang

murah, aman, cepat dan efektif.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Pestisida
Pestisida berasal dari kata pest yang berarti hama dan sida berasal dari kata

caedo berarti pembunuh. Pestisida dapat diartikan secara sederhana sebagai
pembunuh hama. Menurut peraturan pemerintah Rl No. 7 tahun 1973. Pestisida
adalah campuran bahan kimia yang digunakan untuk mencegah, membasmi dan
mengendalikan hewan seperti binatang pengerat, tumbuhan penggangu seperti
gulma, termasuk serangga penyebar penyakit, dengan tujuan kesejahteraan dan
kesehatan manusia.

Berdasarkan PP RI No. 6 Tahun 1995 pestisida didefinisikan sebagai zat
atau senyawa kimia, zat pengatur tubuh atau perangsang tumbuh, bahan lain, serta
mikroorganisme atau virus yang digunakan untuk perlindungan tanaman.
Pestisida sebagai zat atau campuran zat yang digunakan untuk mencegah,
memusnahkan, menolak, atau memusuhi hama baik hewan, tanaman, dan

mikroorganisme penggangu (Soemirat, 2003).

2.1.1. Sejarah Pestisida

Penggunaan pestisida kimia pertama kali diketahui sekitar 4.500 tahun
yang lalu (2.500 SM) yaitu pemanfaatan asap sulfur untuk mengendalikan tungau
di Sumeria. Penggunaan bahan kimia beracun seperti arsenik, merkuri dan serbuk
timah diketahui mulai digunakan untuk memberantas serangga pada abad ke-15.
Pada abad ke-17 nikotin sulfat yang diekstrak dari tembakau mulai digunakan
sebagai insektisida. Pada abad ke-19 dihasilkan dua jenis pestisida alami yaitu,
piretrum yang diekstrak dari crisantimum dan rotenon yang diekstrak dari akar
tuba Derris eliptica (Sastroutomo, 1992).

Othmar Zeidler adalah orang yang pertama kali mensintesis DDT (Dikloro
Diphenyl Trichloroethane) pada tahun 1874, tetapi fungsinya sebagai insektisida
baru ditemukan oleh ahli kimia Swiss, Paul Hermann Muller pada tahun 1939

dengan penemuannya ini dianugerahi hadiah nobel dalam bidang Physiology atau



Medicine pada tahun 1948 (NobelPrize.org). Pada tahun 1940an mulai dilakukan
produksi pestisida sintetik dalam jumlah besar dan diaplikasikan secara luas
(Weir, 1998).

Penggunaan pestisida terus meningkat lebih dari 50 kali lipat semenjak
tahun 1950, dan sekarang sekitar 2,5 juta ton digunakan setiap tahunnya. Dari
seluruh pestisida yang diproduksi di seluruh dunia saat ini, 75% digunakan di
negara-negara berkembang (Sudarmo, 1987).

Di Indonesia, pestisida yang paling banyak digunakan sejak tahun 1950-an
sampai akhir tahun 1960-an adalah pestisida dari golongan hidrokarbon berklor
seperti DDT, endrin, aldrin, dieldrin, heptaklor. Penggunaan pestisida-pestisida
fosfat organik seperti paration, OMPA, TEPP pada masa lampau tidak perlu
dikhawatirkan, karena walaupun bahan-bahan ini sangat beracun (racun akut),
akan tetapi pestisida-pestisida tersebut sangat mudah terurai dan tidak mempunyai
efek residu yang menahun. Hal penting yang masih perlu diperhatikan masa kini
ialah dampak penggunaan hidrokarbon berklor pada masa lampau khususnya

terhadap aplikasi derivat-derivat DDT, endrin dan dieldrin.

2.1.2. Klasifikasi Pestisida

Pestisida dapat diklasifikasikan berdasarkan pengaruh fisiologisnya, yang
disebut farmakologis atau klinis, sebagai berikut:
1. Senyawa Organofosfat
Organofosfat adalah insektisida yang paling toksik diantara jenis pestisida
lainnya dan sering menyebabkan keracunan pada manusia. Organofosfat
menghambat aksi pseudokholinesterase dalam plasma dan kholinesterase
dalam sel.
2. Senyawa Organoklorin
Dari golongan ini paling jelas pengaruh fisiologisnya seperti yang
ditunjukkan pada susunan syaraf pusat, senyawa ini berakumulasi pada

jaringan lemak.



3. Senyawa Arsenat
Pada keadaan keracunan akut menimbulkan gastroentritis dan diarhoe yang
menyebabkan kekejangan yang hebat sebelum menimbulkan kematian. Pada
keadaan kronis menyebabkan pendarahan pada ginjal dan hati.

4. Senyawa Karbamat
Pengaruh fisiologis yang primer dari racun golongan karbamat yang
menghambat aktifitas enzim kolinesterase darah.

5. Piretroid
Piretroid merupakan senyawa kimia yang meniru struktur kimia (analog) dari
piretrin. Piretrin sendiri merupakan zat kimia yang bersifat insektisida yang
terdapat dalam piretrum, kumpulan senyawa yang diekstrak dari bunga
semacam krisan. Piretroid memiliki beberapa keunggulan, diantaranya
diaplikasikan dengan takaran relatif sedikit, spektrum pengendaliannya luas,
tidak persisten, dan memiliki efek melumpuhkan yang sangat baik. Namun
karena sifatnya yang kurang atau tidak selektif, banyak piretroid yang tidak

cocok untuk program pengendalian hama terpadu (Djojosumarto, 1998)

2.2. Dikloro Difenil Trikloroetana (DDT)

Selama beberapa tahun, 1,1,1-trikloro-2,2-bis(4-klorofenil)etana (DDT)
telah menyita banyak perhatian, terkait kontrol penggunaan dan pelarangan
terhadap proses produksi, penggunaan dalam budidaya pertanian dan penggunaan
praktis di banyak negara. Sejak DDT diperkenalkan pada tahun 1940, DDT telah
digunakan hingga saat ini untuk mengontrol jumlah hama, mengatasi serangan
malaria, dan berbagai penyakit lain yang disebabkan oleh serangga (Wong dkk.,
2005). Di beberapa Negara seperti China dan Afrika Selatan, DDT masih
digunakan bukan hanya pada sektor pertanian, juga digunakan untuk mengontrol
malaria dan anti-pembusukan pada luka (Feng dan Turnbull., 2011).

Waktu paruh yang lama, bioakumulasi dan biomagnifikasi dalam rantai
makanan menyebabkan DDT sangat berbahaya. DDT dan turunan utamanya 1,1-
dikloro-2,2-bis-(4-klorofenil)etana (DDD) dan 1,1-dikloro-2,2-bis-(4-
klorofenil)etilen (DDE) telah ditemukan di udara, air, tanah, sedimen sungai, ikan,
darah dan air susu (Bouwman dkk., 2012). Beberapa studi menemukan dalam



tubuh hewan terdapat sejumlah kecil DDT (20-50 mg/kg berat badan setiap hari)
yang dapat memberikan efek pada hati, organ reproduksi dan kelenjar adrenalin.

Wang (2011) melaporkan bahwa telah banyak metode yang diaplikasikan
pada proses deklorinasi DDT, baik dengan cara perlakuan biologi (Morrison dkk.,
2000), degradasi fotokimia (Chu, 1999), proses elektrokimia (Matsunaga dan
Yasuhara, 2005) dan reaksi logam-katalis (Sayles dkk., 1997). Penggunaan Kkatalis
dilakukan pada temperatur yang rendah agar terjadi proses deklorinasi dari
senyawa organoklorin, katalis yang banyak digunakan adalah CaO, MgO, Fe,Os,
V705, Co30, dan beberapa komposit oksida (Koper dan Klabunde, 1997;
Mishakov dkk., 2002; Weber dkk.,., 2002; Lomnicki and Dellinger, 2003;
Matsuda dkk., 2009; Khaleel dan Nayli, 2008). Penelitian lain yang menghasilkan
deklorinasi DDT adalah penggunaan katalis yang terdiri dari gabungan dua logam
antara lain Pt/Pd, Mg/Pd dan Fe/Pd (Monguchi dkk., 2006; Ukisu, 2008;
Engelmann dkk., 2003). Tetapi, di karenakan tingginya biaya dan juga efek
beracun dari logam mulia, menghambat pengembangan aplikasi penggunaan
katalis dalam proses deklorinasi DDT. Struktur kimia DDT dapat dilihat pada
Gambar 2.1.

Gambar 2.1 Struktur DDT

2.3. Jamur Pelapuk Putih

Jamur pelapuk putih merupakan jenis jamur dari group Basidiomisetes
yang memiliki karakterisasi khusus yaitu kemampuan mereka untuk mendegradasi
lignin dalam kayu. Kemampuan unik ini membuat jamur pelapuk putih sangat
efektif dalam mendegradasi berbagai jenis polusi lingkungan yang berbahaya.
Tabel 2.1 menunjukkan hasil penelitian terkait dengan penggunaan jenis jamur
pelapuk putih dalam mendegradasi senyawa organik polutan. Struktur-struktur

polutan berbeda yang telah mampu di degradasi oleh jamur pelapuk putih



menunjukkan potensinya yang luar biasa. Barr dan Aust (1994) juga memberikan
data mengenai polutan yang berhasil didegradasi oleh jamur pelapuk putih.
Polutan yang tergolong sulit untuk di degradasi, seperti pestisida jenis DDT
(Kennedy dkk., 1990), senyawa polisiklik aromatik hidrokarbon (Bumpus 1989),
bifenil poliklorin dan aromatik nitrogen (Fernando dkk., 1990).

Tabel 2.1. Penelitian mengenai biodegradasi polutan organik menggunakan jamur

pelapuk putih.

Organisme

Jenis Polutan atau Limbah

Referensi

Bjerkandera adusta

PAHs (dibenzotiopen,
fluoranten, pyrin dan krisin)
TNT

Daunomisin

Valentin dkk., 2007

Eilers dkk., 1999
Kornilowicz-Kowalska
dkk., 2006

Irpex lacteus

PAHs (phenantrin, antrasin,
fluorontin dan pyrin)

Pewarna buatan

Baborova dkk., 2008

Svobodova dkk., 2006

Lentinus tigrinus

PAHs

Valentine dkk., 2006

Trametes versicolor

Trikloroetilen (TCE)
Pentaklorofenol (PCP)

Pewarna buatan (Amaranth)
Polisakarida

Marco-Urrea dkk., 2008
Ruttiman-Johnson dkk.,
1997

Gavril dan Hodson, 2007
Zhu, Sun dan Cao, 2005

Phlebia rediata

TNT

Aken dkk., 1999

Pleorotus ostreatus

PAHs

Lamar dkk., 2002

Phanerochaete
chrysosporium

PAHSs (antrasin)
Limbah air Molasses

Limbah cair tekstil

Mohammad dkk., 2009
Vahabzadeh, Mehranian,
dan Saatari, 2004

Gomaa dkk., 2008

(Gao dkk., 2009)

Proses degradasi polutan merupakan proses ekstraseluler. Mekanisme

reaksi dalam mendegradasi senyawa polutan didasarkan pada reaksi radikal bebas.
Radikal bebas yang dihasilkan oleh jamur pelapuk putih akan terlibat dalam rantai
reaksi (Barr dan Aust, 1994). Proses degradasi oleh jamur pelapuk putih
tergantung pada produksi dan sekresi dari beberapa enzim. Enzim yang diproduksi
oleh jamur pelapuk putih merupakan respon dari terbatasnya nutrien inti seperti
amoniak, karbohidrat, sulfur termasuk H,O, (Kersten, 1990; Tien dan Kirk,

1984). Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa enzim laktase (Kirk dan



Shimada 1985), reuktase (Westemark dan Eriksson, 1974), dan metilase (Coulter
dkk., 1993) dapat di produksi oleh jamur pelapuk putih pada suatu kondisi

terbatasnya nutrient, yang disebut enzim ligninolitik.

2.4. Sistem Enzim Ligninolitik dari Jamur Pelapuk Putih

Jamur pelapuk putih, dalam proses metabolisme menghasilkan satu hingga
lebih dari tiga enzim ekstraseluler yang sangat esensial untuk degradasi lignin
maupun senyawa polutan, dan apabila di kombinasi dengan proses yang lain akan
memberikan efek terhadap mineralisasi lignin dan senyawa polutan. Enzim-enzim
itu sering disebut lignin-modifying enzymes atau LMEs. Ketiga enzim tersebut
terdiri atas 2 glikosilat heme yang mengandung peroksidase, yaitu lignin
peroksidase (LiP, E.C.1.11.1.14) dan Mn-dependent Peroksidase (MnP,
E.C.1.11.1.13) (Gao dkk., 2009) dan tembaga yang mengandung fenoloksidase,
lakase (Lac, E.C.1.10.3.2) (Thurston, 1994). Lignin peroksidase dan mangan
peroksidase diproduksi oleh jamur pelapuk putih sebagai respon terhadap
keterbatasan nutrisi dan diaktivasi oleh H,O, (Tien, 1987). Besi heme dalam LiP
dan MnP berada pada keadaan ferric. Hidrogen peroksida mengoksidasi heme
dengan dua elektron untuk membentuk enzim yang diketahui sebagai senyawa I,
dua elektron yang dioksidasi oleh heme dari senyawa | merupakan kation radikal
ferril-z porfirin dan sangat reaktif terhadap berbagai bahan kimia dan
mereduksinya. Senyawa | mengoksidasi bahan kimia dengan mereduksinya
menjadi radikal bebas, yang menghasilkan bentuk senyawa Il. Senyawa Il
bereaksi dengan bahan kimia lain dan mereduksinya kembali ke keadaan ferric.
Siklus katalitik dari LiP diitunjukkan pada Gambar. 2.2. Siklus katalitik dari
mangan peroksidase berbeda dari LiP, dalam MnP, Mn*? berfungsi sebagai zat
pereduksi untuk senyawa | dan senyawa Il. Mn*® yang dihasilkan selama siklus
terdifusi dan mempromosikan oksidasi bahan kimia lainnya. Proses ini dianggap
sebagai suatu kondisi dimana jamur mulai mengoksidasi, mendegradasi lignin dan
beberapa polutan lingkungan (Tien 1987; Kirk dan Farell 1987; Cai dan Tien
1993).
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Gambar 2.2. Siklus katalisis peroksida. Besi dalam bentuk protoporfirin XI (Barr
dan Aust 1994).

2.5. Pleurotus eryngii

P. eryngii atau yang lebih sering disebut Jamur Tiram Raja, merupakan
salah satu jenis jamur pelapuk putih yang sangat di gemari di Asia, Eropa, dan
Amerika Utara, dikarenakan rasa, tekstur dan proses pertumbuhannya (Estrada
and Royse, 2007). P. eryngii merupakan spesies yang terbesar dari genus jamur
tiram. Bentuknya padat, dengan batang yang berwarna putih. Kedudukan jamur P.

eryngii dalam dunia fungi adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Fungi

Filum : Basidiomycota
Kelas : Agaricomycetes
Ordo : Agaricales
Famili : Pleurotaceae
Marga : Pleurotus
Spesies . P. eryngii

P. eryngii merupakan jamur saprofitik. Jamur ini dapat menghasilkan
enzim ligninolitik seperti lakase, mangan peroksida (MnP), dan enzim aril-alkohol
oksidase (AAO) (Munoz dkk., 1997). P. eryngii memanfaatkan lignin sebagai

sumber makanan yang di metabolisme oleh lakase, yaitu enzim yang memiliki
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kemampuan untuk mendegradasi lignin. Lakase merupakan glikosilasi dari
polifenoloksidase, yang mememiliki peranan penting dalam proses biodegradasi
(Mayer dan Staples 2002). Lakase juga merupakan enzim yang menghasilkan
banyak isoenzim (Eggert dkk., 1996; Lyczak dkk., 2000; Mayer & Staples 2002).

2.6. Bioremediasi

Bioremediasi didefinisikan sebagai pengunaan mikroorganisme untuk
proses detoksifikasi atau menghilangkan polutan, yang mengandalkan pada
aktivitas enzimatis mikroba untuk merubah ataupun mendegradasi kontaminan,
dengan cara menyingkirkan dan menghacurkan polutan lingkungan tersebut.
Bioremediasi merupakan metode yang murah dalam menyingkirkan banyak
polutan kimia yang memiliki efek tidak baik pada kesehatan manusia ataupun
kualitas lingkungan. Bioremediasi merupakan akselerasi dari proses alami dalam
biodegradasi polutan dan karenanya merupakan solusi yang alami untuk
permasalahan polutan lingkungan, yang memiliki sedikit efek ekologi. Produk
akhir dari bioremediasi yang efektif, seperti air dan karbondioksida yang bersifat
non toksik dan dapat di akomodir tanpa membahayakan lingkungan dan
organisme hidup (Philp dkk., 2005).

