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Abstrak

Dibenzothiophen (DBT) adalah salah satu senyawa Hidrokarbon Aromatik Polisiklik yang 
dikenal beracun di lingkungan. Sebagian besar PAH bersifat karsinogenik dan persisten 
di lingkungan. Teknik Biostimulation digunakan untuk mengisolasi bakteri indigen dari 
Muara Baru yang mampu mendegradasi DBT. Tujuan utama dari penelitian ini untuk 
mengisolasi dan meneliti bakteri laut yang dipilih untuk mendegradasi senyawa DBT. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri isolat M4 (Sphingomonas paucimobilis) 
dapat tumbuh optimal pada 30 oC dengan 1,6 X 109 sel / ml dan waktu penggandaan 
(td) adalah 6 jam. Pertumbuhan Sphingomonas paucimobilis pada konsentrasi 2% 
NaCl adalah 2,6 X 109 dengan Waktu penggandaan 11 jam. Proses biodegradasi DBT 
menunjukkan bahwa Km dan Vmaks untuk KNO

3
 adalah 0,0307 jam-1 dan 12,27 mg 

lt-1 h-1. KNO
3
 dan NH

4
NO

3
 adalah sumber yang cocok dari nitrogen untuk mempercepat 

kecepatan biodegradasi Sphingomonas paucimobilis. Efisiensi degradasi mereka adalah 
62,5% dan 57,6%.

kata kunci: dibenzothiophen-merendahkan bakteri laut, minyak mentah Sphingomonas 
paucimobilis, Muara Baru-Teluk Jakarta

Abstract

Dibenzothiophene (DBT) is one of Polycyclic Aromatic Hydrocarbon compound which 
are known toxic in the environment.  Most of  PAHs are carcinogenic and persistent in 
the environment. Biostimulation technique used for isolating the indigenous bacteria 
from Muara Baru which are capable of degrading DBT. The main purpose of this study 
are isolated and investigated the selected marine bacteria to degrade DBT compound. 
The results showed that bacteria isolate M4 (Sphingomonas paucimobilis ) be able to 
grow optimum at 30 oC with 1,6 X 109 cell/ml and the doubling time (td) is 6 h. Growth 
of Sphingomonas paucimobilis at  2% concentration of NaCl with 2,6 X 109 and the 
doubling time 11 h. The biodegradation of DBT showed that Km and Vmax for KNO

3
 are 

0,0307 h-1 and 12,27 mg lt-1 h-1.  KNO
3
 and NH

4
NO

3
 are suitable source of a nitrogen 

to accelerate biodegradation speed of Sphingomonas paucimobilis. The efficiency of 
their degradation are 62,5% and 57,6%. 

key words: Dibenzothiophene-degrading marine bacteria, crude oil Sphingomonas 
paucimobilis, Muara Baru-Teluk Jakarta
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1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Polisiklik aromatik hidrokarbon (PAHs)  
merupakan polutan yang tersebar luas di 
lingkungan(1). Beberapa senyawa PAHs 
misalnya benzene, toluene, naphtalene, 
dibenzothiophene, dan benzophyrene, 
tergolong toksik,  bahkan beberapa 
diantaranya diketahui bersifat karsinogenik 
dan teratogenik(2,3,4). Dilaporkan bahwa 
introduksi senyawa PAHs ke lingkungan 
melalui proses pirolitik  meliputi aktivitas 
manusia, seperti misalnya pembakaran 
batubara, petroleum, kebakaran hutan(5). 
Polusi senyawa hidrokarbon banyak terjadi 
di lingkungan laut  seperti misalnya, polusi 
laut akibat tumpahan minyak mentah 
dari kegiatan eksplorasi minyak bumi, 
kecelakaan tanker pengangkut minyak yang 
akhir-akhir ini juga sering terjadi di perairan 
Indonesia. Hal ini sangat  berpengaruh 
terhadap kehidupan biota laut dan berpotensi 
sebagai pencemar(2,6,7).

