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A SEQUENTIAL ISOLATION, CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION
OF PETROFILIC PHOSPHATE SOLUBLIZING BACTERIA AS AGENT OF
BIOREMEDIATION PETROLEUM OIL

By:

RAHMIWATI
09053140053

—_—;

ABSTRACT

The research of A Sequential Isolation, Characterization and Identification of
Petrofilic Phosphate Solublizing Bacteria as the Agent of Bioremediasi Waste Oil was
done August 2009 until March 2010 in the Microbiology Laboratory, Biology Departement
of Mathematics and Natural Science Faculty of Sriwijaya University. The porposes of this
research to obtain bacterial isolates capable of degrading petroleum hydrocarbon fraction of
saturated, aromatic, resin and asphaltene in stages at the same time capable of solublizing
the phosphate from petroleum-contaminated soil and investigate the characteristics and
identifying bacteria based on its characteristics. Samples were collected from 5 different
sample points on the area Talang Jimar, Prabumulih, South Sumatera. The results from
Sequential isolation that using Soil Ekstract Medium (SEM) obtained 337 bacterial isolates
petrofilic, 26 petrofilik phosphate solublizing bacterial isolates such as 5 petrofilic
degradation saturate fraction phosphate solublizing bacteria isolates, 9 petrofilic
degradation aromatic fraction phosphate solublizing bacteria isolates, 7 petrofilic
degradation resin fraction phosphate solublizing bacteria isolates, and 5 petrofilic
degradation asphalten fraction phosphate solublizing bacteria isolates. 5 genera petrofilic
degradation saturate fraction is Azotobacter, Acinetobacter, Acinetobacter,
Corynebacterium, Bacillus; 6 genera petrofilic degradation aromatic fraction phosphate
solublizing bacteria isolates is Arthrobacter; Corynebacterium, Bacillus, Streptococcus,
Micrococcus, dan Mycobacterium, 4 genera petrofilic degradation resin fraction phosphate
solublizing  bacteria isolates is Streptococcus, Micrococcus, Mpycobacterium,
Flavobacterium; dan 3 genera petrofilic degradation asphaltene fraction phosphate
solublizing bacteria isolates is Bacillus, Micrococcus, dan Mycobacterium

Key words: A sequential isolation, bacteria, petrofilic, phosphate solublizing
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ABSTRAK

Penelitian yang berjudul Isolasi Bertahap, Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri
Petrofilik Pelarut Fosfat sebagai Agen Bioremediasi Limbah Minyak Bumi pada bulan
Agustus 2009 sampai bulan Maret 2010 di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi
FMIPA Universitas Sriwijaya. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri
yang mampu mendegradasi hidrokarbon minyak bumi fraksi jenuh, aromatik, resin dan
aspalten secara bertahap sekaligus mampu  melarutkan fosfat dari tanah yang
terkontaminasi minyak bumi dan mengetahui karakteristik serta mengidentifikasi isolat
bakteri yang diperoleh berdasarkan karakteristik yang dimiliki masing-masimg isolat.
Sampel di ambil-dari 5 titik sampel yang berbeda pada daerah Talang Jimar, Prabumulih,
Sumatera Selatan. Hasil isolasi bertahap menggunakan Soil Extract Medium (SEM)
diperoleh 337 isolat bakteri petrofilik, 26 isolat bakteri petrofilik pelarut fosfat yaitu 5 isolat
bakteri petrofilik pendegradasi fraksi jenuh pelarut fosfat, 9 isolat bakteri petrofilik
pendegradasi fraksi aromatik pelarut fosfat, 7 isolat bakteri petrofilik pendegradasi fraksi
resin pelarut fosfat dan 5 isolat bakteri petrofilik pendegradasi fraksi asfalten pelarut fosfat.
5 genera bakteri petrofilik pendegradasi fraksi jenuh pelarut fosfat yaitu Azotobacter,
Acinetobacter, Acinetobacter, Corynebacterium, Bacillus; 6 genera bakteri petrofilik
pendegradasi fraksi aromatik pelarut fosfat yaitu Arthrobacter; Corynebacterium, Bacillus,
Streptococcus, Micrococcus, dan Mycobacterium, 4 genera bakteri petrofilik pendegradasi
fraksi resin pelarut fosfat yaitu Streptococcus, Micrococcus, Mycobacterium,