Beberapa alasan utama mengapa proses bioremediasi sangat dibutuhkan
adalah pertama, terkait dengan kesehatan masyarakat; kedua, konservasi
lingkungan dan terakhir, biaya dari dekontaminasi. Air bersih sangat esensial
untuk pertanian dan industri. Begitu juga dengan tanah yang bersih, meskipun
suatu negara memiliki tanah yang luas, tetapi tidak akan dapat dikembangkan
ketika terdapat kontaminan pada area tersebut (Philp dkk., 2005).

Teknik bioremediasi secara luas dibagi dalam dua Kkategori yaitu
didasarkan pada apakah biodegradasi di stimulasi in-situ ataukah di bawah keluar
ex-situ dengan composting atau menggunakan bioreactor. Teknik in-situ
melibatkan peningkatan laju degradasi dari kontaminan yang berpengaruh
terhadap tanah, sedimen, air permukaan atau pun air tanah. Teknik ex-situ
membutuhkan pemindahan material kontaminan (biasanya tanah atau sedimen)
yang dilanjutkan dengan perlakuan di dalam bioreaktor, biopile, composting,

kolam ataupun laguna.
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Bioremediasi terhadap kontaminan organik di pengaruhi oleh banyak
faktor lingkungan, antara lain pH, suhu, kandungan air, karakter geologi,
ketersediaan nutrien, ketersediaan kontaminan dalam populasi mikroba
(bioavailibilty), kometabolisme, akseptor elektron dan lainnya (Colleran dkk.,
1997).

2.7. Biodegradasi

Biodegradasi merupakan salah satu proses dalam bioremediasi atau dapat
diartikan sebagai proses penguraian senyawa polutan oleh aktivitas mikroba
(Jjamur, bakteri, yis dan alga) yang mengakibatkan adanya transformasi struktur
suatu senyawa, sehingga terjadi perubahan integritas molekular dan toksisitasnya.
Biodegradasi dapat berlangsung efektif apabila didukung oleh kondisi lingkungan
yang cocok untuk menunjang pertumbuhan dan perkembangan mikroba (Colleran,
1997).

Dalam prosesnya, biodegradasi tergantung pada produksi mikroba atau
enzim yang mampu mengkatalisis reaksi kimia yang akan mengubah polutan
menjadi bentuk paling sederhana (proses mineralisasi). Jika dikaitkan dengan
teknologi bioremediasi, biodegradasi dapat ditingkatkan dalam beberapa cara,
tetapi kemampuan biokimia dari organisme juga harus ditinjau untuk
mengantisipasi adanya perubahan genetik. Cara yang paling sering digunakan
untuk menstimulasi biodegradasi meliputi:

1. Modifikasi kimia lingkungan, meliputi penambahan bahan kimia yang
bertindak sebagai akseptor elektron atau tambahan donor elektron atau
disebut dengan meningkatkan bioavailabilitas.

2. Modifikasi fisika di lokasi tercemar, dapat dihubungkan dengan metode ex-
situ ataupun in-situ. Metode tersebut umumnya mengatasi keterbatasan
pasokan akseptor elektron.

3. Modifikasi biologi (bioaugmentasi) yang merupakan penambahan mikroba ke
lokasi yang tercemar untuk mempercepat degradasi. Bioaugmentasi
merupakan satu-satunya cara penggunaan genetik untuk mengubah suatu

mikroba.
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4. Modifikasi kimia dan fisika (biostimulasi) sudah cukup untuk mencapai hasil
biodegradasi apabila populasi mikro organisme indigen telah mampu

menghancurkan polutan.

2.8. Mekanisme Degradasi DDT oleh Jamur Pelapuk Putih

Meskipun DDT sangat sulit untuk terdegradasi, tetapi pada dasarnya DDT
dapat terdegradasi secara perlahan di lingkungan melalu proses yang alami.
Bumpus dan Aust (1987) dalam studinya menggunakan tiga strain dari
Phanerochaete chrysosporium ditambah dengan Pleorotus ostreatus, Phenllinus
weirii dan Polyporus versicolor dengan parameter perolehan ulang DDT,
identifikasi metabolit, analisis masa dan mineralisasi [**C] DDT. Perolehan DDT
selama 30 hari inkubasi sebesar 30%, metabolit yang terbentuk adalah 2,2,2-
trikloro-1,1-bis(4-klorofenil)etanol (dicofol), 1,1-dikloro-2,2-bis(4-
klorofenil)etana (DDD), 2,2-trikloro-1,1-bis(4-klorofenil)etanol (FW-152) dan
4,4’-diklorobenzofenon (DBP), mineralisasi [**C]DDT sebesar 5,3 — 13,5%

selama 30 hari inkubasi.

H

! \
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Dicofol ~ CI
ccl,
¢ DDD
TH
FW-152 CI C_@CI
Lcu2
]
DBP Cl C—@CI — Pemutusan Cincin—» —3= CO,

Gambar 2.3. Jalur degradasi utama metabolisme DDT oleh P. chrysosporium
(Bumpus dan Aust, 1987)

14



Dugaan jalur degeradasi DDT oleh P. chrysosporium ditunjukkan oleh
Gambar 2.3. DDT dioksidasi menjadi dicofol dan DDD, kemudian kedua senyawa
tersebut dideklorinasi membentuk senyawa FW-152. Reaksi oksidasi
menyebabkan terjadinya pemutusan ikatan karbon-karbon sehingga terbentuk
DBP, setelah itu terjadi reaksi reduksi deklorinasi yang menyebabkan terjadinya

pemutusan cincin aromatik membentuk karbondioksida (CO2).

2.8.1. Degradasi DDT menggunakan Trameter versicolor U97

Kemampuan T. versicolor U97 untuk mendegradasi DDT ditentukan
dengan menggunakan medium ekstrak gandum. Sebagaimana yang ditunjukkan
pada Gambar 2.4 DDT mampu dihilangkan sekitar 65% selama 20 hari periode
inkubasi. Setelah 40 hari inkubasi, rata-rata degradasi adalah 73%. Gambar 2.4
juga menunjukkan pertumbuhan kinetik dari T. versicolor U97 yang di kultivasi
dengan penambahan ataupun tanpa penambahan DDT ke dalam media kultur.
Hasil menunjukkan bahwa T. versicolor tidak menggunakan DDT sebagai substrat
pertumbuhan ataupun sebagai sumber karbon, karena pertumbuhan miselium tidak
berpengaruh dengan ada atau tidak adanya penambahan DDT ke dalam media.
Adanya Metabolisme DDT ditunjukan dengan adanya peningkatan massa
miselium dan peningkatan konsumsi glukosa, semakin besar massa miselium,

proses degradasi semakin cepat (Sari dkk., 2012).

Gambar 2.4. Kurva pertumbuhan T. versicolor dengan dan tanpa penambahan
DDT (Sari dkk., 2012)
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2.8.2. Jalur degradasi DDT oleh T. versicolor
Produk metabolit yang dihasilkan oleh T. versicolor U97 yang diinkubasi

dengan 0,1 mM DDT selama 30 hari dianalisa menggunakan GC-MS.

Gambar 2.5. Total ion kromatogram produk metabolit dari degradasi DDT oleh T.
versicolor U97; (A) tanpa inhibitor; (B) dengan inhibitor; Antrasin
standard internal (1), DDT (2), DDE (3), DDD (4), DDMU (5),
DDOH (6), DBP (puncak 7), asam 4-klorobenzoat (8) (Sari dkk.,
2012).

Gambar 2.5A menunjukkan produk metabolit yang diperoleh dari
degradasi DDT oleh T. versicolor U97 setelah di ekstraksi dan di analisa
menggunakan GC-MS. DDE merupakan produk metabolit utama dan sejumlah
DDD, 1-kloro-2,2-bis(4-klorofenil)etilen (DDMU), 2,2-bis(4-klorofenil) etanol
(DDOH), bis(4-klorofenil)ketone (DBP), dan asam4-klorobenzoat. DDT menjadi
DDE dibentuk melalui proses dehidrohalogenasi yang selanjutnya menjadi DDD
melalui hidrogenasi. Gambar 2.5 menunjukkan bahwa residu dari DDE paling
tinggi dibandingkan dengan residu lain, hal ini berarti degradasi DDE lebih
lambat dari DDT dan DDD. Gambar 2.5B menunjukkan bahwa hanya DDE, DDD
dan DDMU yang dihasilkan selama penambahan EDTA sebagai inhibitor. Maka
dapat di simpulkan bahwa LiP berperana dalam degradasi DDT. DDD mengalami
reaksi deklorinasi menghasilkan DDMU, lalu reaksi hidroksilasi menghasilkan
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DDOH. Senyawa ini kemungkinan dioksidasi menjadi DBP dan menjadi senyawa

cincin aromatik tunggal, asam 4-klorobenzoat (Gambar 2.6).

DDT(2) DDE (3
O O C
cl
cl Cl
cl
DDD(4)
Cl cl Cl Cl cl /
asam 4-klorobenzoik (8)
DDMU (5) DDOH (6) Diklorobenzofenon (7,

Gambar 2.6. Dugaan jalur metabolisme DDT dalam mikroorganisme; (A)
dehidrohalogenasi, (B) hidrogenasi, (C) deklorinasi, (D) deklorinasi, (E)
hidroksilasi, (F) oksidasi, (G) pembelahan cincin meta (Sari dkk., 2012)

2.8.3. Degradasi DDT oleh Pleurotus ostreatus

P. ostreatus merupakan salah satu jenis jamur pelapuk putih. Sistem enzim
ligninolitik P. ostreatus menghasilkan enzim mangan peroksidase dan lakase.
Jamur ini memproduksi lakase dalam jumlah banyak, namun tidak menghasilkan
enzim lignin peroksidase (Santoyo, 2008). Purnomo dkk. (2008) melaporkan
bahwa P. ostreatus dapat mendegradasi DDT sekitar 45% dalam media PDB,
yang diinkubasi selama 14 bhari, pada suhu 30°C. P. ostreatus mampu
mendegradasi DDT menjadi beberapa produk metabolit diantaranya DDA, DDD,
DDMU, dan DDMS.

2.9. Degradasi DDT oleh Bakteri
Degradasi pestisida organoklorin telah diobservasi di bawah 2 kondisi,
yaitu kondisi aerob dan anaerob. Degradasi DDT secara aerob dilakukan oleh

beberapa tipe bakteri seperti Alcaligenes eutrophus A5, Serratia Marcescens DT-
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1P, Micrococcus varians, Lactobacillus plantarum dan Pseudomonas sp. (Nadeau
dkk., 1994; Abou-Arab, 2002; Bidlan and Manonmani, 2002; Chandrappa dan
Harichandra, 2004). Degradasi DDT secara anaerob, dimana DDT di konversi
menjadi dikhloro difenil dikloroetana (DDD) melalui reaksi reduksi deklorinasi
(Haggblom dan Valo, 1992).

Lal dan Saxena (1982) menyatakan bahwa secara umum bakteri yang
diinkubasi secara aerob akan mendegradasi DDT melalui reaksi dehidroklorinasi
dengan produk metabolit berupa DDE, dalam kondisi diinkubasi secara anaerob,
maka reaksi yang dominan adalah reaksi reduktif deklorinasi yang menghasilkan
DDD sebagai metabolit utama.

Reaksi dehidroklorinasi DDT merupakan suatu proses reaksi dimana
terjadi pemindahan atom hidrogen dari karbon dan klorin dari karbon terklorinasi
jenuh yang membentuk sebuah ikatan rangkap karbon-karbon pada substrat
(Gambar 2.7.). Reaksi ini dikatalisis oleh enzim dehidrohalogenase. Pada reaksi
reduktif deklorinasi DDT terjadi reaksi penggantian atom klorin pada karbon non-
aromatik dengan atom hidrogen. Dalam reaksi ini diperlukan donor elektron atau
reduktan dapat berupa substrat organik ataupun gas hidrogen dan aseptor elektron,
dalam hal ini maka DDT berperan sebagai aseptor elektron, reaksi ini dikatalisis
oleh enzim dehalogenase (Bidlan, 2003). Reaksi reduktif deklorinasi terjadi ketika
bakteri anaerob mengalami kekurangan aseptor elektron alami seperti NO*, SO42,
sehingga bakteri akan menggunakan senyawa aromatik terklorinasi tertentu
sebagai aseptor elektron, proses ini disebut halorespirasi. Reaksi reduktif
deklorinasi secara umum terjadi dibawah kondisi anaerob, namun dapat juga
terjadi pada proses degradasi secara aerob terhadap senyawa terklorinasi tinggi
tertentu (Gambar 2.8.).

cl

DT = -0

DDT

II—o0

Gambar 2.7. Reaksi dehidroklorinasi DDT menjadi DDE
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Gambar 2.8. Reaksi reduksi deklorinasi DDT menjadi DDD
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2.10. Peranan biosurfaktan

Biosurfaktan dihasilkan sebagai bentuk respon terhadap rendahnya tingkat
kelarutan dari n-alkana sebagai substrat pertumbuhan. Oksigen lebih mudah larut
dalam fase minyak dari pada fase air, dan kelarutan alkana yang rendah
memberikan tekanan pada pertumbuhan mikroba (Hafeburg dkk., 1986 dalam
Atlas, 2005). Biosurfaktan dapat mendesorpsi polutan dari tanah dalam proses
biodegradasi (Mata-Sandoval dkk.,2002) ataupun digunakan untuk pencucian air
tanah yang terkontaminasi (Singh dkk., 2007). Urum dan Pekdemir (2004) juga
menyatakan bahwa biosurfaktan dapat diaplikasikan untuk pencucian tanah yang
terkontaminasi oleh minyak mentah, dimana biosurfaktan mampu untuk
menghilangkan kontaminasi minyak mentah dari tanah dengan hasil yang
signifikan. Rhamnolipid mampu menghilangkan 80% minyak dan lecithin sekitar
42%. Kang dkk. (2010) juga melakukan investigasi terkait dengan efektivitas dari
soforolipid dalam proses biodegradasi hidrokarbon dan minyak mentah dalam
tanah melalui skala laboratorium. Hasilnya menunjukkan penambahan
biosurfaktan meningkatkan efektifitas dari biodegrdasi

Biosurfaktan memberikan keuntungan yang lebih banyak dibanding
surfaktan sintetis. Biosurfaktan memiliki toksisitas rendah dan lebih mudah
mendegradasi (Hafeburg dkk., 1986 dalam Atlas, 2005). Biosurfaktan juga dapat
dihasilkan pada kondisi suhu, pH dan salinitas yang ekstrim, serta aman secara
ekologis (Kosaric (1992); Desai dan Banat (1997).

2.10.1. Tipe biosurfaktan

Biosurfaktan yang dihasilkan oleh mikroorganisme, baik eukariotik
maupun prokariotik memiliki jenis yang beraneka macam, tapi secara sederhana
dapat dibagi ke beberapa group berdasarkan struktur, yaitu: glikolipid, lipopetida
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dan biopolymer (Sullivan, 1998 dalam Atlas, 2005). Glikolipid merupakan
biosurfaktan yang paling sering dikaitkan dengan proses degradasi minyak, kepala
hidrofiliknya adalah rhamnosa atau trehalosa.

Beberapa bakteri penghasil biosurfaktan diantaranya P. aeruginosa yang
menghasilkan rhamnolipid, B. subtilis yang menghasilan lipopeptida yang disebut
surfaktin (Ron dan Rosenberg, 2001; Mata-Sandoval dkk., 2002; Mulligan, 2005),
Nocardia amarae (Moussa dkk., 2006), Saccharomyces lipolytica CCT0913
(Lima dan Alegre, 2009) dan R. pickettii menghasilkan rhamnolipid (Plaza dkk.,
2007). Secara struktural, biosurfaktan biasanya merupakan anion atau netral,
hanya sedikit yang berupa kation, serta mengandung grup amina. Bagian
hidrofobiknya dibentuk oleh rantai asam lemak yang panjang, asam lemak
hidroksil atau asam lemak a-alkil-B-hydroksi. Bagian hidrofiliknya terdiri dari
karbohidrat, asam amino, peptida siklik, fosfat, asam karboksilat dan alkohol
(Mulligan dkk., 2001).

