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ABSTRAK

Kasus bencana tumapahan minyak di perairan sering terjadi di Indonesia. Pada
tahun 2019-2022 di Indonesia memiliki kasus hamper 31 kasus tumpahan minyak.
Oleh karena itu, inovasi teknik pendegradasi minyak yang cepat dan ramah
lingkungan sangat urgent untuk segera dikaji. Minyak dapat terdistirubusi secara luas
karena sifat minyak dengan berat jenis lebih ringan dari air. Menyelesaikan
permasalahan minyak selama ini ada 3 yaitu secara kimia, fisika dan biologi. Metode
fisika dengan metode oil skimmer. Metode biologi dengan bioremediasi memanfaatan
mikroorganisme dalam mendegradasi minyak. Ekoenzim atau enzim sampah
(garbage enzyme) adalah larutan multienzim yang minimal terdiri dari protease,
lipase dan amylase. Jenis enzim yang tergantung oleh bahan dasar yang digunakan.
Ekoenzim terbentuk setelah tiga bulan melalui proses fermentasi. Penelitian memiliki
tujuan untuk mengetahui proses remediasi kontaminasi minyak mentah dan
mengetahui enzim yang aktif sebagai katalis dalam ekoenzim limbah kulit nanas.
Pemberian ekoenzim pada badan air ketika proses remediasi akan mempengaruhi
secara signifikan pH, jumlah bakteri, TPH, dan oksigen terlarut baik dengan kultur
diam maupun kultur shaker. Perlakuan kultur diam yang efektif dalam mengurangi
TPH pada A8B2 dan untuk pengurangan oksigen terlarut pada A8B2. Pada metode
kultur goyang perlakuan yang efektif pada parameter TPH dan oksigen terlarut yaitu
AT7B1 dan A6B1. Konsentrasi ekoenime sebanyak 15% dan 20% merupakan takaran
paling efektif untuk meremidasi kontaminasi minyak mentah 300ppm dan 300ppm.
Kultur goyang perlakuan A7B1 memberi pengaruh yang paling besar pada perubahan
air, sedangkan kultur diam lebih berdampak pada parameter air. Aktivitas enzim
terdapat 3 jenis enzim lipase, enzim alkana hidroksilase dan enzim dioksigenase.

Kata Kunci : Ekoenzim, Minyak Mentah, Bioremediasi dan Nanas.
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ABSTRACT

Cases of oil spill disasters in waters often occur in Indonesia. In 2019-2022 in
Indonesia there were almost 31 cases of oil spills. Therefore, the innovation of fast
and environmentally friendly oil degrading techniques is very urgent to be studied
immediately. Oil can be distributed widely because of the nature of oil with a lighter
density than water. Solving oil problems so far there are 3 methods, namely
chemistry, physics and biology. Physics method with oil skimmer method. Biological
methods with bioremediation utilize microorganisms to degrade oil. Ecoenzymes or
waste enzymes (garbage enzymes) are multienzyme solutions consisting of at least a
protease, lipase and amylase. The type of enzyme depends on the base material used.
Ecoenzymes are formed after three months through the fermentation process. The aim
of the study was to determine the process of remediation of crude oil contamination
and to find out which enzymes are active as catalysts in the ecoenzymes of pineapple
peel waste. Giving ecoenzymes to water bodies during the remediation process will
significantly affect the pH, the number of bacteria, TPH, and dissolved oxygen both
with stationary cultures and shaker cultures. The quiescent culture treatment was
effective in reducing TPH in A8B2 and for reducing dissolved oxygen in A8B2. In
the shake culture method, the effective treatment for TPH and dissolved oxygen
parameters were A7B1 and A6B1. Ecoenime concentrations of 15% and 20% are the
most effective doses to reduce contamination of 300ppm and 300ppm crude oil. The
shaking culture of the A7B1 treatment had the greatest effect on water changes, while
the stationary culture had more impact on water parameters. There are 3 types of
lipase enzymes, alkane hydroxylase enzymes and dioxygenase enzymes.

Keywords : Ecoenzyme, Crude Qil, Bioremediation and Pineapple.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Kasus bencana tumpahan minyak di perairan sering terjadi di Indonesia. Data

yang berhasil dihimpun dari berbagai referensi menyebutkan bahwa hampir setiap
tahunnya terjadi kasus tumpahan minyak. Tahun 2019 sebanyak 15 kasus, 2020
tercatat 6 kasus, 2021 terjadi 10 kasus, dan bahkan di tahun 2022 dalam kurun waktu
3 bulan telah terjadi 4 kasus tumpahan minyak di perairan. Lokasi kasus terbanyak di
Karawang, Teluk Balikpapan, Aceh, Cilacap, Lampung dan Kepulauan Seribu yang
disebabkan oleh kebocoran pipa, pencemaran dari kapal, pengeboran sumur dan
putusnya pipa sebanyak dengan total cemaran 6.995.441 liter minyak mentah ke laut
(Arvirianty, 2019; Hidayat, 2022; Gozali, 2020; Kementerian Kelautan dan
Perikanan, 2022; Walhi, 2022; Andriansyah, 2021; Arumingtyas, 2019)

Dampak terjadinya kasus tumpahan minyak mentah terhadap organisme
mengganggu kehidupan mikroorganisme dalam air dengan menghalangi difusi
oksigen dari udara ke dalam sehingga jumlah oksigen terlarut di dalam air menjadi
berkurang mengurangi pencahayaan sinar matahari ke dalam air sehingga tanaman
tidak bisa berfotosintesis. Burung air pun ikut terganggu karena bulunya lengket,
tidak bisa mengembang lagi terkena minyak mentah (Hidayat, 2017) Selain itu, air
yang telah tercemar oleh minyak juga tidak dapat dikonsumsi oeh manusia karena
seringkali dalam cairan yang berminyak terdapat juga zat-zat yang beracun, seperti
senyawa benzene, senyawa toluene dan lainnya.

Minyak dapat terdistribusi secara luas karena sifat minyak dengan berat jenis
lebih ringan dari air. Kandungan minyak mentah terdiri dari hidrokarbon aromatik,
paraffin, dan sikloparafin yang mana sebagian besar bersifat toksik terhadap biota
terutama ikan dan lingkungan (Helle et al., 2020; Langangen et al., 2017) Selama ini

penyelesaian kasus tumpahan minyak mentah yang dilakukan secara



fisika, kimia dan biologi. Metode fisika dengan metode oil skimmer digunakan saat
minyak mentah belum menyebar kemana-mana. Metode kimia dengan metode
dispersan corexit 9500 dapat membersihkan tumpahan minyak dari tabrakan kapal
tanker. Metode biologi dengan bioremediasi memanfaatkan mikroorganisme dalam
mendegradasi minyak (Sulistyono, 2012). Teknik ini memiliki potensi aplikasi yang
luas baik di daratan maupun di perairan yang terkontaminasi oleh minyak. Namun
bioremediasi menggunakan bakteri cenderung tidak stabil, harus spesifik, lama dan
terlalu dipengaruhi oleh kondisi lingkungan perairan (Darmayanti dan Afianti, 2017).

Bioremediasi tidak hanya dengan bakteri, akan tetapi dapat juga dengan
enzim. Menurut Efendi, (2017); Supriyatna et al, (2015); dan Wahyuni, (2019)
enzim-enzim yang berperan dalam pendegradasi minyak antara lain enzim
monooksigenase, enzim dioksigenase dan enzim lipase enzim tersebut berperan
sebagai biokatalis dalam reaksi minyak mentah. Bulai et al., (2021) yang
menggunakan biokatalik untuk mengatasi kontaminasi minyak di tanah dengan
larutan ecoenzim dari limbah jeruk dan semangka. Ekoenzim juga telah digunakan
untuk menjernihkan air kolam yang tercemar minyak dari ledakan depot minyak
Balongan dan Cilacap milik PT Pertamina (Nurhidyat, Pres.com, 2021), akan tetapi
belum ada saintifikasi mengenai konsentrasi dan mekanisme ecoenzime dalam
mendegradasi minyak dari terapan ini.

Ekoenzim atau enzim sampah (garbage enzyme) adalah larutan multienzim
yang minimal terdiri dari protease, lipase dan amilase. Jenis enzim yang terkandung
ditentukan oleh bahan dasar yang digunakan. Ecoenzim terbentuk setelah tiga bulan
melalui proses fermentasi mengunakan limbah padat organik dan dapat dijadikan
sebagai solusi pontesial untuk mengelolah air limbah (Hemalatha dan Visantini,
2020). Ecoenzim dibuat dari limbah sayuran dan buah segar, salah satunya dengan
limbah kulit nanas. Nanas mengalami penumpukan diperkebunan dan di industri
sekitar. Penggunaan kulit nanas mengurangi pencemaran terhadap lingkungan (Roni,
2020).



Pada metode bioremediasi ada 3 jenis metode yaitu : biostimulasi,
bioaugmentasi dan bioremediasi intrinsik. Enzim menggunakan biostimulasi
merupakan salah satu cara remediasi dengan cara penambahan stimulan untuk
memodifikasi lingkungan dan meminimalisasi faktor pembatas, sedangkan proses
bioaugmentasi mikroorganisme baik yang alami maupun yang sudah mengalami
perbaikan sifat, dan bioremediasi intriksik penguraian secara alami tanpa

menambahkan sedikit pun stimulan.

1.2 Rumusan Masalah
1. Berapa kosentrasi ekoenzim yang paling efektif untuk remediasi kontaminasi

minyak mentah ?
2. Berapa kosentrasi yang tertinggi dari enzim lipase, enzim alkana hidroksilase dan
enzim dioksigenase ?

3. Bagaimana proses dari remediasi kontaminasi minyak mentah oleh ekoenzim ?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Menentukan konsentrasi ecoenzim yang paling efektif untuk remediasi

kontaminasi minyak mentah.
2. Mengetahui enzim yang aktif sebagai katalis dalam ecoenzim limbah kulit nanas.

3. Mengetahui proses remediasi dari kontaminasi minyak mentah oleh ecoenzim.

1.4 Manfaat
1.4.1 Bagi Peneliti
1. Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi tentang pencemaran

tumpahan minyak mentah di laut melalui metode biostimulasi.
2. Memberikan informasi tentang penggunaan limbah kulit nanas sebagai ecoenzim

terhadap kasus tumpahan minyak di laut.



1.4.2 Bagi Masyarakat
Manfaat penelitian ini adalah meningkatkan sikap kepedulian masyarakat

untuk selalu menjaga kebersihan lingkungan dan memanfaatkan limbah kulit nanas

sebagai ecoenzim untuk mengatasi cemaran minyak di perairan.

1.4.3 Bagi Instansi
Manfaat penelitian ini sebagai salah satu acuan atau referensi untuk

dijadikan bahan penelitian lanjutan mengenai proses bioremediasi ecoenzim pada

cemaran minyak mentah di perairan.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA DAN HIPOTESIS

2.1 Tinjauan Pustaka
2.1.1 Bioremediasi
Bioremediasi secara harfiah mengandung pengertian “remediate” dengan arti

pemulihan dan “bio” organisme hidup. Bioremediasi memiliki arti sebagai respon
biologis menuju perbaikan substrat pada lingkungan yang rusak atau tercemar.
(Hidayat et al,. 2017). Bioremediasi adalah suatu strategi atau proses detoksifikasi
polutan yang terdapat dalam lingkungan dengan bantuan mikroba, tumbuhan, atau
biokatalisator (enzim) baik enzim mikroba atau enzim tumbuhan (Waluyo, 2018).
Menurut Dash et al. (2013) menjelaskan bahwa bioremediasi adalah usaha untuk
mengakselerasikan terjadinya penguraian material bersifat toksik secara alami
melalui optimalisasi faktor tumbuhan pada kondisi suboptimum.