Flavobacterium; dan 3 genera bakteri petrofilik pendegradasi fraksi asfalten pelarut fosfat
yaitu Bacillus, Micrococcus, dan Mycobacterium

Kata kunci: Isolasi bertahap, bakteri, petrofilik, pelarut fosfat
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Minyak bumi merupakan salah satu sumber energi yang penting bagi kehidupan
manusia. Aktivitas produksi minyak bumi selain menghasilkan berbagai jenis produk
juga menghasilkan limbah yang dapat mencemari lingkungan. Menurut
Prijambada & Widada (2006:1), kegiatan eksploitasi yang meliputi pengeboran,
pembangunan sarana pengangkutan, penyimpanan, pengolahan untuk pemisahan
minyak bumi sering mengakibatkan terjadi pencemaran pada lahan di areal sekitar
aktifitas tersebut berlangsung. Pencemaran tanah oleh minyak mentah menyebabkan
perubahan terhadap susunan biologi tanah, karena minyak bumi bersifat racun bagi
mikroorganisme tanah dan tanaman (Tehrani & Herfarmanesh 2007: 1).

Limbah minyak bumi menurut Peraturan Pemerintah (PP No0.19/1994)
dikategorikan sebagai limbah B3 (Bahan Berbahaya dan Beracun). Limbah minyak
bumi yang berasal dari minyak mentah (crude oil) secara struktur kimia disusun oleh
hidrokarbon fraksi jenuh contohnya golongan alkana (paraffin), fraksi aromatik
contohnya benzen beserta turunannya, fraksi resin, fraksi asfalten dan kelompok non
hidrokarbon (Doerffer 1992: 8).

Baku mutu pengolahan limbah minyak bumi tentang tata cara dan persyaratan
teknis pengolahan limbah minyak bumi dan tanah terkontaminasi oleh minyak bumi

secara biologis salah satunya yaitu konsentrasi maksimum Total Petroleum




Hydrocarbon (TPH) limbah minyak bumi pada awal sebelum proses pengolahan
biologis tidak lebih dari 15% (KepMen LH. No. 128 2003: 5).

Pengolahan tanah yang terkontaminasi limbah minyak bumi baik dalam
konsentrasi besar atau kecil membutuhkan teknologi yang murah, mudah dan
ramah lingkungan seperti bioremediasi. Bioremediasi didefenisikan sebagai teknologi
yang menggunakan mikroba untuk mengolah pencemaran melalui mekanisme
biodegradasi alamiah atau meningkatkan biodegradasi alamiah dengan menambahkan
mikroba dan nutrisi (USEPA, 2001 dalam Mangkoedihadjo 2005: 5). Bioremediasi
merupakan metode untuk mendegradasi hidrokarbon minyak bumi yang paling
ekonomis dan ramah lingkungan (Prijambada & Widada 2006: 1).

Teknik pengolahan limbah minyak bumi dengan bioremediasi umumnya
menggunakan bakteri sebagai agen bioremediasi. Salah satu bakteri yang digunakan
dalam proses bioremediasi limbah minyak bumi adalah bakteri petrofilik yang bersifat
indigen yang berasal dari daerah yang tercemar limbah minyak bumi. Menurut
Effendi (2006: 42), bakteri petrofilik merupakan bakteri yang mempunyai kemampuan
untuk menggunakan minyak mentah sebagai sumber karbon satu-satunya untuk
tumbuh.