Beberapa strain bakteri laut, seperti 
misalnya Bacillus, Thalassolituus oleivorans, 
Oleiphilus messinensis, Pseudomonas 
sp., Mycobacterium sp. dilaporkan mampu 
mendegradasi senyawa hidrokarbon(8,9,10,11). 
Sphingomonas strain 2MPLL yang diisolasi 
dari sedimen laut yang tercemar PAHs 
dilaporkan mampu mendegradasi beberapa 
senyawa aromatik hidrokarbon, seperti 
phenanthrene dan dibenzothiophene(12).  
Dilaporkan juga oleh Harayama et al., 
1999(13) bahwa genus Marinobacter, dan 
khususnya Alcanivorax mempunyai peran 
yang penting pada tahap awal biodegradasi  
crude oil di lingkungan laut.

 Degradasi senyawa hidrokarbon oleh 
mikroba mendapat perhatian sangat besar  
karena mikroba pendegradasi tersebut dapat 
diaplikasikan sebagai agent bioremediasi 
untuk lingkungan yang terkontaminasi 
senyawa PAHs(14).

Degradasi senyawa Dibenzothiophene 
menurut (15) digambarkan sebagai berikut : 

Gambar 1. Degradasi Dibenzothiophene  
(DBT)

1.2.  Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
mengisolasi, menapis mikroba indigenous dari 
Muara Baru, Teluk Jakarta yang mempunyai 
potensi sebagai pendegradasi senyawa 
PAHs, khususnya Dibenzothiophene (DBT).

2. METODOLOGI

2.1. Isolasi dan Purifikasi Mikroba 
Pendegradasi PAH

Isolasi mikroba pendegradasi hidrokarbon 
dilakukan dengan menginokulasikan 190 ml 
sampel air laut ke dalam Erlenmeyer volume 
500 ml yang berisi 10 ml medium SWP dan 
1 ml minyak mentah Arabian. Selanjutnya 
kultur diinkubasi di atas mesin pengocok 
(shaker) pada suhu ruang (30oC) selama ± 60 
hari. Secara periodik (0, 3, 7, 14, 21, 28, 35, 
42, 49, 56 hari) supernatan dari kultur yang 
teraklimasi tersebut disampling untuk diisolasi 
mikroba pendegradasi PAHs yang diujikan. 
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Sebanyak 1,0 ml kultur diinokulasikan ke 
dalam 9,0 ml larutan NaCL 0,85%, demikian 
seterusnya dilakukan serial pengenceran 
bertingkat hingga 10-4. Selanjutnya 100 µl 
dari pengenceran tersebut diinokulasikan 
ke dalam medium ONR7a agar, kemudian 
disublimasi dengan senyawa PAHs yang 
diujikan (DBT) dan diinkubasi pada suhu 
ruang ± 28° C selama ± 1-2 minggu. Koloni 
yang tumbuh dan membentuk clearing zone 
atau terjadinya perubahan warna media 
mengindikasikan isolat tersebut berpotensi 
sebagai pendegradasi PAHs. Luasnya 
clearing zone yang terbentuk pada umumnya 
berkaitan dengan kemamuan mikroba dalam 
mendegradasi senyawa hidrokarbon.  Isolat 
yang memberikan reaksi positif kemudian 
diisolasi dan dimurnikan untuk pengujian 
selanjutnya.

2.2.  Media Isolasi dan kultivasi

Media yang digunakan untuk isolasi 
adalah media SWP dan ONR7a. Adapun 
komposisi media SWP adalah sebagai berikut 
NH

4
NO

3
, K

2
HPO

4
, Ferri citrat, Yeast extract. 

Sedangkan komposisi ONR7a adalah sebagai 
berikut : NaCl 22,79 g, Na

2
SO

4
, 3,99 g, KCl  

0,72 g, NaBr 83 mg, NaHCO
3
 31 mg, H3BO3 

27 mg, NaF 2.6 g, NH
4
Cl  0,27 g, Na

2
HPO

4
 83 

mg, TAPSO 1,3 g, MgC
l2
 11,18 g, CaC

l2
 1,46 

g, SrC
l2   

24 mg, FeC
l2
 2 mg, pH diatur 7,0. 

Media kultivasi digunakan Marine Agar dengan 
komposisi : Marine Broth 33,7 g dalam 1000 ml 
aquadest, pH diatur 7,2 ± 0,2 16, 17).

2.3. Uji Konfirmasi

Uji konfirmasi dilakukan dengan tujuan 
untuk memastikan bahwa isolat bakteri yang 
terisolasi benar-benar potensial sebagai 
pendegradasi DBT. 