Mekanisme mikroba menggunakan dengan bioaugmentasi yang mana
penambahan mikroorganisme dapat mengurangi kontaminasi, mekanisme tumbuhan
dengan menggunakan fitoremediasi merupakan teknik ini memanfaatkaan tumbuhan
untuk mendegradasi, menstabilkan dan mengurangi kontaminasi dalam tanah dan air
(Aqgli, 2019) dan biokatalisator mengandung enzim yang bisa menjadi remediasi,
pada kasus untuk meremediasi minyak minyak mentah enzim yang berperan antara
lain: enzim lipase untuk memecah substrat minyak menghidrolisis menjadi asam
lemak, enzim alkane hiroksilase untuk memotong ikatan karbon C menjadi lebih
pendek, enzim dioksigenase untuk memecah ikatan C menjadi alkohol primer dan
enzim monooksigenase untuk memecah ikatan C menjadi asam asetat dan asam
karbosilat (Wahyuni, 2019; Jayesree et al, 2014; dan Fanny et al, 2018).

Mekanisme bioremediasi adalah sebagai berikut:

a) Biostimulasi
Peningkatan pada laju penguraian dengan cara penambahan stimulant untuk

memodifikasi lingkungan dan meminimalisasi faktor pembatas disebut sebagai



biostimulasi. Stimulasi mampu mengaktifkan mikroba local (Indigenous) sebagai
agen pengurai. Bioremediasi ini biasanya diaplikasi di zona vedosa tanah, air, tanah,
dan sediman (Hidayat et al., 2017).
b) Bioaugmentasi

Bioaugmentasi merupakan penambahan atau introduksi satu jenis atau lebih
mikroorganisme baik yang alami maupun yang sudah mengalami perbaikan sifat.
Mikroorganisme yang dapat membantu membersihkan kontaminan tertentu yang
ditambahkan ke dalam air atau tanah yang tercemar tetapi proses ini mempunyai
hambatan yaitu sangat sulit untuk mengontrol kondisi situs yang tercemar agar
mikroorganisme dapat berkembang dengan optimal, karena mikroorganisme yang
dilepaskan pada lingkungan yang asing kemungkinan sulit untuk beradaptasi.
Beberapa teknik bioaugmentasi juga diikuti dengan penambahan nutrient tertentu
(Fidiastuti et al.,2019).
c) Bioremediasi Intrinsik

Proses penguraian secara alami tanpa menambahkan sedikit stimulan. Teknik
bioremediasi ini dikendalikan dengan cara memantau proses penguraian untuk
memastikan bahwa proses bioremdiasi masih berlangsung. Bioremediasi intrinsik
dilakukan pada lokasi dimana laju penguraian terjadi lebih besar daripada laju

perpindahan pada kontaminan ke tempat lain (Hidayat dan Chairil, 2017).

2.1.2 Minyak Mentah
Minyak mentah merupakan bahan tambang yang terdapat di dalam perut

bumi, komposisinya berupa senyawaan kimia terdiri dari komponen hidrokarbon dan
non hidrokarbon. Minyak bumi berwarna dari coklat kehitam—hitaman sampai hitam
pekat dalam bentuk cair dan terdapat gas—gas yang melarut didalamnya, dengan
speciic gravity berkisar antara 0,8000 — 1,0000. Pada berbagai industri kimia, kilang
minyak bumi telah diidentiikasi sebagai emitter besar dari berbagai polutan. Benzene,
toluene, ethylbenzene, dan xylene (BTEX) membentuk sebuah kelompok senyawa

aromatik penting dari senyawa organik volatil (volatile organic compounds) karena



perannya dalam kimia troposfer dan resiko yang ditimbulkan bagi kesehatan manusia
(Baltrenas et al, 2011).

Minyak mentah merupakan campuran komplek dari senyawa kimia, yang
terdiri dari unsu-unsur karbon (C), hidrogen (H), sulfur (S), oksigen (O), nitrogen (N)
dan logam (Cu, Fe, Ni dan lain-lain). Senyawa yang hanya terdiri dari unsur karbon
dan hidrogen dikelompokkan sebagai senyawaan hidrokarbon. Senyawaan
hidrokarbon diklasiikasikan atas hidrokarbon parain, olein, naften dan aromat.
Sedangkan senyawaan campuran antara unsur karbon, hidrogen dan salah satu unsur
atau lebih dari sulfur, oksigen, nitrogen dan logam dikelompokkan sebagai
senyawaan non hidrokarbon (Sulistyono, 2012).

Persentase hidrokarbon ringan di dalam minyak mentah sangat bervariasi
tergantung dari ladang minyak, kandungan maksimalnya bisa sampai 97% dari berat
kotor dan paling minimal adalah 50%. Jenis hidrokarbon yang terdapat pada minyak
bumi sebagian besar terdiri dari alkana, sikloalkana, dan berbagai macam jenis
hidrokarbon aromatik, di tambah dengan sebagian kecil elemen-elemen lainnya
seperti nitrogen, oksigen dan sulfur, di tambah beberapa jenis logam seperti besi,
nikel, tembaga, dan vanadium. Minyak mentah banyak mengandung ribuan
konstituen pembentuk yang secara struktur kimia dibagi dalam 4 golongan,
diantaranya: (1) Hidrokarbon jenuh, kelompok minyak yang memilki rantai atom
karbon; (2) Aromatik, yang terususun oleh 6 atom karbon; (3) Asphal dan resin,
komponnen berat struktur kimia kompleks non Hidrokarbon; (4) Porphyrine,berasal
dari degradasi klorofil. Kelompok utama senyawa dalam minyak mentah adalah
hidrokarbon jenuh (seperti n-alkana dan bercabang dan sikloalkana yang tidak
mengandung ikatan rangkap), hidrokarbon aromatik, resin dan asphaltenes dan
senyawa organologam (Haryono dan Henry, 2019).

Secara garis besar, proses yang berlangsung di dalam kilang minyak dapat

digolongkan menjadi 5 bagian, yaitu:



Proses Distilasi, yaitu proses penyulingan berdasarkan perbedaan titik
didih Proses ini berlangsung dikolom distilasi atmosferik dan Kolom
Destilasi Vakum.

Proses Konversi, yaitu proses untuk mengubah ukuran dan struktur
senyawa hidrokarbon. Termasuk dalam proses ini adalah:

Dekomposisi dengan caraperengkahan termal dan katalis(thermal and
catalytic cracking)

Unifikasi melauli proses alkilasi dan polimerasi

Alterasimelalui proses isomerisasi dan catalytic reforming

Proses Pengolahan (treatment), Proses ini dimaksudkan untuk menyiapkan
fraksi-fraksi hidrokarbonuntuk diolah lebih lanjut, juga untuk diolah
menjadi produk akhir.

Formulasi dan Pencampuran (Blending),yaitu proses pencampuranfraksi-
fraksi hidrokarbon dan penambahan bahan aditif untukmendapatkan
produk akhir denganspesikasi tertentu

Proses-proses lainnya,antara lain meliputi: pengolahan limbah, proses
penghilangan air asin (sour-waterstripping),proses pemerolehan kembali
sulfur (sulphur recovery), proses pemanasan, proses pendinginan,proses

pembuatan hidrogen, dan proses-proses pendukung lainnya.
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Gambar 1.1 Proses Kilang Minyak (Risdiyanta, 2015).




Minyak mentah juga mengandung sejumlah senyawa non hidrokarbon,
terutama senyawa sulfur, senyawa organik metalik dalam jumlah kecil/trace sebagai
larutan dan garam-garam anorganik sebagai suspensi koloidal, yaitu antara lain
(Wulandari, 2016).

2.1.3 Mekanisme Enzim Lipase
Sebagian besar lipase dapat aktif pada rentang pH dan temperature yang luas,

biasanya lipase dari bakteri banyak yang aktif pada pH basa. Lipase termasuk serin
hidrolase dan memiliki stabilitas yang tinggi pada pelarut organik. Beberapa jenis
lipase menunjukkan aktivitas chemo-, regio- dan enantioselectivity. Lipase termasuk
enzim hidrolase yang bekerja pada lingkungan air pada ikatan ester karboksil yang
terdapat pada triasilgliserol untuk memisahkan asam lemak dan gliserol. Substrat
alami untuk lipase adalah triasilgliserol rantai panjang yang memiliki kelarutan yang
rendah di dalam air, dan reaksi ini dikatalisis pada daerah yang berhubungan antara
lipid dan air. Di bawah keadaan yang sedikit air, lipase memiliki kemampuan unik,
yaitu melakukan reaksi yang sebaliknya, menyebabkan terjadinya esterifikasi,
alkoholisis dan asidolisis. Selain lipolisis, lipase juga memiliki aktivitas esterolitik
sehingga mempunyai substrat yang banyak Katalitik triad yang menyusun sisi aktif
lipase tersusun atas Ser-Asp/Glu-His dan biasanya sekuen yang tetap (Glyx-Ser-x-
Gly) ditemukan di sekitar sisi aktif serine. Struktur tiga dimensi lipase menunjukkan
sifat /B hydrolase fold. Lipase banyak ditemukan di alam dan merupakan produk
alami tanaman, hewan maupun mikroorganisme. Lipase yang dihasilkan oleh
mikrobia, terutama bakteri dan fungi, merupakan enzim yang paling banyak
digunakan di dalam aplikasi bioteknologi dan kimia organik. Beberapa jenis mikrobia
penghasil lipase antara lain Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Burkholderia, Chromobacterium dan Pseudomonas. Lipase yang dihasilkan oleh
bakteri Pseudomonas paling banyak digunakan untuk aplikasi bioteknologi (Pramiadi
et al, 2014).
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2.1.4 Mekanisme Enzim Alkana Hidroksilase
Enzim alkana hidroksilase merupakan contoh enzim intraselular yang

memiliki kemampuan untuk mengoksidasi berbagai jenis substrat dan mengkatalisasi
berbagai jenis reaksi. Enzim alkana hidroksilase mengkatalisis pengenalan satu atom
oksigen ke dalam molekul substrat, umumnya memanfaatkan NADH atau NADPH
untuk menyediakan potensial reduksi untuk memasok elektron pada substrat. Enzim
alkana hidroksilase sering disebut juga cytochrome P450 yang berperan penting
dalam sistem metabolik, karena enzim ini terlibat dalam pengaturan senyawa endogen
seperti hormon, asam lemak dan steroid. Selain itu, enzim ini juga terlibat dalam
reaksi katabolisme dan anabolisme senyawa racun (xenobiotik) seperti limbah, serta
terlibat pula dalam reaksi bioaktivasi maupun detoksifikasi. Enzim sitokrom P450
monooksigenase merupakan protein dengan gugus heme dan bekerja mengkatalisis
reaksi  oksidasi  hidrokarbon  menggunakan NADPH sebagai  kofaktor.
Monooksigenase ditemukan di hampir semua organisme aerobik, termasuk organisme
yang beragam seperti serangga, tanaman, mamalia, burung dan bakteri. Pada eukariot,
kebanyakan cytochrome P450 ditemukan di reticulum endoplasma atau mitokondria.
cytochrome P450 di mitokondria menggunakan sistem transport elektron yang
berbeda dari cytochrome P450 pada retikulum endoplasma dan lebih erat terkait
dengan cytochrome P450 prokariot daripada cytochrome P450 eukariot.
Monooksigenase tidak biasa mengoksidasi substrat yang beragam dan mampu
mengkatalisis reaksi dalam jumlah besar karena masing-masing spesies mengandung
banyak cytochrome P450 dan kekhususan substrat dari beberapa isoform (Scoot,
2008).