2.11. Bakteri Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa termasuk bakteri gram-negatif, hidup secara aerob obligat.
Kedudukan P. aeruginosa dalam dunia bakteri adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Bacteria

Filum : Proteobakteria

Kelas : Gamma Proteobakteria

Ordo : Pseudomonadales

Famili : Pseudomonadadaceae
Marga : Pseudomonas

Spesies : P. aeruginosa (Todar, 2008).

P. aeruginosa dapat diisolasi dari berbagai macam habitat, baik tanah, air
dan tanaman. P. aeruginosa juga merupakan patogen oportunistik yang dapat
menyebabkan infeksi serius pada manusia (Costerton 1980; Lyczak dkk. 2000).
Jarvis dan Johnson (1949) menyatakan bahwa P. aeruginosa menghasilkan
biosurfaktan yang disebut rhamnolipid, yang merupakan molekul amfifilik.

Rhamnolipid telah dimanfaatkan baik untuk industry maupun untuk proses
bioremediasi lingkungan (Lang and Wullbrandt 1999; Maier and Sober6n-Chéavez
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2000). Penggunaan senyawa ini termasuk dalam produksi bahan kimia yang
aman, untuk pelapis, sebagai aditif untuk remediasi lingkungan dan juga sebagai
biological control agent (Stanghellini and Miller, 1997).

Rhamnolipid yang dihasilkan oleh P. aeruginosa merupakan senyawa aktif
permukaan. Aktivitas permukaannya berhubungan dengan glikolipid moiety (Itoh
dkk., 1971). Terdapat 2 jenis rhamnolipid yang dihasilkan oleh P. aeruginosa,
yaitu R-1 yang terdiri dari 2 molekul rhamnosa dan 2 molekul asam [3-
hidroksidekanoat dan R-2 yang hanya terdiri dari 1 unit rhamnosa (Guerra dkk.,
1984).

Bakteri P. aeruginosa mampu untuk mendegradasi senyawa polutan
dilingkungan termasuk DDT, hasil penelitian yang dilakukan oleh Bidlan (2003)
menunjukkan bahwa P. aeruginosa mampu mendegradasi DDT sebesar 80-100%
dengan masa inkubasi 5 hari, yang tergantung pada perbandingan konsentrasi
DDT dan bakteri dalam media kultur.

2.12. Bakteri Bacillus subtilis
B. subtilis termasuk bakteri gram-positif, dan berbentuk batang,
kedudukan B. subtilis dalam dunia bakteri adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Bacteria
Filum : Firmicutes
Kelas : Bacilli
Ordo : Bacillales
Famili : Bacillaceae
Marga : Bacillus
Spesies : B. subtilis

B. subtilis merupakan bakteri penghasil biosurfaktan. Biosurfaktan yang
paling umum dihasilkan adalah lipopetida yang biasa disebut surfaktin. Surfaktin
terdiri dari rantai panjang asam lemak B-hidroksi, dimana 2 gugus fungsinya
tersusun dari residu 7 asam amino (Dufuor dkk., 2005; Seydlova, 2008). Jean-
Marc dkk. (2003) menyatakan bahwa surfaktin mampu untuk meningkatkan

proses remediasi terhadap lingkungan yang tercemar minyak. Hermansyah (2014)
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melaporkan bahwa bakteri B. subtilis mampu mendegradasi DDT sebesar 43%

dengan masa inkubasi selama 7 hari.

2.13. Bakteri Ralstonia pickettii

R. pickettii termasuk bakteri gram-negatif, berbentuk batang, dan banyak
ditemukan di lingkungan yang lembab seperti tanah, sungai dan danau. R. pickettii
merupakan organisme oligotrofik, sehingga mampu untuk hidup pada media
dengan Kkonsentrasi nutrien yang rendah. Beberapa strain dari bakteri ini
menunjukkan kemampuan untuk dapat hidup pada lingkungan yang
terkontaminasi logam dalam jumlah besar. Kemampuan tersebut menjadikan R.
pickettii dapat digunakan untuk proses bioremediasi. Kedudukan R. pickettii

dalam dunia bakteri adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Bacteria

Filum : Proteobacteria
Kelas : Beta Proteobacteri
Ordo : Burkholderiales
Famili : Ralstoniaceae
Marga : Ralstonia

Spesies . R. pickettii

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Hundt dkk. (1998) menunjukkan R.
pickettii mampu mendegradasi 4-chlorobiphenyl, lebih dari 90% dengan masa
inkubasi 7-10 hari dalam sistem tanah inokulasi.

2.14. Metode Analisis

2.14.1. HPLC
Pada penelitian ini, HPLC digunakan untuk membuat kurva standar DDT

dan menentukan nilai perolehan kembali dari DDT yang diinkubasi dengan jamur
dan bakteri.

Gambar 2.9 menunjukkan penggunaan HPLC untuk membuat kurva
standar DDT, dari kurva standar ini akan ditentukan nilai perolehan ulang DDT,

setelah dilakukan analisa perbandingan luas puncak DDT dan pirena dihitung
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sebagai fungsi y = ax + b, dengan x sebagai konsentrasi dan y adalah luas puncak
DDT banding luas puncak pirena. Hasil kromatogram DDT dan produk metabolit
ditunjukkan pada Gambar 2.10.

w Kurva Standar DDT
8 §012
E o 0.1 y =0,001x
=~ 2 _

S=o.0s R z0AT1
c 0
5 Do.06
5w
8 So.04
S S0.02
o o

0

0 50 100 150
Konsentrasi DDT (%)

Gambar. 2.9 Kurva standar DDT (Hermanysah, 2014)

Gambar 2.10. Kromatogram DDT dan produk metabolit yang dianalisa
menggunakan HPLC. (a) Kontrol, (b) Perlakuan. Pirena
merupakan standar internal (Purnomo dkk., 2008)

HPLC adalah salah satu tipe kromatografi elusi yang paling serbaguna dan
digunakan secara luas. HPLC digunakan untuk memisahkan dan menentukan jenis
dari senyawa-senyawa organik, anorganik dan material biologi. HPLC pada
umumnya diklasifikasikan berdasarkan mekanisme pemisahan atau tipe dari fase
diam (Skoog dkk, 2004). HPLC menerapkan hasil optimasi kolom sebagaimana
yang dijabarkan oleh van Deemter dengan mengatur laju alir fase geraknya
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sehingga pemisahan menjadi sempurna, serta mengatur temperatur sehingga
masalah difusi longitudinal dapat diatasi. Dengan demikian, laju migrasi akan
meningkat walaupun difusi diperkecil dengan menurunkan kolom serta partikel

fase diamnya (Wonorahardjo, 2013).

2.14.1.1. Kolom HPLC

Terdapat banyak tipe kolom yang tersedia secara komersial untuk HPLC,
yaitu dengan membuat permukaan fase diam permanen dengan berbagai gugus
fungsi yang terikat di permukaan kolom (Wohorahardjo, 2013). fase diam
pada HPLC berupa silika yang dimodifikasi secara kimiawi, silika yang tidak
dimodifikasi, atau polimer-polimer stiren dan divinil benzen. Oktadesil silika
(ODS atau C18) merupakan fase diam yang paling banyak digunakan karena
mampu memisahkan senyawa-senyawa dengan kepolaran yang rendah, sedang,

maupun tinggi.

2.14.1.2. Detektor

Detektor yang paling sering digunakan untuk HPLC berdasarkan
penyerapan ultraviolet atau radiasi tampak, bentuknya adalah sebuah sel kecil
dalam sebuah spektrofotemeter ultraviolet. Senyawa organik akan menyerap pada
wilayah ultraviolet, signalnya akan ditangkap dan diolah lebih lanjut (Skoog dkk.,
2003)

2.14.1.3. Proses Elusi

Pada HPLC, molekul pelarut akan bersaing dengan molekul solute untuk
menempati fase diam. Elusi terjadi ketika pelarut menggantikan solute pada fase
diam. Semakin polar sebuah pelarut maka semakin besar kemampuannya untuk
terelusi pada fase diam. Semakin besar kekuatan elusinya maka semakin cepat
laju elusi pelarut dalam kolom. Terdapat dua jenis HPLC, yaitu HPLC fase
normal (normal phase) dan HPLC fase terbalik (reversed phase). Pada HPLC fase
normal fase diamnya bersifat polar dan pelarut yang digunakan relatif non polar.
Pada HPLC fase terbalik, fase diamnya bersifat non polar dan pelarut yang
digunakan bersifat polar (Harris, 2007).
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Gambar 2.11. Diagram Kotak Instrumen HPLC

2.14.2. GC-MS

Pada penelitian ini, GC-MS digunakan untuk menentukan produk
metabolit yang dihasilkan selama proses inkubasi DDT dengan jamur dan bakteri.
Gambar 2.11 menunjukkan kromatogram GC pada sampel. Fase gerak berupa gas
yang inert sehingga hanya berfungsi sebagai pembawa. Gas yang digunakan
adalah He, Ny, H,, Ar. Aliran gas diatur dalam program yang disesuaikan dengan
keadaan sampel. Seluruh rancangan alat harus dalam sistem tertutup karena fase

gerakanya adalah gas. Seluruh sistem GC dikendalikan oleh computer.

4

\_|_ /% Pirena (waktu retensi 16,094
DDMU (waktu retensi 14,944 menit)

\ DDE (waktu retensi 17,125 menit)
v [l | DDD (waktu retensi 19,262 menit)

T (waktu retensi 20,668 menit)

Gambar 2.12 Kromatogram GC pada sampel (Hermansyah, 2014)

Fase diam kromatografi gas biasanya terdiri dari lapisan tipis cairan yang
dilekatkan pada padatan penyangga (solid support). Penyangga ini harus berupa
material dengan ukuran butiran kurang lebih seragam , berpori, dan mempunyai
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luas permukaan besar (1 m%(g), tidak mudah bereaksi (inert) namun cukup polar
untuk segera dibasahi oleh cairan yang akan menjadi fase diam. Permukaan
padatan penyangga ini dapat mempunyai beberapa gugus fungsi sehingga sifatnya
dapat dimodifikasi.

Adapun fase diam untuk kromatografi gas cair biasanya adalah senyawa-
senyawa nonvolatile yang stabil terhadap panas, tidak mudah bereaksi, dan
mempunyai harga K yang stabil sehingga tidak berubah sepanjang kolom.
Interaksi senyawa sampel yang dibawa fase gerak dengan fase diam
dimungkinkan karena adanya gaya van der waals.

Mekanisme kerja kromatografi gas yaitu, gas yang merupakan fase gerak
dialirkan melalui kolom yang berisi fasa diam dan larutan sampel disuntikkan ke
dalam septum. Cuplikan sampel yang telah berubah menjadi gas dibawa oleh gas
pembawa ke dalam kolom dan di dalam kolom terjadi proses pemisahan,
kemudian komponen-komponen sampel yang telah terpisah satu-persatu
meninggalkan kolom. Detektor akan mendeteksi jenis maupun jumlah tiap
komponen campuran yang kemudian direkam oleh rekorder dan menghasilkan
data berupa puncak-puncak yang disebut kromatogram. Jumlah puncak
menyatakan jumlah komponen yang terdapat di dalam sampel, sedangkan lebar
puncak bergantung kepada kuantitas suatu komponen dalam sampel (Harris,
2007).

Gambar 2.13. Diagram Kotak Komponen Kromatografi Gas
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2.14.3. Spektrofotometer UV-Vis

Pada penelitian ini spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk mengukur
menghitung pertumbuhan sel dari bakteri yang akan digunakan dalam proses
degradasi. Metodenya berdasarkan pada terjadinya peningkatan optical density
(OD) dalam kultur bakteri dikarenakan meningkatnya jumlah sel dan ukuran sel
dari bakteri. Jika cahaya dari spektrofometer mengenai sel, maka sebagian cahaya
akan dihamburkan dan sebagian diteruskan. Jumlah cahaya yang dihamburkan
berbanding lurus dengan jumlah sel bakteri. Semakin banyak jumlah sel bakteri,
semakin sedikit cahaya yang diteruskan (Waluyo, 2010)

Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 600nm, dikarenakan
media kultur yang digunakan berwarna kuning. Nilai absorbansi yang didapatkan
dari hasil pengukuran digunakan untuk menghitung jumlah bakteri yang ada
didalam kultur. Nilai absorbansi juga digunakan untuk membuat kurva
pertumbuhan bakteri (Gambar 2.12), sehingga dapat diketahui pada fase stationer
dari bakteri.

Spektrofotometer adalah alat yang terdiri dari spektrofotometer dengan
fotometer. Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang
gelombang tertentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang
ditransmisikan atau diabsorpsi. Spektrofotometer tersusun dari sumber spektrum
tampak yang kontinyu, monokromator, sel pengabsorpsi untuk larutan sampel

atau blangko dan suatu alat untuk mengukur perbedaan absorpsi antara sampel

dan blangko.
Kurva Pertumbuhan P. aeruginosa
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Gambar 2.14 Kurva Pertumbuhan P. aeruginosa (Ashari, 2014)
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Prinsip kerja spektrofotometer adalah adanya sumber radiasi untuk
spektroskopi UV-Vis yaitu lampu tungsten. Sumber radiasi akan memancarkan
cahaya polikromatik. Cahaya polikromatik UV akan melewati monokromator
yaitu suatu alat menghasilkan berkas radiasi dengan satu panjang gelombang
(monokromator). Monokromator radiasi UV, sinar tampak dan infra merah adalah
serupa yaitu mempunyai celah (slit), lensa, cermin dan perisai atau grating.
Berkas-berkas cahaya dengan panjang tertentu kemudian akan dilewatkan pada
sampel yang mengandung suatu zat dalam konsentrasi tertentu. Oleh karena itu,
terdapat cahaya yang diserap (diabsorbsi) dan ada pula yang diteruskan. Cahaya
yang diserap diukur sebagai absorbansi (A) sedangkan cahaya yang diteruskan
diukur sebagai transmitansi (T). Radiasi yang melewati sampel akan ditangkap
oleh detektor yang berguna untuk mendeteksi cahaya yang melewati sampel
tersebut. Cahaya yang melewati detektor diubah menjadi arus listrik yang dapat
dibaca melalui recorder dalam bentuk transmitansi, absorbansi atau konsentrasi.
(Skoog dkk., 2004).

Gambar 2.15. Diagram Kotak Spektrofotometer UV-Vis
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BAB IlI
METODOLOGI

3.1. Alat dan Bahan

3.1.1. Alat

Peralatan dan instrumentasi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu:
Erlenmeyer berpenutup, gelas beker, neraca analitik (OHAUS), corong pisah, labu
bundar, corong kaca, jarum ose, cawan steril, botol ampul, suntikan, vacuum
pump (GAST), ultrasonic cleaner, rotary evaporator (EYELA, N-10001),
autoclave (TOMY, ES-315), shaker inkubator (Gerhardt), filter Whatman 0,2 um
diameter 110 mm, HPLC (Jasco, Japan) dengan intelligent pump PU-1580 (Jasco,
Japan), UV-Vis multiwavelength detector LG 1580-02 (Jasco, Japan), auto
sampler AS-950 (Jasco, Japan), kolom inertsil ODS-3 (150 mm) diameter 4,6 mm
(GL Sciences, Japan), tabung gas oksigen, GC-MS (Agilent Technologies
7890A), Inkubator, spektrofotometer (SP-300 Optima), kuvet Kkuarsa,
homogenizer, sentrifuge (IEC CL40R).

3.1.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu: DDT, DDD,
DDE, DDMU, pirena (5mM dalam DMSO), potato dextrose agar (PDA), potato
dextrose broth (PDB), nutrient broth (NB), nutrient agar (NA), aseton, aqua DM,
Na,SO,, n-heksana, methanol, jamur P. eryngii, bakteri P. aeruginosa, B. subtilis,
Ralstonia pickettii NBRC 102503.

3.2. Regenerasi Jamur P. eryngii

Pada penelitian ini menggunakan Jamur pelapuk putih dari spesies P.
eryngii (Jamur Tiram Raja). Jamur diinokulasi ke dalam cawan petri dengan
diameter 9 cm yang telah berisi medium agar steril PDA dan diinkubasi pada suhu
30°C selama kurang lebih 7 hari sampai seluruh permukaan medium agar tertutupi

miselium.
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3.3. Persiapan Kultur Cair Jamur
Miselium jamur hasil regenerasi dengan diameter 1 cm diinokulasikan ke
dalam 10 ml media PDB dalam labu erlenmeyer 100 mL dan diinkubasi kembali

pada suhu 30°C selama 7 hari.

3.4. Regenerasi Bakteri

Bakteri penghasil biosurfaktan dari spesies P. aeruginosa, B. subtilis dan
R. picketti digunakan pada penelitian ini. Masing-masing bakteri diinokulasi
kedalam cawan petri yang berisi medium agar (NA) dan diinkubasi pada suhu
37°C selama kurang lebih 24 jam.

