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SEOUENTIAL ISOLATION, CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION 
PETROFILIC NITROGEN FIXING BACTERIA AS BIOREMEDIATION AGENTS

OF PETROLEUM WASTE

By :

Ajeng Niken Pratiwi 
09053140005

ABSTRACT

Sequential isolation, characterization and Identification of petrofilic nitrogen fixing 
bacteria from the area where processing of petroleum contaminated soil in the upstream oil 
industry area, Talang Jimar, Prabumulih, Sumatera Selatan was done from August 2009 
until March 2010 at the Laboratory of Microbiology, Departement of Biology, Faculty of 
Mathematics and Sciences, University of Sriwijaya, Indralaya. The aims is to get bacteria 
isolates that have potential to degradate petroleum saturated fraction, aromatic fraction, 
resin fraction and asphaltene fraction at the same time can fix nitrogen in the soil 
contaminated with petroleum and knowing the characteristics of bacteria isolates obtained 
and their Identification. Samples were taken from 5 station based on the sample point 
location DI, D2, D3, D4 and D5. Each station were determined from 3 substations based on 
the soil depth 0 cm, 15 cm and 30 cm. The result obtained is 15 indigen petrofilic fixing 
nitrogen bacteria isolates. The result of characterization bacteria, from stage I obtained 4 
genera of bacteria which competent degradate saturated fraction were Azotobacter, 
Arthrobacter, Bacillus and Mycobacterium', from stage II obtained 2 genera of bacteria 
which competent degradate aromatic fraction were Bacillus and Mycobacterium; from stage 
III obtained 3 genera of bacteria which competent degradate resin fraction were 
Arthrobacter, Mycobacterium and Micrococcus\ from stage IV obtained 3 genera of 
bacteria which competent degradate asphaltene fraction were Bacillus; Corynebacterium 
and Micrococcus.

Key words : Sequential Isolation, Petrofilic Nitrogen Fixing Bacteri
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ISOLASI BERTAHAP, KARAKTERISASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI 
PETROFILIK PENAMBAT NITROGEN SEBAGAI AGEN BIOREMEDIASI

LIMBAH MINYAK BUMI

Oleh :

Ajeng Niken Pratiwi 
09053140005

ABSTRAK

Isolasi bertahap, karakterisasi, dan identifikasi bakteri petrofilik penambat nitrogen 
dari kawasan tempat pengolahan tanah terkontaminasi minyak bumi yang ada di daerah 
industri minyak hulu, Talang Jimar, Prabumulih, Sumatera Selatan telah dilakukan pada 
bulan Agustus 2009 sampai Maret 2010 di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, 
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya, Inderalaya. 
Tujuannya adalah untuk mendapatkan isolat bakteri indigen yang berpotensi mendegradasi 
petroleum fraksi jenuh, aromatik, resin dan asfalten sekaligus menambat nitrogen dalam 
tanah terkontaminasi minyak bumi dan mengetahui karakteristik isolat bakteri yang didapat 
serta identifikasinya. Sampel diambil dari 5 stasiun berdasarkan lokasi titik sampelnya, 
yaitu DI, D2, D3, D4, dan D5. Masing-masing stasiun ditentukan 3 substasiun berdasarkan 
kedalaman tanah, yaitu 0 cm, 15 cm dan 30 cm. Hasilnya diperoleh 15 isolat bakteri 
petrofilik penambat nitrogen berdasarkan karakteristik masing-masing isolat bakteri 
petrofilik penambat nitrogen, dari tahap I diperoleh empat genera bakteri pendegradasi 
fraksi jenuh yang termasuk ke genus Azotobacter, Arthrobacter; Bacillus, dan 
Mycobacterium; dari tahap II diperoleh 2 genera bakteri pendegradasi fraksi aromatik yang 
termasuk dalam genus Bacillus dan Mycobacterium; dari tahap III diperoleh 3 genera 
bakteri pendegradasi fraksi resin yang termasuk dalam genus Arthrobacter, Mycobacterium 
dan Micrococcus; dari tahap IV diperoleh 3 genera bakteri pendegradasi fraksi asfalten 
yang termasuk dalam genus Bacillus, Corynebacterium dan Micrococcus.