Enzim alkana hidroksilase merupakan enzim yang paling banyak ditemukan
pada bakteri pendegradasi alkana dan dikode oleh gen alk. Enzim ini mengkatalisis
oksidasi hidrokarbon dengan rantai C5-C12. Beberapa bakteri memiliki kemampuan
untuk mengkatalisis oksidasi alkana rantai C panjang (> C20). Enzim yang berperan
dalam kemampuan tersebut adalah enzim AIkM (Rojo., 2009). Enzim AIkM mampu

mengkatalisis reaksi oksidasi rantai C13-C30 dan merupakan protein integral
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membran Fe non-heme. Enzim ini membutuhkan NADH sebagai koenzim. Enzim
family AlkB memiliki dua komponen, yaitu rubredoksin (AIkG) dan rubredoksin
reduktase (AIKT), serta membutuhkan kofaktor berupa Fe. Komponen hidroksilase
adalah protein integral membrane sitoplasmik, sedangkan komponen rubredoksin dan
rubredoksin reduktase merupakan protein sitoplasma. Kompleks enzimatis mampu
mengoksidasi alkana linier rantai medium dengan adanya koenzim NADH atau
NADPH (Rojo, 2009).

2.1.5 Mekanisme Enzim Dioksigenase
Enzim dioksigenase berfungsi mengkatalisis penyatuan oksigen ke dalam

molekul substrat. Enzim dioksigenase adalah enzim yang mengkatalisis reaksi adisi
gugus hidroksil melalui inkorporasi kedua atom O pada O, melalui proses oksidasi
saat reaksi hidroksilasi poliaromatik berlangsung. Enzim ini memiliki peran dalam
degradasi asam amino, dioksigenase juga digunakan dalam pemutusan karbon
karbon, umumnya memanfaatkan NADH atau NADPH untuk menyediakan
potensial reduksi untuk memasok elektron pada substrat. Reaksi pada oksigenase
termasuk cis-dihidroksilasi, pembelahan cincin aromatik, seperti katekol dioksigenase
yang menggabungkan kedua atom sebagai kelompok hidroksil pada karbon yang
berdekatan dari cincin aromatik, menghasilkan cis-dihidrodiol yang dapat teroksidasi

lebih lanjut menjadi produk cincin aromatik yang terbuka (Burton, 2013).

2.1.6 Ekoenzim
2.1.6.1. Proses Pembuatan Ekoenzim
Ekoenzim merupakan cairan fermentasi dari sampah rumah tangga yang

pertama kali dikenalkan oleh Dr. Rosukon Poompoanvoang 1980 yaitu pendiri
Asosiasi Pertanian Organik Thailand yang aktif mengenai penelitian ecoenzim selama
30 tahun, kemudian pada Tahun 2006, ecoenzim dipublikasikan lebih luas oleh Dr.
Joen Oon seseorang periset Naturopathy dari Penang, Malaysia yang merupakan
murid dari Dr. Rosukon Poompoanvong. Berdasarkan dari hasil penelitian mengenai

pengelolahan sampah makanan menjadi enzim ramah lingkungan dan untuk
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pengolahan ekoenzim dari limbah ataupun sampah organik yang umumnya Kkita
buang pada tempat sampah, yang dapat dibuat sebagai pembersih organik, ataupun
sebagai pembersin rumah tangga (Nazim, 2013). Ekoenzim diproduksi dari
fermentasi sampah organik yang terdiri dari sayuran, buah segar, air dan gula merah
atau molase (Nazim dan Meera, 2015). Pembuatan ekoenzim hanya membutuhkan
air, gula merah sebagai sumber karbon juga sampah-sampah organik sayuran dan
buah-buahan dengan perbandigan 10:1:3 (Prasetio et al., 2021). Larutan ecoenzim
menghasilkan warna coklat pekat dan mempunyai aroma fermentasi yang khas asam
segar yang kuat, memiliki pH sebesar 3,5 (Sembiring et al., 2022). Ecoenzim
terbentuk setelah tiga bulan melalui proses fermentasi mengunakan limbah padat
organik dan dapat dijadikan sebagai solusi pontesial untuk mengelolah air limbah
(Hemalatha dan Visantini, 2020).

2.1.6.2 Kandungan Ekoenzim
Khadka dan Neupane (2019) proses fermentasi kulit buah menghasilkan

cairan dengan protein alami, garam mineral dan Ekoenzim setelah 3 bulan fermentasi
dilaporkan mengandung asam asetat, alkohol, asam propionat sebagai komponen
utama (Upadhayay et al . 2018). Kandungan asam propianat yang dapat mencegah
pertumbuhan mikroorganisme, cairan ekoenzim ini efektif digunakan sebagai
pengawet makanan. Selain itu bisa digunakan sebagai insektisida atau pestisida untuk
menghancurkan organisme karena terdapat asam asetat yang terkandung dalam

ecoenzim (Nazim dan Meera, 2017).

2.1.6.3 Manfaat Ekoenzim
Ekoenzim yang dihasilkan dari proses sesuai standar yang di sarankan akan

mempunyai manfaat yang sangat banyak (Prasetio et al., 2021). Manfaat ekoenzim di
rumah tangga dapat digunakan seperti mencuci buah dan sayur, mencuci pakaian,
sabun mandi, sampoo, membersihkan toilet, membersihkan perkakas yang kotor atau

berkarat, pupuk tanaman hias, memandikan hewan peliharaan, disinfektan, hand
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sanitizer dan lain-lain (Rusdianasari et al., 2021). Pemanfaatan ekoenzim untuk
lingkungan, diantaranya membersihkan perairan (parit, got, sungai danau dll),
membersihkan udara (disemprotkan ke udara), memperbaiki kualitas tanah, sebagai
pupuk tanaman dan banyak lagi manfaat yang lain (Safitri, et al, 2021; Widyastanti
dan Widyaningrum, 2022). Manfaat ekoenzim untuk pengelolahan air limbah kimia,
mengurangi limbah oli motor bekas (Bulai et al, 2021; Nurfajriah et al, 2021).
Manfaat ekoenzim untuk pengelolahan tanah pertanian yang tercemar logam berat
(Zainudin dan Roro, 2022).

2.1.7 Kulit Nanas
2.1.7.1 Morfologi Kulit Nanas
Tanaman nanas termasuk golongan perennial (tahunan). Tanaman ini

digolongkan ke dalam kelas monokotil bersifat tahunan yang mempunyai rangkaian

bunga dan buah terdapat pada di ujung batang, tubuhnya meluas dengan

menggunakan tunas samping yang berkembang menjadi cabang-cabang vegetatif,
dimana cabang menghasilkan buah. Sundari, (2020) mengatakan bagian tanaman
nanas yaitu akar, batang, daun, tangkai buah, buah dan mahkota.

a) Akar nanas dapat dibedakan menjadi akar tanah dan akar samping. Pangkal
batang adalah tempat melekatnya akar. Kedalam akar yang berada pada tanah
adalah 30-50 cm.

b) Batang merupakan tempat melekatnya akar, daun, bunga, tunas dan buah. Batang
tanaman nanas cukup panjang 20-25 cm, tebal dengan diameter 2,0-3,5 cm
beruas-ruas pendek.

¢) Daun nanas memiliki panjang 130-150 cm, lebar antara 3-5 cm, daun berduri
tajam meskipun ada yang tidak berduri dan tidak memiliki tulang daun. Jumlah
daun tiap batang sangat bervariasi antara 70-80 helai.

d) Bunga dari tumbuhan nanas bersifat hermaprodit dan mempunyai kedudukan di

ketiak daun pelindung. Waktu yang diperlukan untuk pertumbuhan bunga dari
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bagian dasar menuju bagian atas membutuhkan sekitar 10-20 hari untuk

pertumbuhan dari menanam sampai berbentuk bunga.

Tanaman nanas termasuk tanaman kering yang memiliki penyimpanan air.
Nanas termasuk dalam tanaman CAM. Pada saat terjadi fotosintesis CO, masuk ke
dalam asam organik dan diikuti oleh transfer CO, kedalam siklus Calvin yang hanya
dipisahkan untuk sementara waktu. Proses fiksasi karbon ke dalam asam organik
terjadi pada saat malam hari dan menutup stomata pada siang hari serta pada sel
mesofilnya mampu menyimpan asam organik yang dibuat pada vakuola ketika malam

hari sampai dengan pagi (Rochyani, et al., 2020).

2.1.7.2 Kandungan Kulit Nanas

Kulit nanas mengandung flavonoid dan bromelin (Punbasayakul et al., 2018).
Selain itu, kulit nanas mengandung senyawa tannin, oxalat dan pitat (Dabesor et al.,
2017). Flavonoid dapat menyebabkan penghambatan terhadap sintesis asam nukleat.
Selain itu, flavonoid juga menghambat metabolisme energi dari bakteri. Oleh karena
itu flavonoid merupakan komponen antibakteri yang potensial (Xie et al., 2015).
Bromelin merupakan enzim proteolik yang dapat memecah molekul protein. Bromelin
dapat memecah molekul protein.

Bromelin dapat memutuskan ikatan protein pada bakteri sehingga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri (Amini et al., 2018). Aktivitas spesifitas dan
produksi dari enzim bromelin lebih banyak pada bagian kulit nanas dibandingkan
dengan buah dan batang (Mohapatra et al., 2013). Kulit buah nanas diketahui cukup
banyak mengandung gula, sehingga bisa digunakan sebagai bahan baku dalam
pembuatan ecoenzim.

Menurut Harahap et al, 2019 kandungan gizi kulit buah nanas terdiri dari
karbohidrat 10,54% - 17,53% terbagi menjadi tiga yaitu: monosakarida (glukosa dan
fruktosa), disakarida (sukrosa, maltose dan laktosa) dan polisakarida
(amilum,glikogen dan selulosa), protein 4,41%,gula reduksi 11,40% - 13,65%, kadar



15

air 81,72% - 86,7% dan serat kasar 20,87%. Mengingat kandungan gula yang cukup
tinggi tersebut maka kulit nanas memungkinkan untuk dimanfaatkan sebagai bahan
baku pembuatan ecoenzim melalui proses fermentasi (Ramadani et al., 2019; Hamad
etal., 2017; dan Rizal et al., 2020).

2.1.7.3 Limbah Kulit Nanas
Indonesia merupakan Negara penghasil nanas terbesar kelima di dunia setelah

Thaland, Costa Rica, Brazil, Filipina (UNCTAD, 2016) dan Provinsi Lampung sendiri
memberi Kkonstribusi terbesar di Indonesia (Kementrian Pertanian RI, 2016). Industri
makanan di Indonesia mengelolah buah ini menjadi produk baru dan selanjutnya
menghasilkan limbah yang menyebabkan masalah lingkungan. Kira-kira satu berat total
buah nanas adalah 1050 gram dimana 229 gramnya (21,9%) adalah limbah kulit
(Mulyono, 2013). Nanas termasuk salah satu komoditas buah unggulan dengan
jumlah produksi 1,73 juta ton di Tahun 2015. Di dunia internasional, Indonesia
menjadi penghasil nanas dengan berkontribusi sebesar 23% yang dipanen dari kebun
di lima provinsi dengan jumlah produksi tinggi yaitu: Lampung (32,77%), Sumatera
Utara (12,78%), Jawa Barat (10.39%), Jawa Timur (8,92%), dan Jambi
(8,23%) (Pusat Data dan Sistem Informasi Pertanian, 2016). Tingginya produksi
nanas diikuti oleh melimpahnya sampah kulit nanas yang dihasilkan dari aktivitas

pengolahan nanas (Lubis et al., 2014).

2.1.7.4 Pemanfaatan Kulit Nanas
Menurut jurnal Ramadani, et al., (2019) kulit nanas bisa dimanfaatkan

sebagai olahan salah satu bahan dasar pupuk yang kemudian digunakan kembali oleh
petani dapat mengurangi biaya operasional pertanian nanas. Pakan ternak ruminansia
akan memberi nilai tambah dan sekaligus dapat mendorong berkembanganya usaha ternak
komersial. Kulit nanas sebagai bahan baku bioethanol. Kulit nanas dapat digunakan
sebagai bahan pembuatan dari ekoenzim (Lestari dan Mulyaningsih, 2021).