3.5. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri

Sebanyak satu koloni dari masing-masing jenis bakteri hasil regenerasi
diinokulasi ke dalam 450 mL PDB, hasil inokulasi ini merupakan kultur cair dari
bakteri. Kultur diinkubasi pada suhu 37°C dan dikocok dengan kecepatan 180
rpm. Absorbansi kultur cair diukur pada panjang gelombang 600 nm (ODgyo)
menggunakan spektrofotometri UV-Vis tiap 1 jam sekali. Dari data hasil
pengukuran OD, dibuat kurva pertumbuhan dengan absorbansi sebagai fungsi

waktu.

3.6. Persiapan Kultur Cair Bakteri

Sebanyak satu koloni dari masing-masing bakteri yang terbentuk dari hasil
regenerasi diinokulasikan ke dalam 40 mL medium NB dan diinkubasi kembali
pada suhu 37°C selama 21 jam untuk P. aeruginosa, 20 jam untuk B. subtilis, 30
jam untuk R. pickettii. Kultur dikocok dengan kecepatan 180 rpm. Bakteri dalam
media cair akan digunakan dalam proses biodegradasi DDT.

3.7. Biodegradasi DDT oleh P. eryngii

Kultur cair P. eryngii yang telah di pre-inkubasi selama 7 hari, masing-
masing ditambah 50 uL DDT 5 mM dalam DMSO (konsentrasi akhir: 0,25 pmol
DDT/labu). Tiap labu diberi oksigen dan ditutup sumbat kaca serta diselotip untuk
mencegah kontaminasi. Kultur diinkubasi secara statis selama 7 hari pada suhu
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30°C. Sebagai kontrol, kultur dinonaktifkan dengan autoclave terlebih dahulu
pada suhu 121°C selama 15 menit sebelum ditambah DDT.

3.8. Biodegradasi DDT oleh Bakteri

Erlenmeyer yang berisi 10 mL media PDB ditambahkan bakteri hasil pre-
inkubasi (21 jam untuk P. aeruginosa, 201 jam untuk B. subtilis, 30 jam untuk R.
pickettii) masing-masing sebanyak 1, 3, 5, 7 dan 10 mL. Tiap labu ditambahkan
50 uL DDT 5 mM dalam DMSO (konsentrasi akhir: 0,25 pmol DDT/labu),
kemudian ditambahkan 10 mL media PDB. Tiap labu diberi oksigen dan ditutup
sumbat kaca serta diselotip untuk mencegah kontaminasi. Kultur diinkubasi secara
statis selama 7 hari pada suhu 30°C. Sebagai kontrol, kultur dinonaktifkan dengan
autoclave terlebih dahulu pada suhu 121°C selama 15 menit sebelum ditambah
DDT.

3.9. Konfrontasi Assay Jamur dan Bakteri

Sel bakteri hasil pre-inkubasi (20 jam untuk P. aeruginosa, 21 jam untuk B.
subtilis, 30 jam untuk R. pickettii), di ambil sebanyak 20 ml dan disentrifugasi
selama 10 menit pada keceatan 3000 rpm, setelah itu dipisahkan antara biomasa
dan filtrat. 20 mL H,O steril ditambahkan kedalam valcon, dihomogenkan dengan
homogeniser, lalu disentrifugasi kembali selama 10 menit pada kecepatan 3000
rpm. Perlakuan ini diulang sebanyak tiga kali untuk memastikan kultur bakteri
terbebas dari media tumbuhnya. Jamur P. eryngii dengan diameter 0,5 cm
diinokulasikan menggunakan loop pada bagian tengah cawan petri yang berisi
medium agar steril (PDA), kemudian ditambahkan 10 pL bakteri dengan jarak
+2,5 cm dari jamur, kemudian diinkubasi pada suhu 30°C. Pada hari ke-3 masa
inkubasi, miselium jamur yang telah tumbuh di beri tanda. Pertumbuhan miselium
diukur mulai hari ke-4 sampai seluruh permukaan medium tertutupi miselium.
Jamur dan bakteri yang menunjukkan hubungan sinergitas, digunakan pada proses

degradasi DDT dalam mix kultur.
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4,5cm 2,5¢cm

Gambar 3.1 Contoh perlakuan konfrontasi assay jamur dan bakteri

3.10. Screening Bakteri Biodegradasi DDT oleh P. eryngii

Screening bakteri bertujuan untuk memilih hasil terbaik dari biodegradasi
DDT menggunakan jamur dengan penambahan bakteri. Kultur cair P. eryngii
hasil pre-inkubasi selama 7 hari, masing-masing ditambah 50 uL DDT 5 mM
dalam DMSO (konsentrasi akhir: 0,25 umol DDT/labu). Tiap labu ditambahkan
bakteri P. aeruginosa, B. subtilis dan R. pickettii masing-masing sebanyak 7 ml,
diberi oksigen dan ditutup sumbat kaca serta diselotip untuk mencegah penguapan
DDT. Kultur diinkubasi secara statis selama 7 hari pada suhu 30°C. Sebagai
kontrol negatif, kultur dinonaktifkan dengan autoclave terlebih dahulu pada suhu
121°C selama 15 menit sebelum ditambah DDT. Degradasi DDT dengan masing-
masing bakteri tanpa jamur dijadikan sebagai kontrol positif. Mix kultur dengan

kemampuan degradasi optimal digunakan pada proses degradasi DDT selanjutnya.

3.11. Analisa Hasil Screening Bakteri

Kultur yang telah diinkubasi selama 7 hari, masing-masing ditambah 30
mL metanol dan 50 pL pirena 5 mM. Sisa sampel dicuci dengan 50 ml aseton,
setelah itu dihomogenizer dan disentrifuge. Supernatan yang terbentuk diambil,
dan dianalisis menggunakan HPLC. Sebagai kontrol adalah degradasi hanya

dengan menggunakan jamur dan masing-masing jenis bakteri.
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3.12. Pengaruh Konsentrasi Penambahan Bakteri Terhadap Biodegradasi
DDT oleh P. eryngii ( Variasi Konsentrasi Bakteri)

Kultur cair P. eryngii hasil pre-inkubasi, ditambah dengan kultur cair R.
pickettii dengan kosentrasi sebanyak 1, 3, 5, 7 dan 10 mL. Masing-masing kultur
ditambah 50 uL dari DDT 5 mM dalam DMSO (konsentrasi akhir: 0,25 umol
DDT/labu). Tiap labu diberi oksigen dan ditutup sumbat kaca serta diselotip.
Kultur diinkubasi secara statis selama 7 hari pada suhu 30°C. Sebagai kontrol
negatif, kultur dinonaktifkan dengan dipanaskan pada suhu 121°C selama 10
menit menggunakan autoclave sebelum ditambahkan DDT. Degradasi DDT

dengan masing-masing bakteri tanpa jamur dijadikan sebagai kontrol positif.

3.13. Pengaruh Waktu Penambahan Bakteri Terhadap Biodegradasi DDT
oleh P. eryngii ( Variasi Waktu Penambahan Bakteri)

Kultur cair P. eryngii hasil pre-inkubasi, ditambah 50 uL dari DDT 5 mM
dalam DMSO (konsentrasi akhir: 0,25 pumol DDT/labu). Kultur kemudian
ditambahkan kultur cair bakteri hasil pre-inkubasi sebanyak 7 mL dengan variasi
waktu penambahan hari ke-0, ke-1, ke-3, dan ke-5 setelah penambahan DDT. Tiap
labu diberi oksigen dan ditutup sumbat kaca serta diselotip. Kultur diinkubasi
secara statis selama 7 hari pada suhu 30°C. Sebagai kontrol, kultur dinonaktifkan
dengan dipanaskan pada suhu 121°C selama 10 menit menggunakan autoclave
sebelum ditambahkan DDT.

3.14. Pembuatan Kurva Standar DDT

Larutan standar DDT disiapkan dengan konsentrasi 25, 50, 75 dan 100 %
(100 % = 0,25 pmol DDT yang berasal dari 50 pL DDT 5 mM). Masing-masing
konsentrasi DDT ditambah dengan 50 pL pirena 5 mM sebagai standar internal.
Sampel dianalisa menggunakan HPLC dengan fasa gerak metanol 82 %. Dari
hasil analisa dibuat kurva dengan nilai perbandingan luas area puncak DDT/pirena

sebagai fungsi konsentrasi DDT.
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3.15. Perolehan Ulang (Recovery) DDT dan Identifikasi Produk Metabolit
Masing-masing kultur hasil inkubasi ditambah 30 mL metanol dan 50 pL
pirena 5 mM. Sisa sampel dicuci dengan 5 ml aseton. Kultur disaring
menggunakan filter 0,2 um diameter 110 mm. Filtrat dievaporasi pada suhu 40°C
hingga aseton dan metanol menguap semua. Filtrat yang tidak menguap
dimasukkan ke dalam corong pisah, lalu ditambahkan 50 mL aquades dan 100 mL
n-heksana dan dikocok selama 10 menit. Fasa organik dipisahkan sedangkan fasa
air diekstrak kembali sebanyak 2 kali. Fasa organik yang terkumpul dimasukkan
ke dalam erlenmeyer yang telah berisi Na,SO, kemudian disaring. Sampel
dievaporasi pada suhu 60°C hingga tersisa sekitar 1 mL. Sampel dianalisis
menggunakan GC/MS. Sisa sampel dievaporasi kembali hingga kering dan
ditambah 1 mL metanol. Residu (sampel) dihomogenkan dengan ultrasonic
cleaner. Sampel dianalisis menggunakan HPLC, sampel dielusi dengan 82%
methanol dan 18 ml air (1% TFA) dengan laju alir 1 ml/min. Aliran diatur pada
kondisi isokratik.
GC dengan detektor MS vyang digunakan dalam pengukuran ini
mempunyai karakteristik sebagai berikut:
- Kolom: Kapiler HP-5MS (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane), panjang 30 m,
diameter 250 pum
- Gas pembawa: Helium
- Pengontrol aliran: Tekanan= 72,553 kPali, aliran= 1 mL/menit
- Volume injeksi: 1pL
- Aliran split: 54 mL/menit
- Program suhu (Isothermal): Suhu oven diatur pada 80°C selama 3 menit,
dinaikkan hingga mencapai 320°C dan ditahan selama 2 menit dengan
kenaikan konstan 20°C per menit, kemudian suhu diturunkan menjadi 300°C

dan ditahan selama 5 menit.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Kultur Pleurotus eryngii
4.1.1. Regenerasi Jamur P. eryngii

Jamur yang digunakan pada penelitian ini adalah Pleurotus eryngii (jamur
tiram raja) yang diperoleh dari Universitas Kyushu, Fukuoka, Jepang. P. eryngii
diinokulasi menggunakan penjepit alumunium ke dalam cawan petri yang berisi
media agar steril potato dextrose agar (PDA). Pemilihan PDA sebagai media
inokulasi karena PDA memiliki kandungan nutrisi yang lengkap dan sesuai untuk
pertumbuhan jamur dimana PDA terdiri dari ekstrak kentang, dekstrosa dan agar.
Ekstrak kentang yang kaya akan nutrisi, seperti karbohidrat, protein, vitamin, dan
mineral dapat menstimulasi pertumbuhan spora jamur. Dekstrosa berfungsi
sebagai sumber karbon yang mampu menghasilkan energi untuk digunakan sel
jamur dalam metabolismenya. Protein digunakan sebagai sumber nitrogen yang
berfungsi untuk mensintesis asam amino yang selanjutnya digunakan untuk
sintesis protein. Vitamin B kompleks digunakan sebagai katalisator sekaligus
sebagai koenzim. Unsur-unsur mineral meliputi unsur makro (K, P, Ca, Mg, dll.)
dan unsur mikro (Cu, Zn, dll.) berfungsi untuk mendorong pertumbuhan jamur
(Djarijah, 2001). Unsur fosfor dan kalium diserap dalam bentuk K;PO4. Unsur
fosfor berperan dalam penyusunan membran plasma, molekul organik seperti
ATP, dan asam nukleat. Unsur kalium berperan dalam aktivitas enzim
metabolisme karbohidrat dan keseimbangan ionik (Djarijah, 2001).

Seluruh proses inokulasi jamur, dilakukan dengan teknik aseptik, yang
bertujuan untuk menghindari terjadinya kontaminasi oleh mikroorganisme lain.
Jamur yang telah diinokulasi ke media PDA diinkubasi pada suhu 30°C dan
disimpan di tempat gelap. Setelah 7 hari masa inkubasi, diperoleh miselium jamur
P. eryngii hasil regenerasi yang telah menutupi seluruh permukaan media agar

cawan petri dan siap digunakan untuk proses selanjutnya.
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Gambar 4.1. Kultur P. eryngii dalam media PDA

4.1.2. Persiapan Kultur Cair P. eryngii

Miselium jamur hasil regenerasi dengan diameter 1 cm diinokulasikan ke
dalam dalam media cair steril Potato Dextrose Broth (PDB). Penggunaan PDB
sebagai media cair dalam penelitian ini karena PDB merupakan media yang
umum dan banyak digunakan untuk pertumbuhan jamur (Eddleman, 1998). PDB
juga memiliki kandungan karbohidrat, protein, vitamin, dan mineral yang tinggi,
sehingga dapat memacu pertumbuhan jamur tiram raja. Kultur diinkubasi selama
7 hari pada suhu 30°C di tempat gelap. Kondisi lingkungan tanpa cahaya,
merupakan kondisi yang optimal bagi jamur untuk tumbuh (Djarijah, 2001).

4.2. Regenerasi Bakteri

Bakteri yang digunakan pada penelitian ini adalah P. aeruginosa, B. subtilis
dan R. pickettii yang diperoleh dari NITE Biological Resource Center (NBRC,
Jepang). Bakteri diinokulasi menggunakan jarum ose dengan metode goresan
kuadran kedalam cawan petri yang berisi media agar steril nutrient agar (NA).
Pemilihan NA sebagai media inokulasi karena NA memiliki kandungan nutrisi
yang sesuai selama proses pertumbuhan dan perkembangan bakteri. Komposisi
NA terdiri atas pepton, ekstrak daging, NaCl, dan agar-agar. Pepton berfungsi
sebagai sumber nitrogen yang digunakan oleh bakteri untuk mensintesis asam
amino, protein, dan enzim serta untuk membentuk sel baru. Ekstrak daging
mengandung karbohidrat, protein, vitamin B kompleks, dan mineral (kalsium,
sulfur, fosfat, kalium, dll). Karbohidrat digunakan sebagai sumber karbon yang

merupakan sumber energi utama untuk metabolisme dan pertumbuhan bakteri.
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Vitamin B kompleks berperan sebagai katalisator dalam sel dan koenzim. NaCl
berfungsi sebagai penyedia elemen mikro berupa natrium, diperlukan untuk
menaikkan tekanan osmosis dan menjaga keseimbangan psikokimia sel bakteri.
Agar-agar berfungsi sebagai pemadat media (Sutarma, 2000). Dalam proses ini
bakteri diinkubasi pada suhu 37°C, yang merupakan suhu optimum untuk
pertumbuhan bakteri (Todar, 2012). Sekitar 24 jam sesudah masa inkubasi,
diperoleh bakteri hasil regenerasi yang ditandai dengan terbentuknya koloni-
koloni diatas media NA dan bakteri ini siap digunakan untuk proses selanjutnya
(Gambar 4.2.).