Kata kunci: Isolasi bertahap, bakteri petrofilik penambat nitrogen

vm



DPT PERPUSTAKAap 
UNIVERSITAS SRIWIJAYA

101081ND DAFTAR:
DAFTAR ISI rttttbAL r : -n p'.

i
Halaman judul

ii
Halaman pengesahan......................

Halaman Motto dan Persembahan iii

iv
Kata pengantar

viiAbstract
viiiAbstrak.
ixDaftar Isi
xiDaftar Tabel

xiiDaftar Gambar

xiiiDaftar Lampiran

Bab I. Pendahuluan
1.1. Latar Belakang.....
1.2. Rumusan Masalah.
1.3. Tujuan Penelitian ..
1.4. Manfaat Penelitian

1
5
6
6

Bab H. Tinjauan Pustaka
2.1. Tanah Sebagai Sumber Isolat..........................................
2.2. Bioremediasi Limbah Minyak Bumi ..............................
2.3. Tipe dan Karakteristik Limbah Minyak Bumi.................
2.4. Bakteri Petrofilik Pendegradasi Hidrokarbon.................
2.5. Mekanisme Biodegradasi Minyak Bumi oleh Bakteri....
2.6. Bakteri Penambat Nitrogen............................................
2.7. Mekanisme Penambatan Nitrogen..................................
2.8. Peranan Bakteri Penambat Nitrogen pada Bioremediasi
2.9. Isolasi Karakterisasi dan Identifikasi.............................

7
9
10
15
18
21
24
25
27

Bab IH. Metode Penelitian
3.1. Waktu dan Tempat 32

IX



323.2. Alat dan Bahan.........................................................................................
3.3. Cara Kerja

3.3.1. Pengambilan Sampel...........................................................................
3.3.2. Pengukuran Faktor Fisika dan Kimia Tempat Pengambilan Sampel
3.3.3. Persiapan SoilExtractMedium...........................................................
3.3.4. Isolasi dan Pemurnian..........................................................................
3.3.5. Metode Analisis SARA......................................................................
3.3.6. Seleksi Bakteri Penambat Nitrogen....................................................
3.3.7. Karakterisasi.........................................................................................

3.4. Identifikasi................................................................................................
3.5. Variabel Pengamatan...............................................................................
3.6. Penyajian Data ......................... ...............................................................

33
34
34
35
36
38
39
45
45
45

Bab IV. Hasil dan Pembahasan
4.1. Hasil Isolasi dan Pemurnian...............................................
4.2. Hasil Seleksi Bakteri Petrofilik..........................................
4.3. Hasil Seleksi Penambat Nitrogen.......................................
4.4. Karakteristik Isolat Bakteri Petrofilik Penambat Nitrogen
4.4.1. Karakteristik Morfologi Koloni.....................................
4.4.2. Karakteristik Morfologi Sel...........................................
4.4.3. Uji Fisiologis dengan Reaksi Biokimia........................

4.5. Identifikasi Bakteri Petrofilik Penambat Nitrogen.............

46
50
59
62
62
64
65
70

Bab V. Kesimpulan dan saran
5.1. Kesimpulan...............
5.2. Saran........................

80
81

Daftar Pustaka 82

Lampiran 89

x



DAFTAR TABEL

23Tabel.2.1. Contoh Beberapa Mikroorganisme Penambat N dari Udara

27Tabel.2.2. Perbandingan dari Produksi Nitrogen

30Tabel.2.3. Metode Untuk Mencirikan Mikroorganisme

Tabel.4.1. Hasil Isolasi dan Pemurnian Bakteri dari Tanah Terkontaminasi 
Minyak Bumi.................................................................................

