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Sari

Tclatr tlilakrikan isolasi bakteri temrot'ilik pendegradasi rninyak brrtni dari Surnur Bangko dengan cara bertahap karena proseclur
isi.;lasr biasa belum tentu dapat mengisolasi bakteri pendegradasi secara lengkap. Isolasi tahap I dilakukan langsung dai crude oil di
dalam medium basal Stone Mineral Salt Solution ditambah ekstrak ragi (SMSSe) pada 50"C. Isolasi tahap II dan III dilakukan dari
sumber-isolat yang sama, medium basal dan kondisi kultur yang sama, tetapi medium pengisolasi diperkaya dcngan minyak sisa
degradasi (MSD) isolat campuran tahap sebelumnya. Pada tahap I diperoleh 4 isolat, yutu Bacillus polytnyxa, B. lichenifonnis,
Bacillus sp.1, dan Pseudomonas aeruginosa; pada tahap II diperoleh 3 isolat, yutu Bacillus sp.2, B. stearothermophllus, dan B.
brevis; seAangkan pada tahap III hanya diperoleh i isolat, yaitu B. coagulans. Semua isolat ini nantirrya digunakan untuk
mendegradasi crude oil.

iiura kwtti.' bakteri; degradzsi; isolasi; isolasi bertahap; minyak bumi.

Abstract

A sequential isolation and isolate identification of thcrmophilic
oil degrading bacteria from bangko reservoir

A strrily (,rr the isolaliorr o1' tlierinuphrlic oil dcgialirrg Lactcria lium thc cruclc oil (pelroleuni) of Ban3ko rcscrvoir has bccn
ccnducbd u;r a scquential wa-v. The converitional isolation procedure did not rsolate the bacteria colnpletely. 'I'he first isolation stage
was performed directly on the cmde oil sample by using Stone Minelal Salt Solution plus yeast extract (SMSSe), as basal medium, at
50"C. The second and third isolation stages used the same source, basal mediunr, and condition as the ilrst stage, but were enriched
with a depleted-oil obtained from the crude oil degaded from the previous stage's mixed culture bacteria. Four bacterial isolates
were reco.;ered fi'om the first isolation stage, identifled as Bacillus polynryxa, B. Lichetifonnis, Bacillus sp. l, and Pseudomonas
aentginosa. The second stage gave another three different bacterial isolates, identified as Bacillus sp.2, B. stearothennophillus, and
B. brevis, *,treLeai the thir"rl stage gave only one isolate namely llucillus t:oagLtlans. These isolates could be applied for the
degradatioir of crude oil.

Ke.ywords: bacteria; crude oil; degradation; isolation; sequential isolation.
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1. Pendahuluan

Isolasi bakteri dari surulr rninyak bumi rnenghasilkiut
isolat bakteri pendegradasi minyak bumi yang digunakan
untuk meningkatkan perolehan minyak bumi dengan
memanfaatkan kemampuan mikoba (MEOR = Microbial
Enhanr:ed Oil Recovery). Bakteri pendegra-dasi minyak
burni ini merrghasilkan bioproduk seperti asam lemak,
gas, srrrFaktari, rlan biopolirner yang dapat mr.ilingkalkan
polusitas dar peilncaliilitas batuaii reservoir tbfirtasi
klastik dan karbonat I7l. Pada prinsipnya, MEOR
dilakukan dengan meningkatkan jumlah dan kemarnpuan
bakteri in sim dan ex .\itu dalam sumur minyak. Isolat
hasil isolasi dari surnur ruinyakjuga dikernbangkzur untuk
hioremediasi lingkungan dan limbah minyak bttmi, baik

di air maupun di darat, sehingga keberhasilan isolasi
bakteri dari sulnur minyak secara lengkap sangat
dibutuhkan.