(a) (b) (c)
Gambar 4.2. Koloni bakteri dalam media NA (a) P. aeruginosa; (b) B. subtilis; (c)
R. pickettii

4.3. Kurva Pertumbuhan Bakteri

Peningkatan ukuran dan massa sel selama perkembangan suatu organisme
di sebut dengan pertumbuhan yang merupakan karakter unik dari semua
organisme. Suatu organisme membutuhkan parameter tertentu untuk
menghasilkan energi dan biosintesis seluler. Pertumbuhan suatu organisme di
pengaruhi oleh faktor fisika dan nutrisi. Faktor fisika meliputi pH, suhu, tekanan
osmotik, tekanan hidrostatik dan kadar air yang terkandung dalam media tempat
suatu organisme tersebut tumbuh. Faktor nutrisi meliputi jumlah karbon, nitrogen,
sulfur, fosfor dan elemen lain yang terdapat dalam media pertumbuhan. Bakteri
merupakan organisme uniseluler (sel tunggal). Ketika bakteri mencapai ukuran
tertentu, maka sel akan membelah diri. Tahap ini disebut sebagai fase
pertumbuhan. Kurva pertumbuhan bakteri dapat dipisahkan menjadi empat fase
utama vyaitu fase lag (fase lambat), fase pertumbuhan eksponensial (fase
pertumbuhan cepat), fase stasioner (fase statis) dan fase penurunan populasi
(kematian) (Prescott dkk., 2005).
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Untuk mengetahui populasi pertumbuhan bakteri, 1 koloni bakteri diambil
dan diinokulasi ke dalam media steril nutrient broth (NB) dan di inkubasi di atas
incubator shaker pada suhu 37°C yang merupakan kondisi pertumbuhan optimal
bagi bakteri. Bakteri akan memanfaatkan komponen nutrisi dalam media sehingga
ukuran sel menjadi lebih besar dan massa seluler meningkat. Jumlah pertumbuhan
bakteri dapat dipelajari dengan memplot pertumbuhan sel (absorbansi) versus
waktu inkubasi atau log dari jumlah terhadap waktu. Kurva yang diperoleh adalah
kurva sigmoid dan dikenal sebagai kurva pertumbuhan standar. Peningkatan
massa sel organisme diukur dengan menggunakan spektrofotometer.
Spektrofotometer mengukur kekeruhan atau kepadatan optik yang merupakan
ukuran dari jumlah cahaya yang diserap oleh suspensi bakteri. Tingkat kekeruhan
dalam kultur secara langsung berhubungan dengan jumlah bakteri, baik sel hidup
atau mati. Meningkatnya kekeruhan medium menunjukkan peningkatan massa sel
bakteri. Metode ini didasarkan pada terjadinya peningkatan optical density (OD)
dalam kultur bakteri yang disebabkan oleh meningkatnya jumlah atau semakin
besarnya ukuran bakteri dalam kultur cair. Jika cahaya mengenai sel, maka
sebagian cahaya dihamburkan dan sebagian cahaya diteruskan. Jumlah cahaya
yang dihamburkan atau diserap (absorbansi) berbanding lurus dengan jumlah sel
bakteri atau jumlah cahaya yang diteruskan berbanding terbalik dengan jumlah sel
bakteri. Jadi semakin banyak jumlah sel bakteri, semakin sedikit cahaya yang
diteruskan, maka nilai absorbansi meningkat.

Absorbansi kultur cair P. aeruginosa, B. subtilis dan R. pickettii diukur
setiap 1 jam sekali menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan panjang
gelombang 600 nm. Nilai panjang gelombang yang digunakan tergantung pada
warna kultur, 420 nm digunakan untuk kultur tak berwarna, 540 nm digunakan
untuk kultur berwarna kuning terang, dan 600-625 digunakan untuk kultur

berwarna kuning-coklat.

4.3.1. Kurva pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa
Berdasarkan perbandingan absorbansi pada OD dengan panjang
gelombang 600 nm (ODggo) dan perhitungan dengan metode CFU maka dapat

diketahui konsentrasi P. aeruginosa dimana 1 ml = 1,5 x 10° CFU. Dari kurva

38



pertumbuhan (Gambar 4.3.) diketahui P. aeruginosa mengalami 4 fase yaitu fase
lag (0-3 jam inkubasi), fase eksponensial (3-20 jam inkubasi), fase stasioner (20-
26 jam inkubasi), dan memasuki fase kematian pada jam ke-26 inkubasi.
Diketahui juga waktu pemanenan P. aeruginosa untuk digunakan pada proses
selanjutnya dapat dilakukan ketika peralihan antara fase eksponensial dengan fase

stasioner yaitu sekitar 21 jam inkubasi.

Fase Fase Fase

1,8 Fase eksponensial stasioner  kematian
1 <4 <Lemak
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0 5 10 15 20 25 30 35
Waktu (jam)
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Gambar 4.3. Kurva Pertumbuhan P. aeruginosa

4.3.2. Kurva Pertumbuhan Bacillus subtilis

Berdasarkan perbandingan absorbansi pada OD dengan panjang
gelombang 600 nm (ODggo) dan perhitungan dengan metode CFU maka dapat
diketahui konsentrasi B. subtilis dimana 1 ml =~ 0.67 x 10° CFU. Dari kurva
pertumbuhan (Gambar 4.4.) diketahui B. subtilis mengalami 4 fase yaitu fase lag
(0-3 jam inkubasi), fase eksponensial (3-19 jam inkubasi), fase stasioner (19-23
jam inkubasi), dan memasuki fase kematian pada jam ke-24 inkubasi. Diketahui
juga waktu pemanenan B. subtilis untuk digunakan pada proses selanjutnya dapat
dilakukan ketika peralihan antara fase eksponensial dengan fase stasioner yaitu

sekitar 20 jam inkubasi.

39



Fase Fase Fase

1.8 . . .
’ Fase eksponensial stasioner kematia
1,6 lJag P PAN

1,4
1,2

0,8

0,6

04

0,2
O T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Waktu (Jam)

Gambar 4.4. Kurva pertumbuhan B. subtilis
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4.3.3. Kurva Pertumbuhan Ralstonia pickettii

Berdasarkan perbandingan absorbansi pada OD dengan panjang
gelombang 600 nm (ODggo) dan perhitungan dengan metode CPU maka dapat
diketahui konsentrasi R. pickettii dimana 1 ml = 1,44 x 10" CFU.

2,0 Fase
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Gambar 4.5. Kurva pertumbuhan R. pickettii

Dari kurva pertumbuhan (Gambar 4.5.) diketahui R. pickettii mengalami 4
fase yaitu fase lag (0-14 jam inkubasi), fase eksponensial (14-29 jam inkubasi),
fase stasioner (29-54 jam inkubasi), dan memasuki fase kematian yang dimulai
pada jam ke-54 inkubasi. Diketahui juga waktu pemanenan R. pickettii untuk
digunakan pada proses selanjutnya dapat dilakukan ketika peralihan antara fase

eksponensial dengan fase stasioner yaitu sekitar 30 jam inkubasi.
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4.4. Persiapan Kultur Cair Bakteri

Koloni bakteri yang telah terbentuk dari hasil regenerasi diambil sekitar
satu koloni dan diinokulasi ke dalam media cair steril nutrient broth (NB). Kultur
bakteri di pre-inkubasi dalam inkubator dengan rotary shacker pada suhu 37°C.
Lama waktu inkubasi yang digunakan mengacu pada kurva pertumbuhan bakteri.
Dari kurva pertumbuhan diketahui bahwa P. aeruginosa mulai memasuki fase
peralihan antara eksponensial dan stasioner (late exponential) pada waktu 21 jam,
B. subtilis pada waktu 20 jam, dan R. pickettii pada 30 jam inkubasi. Pada fase ini
terjadi keseimbangan antara laju bakteri yang melakukan pembelahan sel dan laju
bakteri yang mengalami kematian sehingga jumlah keseluruhan bakteri dalam
kultur relatif tetap. Bakteri akan berhenti membelah diri, dan hanya menyisakan
metabolit aktif (Prescott dkk., 2005). Pada fase ini. P. aeruginosa dan R. pickettii
secara optimal memproduksi enzim pendegradasi DDT serta biosurfaktan berupa
rhamnolipid dan B. subtilis menghasilkan surfaktin yang berperan dalam proses
degradasi senyawa-senyawa polutan seperti DDT, PCB, PAHs (Golovleva dan
Skryabin, 1980; Vipulanandan dan Ren, 2000; Robinson dkk., 1996).
Pertumbuhan organisme aerobik dibatasi oleh ketersedian O,. Oksigen tidak
mudah larut didalam media dan mengalami penurunan dengan cepat, sehingga
hanya kultur bagian permukaan yang akan mendapatkan konsentrasi O, yang
cukup untuk pertumbuhan, sedangkan sel-sel di bawah permukaan tidak akan
mendapatkan oksigen yang cukup. Oleh karena itu, proses pengocokan
menggunakan rotary shacker selama inkubasi bertujuan untuk meningkatkan
kadar oksigen terlarut dalam media karena P. aeruginosa, B. subtilis, dan R.
pickettii termasuk jenis bakteri aerob fakultatif. Selain itu, pengocokan juga
berfungsi untuk memastikan bahwa bakteri tersebar merata dalam media
pertumbuhan sehingga jumlah bakteri relatif sama per satuan volume.

4.5. Kurva Standar DDT

Kurva standar DDT merupakan kurva hasil plot antara nilai perbandingan
luas area puncak DDT/pirena dengan konsentrasi larutan standar DDT.
Pembuatan kurva dilakukan dengan mengukur perbandingan luas puncak
DDT/pirena dengan variasi konsentrasi DDT 25, 50, 75 dan 100% (100% = 0,25
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pmol DDT yang berasal dari DDT 5 mM) menggunakan HPLC dengan fasa gerak

metanol 80%.

Tabel 4.1. Data kurva standar DDT

Konsentrasi Luas Luas Perbandingan
(%) Puncak Pqncak Luas Pl_mcak
DDT Pirena DDT/pirena
0 0 0 0
25 8212,8 78914,9 0,104
50 17472,9 79824,9 0,219
75 23601,6 78336,4 0,301
100 29219,5 755479 0,387

Dari Tabel 4.1. dibuat kurva standar sebagaimana Gambar 4.6. Dari kurva
standar diperoleh persamaan regresi linear y = 0,004x dimana, x adalah
konsentrasi DDT, y adalah perbandingan luas puncak DDT/pirena. Dari
persamaan ini konsentrasi DDT dalam sampel dapat ditentukan. Untuk
menentukan hubungan linier kesempurnaan antara konsentrasi larutan standar
DDT dengan perbandingan luas puncak DDT/pirena dari kurva standar dapat
diketahui melalui nilai koefisien korelasi (r). Koefisien korelasi adalah suatu

ukuran hubungan antara dua variabel yang memiliki nilai antara -1 dan 1.

0,45
0,4 %
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15 y = 0,004x
01 R2=0,994
0,05
0

Perbandingan Luas
Puncak DDT/Piren

0 20 40 60 80 100 120
Konsentrasi DDT (%)

Gambar 4.6. Kurva larutan standar DDT

Jika variabel-variabel keduanya memiliki hubungan linier sempurna,

koefisien Kkorelasi itu akan bernilai 1 atau -1. Tanda positif/negatif bergantung
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pada apakah variabel-variabel itu memiliki hubungan secara positif atau negatif.
Koefisien korelasi bernilai 0 jika tidak ada hubungan yang linier antara variabel.
nilai koefisien korelasi (r?) yang diperoleh sebesar 0,994, sehingga dapat
disimpulkan bahwa variabel konsentrasi larutan standar DDT dengan
perbandingan luas puncak DDT/pirena dari kurva standar memiliki hubungan
linear sangat kuat.

Uji signifikansi koefisien korelasi (uji t) dengan tingkat signifikansi a <
0,025 (selang kepercayaan 97,5 %) dilakukan untuk menentukan apakah terdapat
hubungan yang signifikan antara konsentrasi larutan standar DDT dengan
perbandingan luas puncak DDT/pirena dan menentukan kelayakan persamaan
regresi kurva standar yang digunakan dalam menentukan konsentrasi DDT dalam
sampel. Ho menyatakan tidak ada hubungan secara signifikan antara konsentrasi
larutan standar DDT dengan perbandingan luas puncak DDT/pirena. H;
menyatakan ada hubungan secara signifikan antara konsentrasi larutan standar
DDT dengan perbandingan luas puncak DDT/pirena. Dari hasil perhitungan
(lampiran 2) diketahui thiwung™> tne, Maka Ho ditolak dan H; diterima, artinya
terdapat hubungan yang signifikan antara konsentrasi larutan standar DDT dengan
perbandingan luas puncak DDT/pirena dan persamaan regresi linear kurva standar

layak digunakan untuk menentukan konsentrasi DDT dalam sampel.

4.6. Proses dan Hasil Biodegradasi DDT
4.6.1. Biodegradasi DDT oleh P. eryngii

Kultur P. eryngii yang telah dipre-inkubasi diberi DDT sebanyak 0,25
umol. DDT yang digunakan dalam penelitian ini dilarutkan dalam DMSO. DDT
merupakan senyawa organik yang bersifat non-polar, hidrofobik sehingga sangat
tidak larut dalam air. Tetapi DDT memiliki kelarutan yang baik dalam sebagian
besar pelarut organik. Oleh karena itu, DDT dilarutkan terlebih dahulu ke dalam
DMSO, hal ini karena DMSO merupakan pelarut polar aprotik yang memiliki
polaritas menengah sehingga dapat melarutkan DDT, memiliki kelarutan yang
baik dalam air, serta tidak beracun (Novak, 2002).

Kultur diinkubasi secara statis selama 7 hari pada suhu 30°C. Oksigen
ditambahkan ke dalam kultur karena P. eryngii merupakan salah jenis jamur
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aerobik, penambahan oksigen bertujuan sebagai suplai oksigen yang digunakan P.
eryngii selama proses degradasi berlangsung. Untuk mencegah terjadinya
kontaminasi oleh mikroorganisme lain, labu erlenmeyer ditutup sumbat kaca dan
diselotip menggunakan parafilm.

Untuk mengetahui jumlah DDT yang terdegradasi dalam kultur selama
masa inkubasi, dapat dilakukan dengan mendapatkan ulang (recovery) DDT yang
tersisa di dalam kultur. Setelah 7 hari masa inkubasi, masing-masing kultur
ditambah 20 ml metanol, penambahan metanol bertujuan untuk mematikan kultur
dan menghentikan proses degradasi. Untuk menentukan konsentrasi DDT yang
tersisa, 50 pL pirena 5 mM ditambahkan dalam kultur. Pirena berfungsi sebagai
standar internal (senyawa referen), yang digunakan untuk menentukan nilai
perbandingan antara luas area puncak DDT dalam sampel terhadap luas area
puncak dari senyawa standar internal. Syarat pemilihan standar internal yang
digunakan adalah senyawa yang sangat mirip, tapi tidak identik dengan sampel
sehingga tidak bereaksi dengan sampel, memiliki jumlah yang sama dengan
sampel, terbaca pada sinyal yang sama dengan sampel, memiliki waktu retensi
dan derivitization serupa, stabil dan tidak mengganggu komponen sampel. Standar
internal yang digunakan juga dapat berupa senyawa dengan gugus fungsional, titik
didih dan aktivitas yang sama dengan sampel. Standar internal juga berfungsi
sebagai faktor koreksi sehingga mendapat hasil analisa yang akurat, terutama
untuk sampel dengan proses preparasi yang panjang (Skoog, 2004). Berdasarkan
syarat-syarat tersebut, maka pada penelitian ini menggunakan pirena sebagai
standar internal.

Kultur yang telah dimatikan, dipindahkan kedalam tabung valcon, labu
erlenmeyer dicuci dengan 5 mL aseton. Penggunaan aseton sebagai pencuci
karena aseton merupakan pelarut polar aprotik dan memiliki polaritas menengah,
dapat melarutkan senyawa polar maupun non polar yang masih tertinggal di dalam
labu erlenmeyer. Kultur dihomogenasi agar DDT yang terperangkap dalam
miselium jamur dapat terbebas. Untuk memisahkan biomassa jamur dan
supernatant, kultur yang telah homogen dipisahkan dengan sentrifugasi selama 7
menit dengan kecepatan 3000 RPM. Biomassa yang mengendap kemudian

disaring. Supernatant dievaporasi pada suhu 64°C untuk menghilangkan methanol
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dan aseton, sehingga yang tersisa dalam supernatant adalah media dan DDT.
Supernatant di pindahkan dalam corong pisah dan diekstraksi.

Proses recovery DDT dan produk metabolit dilakukan dengan
menggunakan metode ekstraksi cair-cair. Ekstraksi cair-cair adalah suatu cara
memisahkan dua komponen dari suatu campuran yang homogen berdasarkan nilai
kelarutannya. Ekstraksi ini dilakukan dengan penambahan pelarut yang dapat
melarutkan solut tetapi tidak larut dalam pelarut (diluen). Dengan penambahan
pelarut maka sebagian solute akan berpindah dari fasa diluen ke fasa solvent
(ekstrak) dan sebagian lagi tetap tinggal di fasa diluen (rafinat). Dalam penelitian
ini digunakan pasangan pelarut air dan n-heksana, berdasarkan syarat pemilihan
pelarut untuk ekstraksi cair-cair yaitu kedua pelarut tidak saling larut, tidak saling
bereaksi, memiliki titik didih relatif rendah, tidak bersifat toksik, memiliki
perbedaan densitas yang tinggi, tidak bereaksi dengan solut maupun diluent,
memiliki perbedaan titik didih yang tinggi dengan solute, pelarut pertama mampu
melarutkan diluent dan pelarut kedua mampu melarutkan solute. Pemakaian air
sebagai pelarut pertama, karena air termasuk pelarut polar yang memiliki polaritas
tinggi (konstanta dielektrik = 80), densitas 1 g/mL, tidak larut dalam sebagian
besar pelarut organik, mampu melarutkan diluen dan kelarutan DDT dalam air
sangat kecil yaitu 1 pg/L. Pemakaian n-heksana sebagai pelarut kedua, karena n-
heksana termasuk pelarut non-polar yang memiliki polaritas rendah (konstanta
dielektrik = 2), densitas 0,655 g/mL dan mampu melarutkan DDT sebesar 97
0/100 mL.