Tabel.4.2. Isolat Bakteri Petrofilik yang Dapat Menambat Nitrogen dari Udara .... 61

46

Tabel.4.3. Pengelompokkan Bakteri Petrofilik Pendegradasi Fraksi Jenuh 
Penambat Nitrogen dari Isolasi Tahap 1...................................... 72

Tabel.4.4. Pengelompokkan Bakteri Petrofilik Pendegradasi Fraksi Aromatik 
Penambat Nitrogen dari Isolasi Tahap 2............................................. 73

Tabel.4.5. Pengelompokkan Bakteri Petrofilik Pendegradasi Fraksi Resin 
Penambat Nitrogen dari Isolasi Tahap 3................................................... 74

Tabel.4.6. Pengelompokkan Bakteri Petrofilik Pendegradasi Fraksi Asfalten 
Penambat Nitrogen dari Isolasi Tahap 4................................................... 75

XI



J
DAFTAR GAMBAR

Gambar.2.1. Karakteristik dan Kromatogram masing-masing fraksi Hidrokarbon 
berdasarkan berat molekul, polaritas, dan biodegrabilitas.................

Gambar.2.2. Degradasi Hirokarbon aiifatik jenuh melalui oksidasi subterminal...

Gambar.2.3. Beberapa senyawa antara yang dihasilkan pada degradasi senyawa 
aromatik................................................................................................

12

19

21

46Gambar. 4.1. Salahsatu hasil pemurnian 

Gambar. 4.2. Hubungan konsentrasi fraksi (%) dengan tahap isolasi pada sampel DI .. 51 

Gambar. 4.3. Hubungan konsentrasi fraksi (%) dengan tahap isolasi pada sampel D2 .. 53

Gambar. 4.4. Hubungan konsentrasi fraksi (%) dengan tahap isolasi pada sampel D3 .. 53

Gambar. 4.5. Hubungan konsentrasi fraksi (%) dengan tahap isolasi pada sampel D4 .. 53

Gambar. 4.6. Hubungan konsentrasi fraksi (%) dengan tahap isolasi pada sampel D5 .. 54

Gambar. 4.7.Hubungan Fraksi jenuh dengan setiap tahapan isolasi pada lima lokasi
sampel............................................................................................................

Gambar. 4.8. Hubungan Fraksi aromatik dengan setiap tahapan isolasi pada lima lokasi 
sampel............................................................................................................

Gambar. 4.9. Hubungan Fraksi resin dengan setiap tahapan isolasi pada lima lokasi
sampel............................................................................................................

Gambar. 4.10. Hubungan Fraksi asfalten dengan setiap tahapan isolasi pada lima lokasi 
sampel.................................................................................

Gambar.4.11. Salah satu isolat bakteri yang ditumbuhkan pada medium NDSM dan 
NDSMm.............................

55

56

57

58

60

xii



DAFTAR LAMPIRAN

89Lampiran I. Komposisi Medium Yang Digunakan.............................

Lampiran 2. Komposisi Reagen yang Digunakan pada Karakterisasi

Lampiran 3. Bentuk Koloni Standar Pada Medium Agar Tegak.......

Lampiran 4. Bentuk Koloni Standar Pada Medium Agar Miring......

Lampiran 5. Bentuk Elevasi, Tepian dan Struktur Dalam Bakteri....

96

100

100

101

102Lampiran 6. Bentuk Koloni Standar

102Lampiran 7. Bentuk Koloni Standar pada Medium NB

Lampiran 8. Isolat Bakteri Petrofilik Penambat Nitrogen dalam Agar Miring 103

Lampiran 9. Morfologi Koloni Bakteri Petrofilik Penambat Nitrogen 103

Lampiran 10. Hasil Uji H2S dan Uji Sitrat 106

Lampiran 11. Hasil Uji Urea, Uji Indol, Uji Katalase 107

Lampiran 12. Hasil Uji Gelatin, Uji Methyl Red dan Uji Voges Proskauer 108

Lampiran 13. Hasil Uji Fermentasi Karbohidrat 109

Lampiran 14. Hasil Uji Motilitas dan Uji Hidrolisis Pati 110

Lampiran 15. Hasil Uji Hidrolisis Casein dan Uji Hidrolisis Lemak...........................