Prosedur isolasi bakteri yang lazirn dilakukan biasarya
hanya dapat mengisolasi bakteri pendegradasi minyak
bumi yang rnendominasi kultur, yailu bakteri yang rnula-
urula menggunakan kornponen minyak yang rnudah
terdegradasi sehingga malnpu mencapai konsentrasi scl
finggi dcrrgan ccpat. Isolat tcrscbut biasanya menrpakan
pengoksidasi alkana normal karena komponen ini
rlcndomirrasi ketlanyakan mrnyak burni, lebih mudah
larut dalam air, dan terdifusr ke dalam membran scl
bakteri [4,6,8]. Bakteri pendegradasi komponen minyak
yang lebih sulit didegradasi berjurrrlah lebih sedikit dan
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tunrbult lebiii larntiat kari;iia k-aiah bersaing dengan
pendegradasi alkana yartg rnemiliki substrat lcbih banyak
dan lebih rrrudah didegradasi. sehingga bakteri ini sulit
terirolasr. Pt:ran bakteri ini sebenarilya pentirrg dalam
melaksauakan uegradasi kornporren mirryak lairr yang
sulit dide.gradasi [.11.

Bakferi penriegradasi kourpoiren rninyak yang sulit
didegrada.si ini dapat diperoleh dengan rnemanfaatkan
kompcrrren niinyak buini yang masih ada setelah
perturnbrrlrair yarrg lcngkap hakteri pendegradasi awal

[31. Oleh li:irena im, unluk memperoleh isolat bakteri
yang lehih lcngkap l;rituk rnenghasilkan degradasi total
minyaii hriiriri valrg lebih besar, isolasi bakteri
pendcgiadasi i.t.rri',ili bumi tiilakukan secara bertahap

t-{1.
Isolasi fritLii i! ,.'iiir"i br:rlahap ini teiah dilakukan oleh
I{orowitz. (197;,) [4] dari ininyak burni dan rnenghasil-
kan seluirriuh isiilat yang bekerja secara bertahap,
terganrung paJi keliralnpuailnya urenggunakan kom-
ponen r-Ixnlak btiri,i .laii ya.lig mudah sampai yang sulit
terdegratlasi. Ist,iasr takteri secara konvensional telah
dilakukarr dari rixlyak burni suritur Bangko pada tahun
1997 dair l.rlah dipastikan bahwa fi)ntoh rninyak bumi
dari sururii tlaiigko rirengandung bakteri yarlg rriarnpu
mendegrada.si rniny,ak bumi. Unluk incningkatkan
keunmpuarr degradasinya, dilaki.rkan isolasi bakteri
secara bertahap agar cliperolch isolat lail yang bcrperan
dalam rangkaian degradasi selain yang sudah diperoleh
dan diketahui unrtan kerja dari mikroba hasil isolasi.

2. Metodtilogi

Isolasi dilakukan dalali; 3 fatrap, ile:nlj;n nicnggunakan
sarnpel minyak bwri (crude oll) dari surnur Bangko,
Sumatera sobagai ,qurtrber isolat. Medium basal yang
digunakan atlalah Stcrze lr4incral Salt SoLution (SMSS)
yang terdiri atas 5 g CaCO:; 2,5 g NI{aNO3; I g
Na2HPOa TH:O; 0.-5 g KftrPOa; 0,5 g MgSOa.TIIzO; dan
0,2 g [4nt-)l 2."itr\'O :rallg iiilanrtkan di dalain I liter
akuades t5l" r,k-rtiak rtegi sebirnliak 0,017o (b/v)
ditarrrbahkan kr rialarri rnediuni SMSS sebagai surnber N
dalam berrtuk asanr amino dan grov,th factor tambahan.
N{ediuin StuISS yang mengandung ekstrak ragi ini
selanjutnya discLtut SMSSe untuk rnernpermudah
penyebutannya. Ke tlaiarn mctlium tersebut ditambahkart
minyak bnmi sebanyak 2c/o (b/v) sebagai sumber karbon.
pH rnediunr ini adalah 6,8-7.