Untuk mengetahui secara kuantitatif, bagaimana suatu zat terlarut
terdistribusi di antara fasa air dan fasa organik, maka dilakukan perhitungan
koefisien distribusi. Koefisien distribusi merupakan rasio konsentrasi solut di
dalam dua pelarut berbeda setelah sistem mencapai kesetimbangan. Pada saat
sistem mencapai kesetimbangan, molekul akan terdistribusi di dalam pelarut yang
lebih soluble terhadap molekul tersebut. Materi anorganik dan air akan berada
pada lapisan air dan molekul organik akan tetap berada pada lapisan organik.
Apabila nilai koefisien distribusi di atas 1, maka diluen lebih banyak terekstrak
pada fasa organik, apabila nilai konstanta di bawah 1, maka diluen lebih banyak

terekstrak pada fasa air. Dari hasil perhitungan diketahui, koefisien distribusi
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(KD) DDT diantara n-heksana dan aquades sebesar 38,8 x106, sehingga dapat
disimpulkan bahwa pasangan pelarut air dan n-heksana sangat efektif dan efisien
digunakan untuk ekstraksi DDT.

Sampel hasil evaporasi dipindahkan ke dalam corong pisah untuk
diekstraksi dengan penambahan aquades dan n-heksana, sampel dikocok selama
10 menit menggunakan autoshacker. Tujuan dari pengocokan ialah agar terjadi
kontak antara kedua pelarut, sehingga solut dapat terekstrak ke dalam fasa
organik. Setelah pengocokan, akan terbentuk dua lapisan, lapisan atas merupakan
fasa organik, lapisan bawah merupakan fasa air. Fasa air dipisahkan dari fasa
organik. Fasa air yang telah dipisahkan dengan fasa organik dimasukkan kembali
ke dalam corong pisah, lalu dilakukan ekstraksi kembali, hal ini bertujuan untuk
memaksimalkan hasil recovery dan memastikan bahwa tidak ada DDT dan produk
metabolit tertinggal dalam fasa air. Fasa organik yang diperoleh dari proses
ekstraksi pertama dan kedua selanjutnya dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang
telah berisi Na,SO,4 anhidrat yang berfungsi sebagai agen pengering (drying
agent), senyawa ini berbentuk kristal putih, mampu menangkap senyawa polar
seperti air maupun alkohol, mampu mengabsorb air, memiliki nilai hidrasi
(jJumlah molekul air yang mampu diabsorb per molekul natrium sulfat) 7-10.
Ketika natrium sulfat mengabsorb air, maka akan berubah menjadi bentuk hidrat.
Berikut persamaan reaksinya:

Na,SO4 + nH,0 >Na,S04:-nH,0....... (1)
Jumlah penggunaan Na,SO, tergantung pada kadar air yang terkandung dalam
larutan fase organik. Untuk mengetahui apakah air telah terabsorbsi oleh natrium
sulfat, senyawa ini akan bergerak bebas di dasar erlenmeyer ataupun melayang.
Ketika natrium sulfat yang ditambahkan tidak bergerak atau menggumpal di dasar
erlenmeyer, ini merupakan indikasi bahwa larutan masih mengandung air,
sehingga natrium sulfat perlu ditambahkan kembali. Sampel disaring dan
dievaporasi hingga volume tersisa sekitar 2 mL. Tujuan dari evaporasi adalah
untuk menguapkan n-heksana serta meningkatkan konsentrasi zat yang
terkandung dalam sampel. 1 mL sampel dianalisis menggunakan GC/MS. Sisa
sampel dievaporasi kembali hingga kering, setelah itu ditambah 1 mL metanol

untuk dianalisis menggunakan HPLC.
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Hasil analisis menggunakan HPLC diperoleh data, nilai recovery DDT
yang diperoleh dalam sampel kontrol dan kultur P. eryngii secara berurutan
sebesar 96,70% dan 53,49%. maka degradasi DDT oleh P. eryngii sebesar 43,21
%. Hasil ini mengindikasikan bahwa P. eryngii memiliki kemampuan untuk

mendegradasi DDT.

Gambar 4.7. Kromatogram GC produk metabolit yang dihasilkan dari degradasi
DDT oleh P. eryngii

Hasil analisis kromatogram GC sampel P. eryngii (Gambar 4.7.)
menunjukkan beberapa puncak senyawa yaitu Pirena pada waktu retensi 11,657
menit, 1,1-dikloro-2,2-bis (4-klorofenil) etilena (DDE) 12,169 menit, 1-kloro-2,2-
bis (4-klorofenil) etilena (DDMU) 11,327 menit dan DDT 14,751 menit.
Identifikasi senyawa pirena, DDT, serta beberapa produk metabolit berdasarkan
pada spektra MS pada waktu retensi masing-masing senyawa yang memiliki pola
pemecahan molekul dengan tingkat kemiripan yang tinggi dengan pola
pemecahan molekul pirena, DDT, DDE dan DDMU yang ada dalam database.
Untuk memastikan keakuratan identifikasi senyawa tersebut berupa pirena, DDT,
DDE dan DDMU, maka dilakukan pencocokkan M+ dan m/z yang diperoleh pada
spektra MS masing-masing senyawa dalam sampel dengan spektra MS database.

Berdasarkan spektra MS pirena dalam database (Gambar 4.8.), pirena
memiliki nilai M™ sebesar 202 dan nilai m/z 202 (base peak), 174, 150, dan 101.

47




Spektra MS pirena hasil analisis sampel degradasi DDT oleh P. eryngii memiliki
beberapa puncak dengan nilai M* dan m/z yang sama dengan spektra MS pirena
dalam database (Gambar 4.9.).

Gambar 4.8. Spektra MS pirena dalam database

Gambar 4.9. Spektra MS pirena hasil analisis sampel P. eryngii
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Berdasarkan spektra MS DDT dalam database (Gambar 4.10.), DDT
memiliki nilai M* sebesar 352 dan nilai m/z 352, 317, 281, 235 (base peak), 199
dan 165. Spektra MS DDT hasil analisis sampel degradasi DDT oleh P. eryngii
memiliki beberapa puncak dengan nilai M* dan m/z yang sama dengan spektra
MS DDT dalam database (Gambar 4.11.).

Gambar 4.10. Spektra MS DDT dalam database

Gambar 4.11. Spektra MS DDT hasil analisis sampel P. eryngii
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DDE dan DDMU merupakan senyawa turunan dari DDT. Berdasarkan
spektra MS DDE dalam database (Gambar 4.12.), DDE memiliki nilai M* sebesar
318 dan m/z 318, 246 (base peak), 210, dan 176. Spektra MS DDE hasil analisis
sampel degradasi DDT oleh P. eryngii memiliki beberapa puncak dengan nilai M*
dan m/z yang sama dengan spektra MS DDE dalam database (Gambar 4.13.).

Gambar 4.12. Spektra MS DDE dalam database

Gambar 4.13. Spektra MS DDE hasil analisis sampel P. eryngii

50



DDMU memiliki nilai M* sebesar 282 dan m/z 283, 247, 212 (base peak),
dan 176 (Gambar 4.14). Spektra MS DDMU hasil analisis sampel degradasi DDT
oleh P. eryngii memiliki beberapa puncak dengan nilai M* dan m/z yang sama
dengan spektra MS DDMU dalam database (Gambar 4.15.).

Gambar 4.14. Spektra MS DDMU dalam database

Gambar 4.15. Spektra MS DDMU hasil analisis sampel P. eryngii
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Hasil spektra produk metabolit mengindikasikan bahwa P. eryngii dapat
merubah DDT menjadi DDE dan DDMU.

Secara umum jamur pelapuk putih memiliki sistem enzim pendegradasi
lignin yang terdiri atas lignin peroksidase, mangan peroksidase, dan lakase.
Berdasarkan pola enzim ligninolitik, jamur pelapuk putih dibagi dalam dua
kelompok, yaitu jamur yang hanya memproduksi enzim lakase dan MnP dan
jamur yang memproduksi enzim lakase, MnP dan LiP. Kemampuan kedua
kelompok jamur ini dalam menghasilkan enzim, berhubungan dengan kemampuan
untuk mendegradasi lignin (Hatakka, 1994). P. eryngii termasuk dalam kelompok
jamur pelapuk putih yang hanya memproduksi enzim lakase dan MnP (Pelaez
dkk., 1995). Hasil penelitian Camarero dkk. (1996), Guillen dkk. (1992) dan
Martinez dkk. (1992) melaporkan bahwa P. eryngii memproduksi lakase dan MnP
dalam kultur cair tetapi enzim MnP hanya dihasilkan jika menggunakan media
nitrogen terbatas. Hal ini sejalan dengan penelitian Hou dkk. (2004) dan Zhao
(2010) yang melaporkan bahwa jamur pelapuk putih yang diinokulasi dalam
kultur cair dengan atau tanpa pengocokan, hanya aktivitas enzim lakase yang
terdeteksi di dalam supernatant. Oleh karena itu dapat diketahui bahwa proses
degradasi DDT oleh P. eryngii menjadi beberapa produk metabolit sebagai hasil
dari aktivitas enzim lakase yang mengkatalisis oksidasi DDT bersamaan dengan
reduksi molekul oksigen menjadi air meskipun mekanisme katalisis dan jalur

degradasi DDT oleh lakase belum diketahui secara jelas (Zhao, 2010).

4.6.2. Biodegradasi DDT oleh bakteri (P. aeruginosa, B. subtilis, R. pickettii)
Kultur bakteri yang telah dipre-inkubasi, diambil sebanyak 1, 3, 5, 7 dan
10 mL (1 ml = 1,5 x 10° CFU (P. aeruginosa); 0,67 x 10° CFU (B. subtilis); 1,44
x 10" CFU (R. pickettii)) dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang telah berisi 10
ml media PDB. Bakteri di inkubasi dalam media PDB pada suhu 30°C, bertujuan
untuk mengetahui apakah bakteri ini mampu tumbuh dan mendegradasi DDT
pada kondisi optimum P. eryngii. Pemberian oksigen ke dalam kultur bertujuan
sebagai suplai oksigen selama proses degradasi karena bakteri yang digunakan
dalam penelitian ini adalah bakteri aerobik. Sebelum diinkubasi, kultur diputar

perlahan selama beberapa detik yang bertujuan untuk persebaran bakteri dan DDT
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dalam kultur merata, sehingga proses degradasi dapat berjalan optimal. Setelah 7
hari masa inkubasi, selanjutnya dilakukan proses ekstraksi DDT dalam kultur

untuk mengetahui hasil degradasi DDT, sebagaimana pembahasan subbab 4.6.1.

EP. aeruginosa ®B. subtilis R. pickettii
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Konsentrasi Bakteri
1 ml = 1,5x10° CFU (P. aeruginosa); 0,67x10° CFU (B. subtilis);
1,44x10%2 CFU (R. pickettii)

Degradasi DDT (%)

Gambar 4.16. Jumlah DDT terdegradasi oleh bakteri dengan variasi konsentrasi
yang diinkubasi selama 7 hari

Gambar 4.16. menunjukkan hasil degradasi DDT oleh bakteri. Jumlah
DDT yang terdegradasi oleh bakteri P. aeruginosa dengan konsentrasi 1, 3, 5, 7
dan 10 ml secara berurutan adalah sebesar 75,17%, 82,13%, 86,15%, 90,20%, dan
65,98%. Jumlah DDT vyang terdegradasi oleh bakteri B. subtilis dengan
konsentrasi 1, 3, 5, 7 dan 10 ml secara berurutan adalah sebesar 35,38%, 66,21%,
79,51%, 84,06% dan 86,44%. Jumlah DDT yang terdegradasi oleh bakteri R.
pickettii dengan konsentrasi 1, 3, 5, 7 dan 10 ml secara berurutan adalah sebesar
8,62%, 12,08%, 15,64%, 30,87% dan 19,84%. Dari grafik tersebut dapat diihat,
bahwa bakteri P. aeruginosa mampu mendegradasi DDT sekitar 90% pada
konsentrasi 7 ml dan B. subtilis sekitar 86% pada konsentrasi 10 ml. Hal ini
mengindikasikan bahwa P. aeruginosa dan B. subtilis memiliki kemampuan untuk
mendegradasi DDT. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Bidlan
(2003), dimana P. aeruginosa mampu mendegradasi DDT sebesar 4-45% selama
72 jam dalam medium dengan sumber nitrogen berbeda. Hasil penelitian Langlois
dkk. (1970) menyatakan bahwa B. subtilis mampu mendegradasi DDT dengan
produk metabolit DDD. R. pickettii mampu mendegradasi DDT sekitar 30% pada
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konsentrasi 7 ml. Dari Gambar 4.16. dapat dilihat bahwa ada korelasi antara
konsentrasi bakteri dengan jumlah DDT yang terdegradasi. Semakin besar
konsentrasi (jumlah populasi) bakteri yang digunakan, semakin besar pula DDT
yang terdegradasi. Akan tetapi, pada konsentrasi bakteri 10 ml menunjukkan
bahwa degradasi DDT tidak linier terhadap konsentrasi, karena nilai degradasi
mengalami penurunan. Konsentrasi optimum untuk bakteri dalam mendegradasi
DDT adalah 7 ml, konsentrasi bakteri yang berlebih akan menurunkan jumlah
DDT vyang terdegradasi. Konsentrasi bakteri yang terlalu besar meningkatkan
persaingan akan kebutuhan nutrisi untuk pertumbuhan bakteri, sehingga bakteri
memproduksi senyawa toksik sebagai prioritas untuk bertahan hidup daripada

mendegradasi DDT.

Tabel 4.2. Produk metabolit yang dihasilkan pada proses degradasi DDT oleh
bakteri

Kultur Bakteri*
P. aeruginosa | B.subtilis | R. pickettii

Produk Metabolit

DDD N \ -
DDE - - \
DDMU N \ -

*Konsentrasi bakteri 7 ml

Hasil analisis kromatogram GC sampel bakteri diketahui bahwa produk
metabolit yang dihasilkan oleh P. aeruginosa dan B. subtilis yaitu DDD dan
DDMU (Lampiran 5), dengan waktu retensi secara berurutan adalah 13,398 menit
dan 11,339 menit. Hasil tersebut menunjukkan bahwa reaksi yang terjadi adalah reaksi
reduktif deklorinasi. Hasil ini sesuai dengan Lal dan Saxena (1982) yang menyatakan
bahwa Bacillus sp dan Pseudomonas sp menghasilkan DDD sebagai produk metabolit. R.
pickettii menghasilkan DDE (waktu retensi 12,163 menit) sebagai produk metabolit. Patil
dkk. (1979) menyatakan bahwa produk metabolit yang dihasilkan pada kondisi
anaerob adalah DDD, dan pada kondisi aerob adalah DDE (Lal dan Saxena, 1982).

4.7. Konfrontasi Assay Jamur dan Bakteri
Konfrontasi assay jamur-bakteri bertujuan untuk mengetahui interaksi

yang terjadi antara P. eryngii dengan bakteri P. aeruginosa (PE-RP), B. subtilis
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(PE-BS) dan R. pickettii (PE-RP). Mille-Lindlom (2005) menjelaskan suatu
mikroorganisme berbeda dapat menghasilkan interaksi positif (sinergis), negatif
(inhibisi) dan tidak ada interaksi. Dari assay ini dapat diketahui bakteri yang
memiliki potensi menguntungkan bagi pertumbuhan P. eryngii dan meningkatkan
kemampuan P. eryngii dalam mendegradasi DDT.

P. eryngii dengan diameter 0,5 cm, diinokulasikan pada bagian tengah
cawan petri yang telah berisi media steril PDA, kemudian pada jarak £2,5 cm,
ditambahkan 10 pL bakteri. Kultur diinkubasi pada suhu 30°C. Pengukuran
pertumbuhan miselium P. eryngii dimulai pada hari keempat inkubasi (Kamei
dkk., 2011) hingga miselium menutupi seluruh permukaan cawan petri.