2.4. Pengujian Pertumbuhan Mikroba 
Pada Berbagai Suhu dan Salinitas

P e n g u j i a n  d i l a k u k a n  d e n g a n 
menumbuh-kan isolat ke dalam media cair 

ASW (Artificial Sea Water) dan diinkubasi 
di atas shaker selama 16 jam pada kisaran 
suhu 20-30o C dan kisaran salinitas 0-5, 10, 
dan 20% NaCl.

2.5. Identifikasi Mikroba
Identifikasi dilakukan  secara morfologi 

dan berdasarkan 16S rDNA dilakukan di 
Laboratorium Bioremediasi NCBD, NITE, 
Jepang.

2.6. Uji Biodegradasi DBT
U j i  b i o d e g r a d a s i  D B T  o l e h 

Sphingomonas paucimobilis ditentukan 
dengan menggunakan TOC (Total Organic 
Carbon) dengan cara sebagai berikut : 1 ml 
sampel dimasukkan dalam tabung kemudian 
disentrifugasi pada kecepatan 10.000 
rpm selama 10 menit. Selanjutnya 0,5 ml 
supernatan diambil dan dimasukkan dalam 
tabung reaksi. Sebelum diinjeksikan sampel 
terlebih dahulu diencerkan dan pengukuran 
dengan TOC dilakukan.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1. Isolasi Mikroba Pendegradasi PAH 
dan Uji Konfirmasi

Dari isolasi dan penapisan diperoleh 16 
isolat mikroba yang diduga potensial sebagai 
pendegradasi senyawa Dibenzothiophene) 
(Gambar 2). Untuk membuktikan bahwa 
isolat-isolat tersebut mempunyai kemampuan 
sebagai pendegradasi senyawa PAHs 
maka dilakukan uji konfirmasi terhadap 
keseluruhan isolat hasil penapisan. Uji 
konfirmasi yang dilakukan terhadap 16 isolat  
terrsebut menunjukkan, bahwa hanya 8 
isolat yang benar-benar berpotensi sebagai 
pendegradasi senyawa Dibenzothiophene 
(Tabel  1) .  Hal  in i  terbukt i  dengan 
terbentuknya zona bening disekeliling isolat 
dan warna merah. Dari 8 isolat tersebut 
dipilih satu isolat yaitu isolat bakteri M4 
yang dipelajari kemampuannya dalam 
mendegradasi Dibenzothiophene (DBT). 
mengindikasikan isolat tersebut berpotensi 

+_
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sebagai pendegradasi DBT
Pemilihan tersebut didasarkan atas 

besarnya luasan zona bening (clearing 
zone) yang dihasilkan oleh isolat bakteri 
M4 tersebut dan diasumsikan isolat bakteri 
tersebut mempunyai kemampuan paling 
baik mendegradasi DBT dibandingkan isolat-
isolat lainnya (Tabel 1). 

pada suhu hingga 40oC dengan pertumbuhan 
optimum dicapai pada suhu 30ºC, dengan 
demikian isolat bakteri tersebut termasuk 
dalam kelompok mikroba mesofilik. 

Fase lag yang dicapai pada suhu 
20oC relatif cukup panjang yaitu 24 jam bila 
dibandingkan  pada suhu 25oC dan 35oC 
(15 jam). Sedangkan pada suhu 30oC fase 
lag dicapai selama 11 jam, dan  8 jam pada 
suhu 40oC.  Nampak bahwa semakin tinggi 
temperatur fase lag semakin pendek. 

Fase log pada suhu 20oC terjadi pada 
jam ke 24 dengan nilai pertumbuhan awal 
sebesar 0,1 x 109 sel/ml. Selama 9 jam 
mengalami pembelahan diri sebanyak 0,56 
x 109 sel/ml. (Tabel 1).

Fase log pada suhu 25oC dicapai pada 
jam ke 15 dan waktu yang dibutuhkan untuk 
membelah diri (td) adalah 8 jam, serta jumlah 
massa tertinggi yang diperoleh adalah 
sebesar 1,3 x 10 9 sel/ml. Waktu pembelahan 
(td) tercepat dicapai pada suhu 30°C selama 
6 jam dengan massa sel sebesar 21,3 x 10 
9 sel/ml  Pada suhu 35oC Fase log dicapai 
pada jam ke 22 dengan massa sel 1,6 
x 109 sel/ml dan waktu pembelahan (td) 
selama 7 jam, sedangkan fase log pada 
suhu 40oC yaitu pada jam ke 8 dan waktu 
yang dibutuhkan untuk membelah diri (td) 
adalah sebesar 8 jam dengan massa sel 
yang dihasilkan sebesar 0,8 x 109 (Tabel 2).