Isolasi tahap I didahului dengan pengocokan 2Vo (blv)

crude ctil di dalant rnedium SMSSe selama 7 hari dengan
kecepatan 120 lpm" Untuk keperluan isolasi,
pengambilan contoh diantlil setiap hari, kemudian isola.si
dilakukan deirgan metode pengenceran. Contoh diambil
sebanyak I ml untuk dibiakkan di atas lempeng agar
SMSSc yang rrrengandung cntde oil <Iengan metode
cawan tuang. Setiap koloni yarrg berbeda dimurnikan
kernbah pada rnedium padat yang serupa. Isolasi lahap II

I 'Ri]( . i ' tLt, \/()l J2, idu ),2a00

dan III dilakukar-r dengan prose.dur dan kondisi yuiig
sama, tetapi mediurn pengisolasinya (SN,'lSSc) diperkaya
dengan rninyak sisa tlegradasi (MSl)) tahap srbclumitl,a
Isola.si tahap Il menggunakan MSD I, sedangkan isolasi
tahap III menggunakan MSD II. Prosedur isolasi baktcri
secara bertahap dari minyak bumi secara garis besar
dipedihatkan pada gambar I dan prosedur pemrrnian
bakteri tahap I, II, dan III dapat dilihat pada gambar 2.
Isolat bakteri yang diperoleh kcmudian diidentifikasi
melalui pengamatan morfologi koloni, sel, dan sejumlah
uji biokimia [21.

Gafllbar 1 Bagan pros€dur isolasi bakleri secara beriahapdari
minyak bumi
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Gambar2 Prosedur isolasi dan oeniurnian bakt€ri  tahaD l.  l l .
dan l l l

3. Hasil dan Pembahasan

Isolat bakteri yang diperoleh secara bertahap dari minyak
bumi Bangko di dalam medium SMSSe dengan
kecepatan pengocokan 120 rpm berjumlah 8 isolat, yaitu
4 isolat dari tahap I, 3 isolat dari tahap II, dan I isolat
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Gambar 3 Foto isolat bakleri  pendegradasi rr inyak bumi (perbesaran 1000x)

Tabel 1 Karaklerislik koloni isolat bakleri

lsolal Berltuk T€[i BeVasl Warha P€rfiiukaah

t _  | Irregular Lobate Raised Kuning Kasar

t '2 Irregular Lobate Raised Kun ing Kasar

| -'l Circular Entire Pulvinate Bening M€ngkilap

t4 Circular Serrate Flat Hijau Kasar

i l-1 Circular Undulate Raised Putih Mengki lap

|-2 Circular Llndrtlate Convex Putih _-. [glq]rup _
Kasaril-3 Irregular Lobate Raised Krem

i l l Circular Entire Convex Coklat muda Mengkilap

Keterangan : Koloni yang diarnati  adalah koloni yang ditumbuhkan pada agar nutr isi  pada suhu 40" C selama 24 jam
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dan tahap iii. [sril;;a yrrlg drl,crili{:h parla mhlgr i arialali
Badllus yt:tL-,;trr1,Nt (isolat f-i), 14izr:illus lir'ltentformis
(isolat 1"2), fi;tnll.ul sp I iisolat I--l), ri;in P,reuilomonas
aeni.girr. i i .t ir (r:rolat i .{); paila uiirap i l Srtt ' i l . lul sp.2 (isolat
LI-l). ItatiLks .\t(;lrothernrophLlu,t (isaiat II-2), dan
BaciLuts lii'cr'ls (isolat II-3).; sedangkan pada tahap iII
hanya dipeirrleir I isolat" yult Bacillus coagulans (isolat
III). Gaurbar 3 rll$l'liuukkan keoelapan isolat tersebut.