Bakteri di dalam tanah mempunyai kemampuan yang berbeda-beda dalam
mendegradasi minyak bumi. Kemampuan bakteri mendegradasi fraksi-fraksi minyak
bumi tergantung pada enzim yang dimilikinya (Fedorak et al., 1983 dalam Aditiawati
et al. 2001: 1). Enzim yang dimiliki oleh bakteri untuk mengubah komposisi kimia

minyak bumi dan membantu metabolisme komponen minyak mentah menjadi



komponen tidak beracun seperti CO; yaitu enzim oksigenase (Cerniglia, 1992 dalam
Tehrani & Herfarmanesh 2007: 2).

Isolasi bakteri yang dilakukan secara tidak bertahap hanya memperoleh isolat
bakteri pendegradasi fraksi yang komposisinya banyak di dalam minyak bumi.
Menurut Aditiawati et al. (2001: 1), prosedur isolasi yang dilakukan secara tidak
bertahap hanya dapat mengisolasi bakteri pendegradasi minyak bumi yang
mendominasi kultur, yaitu bakteri yang pertama mendegradasi minyak bumi dan
mampu mencapai konsentrasi sel tinggi dengan cepat. Menurut Hadi (2003: 2), bakteri
mendegradasi minyak bumi mulai dari komponen yang mudah didegradasi hingga
yang sulit didegradasi, dimana jumlah komponen minyak bumi yang mudah
didegradasi lebih mendominasi minyak bumi dibandingkan dengan yang susah
didegradasi. Bakteri yang mula-mula mendegradasi minyak bumi merupakan
pengoksidasi alkana normal karena fraksi ini mendominasi kebanyakan minyak bumi,
lebih mudah larut dalam air, dan berdifusi ke dalam sel-sel ba.ktg:ri (Walker & colwell,
1974; Horowitz et al., 1975; Sigiura et al., 1975 dalam Aditiawati et al. 2001: 1).

Bakteri pendegradasi fraksi minyak bumi yang sulit didegradasi diperoleh
dengan memanfaatkan fraksi minyak bumi yang masih ada setelah pertumbuhan yang
lengkap bakteri pendegradasi awal (Harayama et al. 1995 dalam Aditiawati et al.
2001: 1). Isolat bakteri yang lebih lengkap untuk menghasilkan degradasi total minyak
bumi yang lebih besar dapat diperoleh melalui isolasi bakteri pendegradasi minyak
bumi secara bertahap (Horowitz et al. 1975 dalam Pikoli ef al. 2000: 1). Isolat bakteri
yang diperoleh melalui isolasi bertahap dari minyak sumur Bangko yang dilakukan

oleh Pikoli er al. (2000: 8) dan Aditiawati et al. (2001: 3), diperoleh 8 genus isolat




bakteri yaitu Bacillus polymyxa, Bacillus licheniformis, Bacillus sp.1, dan
Pseudomonas aeruginosa, dari tahap I; Bacillus sp.2, Bacillus stearothermophillus dan
Bacillus brevis dari tahap II; dan Bacillus coagulans dari tahap III. Isolat yang
diperoleh setiap tahap isolasi memiliki kemampuan berbeda-beda dalam menggunakan
komponen minyak mentah.

Kecepatan proses degradasi limbah minyak bumi secara alami oleh bakteri di
alam berjalan lambat, oleh karena itu dibutuhkan teknologi yang dapat meningkatkan
kinerja bakteri. Peningkatan kinerja bakteri pada bioremediasi salah satunya dapat
dilakukan dengan penambahan nutrisi yang disebut dengan biostimulasi
(Munir 2006: 17). Nutrisi yang sering ditambahkan dalam bioremediasi adalah
nitrogen dan fosfor (Wrenn et al. 1994 dalam Tehrani dan Herfatmanesh. 2007: 72).
Bagi mikroorganisme, fosfor sangat penting karena fosfor terdapat dalam asam
nukleat, pospolipid, ATP, beberapa kofaktor, beberapa protein, dan komponen-
komponen sel lainnya. Hampir semua mikroorganisme menggunakan fosfat sebagai
sumber fosfornya (Prescott ef al. 1993: 99). Sumber fosfat yang didapatkan bakteri dari
proses bioremediasi yaitu melalui penambahan pupuk yang mengandung fosfat seperti
NPK. Penambahan pupuk fosfat akan menambah biaya yang cukup mahal apabila
bioremediasi dilakukan dalam skala besar.