2.2 Hipotesis

HO

H1

: ekoenzim limbah kulit nanas tidak efektivitas terhadap remediasi minyak

mentah di air.

: ekoenzim limbah kulit nanas efektivitas terhadap remediasi minyak

mentah di air.
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BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu
Penelitian aplikasi ekoenzim untuk remediasi minyak mentah dilaksanakan di

dua lokasi yaitu pengambilan sampel di Pantai Jenu Tuban dan pengujian perlakuann
di Laboratorium Biologi. Pengambilan sampel minyak dan air laut Pantai Jenu di
Kabupaten Tuban. Pengujian perlakuan di Laboratorium Biologi, Universitas
Muhammadiyah Lamongan.

3.2. Bahan dan Alat
3.2.1. Bahan
Nutrient agar (NA), akuades pH 7, buffer fosfat pH 7, kulit nanas, gula

merah, spirtus, asam oleat, minyak zaitun, N-heksana, HCL, reagen tembaga (1)
asetat, kapas, kasa, kertas roti, plastik wrap, aluminium foil, buffer Tris-HCI, NADH,
DMSO, toluene, heksadekana dan tisu.

3.2.2. Alat
Spektrofotometer, termometer, pH meter, DO (Dissolved Oxygen) meter,

autoklaf, inkubator, cawan petri, tabung reaksi, pipet volume, gelas ukur, mikropipet
+ tip, hot plate, magnetik stirrer, corong pisah, LAF, water bath, refraktometer, botol
kaca, jerigen, vortex, visikometer, piknometer dan rak tabung reaksi.

3.3. Cara Kerja
3.3.1 Pembuatan Ekoenzim
Perbandingan 10:3:1 yakni 10 untuk air, 3 untuk kulit nanas dan 1 untuk gula

sudah tercampur di tutup rapat dan di simpan selama 3 bulan (Upadhayay et al.,
2018).
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3.3.2 Pengambilan Sampel
Pengambilan sampel air di Pantai Jenu Tuban dan minyak diambil di

Kabupaten Tuban. Pengambilan sampel air mengunakan jerigen hinga penuh dengan

air laut, sedangkan sampel minyak diambil dengan botol kaca.

3.3.3 Desain Penelitian
Penelitian ini dilakukan dalam skala laboratorium dengan metode penelitian

eksperimental, yaitu menggunakan percobaan untuk melihat pengaruh variabel yang
diteliti. Perlakuan dilakukan dengan mencampurkan ecoenzim ditambah sampel air
dan minyak yang sesuai dengan konsentrasi yang sudah ditentukan pada Tabel 3.1.
Masing-masing kultur dilakukan 3 kali pengulangan. Pengamatan dilakukan pada hari
Ke-7, Ke-14 dan hari Ke-21 setelah perlakuan kontaminasi.

Tabel 3.1 Konsentrasi Perlakuan Ecoenzim (Dimodifikasi dari Wayoi, 2018).

No | Variasi Kadar Kontaminasi & Kultur Perlakuan (B)
Ekoenzim (A) Goyang (B1) Diam (B2)
1. | 0 ppm dan tanpa ekoenzim AlB1l AlB2
2. | 350 ppm dan tanpa ekoenzim A2B1 A2B2
3. | 0 ppmdan ekoenzim 25% A3B1 A3B2
4. | 250 ppm dan ekoenzim 15% A4B1l A4B2
5. | 250 ppm dan ekoenzim 20% A5B1 A5B2
6. | 250 ppm dan ekoenzim 25% A6B1 A6B2
7. | 300 ppm dan ekoenzim 15% A7B1 A7B2
8. | 300 ppm dan ekoenzim 20% A8B1 A8B2
9. | 300 ppm dan ekoenzim 25% A9B1 A9B2
10. | 350 ppm dan ekoenzim 15% A10B1 A10B2
11. | 350 ppm dan ekoenzim 20% AllB1 Al1B2
12. | 350 ppm dan ekoenzim 25% Al12B1 Al12B2
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3.3.4 Pengukuran Perlakuan
3.3.4.1. Pengukuran Suhu
Sampel perlakuan air dituang kedalam gelas beaker sebanyak 50 ml.

selanjutnya termometer skala 100°C dicelupkan kedalam sampel. Setelah 2-3 menit

skala termometer dibaca dan dicatat temperaturnya (Latupeirissa, 2020).

3.3.4.2. Pengukuran pH
Menentukan pH dilakukan dengan cara mencelupkan pH meter kedalam

titik sampel air kemudian ditunggu sampai angka yang ada pada layar pH meter stabil
(tidak berubah) kemudian mencatat angka pada tampilan dari layar pH meter (Septi,
2022).

3.3.4.3 Pengukuran Salinitas
Pengukuran nilai salinitas dengan alat ukur berupa refraktometer.

Refraktometer dibersihkan mengunakan akuades pH 7. Pengukuran dilakukan dengan
cara mengambil setiap sampel air menggunakan pipet, kemudian di letakkan di atas
permukaan kaca yang terdapat pada refraktometer. Hasil angka yang ada pada
refraktometer diamati, angka yang merupakan kadar salinitas yaitu angka yang
ditunjukkan dengan batasan warna biru dan putih (Mainassy, 2017; dan
Nurhidayati,et al., 2021).

3.3.4.4 Pengukuran DO (Dissolved Oxygen)
Pengukuran oksigen terlarut dilakukan menggunakan alat DO meter. Alat DO

meter dikalibrasi dengan akuades pH 7. Sampel dimasukkan kedalam gelas beaker,
kemudian diukur menggunakan alat DO meter dengan menekan mode dan range
mg/l. Selanjutnya ditunggu hingga stabil selama 1 menit dan dicatat, kemudian
dibilas menggunakan akuades pH 7 dan dikeringkan menggunakan tisu (Fadzry et al.,
2020).

3.3.4.5. Pengukuran Mikroba
3.3.4.1. Persiapan Media
Pembuatan media NA pada penelitian ini dilakukan dengan menimbang

sebanyak 10 gram media NA yang dilarutkan kedalam 500 ml akuades, kemudian
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dipanaskan di atas hot plate hingga mendidih. Setelah mendidih dan media larut
kemudian di autoklaf dengan suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.
(Jumariah, 2022).
3.3.4.2 Metode Cawan Tuang

Pada metode cawan tuang pada 3 sampel dari konsentrasi perlakuan dengan
melakukan pengenceran. Masing-masing sampel diambil 1 ml diencerkan secara
bertingkat dari 10 sampai dengan 10 dengan akuades dan dimasukkan ke dalam
tabung reaksi. Perbandingan antara air sampel dan akuades dalam pengenceran seri
yaitu 1:9 yang berarti 1 ml sampel air dan 9 ml akuades. Menurut Wasten dan Hornes
(2009) dalam Yunita et al (2015) tujuan dari pengenceran bertingkat adalah
mengurangi mikroba dalam cairan dengan melakukan pengenceran 1:9 sehingga
didapatkan 1/10 sel mikroorganisme dari pengenceran. Selanjutnya, pengenceran 10°
2 107dan 10™ di tabung reaksi ke dalam media yakni dengan cara menungkan 1 ml
sampel ke dalam tabung reaksi steril dengan mikropipet, NA cair di taruh di cawan
petri. Cawan petri yang sudah dimasukkan media dan sampel kemudian diputar
dalam bentuk angka delapan, setelah mengeras, cawan petri di bungkus dengan
plastic wrap kemudian diinkubasi pada suhu 30 °C selama 24 jam (Yunita et al,
2015).

Menurut Hartanti, 2013 bahwa perhitungan jumlah jumlah bakteri dilakukan
pada cawan yang mengandung 25 hingga 300 jumlah bakteri sesuai dengan SNI 01-
2332.3-2006 tentang pengujian angka lempeng total. Hasil perhitungan jumlah

jumlah bakteri kemudian dimasukkan kedalam rumus:

V=n xlé(CFU/ml) ................................................... 3.1)
Keterangan:

\Y/ = jumlah sampel yang ditumbuhkan

n = jumlah koloni dalam cawan

f = faktor pengenceran
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3.3.4.6. Pengukuran TPH ( Total Petroleum Hydrocarbon)
Padatan atau cairan sebanyak 10 ml dimasukkan ke dalam Erlenmeyer

ditambah 15 ml n-heksana di kocok dalam corong pisah selama 5 menit dan di ambil
lapisan limbah minyak dan n-heksana di masukkan ke dalam gelas beaker 50 ml di
timbang. Kemudian di uapkan dalam oven pada suhu 70°C selama 45 menit sampai

hanya tersisa limbah oli. Setelah itu didinginkan dan ditimbang (Pratama, 2017).

%TPH(g/ml) _ bobot minyak (g)

volume sampel (ml)

3.3.4.7. Pengukuran Viskositas
Alat viscometer Ostwald dimasukkan sediaan melalui tabung A dihisap

agar masuk ke tabung B, tepat sampai batas A dan siapkan stopwatch. mencatat
waktu yang dibutuhkan untuk mengalir dari garis A ke garis B. Viscometer di bersih
dan dikeringkan kembali. Melakukan hal yang sama dengan menggunakan sampel
perlakuan yang berbeda. Menghitung bobot jenis cairan dengan menggunakan

piknometer (Irawati et al., 2017).

2—; = % ....................................................... (3.3)
Keterangan:
nt = Viskositas zat uji
n? = Viskositas cairan pembanding
pt = Berat jenis zat Uji
p? = Berat jenis cairan pembanding
t! = Waktu uji
t2 = Waktu cairan pembanding

3.3.4.8. Pembuatan larutan buffer 20 mM Tris-HCI
Sebanyak 3,79 g Tris dilarutkan dalam 800 ml akuabides dan pH larutan diset

hingga pH 7 melalui penambahan HCI pekat. Kemudian ditambahkan akuabides

hingga volume larutan mencapai 1000 ml sehingga didapatkan larutan buffer 31,25
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mM Tris-HCI sebagai larutan stok. Buffer ini kemudian diencerkan untuk didapatkan
buffer Tris-HCI 20 mM (Mishra et al., 2012; Jauhari et al.,2014).
3.3.4.9 Uji aktivitas enzim alkana hidroksilase

Pengukuran aktivitas enzim alkane hidroksilase dilakukan dalam 2 seri, yaitu
dengan penambahan NADH dan tanpa NADH. Pengukuran aktivitas enzim alkane
hidroksilase dengan penambahan NADH Campur reaksi mengandung buffer Tris-
HCI 20 mM; NADH 0,1 mM ; larutan heksadekana (1% heksadekana dalam 80%
DMSO), ekoenzim 5ul ke dalam campuran reaksi diinkubasi selama 15 menit.
Sedangkan aktivitas enzim alkane hidroksilase tanpa NADH dilakukan dengan
membuat campuran reaksi buffer Tris-HClI 20 mM; larutan heksadekana (1%
heksadekana dalam 80% DMSO), ekoenzim 5pl, dimana total campuran reaksi 1 mL
dengan penambahan akuades. Aktivitas enzim di ukur berdasarkan penurunan
absorbansi NADH pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 340 nm.
Penurunan absorbansi NADH didapatkan sari selesih NADH awal yang diinkubasi
selama 0 menit dengan NADH akhir dengan campuran reaksi yang diinkubasi selama
15 menit. Satu unit aktivitas enzim alkane hidroksilase merupaka jumlah enzim
dalam mengoksidasi 1 umol NADH per menit. Berdasarkan aktivitas enzim sama
dengan U/mL enzim.