Lampiran 16. Peta Lokasi Pengambilan Sampel............................................................

Lampiran 17. Karakteristik tanah terkonaminasi di lokasi pengambilan sampel........

Lampiran 18. Tabel hubungan konsentrasi fraksi (%) dengan tahap isolasi pada smpel 
DI, D2, D3, D4 dan D5...................................

111

112

113

114

XIII



J

Lampiran 19. Tabel hubungan kandungan fraksi jenuh, aromatik, resin dan asfalten 
(gram) dengan tahap isolasi pada sampel DI, D2, D3, D4 dan D5..... 116

Lampiran 20. Bagan Prosedur Isolasi dan Pemurnian Bakteri Secara Bertahap 118

xiv



BABI

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pencemaran lingkungan oleh limbah minyak bumi terus mengalami peningkatan

dan menimbulkan dampak negatif bagi mahkluk hidup di Bumi. Keberadaan limbah 

minyak bumi dapat terjadi di hampir semua aktivitas perminyakan mulai dari tahap 

eksplorasi, pengilangan hingga ketahap pendistribusian minyak tersebut. Di daerah 

penghasil minyak dan di area pengekstraksian dan pemprosesan minyak, minyak bumi 

merupakan satu-satunya pencemaran utama di tanah. Kebocoran pipa-pipa penyalur 

minyak bumi dan kilang minyak berbahaya bagi lingkungan disekitamya (Tehrani & 

Herfatmanesh 2007: 71). Limbah minyak bumi ini jika tidak diolah maka akan 

terakumulasi di dalam tanah dan semakin bertambah banyak.

Menurut peraturan perundangan (PP No. 19/1994) bahwa minyak bumi 

dikategorikan sebagai limbah B3 (Bahan Berbahaya dan Beracun) sehingga dalam 

pasal 5 dan 6 disebutkan bahwa setiap penghasil limbah B3 wajib melakukan 

pengolahan sebelum limbah dibuang atau dilepaskan ke alam.

Berbagai cara telah dilakukan untuk mengolah limbah minyak bumi, baik 

fisika, kimia, maupun biologi. Secara fisika, pemulihan lingkungan yang tercemar oleh 

minyak bumi memerlukan biaya yang sangat tinggi untuk pengangkutan dan 

pengadaan energi guna membakar materi yang tercemar. Selain itu, penanggulangan 

fisik umumnya digunakan pada langkah awal penanganan, terutama apabila 

minyak belum tersebar kemana-mana (Baker & Herson. 1994 dalam Nugroho 2006:

secara

secara

1
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secara kimia, zat-zat kimia yang digunakan83). Pada penanggulangan pencemaran 

untuk menanggulangi tumpahan minyak jauh lebih beracun daripada minyak itu

sendiri (Burridge & Shir. 1995 dalcim Wrabel & Peckol 2000. 135). Kedua 

tidak dapat mengolah limbah minyak bumi sampai tuntas sehingga masih perlu 

dilanjutkan pengolahan secara biologi.

Pengolahan limbah minyak bumi secara biologi, salah satunya adalah dengan 

menggunakan teknik bioremediasi. Menurut Prijambada & Widada (2006: 1) bahwa 

bioremediasi merupakan pengelolaan yang mengandalkan degradasi dengan 

memanfaatkan mikroorganisme pendegradasi hidrokarbon, merupakan cara yang 

paling ekonomis dan dapat diterima lingkungan. Menurut Zam (2006: 1) bahwa 

Bioremediasi merupakan alternatif pengolahan limbah minyak bumi yang 

menghasilkan senyawa akhir yang stabil dan tidak beracun.

Mikroba yang telah dikenal mempunyai kemampuan tinggi dalam mendegradasi 

minyak bumi adalah dari jenis bakteri. Bakteri pendegradasi minyak bumi diisolasi 

dari lingkungan yang telah lama terdedah minyak bumi (Aditiawati et al 2001: 1). 