Pada Tri;cl I ilirrngkapkan trahwa isolat I-1 dan t-2
tamlrak semlla, yaitu memiliki bentuk koloni yang tidak
beraturaii \trrt:grtkt.r'), tepi lobate, berwarna kuning, dan
penrrukaair yarig kasar, tidak mengkilap. Apabila kedua
isolaf tersct,ut diainati secara lebih saksama, terutama
bila pongamatan dilakukan dengan menggunakan
mikrrrskuir lxrlerrsa obyektif 4 kali, kedua isolat tarnpak
memilrki 1;rlhodatrn lrentuk koloni pada elevasi, Kcdua
isolat sarira .rJrrla itei]riliki elevasi yang naik (raiser[)
mulai tlari tepi koloni, tetapi ketnrdiair nrenurtrn pada
bagian tengah koliini svliingga koloni lainpak nrerniliki
lingkaran di tcngrr"hny.a" Pengamatan dengan ntcngguna-
kan mikrr.,skop hedensa obyektif 10 t<ali nienunjukkan
lingkararr rc,rgalr iersebut merupakan kurnpulan titik yang
padat berwarna abu-abu dcngan latar bclakang bcrwailla
krrning seperti warna tepinya. Perbedaanrrl,a adalah isolat
I-1 merniliki lingliiuarr tengah yang lebih br:sar daiipada
isolat I 2. Pada kulnrr yang tiennrrur tira (48 jam atau
lebih) isolat I-l nrenriliki tepi koloni dcngairjulnran yang
lebih panjang daripacla isolat I-2 pada umirr yang"sama.
Llal-hal tersebut cukulr untuk mernbuklikan hahwa kedua
koloni yang har-npir rmrip tersebut rnerupakart dua isolat
yang berbeda.

Isolat I-3 dan I 4 ruenril iKi kalaklcrioli l i  kol(irri ydfig l ihas
yang rnudah dibctlakan dari isolat tahap I lainrrya. Kolorii
dari isolat I-3 tampak bering, rrrengkilap, dengan tepi
yang rata menyerupai tetesan air" Isolat 1-4 memiliki
karakteristik ktrloni yalig paiing nrudah tlibcdakan diiri
yang lain, y:rinr rnemiliki warna hijau. Sebenarnya koloni
isolat I*1 berwarna l*ning rnuda kehijauan pada
pengamaiilrr tlcrrg|rr uir'.iiggunnlian rnikroskop, narnrn
bila drtrnltrr'i,karr paila aga:i nufrisi, kurnpulan koloni dan
agar nriirii;irrya lrt:rwiiiria hi.jarr agak trra. I.)crttikian pula
bila iscilat 1'1 rliturnbuhkarr dr dala-m iriedium SMSSe
yang menganiung crude oil, kulnir tunggal yang berumur
2x24 je"r.u akan nienyebabkan wama ilediurn cair itu
berwarna hrjau kecoklatan.

Crude riil yang tligunakan sebagai surnber karbon dalam
isolali tahap I secara langsung relah menyeleksi jenis
bakteri iloilggu{ra hidrokarbon. Alkana normal dengan
panjaug riurtai C1a-C30 merupakan kisaran senyawa yang
paling disukai untuk didegradasi oleh bakteri [6]. Oleh
karena itu, seimra isolat yang diperoleh pada tahap I
diduga urenrpakan bakteri yang merniliki spesifisitas
dalam degradasi kelompok senyawa tersebut. Bakteri
yang rnendegradasi komponen yang sukar didegradasi
dalatn cnde oil sulit unnrk diisolasi nrelalui prosedur
pada tahap 1 ini. Hal ini dapat disebabkan oleh
pendegradasi kornponen rninor dalam crude oil kalah

P l r t ) ,  t  : i , ,  \  (  i :  t : ,  , t : I  
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bersairtg dengan poridflgiadasi alkarra )eiii: ii:iriir inuiJr:fu
didegradasi [4].