Blanko untuk spektrofotometer adalah : buffer Tris-HCI 20 mM; NADH 0,1
mM ; larutan heksadekana (1% heksadekana dalam 80% DMSO), serta ekstrak enzim
kasar yang berasal dari perlakuan di tambahkan aquades dan diinkubasi selama 0
menit. (Mishra et al., 2012; Jauhari et al.,2014).
Rumus
Absorbansi tes absolut = Absorbansi tes- absorbansi blanko
AA340 = Absorbansi NADH awal — Absorbansi tes absolut

AA340 xVe (mL)
a340 (mL umol~1) xVs (mL) xt(menit)x1(cm)

Aktivitas enzim (U/ml) =

Keterangan :
o340 . absortivitas molar NADH
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Ve : Volume total reaksi
Vs : Volume sampel enzim
t : waktu inkubasi

I : Pathlength, sebesar 1 cm

3.3.4.10 Uji aktivitas enzim dioksigenase
Pengukuran aktivitas enzim alkane hidroksilase dilakukan dalam 2 seri, yaitu

dengan penambahan NADH dan tanpa NADH. Pengukuran aktivitas enzim
dioksigenase. Campuran reaksi mengandung buffer Tris-HCI 20 mM; NADH 0,1
mM; larutan toluena (1% toluena dalam 80% DMSO), ekoenzim 5pl. Reaksi dimulai
dengan menambahkan 2 pL larutan toluena ke dalam campuran reaksi diinkubasi
selama 5 menit. Sedangkan aktivitas enzim alkane hidroksilase tanpa NADH
dilakukan dengan membuat campuran reaksi mengandung buffer Tris-HCI 20 mM;
larutan toluena (1% toluena dalam 80% DMSO), ekoenzim 5ul dimana total
campuran reaksi mL dengan penambahan akuades. Aktivitas enzim di ukur
berdasarkan penurunan absorbansi NADH pada spektrofotometer dengan panjang
gelombang 340 nm. Penurunan absorbansi NADH didapatkan sari selesihn NADH
awal yang diinkubasi selama 0 menit dengan NADH akhir dengan campuran reaksi
yang diinkubasi selama 15 menit. Satu unit aktivitas enzim alkane hidroksilase
merupaka jumlah enzim dalam mengoksidasi 1 pmol NADH per menit. Berdasarkan
aktivitas enzim sama dengan U/mL enzim (Singh et al., 2013; Mishra et al., 2014).
Absorbansi tes absolut = Absorbansi tes- absorbansi blanko

AA340 = Absorbansi NADH awal — Absorbansi tes absolut

AA340 xVe (mL)

Aktivitas enzim (U/ml) = a340 (mL umol~1) xVs (mL) xt(menit)x1(cm)

Keterangan :

azqo - absortivitas molar NADH
Ve : Volume total reaksi

Vs : Volume sampel enzim

t : waktu inkubasi
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I : Pathlength, sebesar 1 cm

3.3.4.11 Uji aktivitas enzim lipase
Pembuat kurva standar dengan menggunakan beberapa variasi konsentrasi

asam oleat. Konsentrasi yang digunakan adalah konsentrasi 2,4 6 8 10 (g/ml) Variasi
konsentrasi tersebut dibuat dengan menggunakan larutan standar asam oleat 3,168 M,
larutan tersebut diambil sebanyak 1; 2; 3; 4;5 mL lalu diencerkan dengan heksana
sampai 10 mL. Campurkan selanjutnya diambil 4 mL dan ditambahkan reagen
tembaga (I1) asetat 1 mL aduk 1 menit. Pengukuran dilakukan dengan menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 715 nm. Penentuan aktivitas lipase
dilakukan dengan metode Kwon dan Rhee, yaitu substrat yang digunakan dalam
metode ini adalah minyak zaitun. Minyak zaitun sebanyak 1 mL, ditambahkan
dengan 1 mL buffer fosfat pH 7 dan 1 mL larutan enzim. Campuran ini di vortek
selama 10 menit dan selanjutnya di inkubasi pada waterbath selama 20 menit.
Selanjutnya campuran ditambahkan 1 mL HCL 6 N dan 5 ml heksana. Campuran
selanjutnya dikocok kuat dengan vortek tube dan lapisan atas diambil sebanyak 4 L,
kemudian ditambahkan 1 mL reagen tembaga (Il) asetat dan diaduk 1 menit.
Campuran diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 715 nm.
Aktivitas lipase diukur pada suhu inkubasi yang bervariasi yaitu suhu 30 °C, 35 °C,
40 °C,45 °C dan 50 °C dengan menggunakan inkubator dan masing-masing variasi
diperlakuan sama seperti penentuan aktivitas yang sebelumnya (Supriyatna et al.,
2015).

3.4. Variabel
Penelitian ini memiliki variable yaitu :

3.4.1. Variabel Bebas : Ecoenzim (Jenis enzim dan aktivitas enzim)
3.4.2. Variaber Terikat : Minyak (parameter yang diukur TPH, Viskositas dan
Analisis Degradasi); Air (parameter yang diukur: pH, DO, Suhu, Mikroba Air dan

Salinitas).
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3.4.3. Variabel Terkontrol: (1) lokasi asal sampel air ; (2) lokasi asal minyak

mentah.

3.5. Cara Analisis Data
Data yang diperoleh direkapitulasi pada tabel pengamatan yang tersedia di

lampiran 2. Data diolah dan diuji dengan metode stastistik dengan ANOVA apabila
terdapat beda nyata dilanjutkan dengan uji Duncan. Penyimpulan hasil riset ecoenzim
yang terbuat dari limbah kulit nanas sebagai pengurangai kontaminasi minyak
diambil dari hasil uji hipotesis.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil Penelitian
4.1.1 Kosentrasi Efektivitas Ekoenzim Remediasi Kontaminasi Minyak Mentah
Hasil dari perhitungan efektivitas ekoenzim remediasi kontaminasi minyak

mentah pada kultur goyang dan diam pada hari ke-7, ke-14 dan ke-21. Minyak
mentah di tambahkan pada kultur goyang dan diam dengan kosentrasi yang diberikan
meliputi 0, 250, 300, 350 ppm dengan kosentrasi ekoenzim sebesar 15%, 20% dan
25% didapatkan hasil sebagai berikut: Seluruh parameter air dan minyak kemudian
diuji statistic menggunakan uji Anova tertera pada tabel 4.1 dan hasil uji lanjut tertera
pada tabel 4.2 dan tabel 4.3

Tabel 4.1 Uji One Way Anova

Parameter Goyang Diam
Nilai Sig Nilai Sig

Suhu 0.898 0.229
Oksigen Terlarut (DO) 0.000* 0.000*
pH 0.000* 0.000*
Salinitas 0.813 0.621
TPH 0.000* 0.000*
Jumlah Bakteri (TPC) 0.447 0.000*
Viskositas 0.212 0.284

Keterangan : (*) menunjukkan uji One Way Anova yang signifikan (p< 0.05).

Dari tujuh parameter pada kultur goyang dan diam. Kultur goyang terdapat
tiga parameter menunjukkan rerata yang berbeda nyata antara parameter oksigen
terlarut, pH dan TPH, sedangkan pada kultur diam kultur diam terdapat empat
parameter yang menunjukkan rerata yang berbeda nyata antara parameter oksigen
terlarut, pH,TPH dan jumlah bakteri. Ini menunjukkan bahwa pemberian ekoenzim
memberikan pengaruh terhadap tiga dan empat parameter tersebut. Untuk mengetahui
kosentrasi beberapa parameter yang paling memberikan pengaruh, maka dilakukan

uji lanjut Duncan.
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Tabel 4.2 Uji lanjut perlakuan kultur goyang
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Perlakuan DO pH TPH
AlB1 9.76 = 0.96a 6.54 + 0.28d 0.00 = 0.00a
A2B1 11.31 £ 1.09bc 6.60 + 0.23d 0.14 + 0.36d
A3B1 11.31 +2.07bc 5.44 +0.18c 0.00 = 0.00a
A4B1 13.54 + 0.87d 5.30 £ 0.98ab 0.14 + 0.02d
A5B1 13.15 £ 0.67d 5.29 £ 0.72ab 0.05 £ 0.02b
A6B1 16.77 + 1.80e 529 £0.71ab 0.21 £0.22¢
A7B1 12.24 + 1.21cd 5.30+0.77ab 0.49 + 0.07f
A8B1 10.54 £ 1.49ab 5.25 + 0.64ab 0.19 £ 0.02e
A9B1 9.87 £ 1.11ab 5.21 £ 0.52ab 0.04 £ 0.01b
A10B1 9.33 %+ 1.65a 5.36 £ 0.07bc 0.09 +£0.04c
All1B1 10.50 £ 1.68ab 5.27 £ 0.10ab 0.03 £0.02b
Al12B1 11.81 £ 2.00d 5.17 £ 0.08a 0.98 £ 0.23c

Keterangan : Huruf (a,b,c,d,e,f) yang berbeda dalam satu kolom menunjukkan

perbedaan nyata (p< 0.05) dengan menggunakan uji Duncan.

Dari hasil uji lanjut diketahui bahwa untuk parameter DO paling
menentunkan yaitu A6B1 dan A7B1, parameter pH paling menentukan adalah A3B1
dan A12B1 dan untuk parameter degradasi minyak yang diukur dari nilai TPH dapat

disimpulkan bahwa perlakuan dengan kultur goyang paling efektif antara lain A7B1.

Tabel 4.3 Uji lanjut perlakuan kultur diam

Perlakuan DO pH TPH Jumlah bakteri
Al1B2 9.68 £ 0.40bcd | 6.56 +0.13e | 0.00 + 0.00a 16.43 + 17.06a
A2B2 9.90+0.35bcd | 6.42+0.11d |0.22+0.52cd | 27.93 + 32.30ab
A3B2 11.41+ 1.66def | 5.44+0.10bc | 0.00 £ 0.00a 121.93+ 88.08bc
A4B2 10.50+3.12cdef | 5.27 +0.06a | 0.31+0.18de | 142.66 +103.45c
A5B2 12.86 +4.14efg | 5.48+0.18bc | 0.05+0.03ab | 198.00 + 61.28c
A6B2 13.26 £+ 4.63fg 5.35+0.11bc | 0.20£0.02bcd | 227.33 +12.01c
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ATB2 12.05+2.93defg |5.28 +0.07a | 0.41+0.23ef | 364.66 +200.39d
A8B2 13.62 £ 3.729 5.35+0.11ab | 0.49 = 0.36f 191.70 +188.34c
A9B2 10.03+3.06bcde | 5.40 +0.19ab | 0.08 + 0.01abc | 153.00 £ 14.79c
Al10B2 6.66 + 2.30a 556+0.26c | 0.07+0.0lab | 163.86+ 125.01c
All1B2 7.35+2.73bc 5.45+0.13bc | 0.10 £ 0.12abc | 238.66 + 67.00c
Al12B2 7.92 £2.03abc | 5.42+0.10abc | 0.09 £+ 0.01abc | 164.20 + 129. 05c

Huruf (a,b,c,d,e,f) yang berbeda dalam satu kolom menunjukkan perbedaan nyata
(p< 0.05) dengan menggunakan uji Duncan.

Dari hasil uji lanjut diketahui bahwa untuk parameter DO  paling
menentunkan yaitu A8B2, parameter pH paling menentukan adalah A1B2 dan A2B2,
parameter TPH paling menentukan adalah A8B2 dan untuk parameter koloni bakteri
paling menentukan adalah A7B2.

4.1.2 Jenis Enzim Pada Ekoenzim Kulit Nanas
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Gambar 4.1 Grafik Kosentrasi Enzim Lipase

Hasil dari penelitian jenis kosentrasi enzim lipase dari ekoenzim kulit nanas
dengan variasi suhu inkubasi didapatkan hasil 30°C bernilai 10.303 g/ml, suhu 35°C
bernilai 53.030 g/ml, suhu 40°C bernilai 54.242 g/ml, suhu 45°C bernilai 98.787 g/ml,
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suhu 50°C bernilai 99.696 g/ml. Gambar 4.1 menunjukkan kosentrasi enzim lipase
yang lebih tinggi didapatkan dari suhu 50°C dengan kosentrasi 99.696 g/ml.
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Tanpa NADH NADH

Gambar 4.2 Grafik Aktivitas Enzim Alkana Hidroksilase

Hasil dari penelitian jenis aktivitas enzim alkana hidroksilase dari ekoenzim
kulit nanas dengan variasi inkubasi waktu 15 menit NADH dan tanpa NADH
memiliki nilai aktivitas enzim NADH 0.966 U/ml dan tanpa NADH 0.085 U/ml.
Gambar 4.2 menampilkan aktivitas enzim alkana hidroksilase NADH memiliki nilai
tertinggi 0.966 U/ml.
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Gambar 4.3 Grafik Aktivitas Enzim Dioksigenase.