0,6
0,5 -

0,52
0,38 0,41 0,40
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 T . .

control PE-RP PE-PA PE-BS

Pertumbuhan miselium
(cm/hari)

Konfrontasi Assay

Gambar 4.17. Pertumbuhan miselium P. eryngii dalam konfrontasi assay

Gambar 4.17 menunjukkan perbandingan pertumbuhan miselium P.
eryngii dengan dan tanpa bakteri. Pertumbuhan P. eryngii yang dikonfrontasikan
dengan R. picketti lebih cepat (0,52 cm/hari) bila dibandingkan dengan kontrol
(0,38 cm/hari) dan P. eryngii yang dikonfrontasikan dengan P. aeruginosa (0,41
cm/hari) dan B. subtilis (0,40 cm/hari). Gambar 4.18 menunjukkan perbandingan
pertumbuhan miselium P. eryngii pada garis yang terdapat bakteri dan garis yang
tidak terdapat bakteri. P. eryngii yang dikonfrontasikan langsung pada garis
dengan bakteri R. pickettii, menunjukkan pertumbuhan dua kali lebih lebih cepat
(0,71 cm/hari) dibandingkan kontrol (0,38 cm/hari) dan miselium tanpa
konfrontasi dengan bakteri (0,49 cm/hari). Hasil ini mengindikasikan bahwa R.

pickettii dapat mempercepat pertumbuhan P. eryngii dan memberikan efek positif
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serta terdapat hubungan sinergitas antara P. eryngii dan R. pickettii. Hubungan
sinergitas ini diharapkan dapat meningkatkan kemampuan P. eryngii dalam
mendegradasi DDT. P. aeruginosa tidak memberikan efek yang signifikan
terhadap pertumbuhan P. eryngii baik pada garis dengan konfrontasi bakteri (0,39
cm/hari) ataupun pada garis tanpa konfrontasi bakteri (0,41 cm/hari). Hasil ini
menunjukkan, bahwa tidak terdapat hubungan sinergitas antara P. eryngii dan P.
aeruginosa. Pada konfrontasi assay P. eryngii dengan B. subtilis. Miselium P.
eryngii hanya tumbuh 0,09 cm/hari pada garis dengan konfrontasi terhadap
bakteri, hal ini berarti bahwa ketika P. eryngii dikonfrontasikan dengan B. subtilis,
miselium P. eryngii tidak mengalami pertumbuhan. Miselium P. eryngii tumbuh
0,44 cm/hari pada garis yang tidak terdapat konfrontasi dengan bakteri. Hal ini
mengindikasikan bahwa B. subtilis memberikan efek inhibisi terhadap
pertumbuhan P. eryngii, sehingga tidak terbentuk hubungan sinergis antara P.

eryngii dengan B. subtilis.

B Garis dengan bakteri ~ ® Garis tanpa bakteri

0,8 - 0,71

(cm/hari)

Pertumbuhan miselium

CONTROL PE-RP PE-PA PE-BS

Gambar 4.18. Perbandingan pertumbuhan miselium P. eryngii dalam konfrontasi
assay.

Gambar 4.19. menunjukkan pertumbuhan miselium P. eryngii setelah 12
hari masa inkubasi. Gambar 4.19.A. merupakan konfrontasi assay P. eryngii
dengan R. pickettii, pada gambar terlihat bahwa morfologi P. eryngii berubah,
yang ditandai dengan adanya perubahan warna miselium pada area bakteri. Warna
miselium cenderung kekuningan. Gambar 4.19.B merupakan konfrontasi assay P.

eryngii dengan P. aeruginosa, pada gambar terlihat bahwa P. aeruginosa
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menggunakan miselium P. eryngii untuk tumbuh secara melingkar yang
ditunjukkan dengan bentuk lingkaran berwarna kuning. Gambar 4.19.C.
merupakan konfrontasi assay P. eryngii dengan B. subtilis, pada gambar dapat
terlinat bahwa B. subtilis menghambat pertumbuhan P. eryngii. Miselium P.
eryngii tidak tumbuh pada area yang berdekatan dengan B. subtilis. Dari hasil ini,

maka R. pickettii dapat digunakan untuk proses selanjutnya.

Gambar 4.19. Miselium P. eryngii dalam konfrontasi assay setelah 12 hari masa
inkubasi; (A) PE-RP, (B) (PE-PA), (C) PE-BS.

Interaksi antara jamur dan bakteri di dalam tanah telah dilaporkan
sebelumnya. Beberapa metabolit sekunder bakteri dapat meningkatkan
pertumbuhan jamur, tetapi dalam beberapa kondisi kehadiran bakteri akan
memperlambat bahkan menghambat pertumbuhan jamur (Clausen., 1996; Wargo
dan Hogan., 2006). Pertumbuhan jamur ektomikoriza dan pembentukan mikoriza
dipromosikan oleh beberapa bakteri mycorrhizosphere (mycorrhiza helper
bacteria [MHB]), beberapa diantaranya Bacillus (Bending dkk., 2002),
Burkholderia (Poole dkk., 2001), Pseudomonas (Deveau dkk., 2010),
Streptomyces (Schrey dkk., 2005), dan Ralstonia (Kataoka dan Futai, 2009).
MHB mampu meningkatkan pertumbuhan jamur presimbiotik, dan memiliki
peran dalam proses pembentukan akar jamur dalam tanah (Frey dkk., 2007). Akan
tetapi mekanisme pertumbuhan miselium dan pembentuk mikoriza oleh MHB
belum diketahui. Deveau dkk. (2010) melaporkan beberapa faktor pertumbuhan
yang di hasilkan oleh MHB, Pseudomonas fluorescens BBc6R8 menghasilkan
tiamin pada konsentrasi tertentu yang mampu meningkatkan pertumbuhan
ektomikoriza dari jenis Laccaria bicolor S238N. Riedlinger dkk. (2006)

57



melaporkan bahwa Streptomyces strain AcH505 menghasilkan auxofuran yang
meningkatkan pertumbuhaan Amanita muscaria. Belum ada penelitian yang
melaporkan bahwa R. pickettii mampu meningkatkan pertumbuhan P. eryngii.
sehingga, diperlukan penelitian lebih mendalam mengenai mekanisme dari R.
pickettii yang memberikan efek positif terhadap pertumbuhan P. eryngii.

4.8. Screening Bakteri

Screening bakteri bertujuan untuk memilih hasil degradasi DDT yang
terbaik, dengan melihat hubungan sinergitas antara jamur dan bakteri (sub bab
4.7.), produk metabolit yang dihasilkan, serta nilai degradasi DDT menjadi
pertimbangan untuk memilih mixed kultur yang terbaik. Gambar 4.20
menunjukkan hasil degradasi DDT pada kultur jamur, bakteri dan mix kultur
menggunakan bakteri konsentrasi 7 mL, kultur di inkubasi selama 7 hari.
Penggunaan konsentrasi bakteri 7 mL, didasarkan pada hasil degradasi DDT oleh
bakteri pada variasi konsentrasi (sub bab 4.6.2), dimana konsentrasi optimal
adalah 7 mL.

Pada konsentrasi 7 ml, tidak terjadi hubungan sinergitas antara jamur P.
eryngii dengan bakteri P. aeruginosa dan B. subtilis, karena nilai degradasi DDT
menurun. Degradasi DDT oleh bakteri P. aeruginosa dan B. subtilis lebih besar
dari degradasi DDT oleh mixed kultur. Akan tetapi terdapat hubungan sinergitas
antara P. eryngii dengan R. pickettii. R. pickettii mampu meningkatkan
kemampuan P. eryngii dalam mendegradasi DDT vyaitu sebesar 78%, dimana
sebelum penambahan R. pickettii, nilai degradasi DDT oleh P. eryngii sebesar
43%. Berdasarkan data produk metabolit, maka mix kultur P. eryngii dan R.
pickettii dapat digunakan untuk proses selanjutnya. Produk metabolit yang
dihasilkan dari kultur PeRp adalah DDD, DDE dan DDMU. Tabel 4.4.
menunjukkan jenis produk metabolit yang dihasilkan dari kultur jamur, kultur

bakteri dan mixed kultur.

58



B Jamur m Bakteri Mixed Kultur

100 - 90,20
90 - 84,06

80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10 -

78,23

% Degradasi

PeBs PePa PeRp

Kultur
1 ml = 1,5x10° CFU (P. aeruginosa); 0,67x10° CFU (B.
subtilis); 1,44x10% CFU (R. pickettii)

Gambar 4.20. Degradasi DDT oleh mixed kultur konsentrasi 7 ml (P. eryngii dan
B. subtilis (PeBs); P. eryngii dan P. aeruginosa (PePa); P. eryngii
dan R. pickettii (PeRp)).

Tabel 4.3. Produk metabolit yang dihasilkan pada proses degradasi DDT oleh P.
eryngii, Bakteri dan mix kultur

Kultur
Metabolit Jamur Bakteri* Jamur + Bakteri*
P. eryngii Bs | Pa | Rp |PeBs | PePa | PeRp
DDD - ViV - AN AN
DDE v - - NN AN A
DDMU N N oA - - - v
Keterangan:
Bs : Bacillus subtilis
Pa : Pseudomonas aeruginosa

Rp : Rasltonia pickettii
*Konsentrasi bakteri 7 ml

4.9. Pengaruh Penambahan R. pickettii Terhadap Biodegradasi DDT oleh P.

eryngii (Variasi Konsentrasi Bakteri)
Kultur P. eryngii yang telah dipre-inkubasi ditambah bakteri R. pickettii

masing-masing dengan konsentrasi 1, 3, 5, 7 dan 10 ml. Tujuan dari penambahan
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R. pickettii 1alah untuk mengoptimalkan jumlah DDT yang terdegradasi. Dari
hasil screening bakteri dan konfrontasi assay P. eryngii dengan R. pickettii,
menunjukkan bahwa terdapat hubungan sinergitas antara P. eryngii dan R.
pickettii.

Setelah penambahan R. pickettii dan DDT, kultur diputar perlahan selama
beberapa detik untuk meratakan persebaran R. pickettii dan DDT dalam kultur
sehingga proses degradasi dapat berjalan optimal. Sebagai kontrol, kultur
dinonaktifkan menggunakan autoclave sebelum ditambah DDT. Fungsi dari
kontrol ialah untuk memastikan bahwa penurunan DDT dalam kultur karena
proses degradasi oleh P. eryngii dan R. pickettii, bukan karena hal lain diluar
proses degradasi. Setelah masa inkubasi selesai, selanjutnya dilakukan proses
ekstraksi DDT dalam kultur untuk mengetahui hasil degradasinya sebagaimana
pada pembahasan subbab 4.6.1.

Hasil analisis biodegradasi DDT oleh P. eryngii dengan penambahan R.
pickettii ditunjukkan pada Tabel 4.5. Dari data analisis mengunakan HPLC
diperoleh jumlah degradasi DDT oleh P. eryngii dengan penambahan R. pickettii
pada konsentrasi 1, 3, 5, 7 dan 10 ml masing-masing sebesar 45,92 %, 48,80 %,
36,17 %, 78,23 dan 65,22 %.

Tabel 4.4. Jumlah degradasi DDT oleh P.eryngii dengan penambahan bakteri R.
pickettii dengan waktu inkubasi selama 7 hari

Konsentrasi | Recovery | Degradasi DDT | Standard
Bakteri (ml) (%) (%) Deviasi
Kontrol 96,70 0,00 0,38
1 50,78 45,92 2,06
3 47,89 48,80 2,07
5 60,52 36,17 1,06
7 18,46 78,23 0,60
10 31,47 65,22 3,39

Gambar 4.21. menunjukkan korelasi laju degradasi DDT oleh jamur P.
eryngii dan bakteri R. pickettii, dibandingkan dengan kultur campuran.

Penambahan R. pickettii ke dalam kultur P. eryngii memiliki pengaruh pada
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degradasi DDT. Jumlah degradasi DDT oleh P. eryngii meningkat jika
dibandingkan dengan jumlah degradasi DDT oleh P. eryngii tanpa penambahan R.
pickettii. Penambahan konsentrasi 7 ml dari R. pickettii dalam kultur P. eryngii
mampu mendegradasi DDT sekitar 78,23%. Peningkatan jumlah degradasi ini
terjadi karena adanya sinergitas antara P. eryngii dengan R. pickettii. Hal ini
karena R.pickettii mampu menghasilkan biosurfaktan berupa rhamnolipid (Plaza
dkk., 2007). Biosurfaktan merupakan senyawa aktif permukaan yang mampu
menurunkan tegangan permukaan atau tegangan antar muka dua fasa (Abalos
dkk., 2001). Dengan adanya rhamnolipid yang berperan sebagai agen pengemulsi,
kadar DDT yang terlarut dalam kultur mengalami peningkatan, P. eryngii menjadi
lebih mudah dalam mengakses senyawa DDT, sehingga degradasi DDT oleh P.

eryngii semakin meningkat.

B P, eryngii ®R. pickettii Mixed culture
90 ~
80 T =
g 70 - I
— 60 -
a
e I I
3 I I
% L
a)
1ml 3ml 5ml 7 ml 10 mi
R. Pickettii Concentration
(1 ml = 1,44x 1013 CFU)

Gambar 4.21. Pengaruh penambahan R. pickettii terhadap biodegradasi DDT oleh
P. eryngii dengan variasi konsentrasi bakteri.

Selain penghasil biosurfaktan, R. pickettii diketahui mampu menghasilkan
enzim Poly[(R)-3-hydroxyalkanoate]s (PHAs) (Hiraishi dkk., 2006). PHAs
merupakan enzim yang diproduksi oleh banyak jenis bakteri, dan menunjukkan

kemampuan untuk mendegradasi senyawa polutan di lingkungan, baik tanah
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(Kasuya dkk., 1994 dan Mergaert dkk., 1993), lumpur aktif (Tanio dkk., 1982), air
tawar (Mukai dkk., 1994) dan air laut (Mukai dkk., 1993).

Dari Gambar 4.21. juga dapat diketahui bahwa pada penambahan bakteri
konsentrasi 1 dan 3 ml, DDT yang didegradasi oleh P. eryngii hanya sedikit
mengalami kenaikan dibandingkan dengan kultur P. eryngii tanpa penambahan R.
pickettii, hal ini kemungkinan karena masih rendahnya biosurfaktan yang
diproduksi R. pickettii sehingga peningkatan jumlah DDT terlarut juga masih
rendah. Ketika peningkatan jumlah DDT terlarut rendah, P. eryngii dan R.
pickettii hanya sedikit menghasilkan enzim-enzim pendegradasi senyawa polutan.
Pada konsentrasi 5 ml degradasi DDT oleh mixed kultur lebih rendah
dibandingkan dengan P. eryngii tanpa penambahan R. pickettii, pada konsentrasi
tersebut R. pickettii cenderung menghambat proses degradasi. Penambahan
bakteri dengan konsentrasi bakteri 7 dan 10 mL, merupakan konsentrasi yang
paling optimal dalam mendegradasi DDT karena kemampuan P. eryngii dalam
mendegradasi DDT mengalami kenaikan yang signifikan, sehingga dapat
disimpulkan bahwa terdapat hubungan sinergitas antara P. eryngii dan R. pickettii

dalam mendegradasi DDT.

Gambar 4.22. Kromatogram GC hasil analisa degradasi DDT oleh P. eryngii dan
R. pickettii Konsentrasi 7 ml
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Hasil analisis kromatogram GC sampel mixed kultur (Gambar 4.22.)
diketahui bahwa kultur P. eryngii dengan penambahan R. pickettii pada
konsentrasi 1, 3, 5, 7 ml dan 10 mL mampu mendegradasi DDT dan menghasilkan
beberapa metabolit antara lain DDE (waktu retensi 12,157 menit), DDD (waktu
retensi 13,386 menit), dan DDMU dengan waktu retensi 11,333 menit
(pembahasan spektra MS, lihat subbab 4.6.1.).

4.10. Pengaruh Penambahan R. pickettii Terhadap Biodegradasi DDT oleh P.
eryngii (Variasi Waktu Penambahan Bakteri)

Kultur P. eryngii yang telah dipre-inkubasi ditambah bakteri R. pickettii
masing-masing dengan konsentrasi 7 ml. Bakteri di tambahkan pada hari ke- 0, 1,
3, dan 5 masa inkubasi setelah kultur P. eryngii ditambahkan DDT, sehingga lama
inkubasi masing-masing adalah 7, 6, 4, dan 2 hari. Tujuan dari penambahan R.
pickettii dengan waktu berbeda untuk mengetahui apakah ada pengaruh terhadap
degradasi DDT oleh P. eryngii.