Isola,si tahap II dan III ditujukan urituk mernperoleir
bakteri pendegradasi kornponen lain yang trdak donurran
di dalam crude oil karena peran bakteri iui dalam
mendegradasi senyawa hidrokarbon di alam tetap
penting, meskipun jumlahnya sedikit. Pada isolasi tahap
II dan IlI, sumber isolat yang dipakar tetap berasal dari
crude oil. Di dalam cntde oil mernang terdapat berbagai
bakteri pengguna senyawa hidrokarbon yang berbeda,
meskipun tidak senruanya dalam keadaan aktif [5].

Pada isolasi tahap II, rnediurn agar SMSSe yang
diperkaya deugan minyak sisa degradasi tahap I (lvISD D
ditumbuhi beberapa macam kitloni. Koloni yang telah di-
mrrnikan kemudian tlinrrnbuhkan kembali pada lempeng
agar nutdsi dan diamati dengan rnenggunakan nrikroskop
berlensa cibyektrf 4 rlau 10 kali. Setrlah rnerrfblogi
koloninya dibandirrgl"an deiigarr rnorfblogr ktiioni isolat
tahap I, baru dapat diyakini bairwa isolat yarrg bei'beda
dari isolat tahap I menrpakan isolat tahap II.

Pada pengamatan secara sepintas, koloni isolat II-3
rneilyeiTpiil is.;lat I-1 tlan i-2, yaitii tliiJairr ltal bentuk"
tepi, elevasi, dan permukaaixlya. Apahila <liarnati secara
saksarna, isolat II 3 bcrwirrna krcin lsbilr tcrang dariparJa
isolat I-1 dan I-2 yarrg berwarna kirning. Isolat II-l dan
II-2 sarna-sarna rneiniliki warna koloui putili, tetapi
wann putih koloni iselat II-2 cenilsrung bening. Elevasi
pada kedua koloni juga cuhrp untuk membcdakan kedua
isolat itu, yaitu koloni isolat lI-2 naik membulat atau
cembrrng (cont'et:.), sodangkan koloni isolat II-1 naik
rnerrdalar (rrtiscr[). l{oluui isolat II'2 juga riierr;,crrrlrai
isolat I-3, tetapi parla lrcngarnatan dengan rnenggunakan
rnikroskop berleirsa otryektif 4 kali ele'vasi kecernbungan
koloni isolat I-3 lcbih mernLrulat Qtulvinate) daripada
isolat I i-Z.

Pada isolasi tahap III lrarrya I jenis rsolat yairg terisolasi,
Medium yalg diperkaya dengan e'lSD II bcnar-trenar
selektif mengisolasi isolat tahap lIL Isolat ini memiliki
karakteristik koloni yang khas, yarm memiliki warna
coklat muda agak transparan, sehingga sangat berbeda
dari semua isolat tahap sebelumnya.

Tabel 2 Karakteristik sel isolat bakteri

Keterangan : Sel yang diwarnai berumur 24 jam,lerminal = di
ujung sel;subterminal * di antara ujLing dan
tengah sel;  sentral = di lengah sel;  el ips = bulat
telur

lsolal BenlukFanjehg
:rr {ilm} "