Hasil dari penelitian jenis aktivitas enzim dioksigenase dari ekoenzim kulit
nanas dengan variasi inkubasi waktu 15 menit NADH dan tanpa NADH memiliki
nilai aktivitas enzim NADH 0.087 U/ml dan tanpa NADH 0.015 U/ml. Gambar 4.2
menampilkan aktivitas enzim dioksigenase tanpa NADH memiliki nilai 0.087 U/ml.

4.1.3 Proses Remediasi Minyak Mentah Oleh Ekoenzim
Penelitian mengenai proses remediasi minyak mentah oleh ekoenzim

dilakukan dengan kultur goyang dan kultur diam. Perubahan diamati pada hari ke- 0,
ke-7, ke-14 dan ke-21. Minyak mentah di tambahkan pada kultur goyang dan diam
dengan kosentrasi yang diberikan meliputi 0, 250, 300, 350 ppm dengan kosentrasi
ekoenzim sebesar 15%, 20% dan 25%.
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4.1.3.1 Pengaruh Perlakuan Ekoenzim Terhadap Suhu Air
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Gambar 4.4 Grafik perlakuan suhu (A) Goyang dan (B) Diam.

Hasil dari penelitian suhu pada pengaplikasian ekoenzim terhadap minyak
mentah memiliki pengaruh yang tidak signifikan pada uji One Way Anova (p<0.05).
Kultur goyang memiliki nilai signifikan (p<0.898) dan kultur diam memiliki nilai
signifikan (p<0.229) (Tabel 4.1). Kultur goyang pada suhu mengalami kenaikan saat
pengaplikasian ekoenzim pada hari ke-7, ke-14 dan ke-21 mempunyai nilai rerata
suhu 21.3-25°C, sedangkan kultur diam pada suhu mengalami penurunan pada saat
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pengaplikasian ekoenzim pada hari ke-7, ke-14 dan ke-21 mempunyai rerata suhu
20.0 - 22.3°C. Rentangan perubahan suhu 20.0 — 25.0°C masih masuk batas aman
Menurut Nontji (2002) suhu air laut umumnya memiliki kisaran baku mutu antara 28-
31°C di Indonesia (Gambar 4.4).

4.1.3.2 Pengaruh Perlakuan Ekoenzim Terhadap Oksigen Terlarut (DO) Air
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Gambar 4.5 Grafik perlakuan oksigen terlarut (DO) (A) Goyang dan (B) Diam

Hasil dari penelitian oksigen terlarut pada pengaplikasian ekoenzim terhadap
minyak mentah memiliki pengaruh yang signifikan pada uji One Way Anova
(p<0.05). Kultur goyang memiliki nilai signifikan (p<0.00) dan kultur diam memiliki
nilai signifikan (p<0.00) (Tabel 4.1). Kultur goyang pada oksigen terlarut mengalami
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kenaikan sebelum pengaplikasian ekoenzim pada hari ke-O akan tetapi pada
pengaplikasian ekoenzim mengalami kenaikan pada hari ke-7 dan ke-14 pada hari ke-
21 pengaplikasian ekoenzim mengalami penurunan mempunyai nilai rerata oksigen
terlarut 8.1- 9.9 mg/l, sedangkan kultur diam pada oksigen terlarut mengalami
penurunan pada saat pengaplikasian ekoenzim pada ke-14 dan ke-21 mempunyai
rerata oksigen terlarut 4.1 — 9.3 mg/l. Rentangan perubahan oksigen terlarut 4.1 — 9.9
mg/l masih memiliki batas kurang dari batas baku mutu Menurut Keputusan Mentri
Negara Lingkungan Hidup No 51 Tahun 2004 memiliki nilai standar baku mutu

Oksigen terlarut air laut di Indonesia >5 mg/l (Gambar 4.5).

4.1.3.3 Pengaruh Perlakuan Ekoenzim Terhadap pH Air
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Gambar 4.6 Grafik perlakuan pH (A) Goyang dan (B) Diam.
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Hasil dari penelitian pH pada pengaplikasian ekoenzim terhadap minyak
mentah memiliki pengaruh yang signifikan pada uji One Way Anova (p<0.05). Kultur
goyang memiliki nilai signifikan (p<0.00) dan kultur diam memiliki nilai signifikan
(p<0.000) (Tabel 4.1). Kultur goyang pada pH mengalami penurunan sebelum
pengaplikasian ekoenzim sesudah pengaplikasian ekoenzim pH mengalami kenaikan
pada hari ke-14 dan ke-21 saat pengaplikasian ekoenzim dan mempunyai nilai rerata
pH 5.15- 5.23, sedangkan kultur diam pada pH mengalami kenaikan pada saat
pengaplikasian ekoenzim pada hari ke-14 dan ke-21 mempunyai nilai rerata pH 5.15-
5.32. Rentangan perubahan pH 5.15-5.32 masih memiliki batas dibawah standrat
baku mutu menurut Keputusan Menteri Negara Lingkungan Hidup No 51 Tahun
2004 memilki nilai antara 7-8.5. (Gambar 4.6).
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4.1.3.4 Pengaruh Perlakuan Ekoenzim Terhadap Salinitas Air
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Gambar 4.7 Grafik perlakuan salinitas (A) Goyang dan (B) Diam.

Hasil dari penelitian salinitas pada pengaplikasian ekoenzim terhadap
minyak mentah memiliki pengaruh yang signifikan pada uji One Way Anova
(p<0.05). Kultur goyang memiliki nilai signifikan (p<0.08) dan kultur diam memiliki
nilai signifikan (p<0.06) (Tabel 4.1). Kultur goyang pada salinitas mengalami
penurunan pada pengaplikasian hari ke-7 akan tetapi pengaplikasian hari ke-14 dan
ke-21 memperlihatkan hasil naik dan mempunyai nilai rerata salinitas 29.3- 33.0%o,
sedangkan kultur diam pada salinitas mengalami penurunan pada saat pengaplikasian

ekoenzim pada hari ke-7, ke-14 dan ke-21 mempunyai nilai rerata salinitas 29.3-



36

33.0%o. Rentangan perubahan salinitas memiliki nilai 29-33%0 masih memiliki batas
aman pada standar baku mutu Menurut Menurut Keputusan Menteri Negara
Lingkungan Hidup No.51 tahun 2004 standrat baku mutu 32-34%o.. (Gambar 4.7).

4.1.3.5 Pengaruh Perlakuan Ekoenzim Jumlah Bakteri Dalam Air
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Gambar 4.8 Grafik perlakuan jumlah bakteri (A) Goyang dan (B) Diam.

Hasil dari penelitian jumlah bakteri pada pengaplikasian ekoenzim memiliki
pengaruh yang signifikan dan tidak signifikan pada uji One Way Anova (p<0.05).
Kultur goyang memiliki nilai signifikan (p<0.447) dan kultur diam memiliki nilai
signifikan (p<0.000) (Tabel 4.1). Kultur goyang pada jumlah bateri mengalami

kenaikan mengalami kenaikan pengaplikasian ekoenzim pada hari ke-7, ke-14 dan
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ke-21 pada perlakuan A10B1 mengalami kenaikan pada hari ke-21, sedangkan pada
parameter diam mengalami kenaikan tetapi pada pengaplikasian ekoenzim
mengalami penurunan pada hari ke- 14 dan hari ke-21 pada perlakuan A2B2 dan
A1B2 (Gambar 4.8).

4.1.3.6 Pengaruh Perlakuan Ekoenzim Terhadap TPH Minyak
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Gambar 4.9 Grafik perlakuan TPH (A) Goyang dan (B) Diam

Hasil dari pengamatan TPH pada pengaplikasian ekoenzim terhadap minyak
mentah memiliki pengaruh signifikan pada uji One Way Anova (p<0.05). Kultur
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goyang memiliki nilai signifikan (p< 0.000) dan kultur diam memiliki nilai signifikan
(p<0.000) (Tabel 4.1). Kultur goyang TPH mengalami kenaikan pada pengaplikasian
pada hari ke-14 tetapi mengalami penurunan pada hari ke-21 pada perlakuan A12B1
mengalami penurunan, sedangkan pada kultur diam mengalami penurunan saat
pengaplikasian ekoenzim pada hari ke-14 dan hari ke-21 akan tetapi pada perlakuan
A7B2 mengalami kenaikan dikarenakan pada saat pengambilan suspensi tidak terlalu
homogen senghingga mengalami kenaikan sendiri (Gambar 4.9).

4.1.3.7 Pengaruh Perlakuan Ekoenzim Viskositas Terhadap Minyak
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Gambar 4.10 Grafik perlakuan viskositas (A) Goyang dan (B) Diam.
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Hasil dari pengamatan viskositas pada pengaplikasian ekoenzim terhadap
minyak mentah memiliki pengaruh tidak signifikan pada uji One Way Anova
(p<0.05). Kultur goyang memiliki nilai signifikan (p< 0.212) dan kultur diam
memiliki nilai signifikan (p<0.284) (Tabel 4.1). Kultur goyang viskositas mengalami
mengalami penurunan pada saat pengaplikasian ekoenzim mengalami kenaikan pada
hari ke-7,ke-14 dan ke2l, sedangkan pada parameter viskositas kultur diam
mengalami kenaikan tetapi mengalami penurunan pada saat pengaplikasian ekoenzim
pada hari ke-7, ke-14 dan ke-21 penurunan (Gambar 4.10).

4.2 Pembahasan
4.2.1 Efektivitas Kosentrasi Ekoenzim Remediasi Kontaminasi Minyak Mentah
Kosentrasi efektivitas ekoenzim remediasi kontaminasi minyak mentah

pengelolahan data dilakukan dengan uji anova serta dilakukan dengan uji lanjut
Duncan. Hasil dari pengelolahan uji One Way Anova mendapatkan hasil dari dua
kultur goyang dan kultur diam memiliki perbedaan nilai parameter yang signifikansi.
Kultur goyang terdapat pada parameter oksigen terlarut menganalisis dan mengetahui
pengaruh parameter yang diberikan selama penelitian serta menjawab hipotesis.

Hasil uji Anova parameter DO yang diamati pada penelitian ini memiliki
rata-rata berbeda nyata. Hasil DO selama pengamatan 21 hari menunjukkan berbeda
nyata signifikan (a<0.05) terhadap semua perlakuan. Kemudian dilakukan uji lanjut
dengan uji Duncan didapatkan hasil perlakuan A6B1 dan A7B1 memiliki pengaruh
yang paling besar terhadap oksigen terlarut dalam air.

Hasil uji Anova parameter pH yang diamati pada penelitian ini
menunjukkan rata-rata berbeda nyata. Hasil pH selama pengamatan 21 hari
menunjukkan berbeda nyata signifikan (0<0.05) terhadap semua perlakuan.
Kemudian dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan mendapatkan hasil perlakuan
A3B1 dan A12B1 memiliki pengaruh yang paling besar terhadap pH air.

Hasil uji Anova parameter TPH yang diamati pada penelitian ini memiliki

rerata berbeda nyata. Hasil TPH selama pengamatan 21 hari menunjukkan berbeda
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nyata signifikan (0<0.05). Kemudian dilakukan uji lanjut dengan uji Duncan
mendapatkan hasil perlakuan A7B1 paling mempengruhi pH.

