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Sari

Telah dilakukan isolasi bakteri termofilik pendegradasi minyak bumi dari Sumur Bangko dengan cara bertahap karena prosedur
1sclasi biasa belum tentu dapat mengisolasi bakteri pendegradasi secara lengkap. Isolasi tahap I dilakukan langsung dari crude oil di
dalam medium basal Stone Mineral Salt Solution ditambah ekstrak ragi (SMSSe) pada 50°C. Isolasi tahap II dan IIT dilakukan dari
sumber isolat yang sama, medium basal dan kondisi kultur yang sama, tetapi medium pengisolasi diperkaya dengan minyak sisa
degradasi (MSD) isolat campuran tahap sebelumnya. Pada tahap I diperoleh 4 isolat, yaitu Bacillus polymyxa, B. licheniformis,
Bacillus sp.1, dan Pseudomonas aeruginosa; pada tahap II diperoleh 3 isolat, yaitu Bacillus sp.2, B. stearothermophllus, dan B.
brevis; sedangkan pada tahap III hanya diperoleh 1 isolat, yaitu B. coagulans. Semua isolat ini nantinya digunakan untuk
mendegradasi crude oil.

Kala kunci : bakteri; degradasi; isolasi; isolasi bertahap; minyak bumi.

Abstract

A sequential isolation and isolate identification of thermophilic
oil degrading bacteria from bangko reservoir
A stady on the isolation of thermophilic oil-degrading bacteria from the crude oil (petroleurni) of Bangko reservoir has been
cenducted on a sequential way. The conventional isolation procedure did not 1solate the bacteria completely. The first isolation stage
was performed directly on the crude oil sample by using Stone Mineral Salt Solution plus yeast extract (SMSSe), as basal medium, at
50°C. The second and third isolation stages used the same source, basal medium, and condition as the first stage, but were enriched
with a depleted-oil obtained from the crude oil degraded from the previous stage’s mixed culture bacteria. Four bacterial isolates
were recovered from the first isolation stage, identified as Bacillus polymyxa, B. licheniformis, Bacillus sp.1, and Pseudomonas
aeruginosa. The second stage gave another three different bacterial isolates, identified as Bacillus sp.2, B. stearothermophillus, and
B. brevis, whereas the third stage gave only one isolate namely Bacillus coagulans. These isolates could be applied for the
degradatiou: of crude oil.

Keywords: bacteria; crude oil; degradation; isolation; sequential isolation.

1. Pendahuluan di air maupun di darat, sehingga keberhasilan isolasi
) ) ) ) ) ) bakteri dari sumur minyak secara lengkap sangat
Isolasi bakteri dari suivur minyak bumi menghasilkan dibutuhkan.
isolat bakteri pendegradasi minyak bumi yang digunakan _ o )
untuk meningkatkan perolehan minyak bumi dengan Prosedur isolasi ba'kterl yang laglm dllakllkan'b1a§anya
memanfaatkan kemampuan mikroba (MEOR = Microbial han}{a dapat mcngl‘sola.m bakteri _pendegra.dam minyak
Enhanced Oil Recovery). Bakteri pendegra-dasi minyak ~ bumi yang mendominasi kultur, yaitu bakteri yang mula-
bumi ini menghasilkan bioproduk seperti asam lemak, ~ Mula menggunakan komponen minyak yang mudah
pas. surfaktau, dan biopolimer yang dapal meningkatkan ~ terdegradasi sehingga mampu mencapai konsentrasi scl
porositas dan perincabilitas batuan reservoir formasi (10881 dengan cepat. Isolat terscbut biasanya merupakan
klastik dan karbonat [7]. Pada prinsipnya, MEOR pengoksidasi alkana normal karena komponen ini

dilakukan dengan meningkatkan jumlah dan kemampuan miendominasi .kebanyakanAmilnyak bumni, lebih mudah
bakteri in situ dan ex situ dalam sumur minyak, Isolay ~ larut dalam air, dan terdifusi ke dalam membran sel
hasil isolasi dari sumur minyak juga dikembangkan unuk ~ bakteri [4,6,8]. Bakteri pendegradasi komponen minyak
bioremediasi lingkungan dan limbah minyak bumi, baik yang lebih sulit didegradasi berjurnlah lebih sedikit dan
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tumbuh Iebihh lambat karcna kalah bersaing dengan
pendegradasi alkana yang memiliki substrat lebih banyak
dan lebih mudab didegradasi, sehingga bakieri ini sulit
terisolast. Peran bakteri ini sebenarnya penting dalam
melaksanakan degradasi komponen minyak lain yang
sulit didegradasi [4].