Minyak bumi itu sendiri menurut Taki et al. (1997: 5) tersusun oleh struktur yang 

kompleks dan berdasarkan analisis komponen yang rumit terbagi menjadi 4 kelompok 

utama, yaitu fraksi jenuh, aromatik, resin dan asfalten. Dimana, fraksi jenuh dan 

aromatik mengandung karbon dan hidrogen sedangkan fraksi resin dan asfalten

cara ini

gandung karbon, hidrogen, sulfur, oksigen, nitrogen, metal, dan lainnya. 

Berdasarkan berat molekul, polaritas dan biodegrabilitasnya, fraksi jenuh lebih 

mudah terdegradasi dibandingkan dengan fraksi 

(Taki et al 1997: 5). Menurut Leahy & Colwell.

men

aromatik, resin dan asfalten

1990 dalam Suryanto (2003: 1)
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bahwa laju biodegradasi senyawa hidrokarbon kompleks dengan berat molekul besar 

seperti senyawa aromatik, resin dan asfalten lebih lambat dibandingkan dengan 

senyawa berat molekul rendah.

Isolasi bakteri pendegradasi minyak bumi dapat diarahkan melalui substratnya, 

yaitu dengan memperkaya medium pengisolasinya dengan fraksi tertentu di dalam 

minyak bumi (Aditiawati et al. 2001: 1). Bakteri yang mula-mula bekerja biasanya 

merupakan pengoksidasi alkana normal karena fraksi ini mendominasi kebanyakan 

minyak bumi, lebih mudah larut dalam air dan terdifusi ke dalam membran sel bakteri. 

Bakteri pendegradasi komponen minyak yang lebih sulit didegradasi berjumlah lebih 

sedikit dan tumbuh lebih lambat karena kalah bersaing dengan pendegradasi alkana 

yang memiliki substrat lebih banyak dan lebih mudah didegradasi, sehingga bakteri ini 

sulit terisolasi. Peran bakteri ini sebenarnya penting dalam melaksanakan degradasi 

komponen minyak lain yang sulit didegradasi (Horowitz et al. 1975: 10).

Bakteri pendegradasi fraksi minyak bumi yang sulit didegradasi dapat diperoleh 

dengsn memanfaatkan fraksi minyak bumi yang masih ada setelah pertumbuhan yang 

lengkap bakteri pendegradasi awal (Harayama et al. 1995 dalam Aditiawati et al. 2001: 

1). Jenis mikroorganisme yang sudah diketahui dapat memecah hidrokarbon dengan 

berat molekul rendah seperti etana, propana, dan butana antara lain Mycobacterium, 

Nocardia, Streptomyces, Pseudomonas, Flavobacterium, kelompok bakteri 

Senyawa hidrokarbon dengan berat molekul tinggi dapat didegradasi oleh berbagai 

kelompok bakteri seperti Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Streptomyces, 

Coiynebacierium, Acinetobacter, Bacillus. Adapun kelompok mikroorganisme 

khususnya bakteri yang dapat mendegradasi hidrokarbon aromatik seperti fenol,

cocci.
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berisi satu, dua dan tiga cincin benzen adalahnaftalena, dan antrasena, yang 

Pseudomoncts, Mycobaclerium, Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus dan Nocardia

(Alexander 1977: 211-215).

Untuk memperoleh kelompok isolat bakteri petrofilik yang mampu mendegradasi 

fraksi jenuh, aromatik, resin dan asfalten perlu dilakukan teknik isolasi bertahap, 

dimana sumber karbon yang digunakan berasal dari minyak bumi sisa degradasi 

bakteri tahap sebelumnya.

Untuk meningkatkan kinerja agen biologis tersebut perlu dilakukan penambahan 

nutrien. Menurut Tehrani & Herfatmanesh (2007: 72) bahwa faktor-faktor seperti 

temperatur, kelembaban, kesediaan oksigen, dan penambahan nutrien mempengaruhi 

laju biodegradasi limbah minyak bumi oleh bakteri di tanah. Salah satu nutrien yang 

diperlukan adalah nitrogen. Menurut Nugroho (2006: 83) bahwa kemampuan bakteri 

yang menggunakan minyak bumi secara langsung sebagai sumber karbon dapat dipacu 

oleh kondisi lingkungan yang sesuai antara lain dengan penambahan sumber nitrogen. 