Kultur diam memiliki empat parameter yang berbeda nyata terdiri dari
oksigen terlarut, pH, TPH dan jumlah bakteri. Hasil uji Anova parameter DO yang
diamati pada penelitian ini memiliki rerata berbeda nyata selama pengamatan 21
menunjukkan signifikan (0<0.05) terhadap semua perlakuan. Kemudian dilakukan
dengan uji lanjut Duncan mendapatkan hasil perlakuan A8B2 paling berpengaruh
terhadap DO.

Hasil uji Anova parameter pH yang diamati pada penelitian ini menunjukkan
rata-rata berbeda nyata selama pengamatan 21 hari menunjukkan signifikansi
(0<0.05) terhadap semua perlakuan. Kemudian dilakukan dengan uji lanjut Duncan
mendapatkan hasil perlakuan A1B2 dan A2B2.

Hasil uji Anova parameter TPH yang diberikan pada penelitian ini
menunjukan pengaruh rata-rata berbeda nyata selama pengamatan 21 hari
menunjukkan signifikan (0<0.05). Kemudian dilakukan dengan uji lanjut Duncan
mendapatkan hasil perlakuan A8B2.

Hasil uji Anova parameter jumlah bakteri yang diberikan pada penelitian ini
memiliki pengaruh rata-rata berbeda nyata selama pengamatan 21 hari menunjukkan
signifikan (0<0.05). Kemudian dilakukan dengan uji Duncan mendapatkan hasil
perlakuan A7B2.

Dari hasil kultur goyang perlakuan A7B1 yang terdiri dari minyak mentah
300ppm dan ekoenzim 15% memberikan pengaruh yang paling besar pada parameter
air. Pada kultur diam terdapat perlakuan A8B2 dengan kadar minyak mentah 300
ppm serta ekoenzim 20% yang lebih berdampak pada parameter air.

Berdasarkan analisis statistik, ekoenzim dinyatakan berpengaruh mengurangi
kontaminasi minyak mentah pada air laut dengan perbandingan aplikasi kosentarasi
ekoenzim terhadap minyak paling efektif pada kultur goyang sebesar 15% kosentrasi
ekoenzim dan 300ppm kosentrasi minyak mentah sedangkan pada kultur diam

sebesar 20% kosentrasi ekoenzim dan 300ppm kosentrasi minyak mentah. Kultur
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diam memerlukan kosentrasi lebih tinggi dari pada kultur goyang dalam menguraikan
minyak dengan kadar yang sama karena kultur diam tidak melewati proses shaker
sehingga ekoenzim tidak tersebar merata dipermukaan air dan tidak dapat kontak
dengan lapisan minyak secara langsung sehingga memerlukan kosentrasi lebih. Pada
kondisi kultur goyang suspensensi dihomogenkan mengunakan shaker sehingga
ekoenzim tersebar merata dipermukaan air dan dapat kontak dengan lapisan minyak
secara langsung. Kondisi ini memungkinkan enzim langsung kontak dengan minyak
sebagai substrat sehingga proses pemecahan substrat minyak hidrokarbon kompleks

menjadi produk yang lebih sederhana lebih efektif.

4.2.2 Jenis Enzim pada Ekoenzim Kulit Nanas
Aktivitas enzim yang ada dalam ekoenzim kulit nanas terdapat tiga enzim

lipase, enzim alkana hidroksilase dan enzim dioksigenase. Aktivitas enzim lipase
memiliki kurva standar dengan asam oleat adalah salah satu asam lemak yang
merupakan produk industri oleokimia dasar terpenting dengan jumlah produk
tertinggi. Bahan ini dapat disintesis menjadi berbagai produk turunan karena
sebenarnya hamper semua produk oleokimia dasar dan hilir dapat diproduksi dari
asam lemak. Asam oleat termasuk asam lemak tak jenuh tunggal yang banyak
terkandung dalam minyak nabati berasal dari adding, keju, kacang-kacangan, alpukat
dan minyak nabati (Maisaroh dan Indra, 2017).

Kandungan terbesar asam oleat adalah pada minyak zaitun (55-80%), pada
kelapa sawit mencapai 30-45%, asam lemak ini juga terkandung dalam minyak bunga
matahari, minyak raps, minyak biji anggur. Senyawa asam oleat dengan rumus
molekul (C1gH340-) berupa senyawa padatan berwarna orange dengan titik leleh 26-
28°C. Asam oleat adalah asam lemak tak jenuh yang mempunyai rumus molekul
C18H3402 (asam oktadek-9-etanol). Kandungan C 76,54%; H 12,13%; dan O
11,13% (Merk Index, 1989).

Enzim lipase merupakan pemecah lemak gliserol ester hydrolase atau

triasiligliserol asilhidrolase termasuk dalam kelas enzim yang mengkatalisis reaksi
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hidrolisis. Enzim lipase memiliki aktivitas yang dapat menghindrolisis berbagali
lemak dan minyak dalam satuan waktu.. Enzim lipase mempunyai aktivitas pada
kondisi optimum yang diperoleh dari pengukuran aktivitas enzimatik pada modifikasi
suhu serta pH (Fatimah, 2021).

Hasil pengujian kosentrasi enzim lipase pada ekoenzim dari kulit nanas pada
masa inkubasi suhu suhu 50°C dengan kosentrasi 99.696 g/ml. Hal tersebut disebakan
laju difusi dipermukaan semakin lambat, sehingga laju adsorpsi juga semakin rendah.

NADH adalah sebutan bagi molekul NAD® yang tereduksi dengan
penambahan 1 atom hydrogen. NADH merupakan bentuk koenzim aktif dari vitamin
B3. NADH adalah koenzim yang memfasilitasi reaksi reduksi substrat yang terkait
dengan glikolisis, fosforilasi oksidatif, dan fermentasi (Vora, 2022).

Aktivitas enzim alkana hidroksilase berasal dari bakteri Bacillus subtilis
keberadaan enzim ini dapat mendengradasi minyak Alkana hidroksilase merupakan
enzim kunci dalam degradasi alkana sedangkan naftalen dioksigenase dan toluene
dioksigenase merupakan enzim kunci dalam degradasi hidrokarbon aromatik (Jauhari
et al., 2014). Asam lemak dipecah, CO2 dilepaskan dan membentuk asam lemak baru
yang merupakan 2 unit karbon yang lebih pendek dari molekul induk, proses ini
dikenal sebagai beta oksidasi (Efendi, 2017)

Hasil dari penelitian jenis aktivitas enzim alkana hidroksilase dari ekoenzim
kulit nanas dengan variasi inkubasi waktu 15 menit NADH dan tanpa NADH
memiliki nilai aktivitas enzim NADH 0.966 U/ml dan tanpa NADH 0.085 U/ml.
Gambar 4.2 menampilkan aktivitas enzim alkana hidroksilase NADH memiliki nilai
tertinggi 0.966 U/ml.

Dari Hasil dari penelitian jenis aktivitas enzim dioksigenase dari ekoenzim
kulit nanas dengan variasi inkubasi waktu 15 menit NADH dan tanpa NADH
memiliki nilai aktivitas enzim NADH 0.087 U/ml dan tanpa NADH 0.015 U/ml.
Gambar 4.2 menampilkan aktivitas enzim dioksigenase tanpa NADH memiliki nilai
0.087 U/ml.
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Konsorsium bakteri heterotrofik mengeluarkan enzim ekstraselulernya untuk
memecah senyawa organik kompleks menjadi senyawa organik yang lebih sederhana.
Senyawa sederhana yang terbentuk akan dapat memasuki sel dengan cara transport
aktif, difusi, atau osmosis sehingga dapat digunakan sebagai sumber nutrien bagi
berlangsungnya metabolisme bakteri. Dengan mekanisme tersebut jumlah sel bakteri
akan meningkat. Seiring dengan meningkatnya jumlah sel bakteri, enzim yang
dikeluarkan pun semakin banyak. Jika jumlah enzim yang dikeluarkan seimbang
dengan volume polutan, maka reduksi total dapat terjadi dan proses degradasi limbah
berlangsung dengan sempurna (Wignyanto et al., 2009; Abatenh et al., 2017)

Enzim ini dibutuhkan oleh mikroorganisme dalam biodrgradasi hidrokarbon
untuk mengkatalis reaksi oksidasi hidrokarbon (Geetha et al.,2013). Kemampuan
bakteri dalam mendegradasi hidrokarbon dipengaruhi oleh adanya enzim-enzim
katabolic yang mampu memecah senyawa hidrokarbon menjadi senyawa metabolit
yang mampu rusak ke dalam siklus asam sitrat.

Enzim katabolik yang paling berperan penting dalam proses katabolisme
hidrokarbon yang masuk ke dalam sel bakteri adalam enzim yang mengkatalis reaksi
oksidasi hidrokarbon tahap pertama. Tahap pertama katabolisme alkane dan aromatic
oleh bakteri masing-masing di inisiasi oleh enzim alkane hidroksilase dan
dioksigenase. Enzim monooksigenase merupakan enzim kunci dalam degradasi
alkana sedangkan enzim dioksigenase merupakan enzim kunci dalam degradasi
hidrokarbon aromatic (Jauhari et al.,2014).

Jalur degradasi hidrokarbon alifatik yaitu memlaui proses oksidasi gugus
metil terminal yang melibatkan pembentukan alcohol oleh enzim alkane hidroksilase
(Wentzel et al.,2007).

4.2.3 Proses Remediasi Minyak Mentah oleh Ekoenzim
Perlakuan pemberian ekoenzim pada air laut mempengaruhi beberapa

parameter suhu, oksigen terlarut, pH, salinitas, jumlah bakteri, TPH dan viskositas.

Parameter suhu perairan merupakan salah satu faktor yang amat penting bagi
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kehidupan organisme di perairan. Pengamatan parameter suhu kultur goyang dan
kultur diam memiliki rentangan 21.3-25°C dan 20-22.3°C batas baku Menurut Nontji
(2002) suhu air laut umumnya berkisaran antara 28-31°C di Indonesia. Suhu
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain intensitas sinar matahari, letak geografis,
musim, kondisi awan, penguapan, dan hembusan angin (Patty, 2013). Perubahan suhu
dapat berpengaruh terhadap proses fisik, kimia dan biologi di perairan tersebut
(Kusumaningtyas et al.,2014).

Hela dan Laevastu (1981) dalam Limbong (2008) juga menerangkan suhu
permukaan laut dipengaruhi oleh panas matahari, arus permukaan, keadaan awan,
upwelling, divergensi dan konvergensi terutama pada daerah muara dan sepanjang 6
garis pantai. Perbedaan penerimaan radiasi matahari setiap wilayah menyebabkan
perbedaan suhu, terkait dengan perbedaan letak geografis lintang. Selain panas
matahari, faktor lain yang mempengaruhi suhu permukaan laut adalah arus
permukaan, keadaan awan, upwelling, divergensi dan konvergensi terutama sekitar
estuaria sepanjang garis pantai.

Nontji (2005) dalam bukunya menyebutkan, selain beberapa oleh faktor di
atas suhu permukaan laut juga dipengaruhi oleh kondisi meteorologi seperti
penguapan, curah hujan, suhu udara, kelembaban udara dan kecepatan angin oleh
karenanya suhu permukaan biasanya mengikuti pola musiman. Seperti contoh pada
saat musim pancaroba, angin biasanya lemah dan permukaan laut akan tenang
sehingga proses pemanasan di permukaan terjadi sangat kuat. Akibatnya pada musim
pancaroba suhu lapisan permukaan mencapai maksimum.

Metode remediasi yang digunakan dalam penelitian dengan mengunakan
metode biologi dikenal sebagai proses bioremediasi. Bioremediasi diterapkan untuk
menghilangkan kontaminasi lingkungan melaui proses biologis oleh tumbuhan,
hewan dan mikroorganisme (Song et al.,2017). Mekanisme remediasi ada tiga yaitu :
bioaugmentasi, biostimulan dan bioremediasi intriksi.