Hasil pengujian pertumbuhan pada 
berbagai salinitas ditampilkan pada tabel 3. 
tabel tersebut menunjukkan, bahwa isolat 
bakteri M4 mampu tumbuh pada kisaran 
salinitas 2%-10%, pertumbuhan optimum 
dicapai pada salinitas 2%, fase lag pada 
salinitas tersebut dicapai selama 11 jam 
dengan jumlah massa sel sebesar 2,6 x 109 

sel/ml. Isolat tersebut tidak mampu tumbuh 
pada salinitas 10 dan 20%. Berdasarkan 
hasil pengujian tersebut maka isolat bakteri 
M4 dapat dikelompokkan kedalam bakteri 
kosmopolit.

 Fase lag isolat bakteri M4  pada 
salinitas 1% dicapai selama 20 jam, 
sedangkan fase log dicapai selama 12 jam 
dengan massa sel 1,747 x 109 sel/ml. Fase 

Gambar 2. Isolasi dan Seleksi mikroba  laut 
pendegradasi DBT pada media 
ONR7a agar (teknik sublimasi). 

Gambar 3. Uji konfirmasi pada media padat 
dan cair ONR7a. 

Hasil identifikasi berdasarkan 16sDNA 
menunjukkan bahwa isolat bakteri M4 
tersebut adalah Sphingomonas paucibilis.  
Koloni Sphingomonas paucimobilis secara 
mikroskopis ditunjukkan dalam Gambar 5. 

3.2. Karakteristik Fisiologis Isolat Bakteri 
M4 (Sphingomonas paucimobilis)

     
Karakterisasi fisiologis dilakukan 

meliputi pengujian pertumbuhan isolat pada 
berbagai suhu dan salinitas. Pertumbuhan 
Sphingomonas paucimobilis pada berbagai 
suhu dan salinitas ditampilkan dalam Gambar 
4A dan 4B. Hasil pengujian menunjukkan, 
bahwa isolat bakteri M4 mampu tumbuh 
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lag pada salinitas 5% dicapai pada jam ke 
41,  sementara fase log dicapai selama 23 
jam dengan massa sel sebesar 1,34 x 109 
sel/ml.  Pada salinitas 10%  pertumbuhan 
isolat bakteri sangat lambat, sedangkan 
pada salinitas 20 %  isolat tidak mampu 
tumbuh (Tabel3).

Tabel 1. Delapan isolat bakteri laut yang 
di isolasi dari Muara Baru yang 
menunjukkan uji konfirmasi positif

No. Kode Isolat Kemampuan isolat 
dalam mendegradasi 
DBT (uji sublimasi )

1 M3 +++

2 M4 +++++

3 M6 ++

4 M7 ++

5 M10 +++

6 M11 ++

7 M15 +++

8 M16 ++

Keterangan : ++ : tumbuh, +++ : tumbuh baik, 
++++ : tumbuh sangat baik          

Tabel 2. Penentuan µ dan td pada berbagai 
Suhu

No Suhu 
(oC)

Laju pertumbuhan µ 
(jam-1) 

td 
(jam)

1 20 0,0721 10

2 25 0,0832 8

3 30 0,1130 6

4 35 0,0972 7

5 40 0,0402 17

Gambar  4  A .  Kurva  per tumbuhan 
Sphingomonas paucimobilis 
pada berbagai suhu (oC)

G a m b a r  4 B .  K u r v a  p e r t u m b u h a n 
phingomonas Paucimobilis pada 
berbagai salinitas (%)

Tabel 3. Penentuan µ dan td pada berbagai 
 salinitas

No Salinitas
(%)

Laju
pertumbuhan µ 

(jam-1) 

td (jam)

1 0 0,0532 13

2 1 0,0567 12

3 2 0,0603 11

4 5 0,0297 23

5 10 0,0177 39

6 20 0 0
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3.3. Identifikasi Mikroba

Identifikasi mikroba dilakukan secara 
molekuler berdasarkan analisis penjajaran 
urutan nukleotida partial gen pengkode 
16S-rDNA menggunakan program BLAST. 
Primer  yang digunakan adalah 9F dan 
1510R. Hasil Blast menunjukkan bahwa 
isolat bakteri M4 adalah Sphingomonas 
paucimobilis.