Menurut Burdass (2005: 188) bahwa nitrogen sangat diperlukan oleh semua organisme 

hidup untuk sintesis molekul organik seperti asam amino, asam nukleat dan protein. 

Sumber nitrogen yang didapatkan bakteri pada proses bioremediasi biasanya berasal 

dari penambahan pupuk mengandung nitrogen seperti pupuk urea. Penambahan pupuk 

yang mengandung nitrogen secara terus menerus akan membuat karakteristik tanah 

berubah selain itu pemakaian pupuk akan menambah biaya yang cukup mahal.

Menurut Pelczar & Chan (1993: 786) Bakteri penambat nitrogen merupakan 

penyedia nitrogen terbesar dari seluruh jumlah nitrogen yang tersedia di tanah. Selain 

itu, menurut Syakti (2005: 3), bahwa adanya bahan cemaran limbah minyak bumi
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menyebabkan mikroorganisme, terutama bakteri, yang ada di alam beradaptasi dengan 

lingkungan yang tercemar limbah, sehingga mampu tumbuh pada lingkungan yang 

tercemar bahkan mampu memanfaatkan komponen limbah sebagai sumber karbon dan

energinya.

Menurut penelitian Eckford et al (2002: 5181) telah ditemukan lima isolat 

bakteri di tanah antartik yang terkontaminasi minyak dan dapat menambat nitrogen 

pada kondisi heterotropik. 3 diantaranya merupakan genus Pseudomonas sp, 

kemudian Azosprillium bctsilense dan Aquaspirilbtm sp. Berdasarkan informasi di 

atas, maka perlu dilakukan penelitian untuk mendapatkan isolat bakteri yang 

mempunyai kemampuan untuk mendegradasi hidrokarbon minyak bumi fraksi jenuh, 

fraksi aromatik, fraksi resin dan fraksi aspalten melalui isolasi bertahap serta mampu 

memfiksasi nitrogen dari udara pada tanah yang terkontaminasi minyak bumi.

1.2 Perumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Bagaimana mendapatkan isolat bakteri petrofilik yang mampu mendegradasi fraksi 

jenuh, fraksi aromatik, fraksi resin dan fraksi asfalten yang sekaligus mampu 

menambat nitrogen dari tanah terkontaminasi minyak bumi.

2. Bagaimana karakteristik dari masing-masing isolat bakteri yang mampu 

mendegradasi hidrokarbon minyak bumi fraksi jenuh, fraksi aromatik, fraksi resin 

dan fraksi asfalten secara bertahap sekaligus mampu menambat nitorgen 

telah diperoleh dari tanah yang terkontaminasi minyak bumi.

yang
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berdasarkan3. Termasuk ke dalam genus apa isolat bakteri yang didapat

karakteristik yang dimilikinya.

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri yang berpotensi 

mendegradasi hidrokarbon minyak bumi fraksi jenuh, fraksi aromatik, fraksi resin dan 

fraksi asfalten sekaligus menambat nitrogen dari tanah terkontaminasi minyak bumi dan 

mengetahui karakteristik isolat bakteri yang didapat serta identifikasinya.

1.4 Manfaat Penelitian

Pada penelitian ini diharapkan didapat isolat-isolat bakteri yang memiliki potensi 

untuk mendegradasi komponen hidrokarbon minyak bumi fraksi jenuh, fraksi aromatik, 

fraksi resin dan fraksi asfalten sekaligus penambat nitrogen dalam limbah minyak bumi, 

sehingga menjadi satu informasi untuk mengembangkan suatu agen biologis yang dapat 

dipakai untuk proses bioremediasi yang dapat menyediakan nitrogen sebagai nutrisinya.
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