Tabel 4.5. Jumlah degradasi DDT oleh P.eryngii dengan penambahan bakteri R.
pickettii dengan waktu berbeda

Perlakuan Recovery | Degradasi DDT Standar_d
(%) (%) Deviasi
Kontrol 96,70 0,00 0,38
Hari ke-0 18,46 78,23 0,60
Hari ke-1 26,89 69,81 1,53
Hari ke-3 16,55 80,05 4,53
Hari ke-5 59,07 37,63 4,62

Tabel 4.5. dan Gambar 4.23 menunjukkan hasil degradasi DDT oleh P.
eryngii dengan penambahan bakteri pada waktu berbeda. Jumlah degradasi pada
hari ke-0, ke-1 dan ke-3 tidak terdapat perbedaan yang signifikan. Terdapat
sinergitas antara P. eryngii dan R. pickettii dimana hasil degradasi meningkat
dibandingkan dengan P. eryngii tanpa penambahan R. pickettii. Degradasi DDT
pada penambahan hari ke-5 lebih rendah, hal ini dapat dipengaruhi oleh waktu
inkubasi P. eryngii dengan R. pickettii hanya 2 hari, fase stationer R. pickettii pada
masa inkubasi 30 jam, artinya R. pickettii belum menghasilkan biosurfaktan yang
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cukup, sehingga tingkat kelarutan DDT masih rendah menyebabkan DDT sulit
terakses oleh P. eryngii. R. Pickettii juga belum menghasilkan metabolit sekunder
yang dapat mempercepat pertumbuhan P. eryngii. Maka dapat disimpulkan bahwa
waktu penambahan R. pickettii mempengaruhi degradasi DDT oleh P. eryngii,
ditinjau dari jumlah DDT yang terdegradasi, maka penambahan R. pickettii pada
hari ke-3 adalah waktu yang paling optimal. Ditinjau dari produk metabolit yang
dihasilkan, maka waktu penambahan yang paling optimal untuk proses degradasi
adalah pada hari ke-0.

® Jamur = Mixed

90 78,23 80,05

80 1 69,81
70 -

60 -
50 4 43,21
40 +
30 -
20 -
10 -

37,63

Degradasi DDT (%)

Jamur 0 1 3 5
Waktu Penambahan (Hari ke-)

Gambar 4.23. Pengaruh penambahan R. pickettii terhadap biodegradasi DDT oleh
P. eryngii dengan variasi waktu penambahan bakteri.

Hasil analisis kromatogram GC sampel mixed kultur diketahui bahwa
kultur P. eryngii dengan penambahan R. pickettii pada hari ke-1, 3, dan 5
menghasilkan DDD sebagai produk metabolit. Pada hari ke-0 produk metabolit
yang dihasilkan adalah DDE, DDD, dan DDMU (pembahasan spektra MS, lihat
subbab 4.6.1.). Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa DDT menjadi DDE
dan DDMU ditransformasi oleh P. eryngii.
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4.11. Jalur Degradasi DDT oleh P. eryngii dengan Penambahan R. picketii

Konsentrasi 7 mL

Pada penelitian ini diperoleh beberapa produk metabolit dari hasil
degradasi DDT oleh P. eryngii dengan penambahan R. pickettii, yaitu DDD, DDE
dan DDMU. Untuk mengetahui jalur degradasi DDT dan metabolit, maka kultur
P. eryngii yang ditambahkan bakteri R. pickettii diinkubasi dengan penambahan
50 ul substrat DDD, DDE dan DDMU (Konsentrasi akhir 0,25 pl). Kultur
diinkubasi selama 7 hari pada suhu 30°C. setelah diinkubasi kultur di ekstrak

sebagaimana pada pembahasan sub bab 4.6.1.

Tabel 4.6. Recovery dan produk metabolit DDT oleh P. eryngii dengan
penambahan R. pickettii

Perolehan Kembali Substrat dan Produk metabolit
Perlakuan Substrat (%)
DDT DDD DDE DDMU
PE-RP DDT 18,46 17,75 4,83 1,48
Konsentrasi DDD - 45,71 7,15 +
7mi DDE - - 21,33 +
DDMU - - - 0,33

Tabel 4.6. menunjukkan, persen perolehan kembali DDD, DDE dan
DDMU secara berurutan adalah 45,71%, 21,33% dan 0,33%. Ketika
menggunakan DDD sebagai substrat yang didegradasi, DDE dan DDMU
terdektesi didalam kultur dan merupakan produk metabolit dari DDD. Konsentrasi
DDD paling tinggi dalam medium, hal ini berarti bahwa DDD merupakan produk
utama dalam degradasi DDT oleh mix kultur. DDMU terdeteksi sebagai produk
metabolit ketika menggunakan DDE sebagai substrat yang didegradasi. Dari hasil
ini dapat digambarkan jalur degradasi DDT oleh mix kultur P eryngii dan R.
pickettii seperti Gambar 4.23. DDT di transformasi menjadi DDD melalui proses
reduksi deklorinasi, kemudian DDD dihidrogenasi menjadi DDE dan iikuti
dengan proses deklorinasi menjadi DDMU. Jalur degradasi ini, menyerupai jalur
degradasi oleh bakteri gram negatif, sebagaimana yang dilaporkan oleh masse
dkk. (1989).
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Gambar 4.24. Dugaan jalur degradasi DDT oleh P. eryngii dengan penambahan R.
pickettii.
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1.

LAMPIRAN

Skema Kerja

Stok P. eryngii

- diinokulasi pada PDA
v- diinkubasi suhu 30°C

P. eryngii hasil

regenerasi

- dihomogenasi

- diinokulasi pada PDB

- diinkubasi suhu 30°C
selama 7 hari

Stok bakteri

- diinokulasi pada NA
v- diinkubasi suhu 37°C

Bakteri hasil regenerasi

- diinokulasi pada NB

- diinkubasi suhu 37°C
P. aeruginosa (20 J),
B. subtilis (21 J), R.

A 4

Konfrontasi Assay

_ pickettii (30J)

A\ 4

Kultur cair Bakteri

Kultur cair P. eryngii

- dimasukkan 0,25 umol DDT
- diberi oksigen

- diinkubasi statis pada suhu
v_30°C selama 7 hari

Biodegradasi DDT oleh

P. eryngii
- R. pickettii 7 ml
- dimasukkan dalam PDB kultur
P. eryngii

- ditambah 50 pl DDT
- diberi oksigen
- diinkubasi statis pada suhu

- diambil 1,3,5,10 mi

- diberi oksigen

v_30°C selama 7 hari
Biodegradasi DDT oleh
bakteri

- dimasukkan dalam PDB 10 ml
- dimasukkan 0,25 pmol DDT

- diinkubasi statis pada suhu

Kultur cair bakteri

- dianalisis ODg tiap jam

Kurva pertumbuhan

30°C selama 7 hari"

Optimasi biodegradasi DDT oleh P. eryngii
dengan penambahan R. pickettii

A 4

Analisis GC/MS

4- diekstraksi dengan n-heksana

Hasil rec

Analisis HPLC

g

dan produk metabolit

Jalur degradasi DDT
dengan substrat
DDD, DDE, DDMU

overyDDT

T
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2. Perhitungan

2.1. Pembuatan larutan DDT 5 mM dalam 50 ml DMSO

n=M.V
=5x10° M. 0,05 L
=25x 10" mol

Massa=n. Mr
=2,5x 10 mol . 354,49 g/mol
=0,0886225 g DDT

2.2. Pembuatan larutan pirena 5 mM dalam 50 ml DMSO

n=M.V
=5x10° M. 0,05 L
=25x 10" mol

Massa=n. Mr
=2,5x 10 mol . 202,25 g/mol
= 0,0505625 g Pirena

2.3. Uji signifikansi koefisien korelasi (uji t)

X; Y; X=X | X=-X?% | =Y |-V | X=X, -Y)
0 0 -50 2500 -0,202 | 0,041 10,111
25 0,104 -25 625 -0,098 | 0,010 2,451
50 0,219 0 0 0,017 0,000 0,000
75 0,301 25 625 0,099 0,010 2,476
100 | 0,387 50 2500 0,185 0,034 9,228
X =50]Y Y = 6250 — S = 24,266

= 0,202 0,095

X =) - 1)

"R - X - D

24,266

B \/(6250)(0,095)
= 0,998
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iz

thie = 757
~0,998V5 -2

\J1—0,9982

= 25,362 (t;pe1 = 3,182)

Ho diterima, jika thitung<ttavel
HO ditOlak, jika thitung>ttabe|
Karena thiwng>tiabel, Maka Ho ditolak

2.4. Koefisien Distribusi DDT Diantara n-heksana Dan Aquades
Kelarutan DDT dalam aquades
Kelarutan DDT dalam n-heksana

=2,5x 10° g/100 mL
=97 g/100 mL

_ kelarutan DDT dalam fasa organik (g/100mL)

Kb =

kelarutan DDT dalam fasa aquos (g/100mL)

97 g/100mL

T 2,5x1076 g/100mL

= 38,8 x 10°

2.5. Contoh Perhitungan Persen Recovery
Data analisis sampel kontrol (bakteri 1 mL)

Luas puncak Luas puncak Perbandingan luas Recovery
Pirena DDT puncak DDT/pirena

5684,99 2139,81 0,3764 94,10%

5846,27 2153,19 0,3683 92,08%

*Analisis menggunakan HPLC

Persamaan regresi linear kurva standar DDT y = 0,004 x

0,3764 = 0,004x

L 03764
0,004

x =94,10%

dimana:

y : perbandingan luas area puncak DDT/pirena

X : persen recovery
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3. Data Analisis Sampel

3.1. Data analisis sampel P. eryngii

n Pirena DDT 52:; Re((:%ery Rr::: SD Degz;;i asi
Cl | 76994,95 | 29698,65| 0,39 96,43

C2 | 74100,91 | 28740,36 | 0,39 96,96 9,70 | 0,38 )
i e | o [ 5% s | 1 | wa
3.2. Data analisis sampel screening bakteri
e [ o | v [ oor | oo e o [P
P (G T [ 00 [0 Lo lom|
PeP T1 | 1210719 | 112224 | 0.09 23.17

= T2 | 1473269 | 138221 | 0.09 23.45 23311020 73,38
o wses | vsant otz | ama | |18 s
PeR T1 | 5052.5 381.72 0.08 18.89

- T2 | 12159.95 | 877.31 0.07 18.04 18,461 0,60 78,23
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3.3. Data analisis sampel P. eryngii dengan penambahan R. pickettii (variasi
konsentrasi)

Blz?(?;i n | Pirena | DDT Eir[;:; Re((:%ery Fi:::' SD Deg(’(:;jaSi
(ml)
0 | CL| 7699495 | 29698.65 | 039 | 96,43

C2 | 7410001 | 2874036 | 039 | 9606 | 070|038 ]
oy itaes T2t 020 [ desr | 078|206 4502
3 | T1| 628532 | 116722 | 019 | 4643

T2 [ 1120568 | 221235 | 020 | 4936 | +/89|207| 4880
T T ammies st | s 7| 0% |10 3617
7 | TL| 50525 | 38172 | 0.08 | 18.89

T2 [ 12159.95 | 877.31 | 007 | 1804 | 046|060 7823
10 | T1| 378745 | 4405 | 012 | 29.08

T2 | 154497 | 209331 | 014 | 3387 | 147|339 6522

3.4. Data analisis sampel P. eryngii dengan penambahan 7 ml R. pickettii (variasi
waktu penambahan)

';2” n| Pirena | DDT 52:; Re‘(:%ery Fi::: SD De%;;jaﬁ

2 [ Taton o1 257doas| 03 | sges | 70| 0%8| -
0 |TL| 50525 | 38172 | 0.08 | 18.89

T2 | 12159.95 | 87731 | 007 | 1804 | 1240|060} 7823
T2 issotr | sdtsed |oai | aror | 589|153 ea
3 | TL| 1497050 | 80518 | 0.05 | 13.45

T2 | 1467028 | 116496 | 008 | 19.85 | 08> |4>3| 8005
5 | TL| 745449 | 166374 | 022 | 55.80

T2 | 1225426 | 305542 | 025 | 6233 | 0! |4b2| 3763
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4. Kromatogram GC hasil analisa

4.1. Degradasi DDT oleh B. subtilis konsentrasi 7 ml

4.2. Degradasi DDT oleh P. aeruginosa konsentrasi 7 ml
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4.3. Degradasi DDT oleh R. pickettii konsentrasi 7 ml

73



5. Fragmentasi Molekul

5.1. lon hasil fragmentasi molekul piren
m/z 174

ot

ionisasi O O -C,H,
—— E—
) Q

m/z 202.08 m/z 174

m/z 202 -> m/z 176 -> m/z 150 -> m/z 101

6 ionisasi
- .
Q )

m/z 202.08 m/z 176

l - CoH,

- C4H,

m/z 101 m/z 150
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5.2. lon hasil fragmentasi molekul DDT
m/z 354 -> m/z 317 -> m/z 282
Cl Cl +.

Chl -~ cl] £Cl
ionisasi
-e-
Cl Cl cl cl
m/z = 352/354/356/358/360/362 m/z 354
\ --Cl
Cl
Chy cl_|
--Cl ©
m/z = 280/281/282/283 m/z = 317/318

m/z 354 -> m/z 235 -> m/z 165
Cl ~ .4

cl
SN Cl\i/CI

ionisasi
_e_
Cl Cl cl Cl

m/z = 352/354/356/358/360/362 m/z 352

\ "CCI3

@ -2-Cl @
Cro
@ Cl Cl

m/z 165 m/z 235/237/239
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5.3. lon hasil fragmentasi molekul DDD
m/z 318 -> m/z 283 -> m/z 248

H H .
Cl cl Cl | ACl
ionisasi
-e-
Cl Cl cl Cl

m/z = 318/320/322/324/316 m/z 318

‘ ~cl

H
cl
&
cl ! ‘ cl cl ! ! cl

m/z 248 m/z 283

H
D

m/z 318 -> m/z 235 -> m/z 165
H -

H
SN CI\«/CI

ionisasi
_e_
Cl Cl cl Cl

m/z 318
\ - CHC|2
@D -2-Cl @
Cr Q)
® ClI~ ~ClI
m/z 165 m/z 235/237/239
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5.4. lon hasil fragmentasi molekul DDE
m/z 316 -> m/z 281 -> m/z 246 — m/z 210 -> m/z 176

cl cl cl cl
ionisasi
_e_
Cl Cl cl Cl
m/z = 318/316/320/321 m/z 316
\ ~cl
Cl<
¢ ol i e
Cl l l /\CI Cl l l Cl
m/z 246 m/z 281/282/285/283
l-- cl
& @
U0 =
cr & 00 @
m/z 210 m/z 176
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5.5. lon hasil fragmentasi molekul DDMU
m/z 282 -> m/z 247 -> m/z 212 -> m/z 176

Cl EI
ionisasi
-e'
Cl Cl Cl -
m/z = 282/284/285/286 m/z 282
\ .l
T --Cl ‘i’

cl O @ ol O ‘ g

miz 212 m/z 247

€i't
00 @
m/z 176
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat diambil kesimpulan bahwa terdapat
hubungan sinergitas antara P. eryngii dan bakteri R. pickettii, dimana R. pickettii
mampu mempercepat pertumbuhan miselium P. eryngii, sehingga bakteri R.
pickettii yang ditambahkan ke dalam kultur P. eryngii dapat meningkatkan jumlah
degradasi DDT. Konsentrasi R. pickettii serta waktu penambahan R. pickettii ke
dalam kultur memberikan pengaruh terhadap degradasi DDT. Kultur dengan
penambahan bakteri konsentrasi 7 ml memiliki jumlah degradasi DDT yang
tertinggi yakni sekitar 78,23 %, Waktu penambahan pada hari ke-3 memiliki nilai
degradasi tertinggi yakni sekitar 80,05%. Produk metabolit yang dihasilkan
selama proses degradasi DDT oleh P. eryngii dengan penambahan 7 ml R.
pickettii adalah DDD, DDE, dan DDMU.

5.2. Saran

Penelitian lebih lanjut mengenai kondisi yang optimal dan efektif seperti
suhu, lama inkubasi, peggunaan aditif, serta jenis media cair untuk meningkatkan
jumlah DDT yang terdegradasi serta menghasilkan produk metabolit yang lebih
sederhana dan memiliki kadar toksisitas yang rendah terhadap lingkungan. Uji
keterlibatan aktivitas enzim dan biosurfaktan dalam proses degradasi perlu
dilakukan.



“Halaman ini sengaja dikosongkan”
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