Kemampuan Sphingomonas paucimobilis 
dalam mendegradasi  senyawa DBT 
dalam eksperimen ini selaras dengan 
laporan Nadalig et al., 2002 (18) bahwa 
Sphingomonas strain 2MPII yang diisolasi 
dari sedimen laut yang tercemar senyawa 
PAHs mampu mendegradasi  senyawa 
DBT dan phenanthrene. Sphingomonas 
strain 2MPII juga mampu menggunakan 
senyawa 2-methylphenenthrene, dan 
9 methylpenanthrene. Dilaporkan juga 
bahwa Sphingomonas pucimobilis srain 
TZS7 yang diisolasi dari “crude oil “ mampu 
mendegradasi senyawa dibenzothiophene 
, naphthalene dan beberapa senyawa 
aromatik hidrokarbon 19).

Dari hasil penentuan konsentrasi 
karbon tersebut di atas dapat ditentukan 
bahwa prosentase degradas i  DBT 
dengan menggunakan KNO

3
 sebagai 

sumber nitrogen adalah sebesar 62,5 %, 
sedangkan prosentase degradasi DBT 
dengan NH

4
NO

3
 sumber  nitrogen  dalam 

waktu yang sama (27 hari) adalah  57%. 
Dengan demikian penggunaan KNO

3
 dan 

NH
4
NO

3
 mempercepat degradasi DBT oleh 

Sphingomonas paucimobilis. 
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Gambar 5.  Sphingomonas paucimobilis

3.4. Biodegradasi DB oleh Sphingomonas 

paucimobilis (bakteri M4)

Penentuan degradasi DBT dilakukan 
berdasarkan analisa penurunan karbon 
organik dengan menggunakan TOC analyzer.

Untuk  mengetahui effiensi degradasi 
senyawa DBT o leh Sphingomonas 
paucimobilis digunakan variasi sumber 
n i t rogen ya i tu  KNO

3
 dan NH

4
NO

3
. 

Kecepatan biodegradasi DBT ditentukan 
berdasarkan pengukuran konsentrasi 
karbon pada berbagai interval waktu 
dengan menggunakan TOC analyzer. Hasil 
penentuan konsentrasi karbon ditampilkan 
dalam Gambar 6. Pada Gambar 6 tersebut 
ditunjukkan bahwa penurunan konsentrasi 
karbon mengindikasikan bahwa isolat 
bakteri tersebut  mampu menggunakan 
senyawa DBT sebagai sumber karbon 
u n t u k  s u b s t r a t  p e r t u m b u h a n n y a . 

Gambar 6. Penurunan karbon pada 
proses biodegradasi DBT oleh 
Sphingomonas paucimobilis.
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4. KESIMPULAN

Isolat bakteri laut M4 teridentifikasi 
sebagai Sphingomonas paucimobil is  
merupakan bakteri indigenous Muara 
Baru, Teluk Jakarta,  mampu tumbuh pada 
kisaran temperatur 20-40o C. Pertumbuhan 
optimum dicapai pada suhu 30o C dengan 
jumlah massa sebesar 1,6 x 109 sel/ml 
dan waktu penggandaan (td) 6 jam. Isolat 
tersebut juga mampu tumbuh pada salinitas 
yang relatif cukup tinggi yaitu hingga 5%, 
pertumbuhan optimum dicapai pada salinitas 
2% dengan jumlah massa sebesar 2,6x 
109 sel/ml dan waktu penggandaan (td) 11 
jam. K

m
 dan V

maks
 dari degradasi bakteri M4 

dengan KNO
3
 adalah 0,0307 h-1 and 12,27 

mg lt-1 h-1. Effisiensi degradasi DBT oleh 
Sphingomonas paucimobilis dengan sumber 
karbon KNO

3
 mencapai 62,5% dan  57,6% 

dengan sumber karbon NH
4
NO

3
. KNO

3
 and 

NH
4
NO

3
 merupakan sumber nitrogen yang 

baik untuk mempercepat laju degradasi DBT 
oleh Sphingomonas paucimobilis. 
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