Penambahan pupuk fosfat dalam bioremediasi selain menambah biaya juga
tidak efektif karena fosfat akan langsung terikat dengan logam-logam yang ada di
dalam tanah. Menurut Prihatini (2009: 2), masalah utama pemupukan fosfat pada tanah
adalah efisiensinya yang rendah karena adanya proses pengikatan fosfat yang cukup

tinggi oleh tanah terhadap pupuk yang diberikan. Pada tanah yang bersifat basa, fosfat




dapat membentuk ikatan Ca-P yang bersifat sukar larut. Pada tanah yang bersifat

masam fiksasi fosfat dilakukan oleh besi (Fe) atau alumnium (Al) dengan membentuk

ikatan Fe-P atau Al-P yang juga sukar larut dan tidak tersedia di tanah.

Menurut Rao (1994: 275), di dalam tanah banyak terdapat bakteri yang
mempunyai kemampuan melepaskan fosfat dari ikatan Fe, Al, Ca dan Mg sehingga
menjadi tersedia, contohnya bakteri Pseudomonas dan Bacillus. Bakteri yang
mempunyai kemampuan melarutkan fosfat telah ada dan tumbuh pada tanah sebelum
tanah tercemar limbah minyak bumi.

Berdasarkan informasi di atas, maka perlu dilakukan penelitian untuk
mendapatkan isolat bakteri yang mempunyai kemampuan untuk mendegradasi semua
fraksi penyusun minyak bumi baik fraksi jenuh, fraksi aromatik, fraksi resin dan fraksi
asfalten. Oleh karena itu perlu dilakukan isolasi bertahap untuk mendapatkan bakteri
petrofilik indigen pendegradasi fraksi minyak bumi yang lengkap dan mempunyai
kemampuan untuk melarutkan fosfat pada tanah yang tercemar limbah minyak bumi.

1.2. Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Bagaimana cara memperoleh isolat bakteri petrofilik yang mampu mendegradasi
fraksi jenuh, aromatik, resin dan asfalten, sekaligus mampu melarutkan fosfat dari
tanah terkontaminasi minyak bumi.

2. Bagaimana karakteristik isolat bakteri petrofilik pendegradasi fraksi jenuh, fraksi

aromatik, fraksi resin dan fraksi asfalten sekaligus yang mempunyai kemampuan

melarutkan fosfat pada setiap tahapan isolasi.




3. Termasuk kedalam genus apa isolat bakteri yang diperoleh berdasarkan

karakteristik yang dimilikinya
1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian yang dilakukan ini bertujuan untuk:

1. Memperoleh isolat bakteri petrofilik yang mampu mendegradasi fraksi jenuh, fraksi
aromatik, fraksi resin dan fraksi asfalten melalui isolasi bertahap sekaligus yang
mempunyai kemampuan melarutkan fosfat dari tanah terkotaminasi minyak bumi.

2. Mengetahui karakteristik isolat bakteﬁ petrofilik pendegradasi fraksi jenuh, fraksi
aromatik, fraksi resin dan fraksi asfalten yang diisolasi secara bertahap sekaligus
mempunyai kemampuan melarutkan fosfat.

3. Mengidentifikasi isolat bakteri yang diperoleh berdasarkan karakter masing-masing
yang dimilikinya.

1.4. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memperoleh isolat bakteri petrofilik yang dapat
mendegradasi hidrokarbon minyak bumi fraksi jenuh, fraksi aromatik, fraksi resin dan
fraksi asfalten sekaligus yang dapat melarutkan fosfat dari tanah yang terkontaminasi
limbah minyak bumi serta memberikan sumbangan informasi tentang agen biologis

dalam pengembangan bioremediasi tanah yang terkontaminasi limbah minyak bumi.
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