Kebutuhan organisme terhadap oksigen terlarut relative bervariasi

tergantung pada jenis, stadium dan aktivitasnya (Gemilang et al.,2017). Pengamatan
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parameter oksigen terlarut (DO) kultur goyang dan kultur diam memiliki rentang 8.1-
9.9 mg/l dan 4.1 — 9.3 mg/l, nilai DO yang diperoleh menandakan perairan dalam
kondisi sangat baik dan masih memenuhi standar baku mutu air laut dalam Keputusan
Menteri Negara Lingkungan Hidup No.51 tahun 2004 untuk kehidupan biota laut
dengan nilai DO >5mg/I, sehingga kosentrasi pengamatan DO masih tergolong sesuai
untuk biota laut. Penambahan ekoenzim dalam pengukuran oksigen terlarut memiliki
pengaruh penurunan nilai oksigen terlarut di bawah batas aman oksigen terlarut.

Faktor yang mempengaruhi kandungan oksigen terlarut di laut antara lain
suhu, salinitas, aktivitas biologi dan arus serta proses pencampuran yang dapat
mengubah pengaruh- pengaruh dari kegiatan biologi lewat gerakan masa air dan
proses difusi (Tahir, 2016).

Menurut Subarijanti (2005) dalam Kadim et al., 2017, memiliki kandungan
oksigen dalam air yang ideal adalah antara 3-7 mg/l. Menurut Salmin (2005) bahwa
sumber utama oksigen dalam suatu perairan berasal hasil fotosintesis organisme yang
hidup dalam perairan tersebut, selain dari proses difusi dari udara bebas. Kandungan
DO pada suatu perairan sangat berhubungan dengan tingkat pencemaran, jenis limbah
dan banyaknya bahan organik di suatu perairan.

Variasi nilai pH sangat mempengaruhi biota di suatu perairan. Selain itu,
tingginya nilai pH sangat menentukan dominasi fitoplankton yang mempengaruhi
tingkat produktivitas primer suatu perairan dimana keberadaan fitoplankton didukung
oleh ketersediannya nutrient di periran laut (Megawati et al.,2014).

Parameter pH dari dua kultur goyang dan kultur diam memilik rentangan
5.15- 5.23 dan 5.15 - 5.32 relatif jauh dari baku mutu standar Menurut Keputusan
Menteri Negara Lingkungan Hidup No.51 tahun 2004, pH kisaran ideal 7-8.5.
Ekoenzim memiliki pH sebesar 3.5 (Sembiring et al., 2022) pada parameter pH di
bawah baku standrat mutu dikarenakan terjadi penambahan ekoenzim yang
mengakibatkan nilai pH tersebut di bawah baku 7-8.5. Faktor yang mempengaruhi

pH di perairan tergantung beberapa faktor yaitu, kondisi gas-gas dalam air seperti
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CO,, kosentrasi garam-garam karbonat dan bikarbonat, proses dekomposisi bahan
organik di dasar perairan (Barus, 2004).

Kondisi perairan yang sangat basa maupun sangat asam akan
membahayakan kelangsungan hidup organisme karena akan mengganggu proses
metabolisme dan respirasi. Rendahnya pH hasil pengukuran dapat saja terjadi karena
pH di suatu perairan dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain aktivitas fotosintesa
biota laut, suhu, salinitas perairan dan terdapat penambahan ekoenzim dalam
perlakuan kultur goyang dan kultur diam..

Salinitas adalah kosentrasi seluruh larutan garam yang diperoleh dalam air
laut, dimana salinitas air berpengaruh terhdap tekanan osmotic air, semakin tinggi
salinitas maka akan semakin besar pula tekanan osmotiknya (Hamuna.et al., 2018,).
Hasil dari pengukuran salinitas kultur goyang dan kultur diam memiliki rentang 29-
33%0 dan 29.3- 33%o nilai salinitas tersebut tidak berbeda jauh dengan nilai salinitas
perairan Indonesia, dimana secara umum permukaan perairan Indonesia rata-rata
berkisaran anatar 32-34%o (Dahuri et al.,1996). Faktor yang mempengaruhi salinitas
air laut yaitu penguapan, volume air, arus laut dan juga curah hujan.

Pada jumlah bakteri perlakuan kultur goyang dan kultur diam memiliki
perbedaan sangat jauh untuk kultur goyang pada pengamatan awal mengalami
penurunan sebelum pengaplikasian ekoenzim setelah pengaplikasian ekoenzim
mengalami kenaikan dan dilakukan dengan alat shaker pada lampiran gambar pada
pengamatan tersebut menghasilkan kenaikan setelah pengaplikasian pada hari ke-7,
ke-14 dan ke-21, sedangkan pada kultur diam sebelum pengaplikasian ekoenzim
mengalami penurunan dan pada saat pengaplikasi ekoenzim mengalami penurunan
pada hari ke-7, ke-14 dan ke-21.

Hasil ini menunjukan bahwasanya penambahan ekoenzim yang telah di
fermentasi selama 3 bulan mengandung berbagai bakteri yang ada pada ekoenzim
pada jumlah bakteri pada kultur goyang lebih banyak dikarenakan variasi tersebut di
aduk dengan alat agar mencapur pengaplikasian ekoenzim dengan kontaminasi

minyak yang dibuat sehingga jumlah bakteri menghasilkan banyak dan mengalami
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kenaikan pada kultur goyang untuk kultur diam tidak dilakukan pengadukan maka hal
ini tidak mendapatkan hasil jumlah bakteri yang banyak mengakibatkan penurunan
saat pengaplikasian hal tersebut.

Pertumbuhan bakteri akan tergantung pada banyak faktor, terutama
banyaknya zat makanan. Zat makanan tersebut meliputi sumber karbon (karbohidrat
dan lemak), sumber nitrogen (protein atau amoniak), ion —ion anorganik tertentu
vitamin dan air. Bakteri memperoleh sumber karbon dengan cara me metabolism
karbohidrat dan protein yang sederhana. Selain, itu bakteri juga membutuhkan
sumber energi. Sumber energi tersebut berasal dari bahan organik. Selain itu, bakteri
juga membutuhkan sumber energi. Sumber energi tersebut berasal dari bahan organik
yaitu dengan merombaknya dan menggunakan apa yang diperlukannya. Semua
sumber makanan yang dibutuhkan oleh bakteri dalam pertumbuhan terdapat pada
kandungan ekoenzim. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa ekoenzim
berfungsi sebagai biostimulan pertumbuhan bakteri dalam mendegradasi minyak
mentah.

Pengamatan parameter TPH pada kultur goyang dan kultur diam perbedaan
untuk kultur goyang awalnya sebelum pengaplikasian mengalami stabil setelah
pengaplikasian mengalami penurunan dikarenakan adanya kaitan kandungan
ekoenzim pada enzim alkane hidroksilase dan dioksigenasi yang bisa mendegradasi
minyak, sedangkan pada variasi kultur diam sebelum pengaplikasian mengalami
kenaikan tapi pada saat pengaplikasian mengalami penurunan.

Teherani, et al. (2013) menjelaskan bahwa hidrokarbon minyak bumi masuk
ke dalam perairan dengan 2 cara yakni secara alami seperti rembesan minyak dari
dasar laut dan dari erosi di daratan, yang ke dua ialah dari aktifitas manusia. Dalam
tulisanya materi hidrokarbon minyak bumi masuk ke dalam perairan melalui sungai
dan limbah rumah tangga lebih besar dibandingkan dengan kawasan pengilangan
minyak.

Menurut Hutabarat (1985) selain sumber pencemar yang dapat

mempengaruhi konsentrasi hidrokarbon minyak bumi di perairan, jarak sumber
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pencemar juga dapat mempengaruhi konsentrasi hidrokarbon minyak bumi yang
masuk kedalam perairan laut.

Viskositas merupakan suatu kekentalan pada larutan. Viskositas juga
dapat diartikan sebagai daya aliran molekul suatu larutan. Viskositas diuji
untuk  mengetahui  tingkat kekentalan minyak. Viskositas air laut dipengaruhi
oleh suhu iklim dan salinitas. Suhu yang semakin tinggi, maka semakin rendah
viskositasnya, sedangkan iklim meningkatkan menyebabkan viskositas air laut
meningkatkan, salinitas tinggi kekentalan air laut tinggi.

Pengamatan Viskositas dua kultur goyang dan diam mengalami persamaan
pada vaiasi shaker sebelum pengaplikasian ekoenzim mengalami penurunan setelah
pengaplikasian mengalami kenaikan, sedangkan pada kultur diam sama seperti kultur
goyang. Viskositas juga berbanding terbalik dengan suhu, semakin bertambahnya
suhu maka viskositas akan semakin rendah (Wulandari et al.,2013) mengatakan
bahwa hal ini dikarenakan adanya gerakan partikel-partikel fluida yang semakin
cepat. apabila  suhu tingkatkan maka viskositasnya akan menurun. Suhu yang
tinggi akan memutuskan ikatan antar molekul larutan lalu membentuk unit-unit
yang lebih kecil, sehingga gaya geser yang dibutuhkan untuk menimbulkan laju
geser akan menjadi lebih kecil, sehingga fluida lebih mudah mengalir.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1. Efektivitas kosentrasi ekoenzim remediasi kontaminasi minyak mentah
terdapat hasil kultur goyang memiliki 3 parameter signifikan hasil dari uji
One Way Anova yaitu: oksigen terlarut pada perlakuan A6B1 dan A7B1, pH
pada perlakuan A3B1 dan A12B1 dan TPH pada perlakuan A7B1, sedangkan
variasi diam memiliki 4 parameter signifikan hasil dari uji One Way Anova :
oksigen terlarut terdapat pada perlakuan A8B2, pH terdapat pada perlakuan
Al1B2 dan A2B2, TPH terdapat pada perlakuan A8B2 dan pada jumlah
bakteri terdapat pada perlakuan A7B2. Dari hasil tersebut menunjukkan dari
kultur goyang terdapat pada perlakuan A7B1 dan variasi diam terdapat pada
perlakuan A8B2 memiliki nilai efektitas dalam biostimulasi ekoenzim yang
baik. Kosentrasi minyak mentah 300 ppm kosentrasi ekoenzim 15% dan
kosentrasi ekoenzim 20%.

2. Jenis enzim pada ekeonzim kulit nanas terdapat 3 macam enzim yaitu : enzim
lipase, enzim alkane hidroksilase dan enzim dioksigenase. Untuk nilai
aktivitas enzim lipase memiliki nilai 0.4132 U/mL, nilai aktivitas enzim
alkane hidroksilase memiliki nilai NADH 0.966 U/ml dan U/ml dan
sedangkan pada enzim dioksigenase memiliki nilai tanpa NADH 0.087 U/ml.

3. Proses pemberian ekoenzim untuk remediasi minyak pada air laut
menyebabkan perubahan signifikan pada oksigen terlarut, pH, TPH dan
jumlah bakteri dan tidak menimbulkan efek signifikan pada suhu, salinitas

dan viskositas.
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5.3 Saran
Dengan melihat hasil simpulan diatas, maka ada beberapa saran dari peneliti yakni

sebagai berikut :
5.1.1 Bagi Akademik
Saran bagi akademik sebaiknya lebih menggali lagi mengenai ilmu pengtahuan
khususnya aktivitas enzim lipase terkandung dalam ekoenzim sebagai pendegradasi
minyak mentah.
5.1.2 Bagi Peneliti
Saran bagi peneliti perlu dilakukan menambabh jenis enzim sebagai pendegradasi
minyak mentah serta dampak kosentrasi ekoenzim yang baik untuk pengaplikasian
di skala laut.
5.1.3 Bagi Peneliti Selanjutnya
Perlu dilakukan pembanding dengan penelitian terhadap jenis enzim sebagai

pendegradasi minyak mentah.
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