Gram rrr, etbk ,'
bndobpora

Bbnliik,,
endospora

t-1 Batang 2 - 2 . 5 Posit i f Terminal El ips

l :2 Balang 1 ,5  -  2 ,3 Posit i f Sentral El ips

t-3 Batang J Negatif Terminal El ips

l - +
Batang
pendek

n q - 1 Negatif Tidak ada

lr- l Batanq 2 - 2 , 5 Posit i f Senlral El ips-bulat

|-2 Batang Posit i f Terminal El ips

il-3 Batang 1 R - r e Posit i f Sublerminal El ips-bulal

i l l Batanq 2 - 2 , 5 Posi l i f Terminal El ips



Tabel 3 l"iasil r"rji biokirnra pada isolat bakteri

Uji biokimia lsolal bakteri hasil lsolasi pada suhu 50"C

1"1 t -z t -'l l i i l -1 ll-2 il-3 ill

Glukosa + + + + +

Laktosa + + + +

Dekstrosa

Pali + + + + + +

L€mak J +

Kas€in + + + +

Gelatin + + + +

TSIA Asam Asam Asam Alkal i Alkali Asam Alkal i Asam

lndol

MR +

V F

$. Sitrat +

FIaS

Motilitas + + + +

Nitrat + + + +

tleaksi Lttmus Asam Reduksi
l i tmus

Asam, gas, reduksi
oan curo

Proieol isis Asam Tidak
b€rubafi

Reduksi
l i tnr us

Asam gas, reduksi
dan cLJrd

PROi r) B, \ tOL. 32, NO. 2, 2Un

Keteiat igan : Sirhu pengir j ian 40"C selama 24-48 jan, + = hasi l  reaxsi posit i f ;  -  = lrasi l  reaksi negati l  sesuai derrgan prosedur uj i
biokimia secara mikrobiologis (2). Curd = dadih yang terbentuk kar€na presipitasi kasein di dalam susu.

J I

Pengamatan selanjutnya dilakukan pada karakteristik sel
setiap isolat, yaitu melalui preparat yang terlebih dahulu
diwarnai. Pengamatan pada senlua preparat (Tabel 2)
menunjukkan bahwa semua isolat merupakan bakteri
batang. Ilan4iir serrrua isolal iirerupakan bakleri Grarn
positif. Istllat t-4 tampak sangat berbeda dari isolat
lainnya karena nrerupakan bakteri Grarn negatil
berbentuk batang pendek, tidak memiliki endospora, dan
bemkuran sangat kecil, bahkan hampir menyerupai
kokus.

Isolat pada scnlra tahap rnernihki errdospora, kel:uali
isolat I-4. Sel Gram positif berspora tersebut diisolasi
secara aerob; jadi, genus bakteri berspora ini adalah
Bacilhts. Isolat I-3, meskipun terwamai Gram negatif,
tetap menrpakan Racillus karena cukup memenuhi ciri-
ciri pcnting Bticillus. Bacillus rnerupakan bakteri
berbentuk batang, merriliki endospora, dan rnen4rakan
setu-siltunya bakteri batang yailg aerob, sedangkan
golongarr tsacillaceae batang berspora larnnya bersifat
mikroacrofilik (Sporolactobacillus) atau anaerob
(Clostidium) |1.

tiasil u.;i triokinria yarig diperlihatkan pada Tabel 3
memperkuat dugaan bahwa kedelapan isolat merupakan
spesics yar;g burtreda-beda Setiap rrrikroba nierriiliki
karakteristik biokimia tersendiri yang disebut
biochenical fingerprints. Perangkat ini dikendalikan oleh
aktivitas enzimatis sel dan bertanggung jawab dalam
biosintesis dan biodegrada.si [2].

Dua isolar bakteri dari gerrus Bacillus" yainr I-3 dan II-1,
belurn berhasil diidentifikasi sampai spesies. Enarn dari
kedelapan isolat telah berhasil diidentifikasi sampai
spcsies berdasarkan perbedaan karakteristiknya, terutama
dari liasil uji biokimia, yarrg berpanduan pada buku
Bergev's Manual of Determinative Bacteriolog"y [1].

4. Kesimpulan

Isolat bakteri yang diperoleh dari minyak bumi Surntr
Bangko yang diisolasi secara t'ertahap dengan
nrenggunakan nredium SMSSe (Stone fuIineral Sah
Solution yang mengandung ekstrak ragi) adalah Bacillus
polynryxa, B. Iichenfornis, Ilacillus sp.1, dan
Pseudomonas aeruginosa, dari Tahap I; Bacillus sp.2, B.
slearoiherrnophillus dan B. brevis dari Tahap II; dan B.
coagulans dari Tahap IlL Terisolasinya jenis bakteri
yang berbeda pada setiap tahap isolasi menunjukkan
bahwa sernua isolat bakteri yang diperoleh rnemiliki
kemampuan menggunakan komponen yang berbeda di
dalarn crude oil.
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