Bakteri peidegradast komponen minyak yang sulit
didegradasi ini dapat diperoleh dengan memanfaatkan
komponen minyak bumi yang masih ada setelah
pertumbuliair yang lengkap bakteri pendegradasi awal
[3]. Olelt karena i, untok memperoleh isolat bakteri
vang Iebih Iengkap uutuk menghasilkan degradasi total
minyak burai  yaag lebih besar, isolasi bakteri
pendegradasi miwvak bumi dilakukan secara bertahap
{4,

Isolasi bakirst secara bertahap ini telah dilakukan oleh
Horowitz (1975) {4} dari minyak bumi dan menghasil-
kan sejumiah isolat vang bekerja secara bertahap,
terganung  pada kemampoannya menggunakan kom-
ponen minyak buitn daci yang mudah sampai yang sulit
terdegiadasi. Isulasi bakteri secara konvensional telah
dilakukan dari minyak bumi surour Bangko pada tahun
1997 dan telah dipastikan bahwa contoh minyak bumi
dari sumwur Bangko mengandung bakteri yang mampa
mendegradasi  minyak bumi. Untuk meningkatkan
kemampuan degradasinya, dilakukan isolasi bakteri
secara bertahap agar diperoleh isolat lain yang berperan
dalam rangkaian degradasi selain yang sudah diperoleh
dan diketahai urutan kerja dari mikroba hasil isolasi.

2. Metodologi

Isolasi dilakukan dalams 3 rabap, dengan menggunakan
sampel minyak bumi (crude oil) dari sumuar Bangko,
Sumatera scbagai surober isolat. Medium basal yang
digunakan adalah Stone Mincral Salt Solution (SMSS)
yang terdiri atas 5 g CaCOy 2,5 g NHNO;; 1 g
Na,HPO, 7H,(O; 0,5 g KH,;PO,; 0,5 g MgSO,.7TH,0; dan
0,2 g MnaCL 71,0 yang dilarutkan di dalam 1 liter
akuades [S]. tkstvak ragl sebanyak 0,01% (b/v)
ditambahkai ke dalam medium SMSS sebagai sumber N
dalam bentuk asam amino dan growth factor tambahan.
Medium SMSS yang mengandung ekstrak ragi ini
selanjutnya discbut SMSSe untuk mempermudah
penyebutannya. Ke dalam medium tersebut ditambahkan
minyak bumi sebanyak 2% (b/v) sebagai sumber karbon.
pH mediuni ini adalah 6,8-7.

Isolasi tahap I didahului dengan pengocokan 2% (b/v)
crude oil di dalam mediam SMSSe selama 7 hari dengan
kecepatan 120 tpm., Untek keperluan isolasi,
pengambilan contoh diambil setiap hari, kemudian isolasi
dilakukan dengan metode pengenceran. Contoh diambil
sebanyak 1 ml untuk dibiakkan di atas lempeng agar
SMSSe yang mengandung crude oil dengan metode
cawan tuang. Setiap koloni yang berbeda dimurnikan
" kembali pada medium padat yang serupa. Isolasi tahap 11
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dan I1 dilakukan dengan prosedur dan kondisi yaig
sama, tetapi medium pengisolasinya (SMSSe) diperkaya
dengan minyak sisa degradasi (MSD3) tahap sebelumnya.
Isolasi tahap I1 menggunakan MSD I, sedangkan isolasi
tahap IIT menggunakan MSD II. Prosedur isolasi bakteri
secara bertahap dari minyak bumi secara garis besar
diperlihatkan pada gambar 1 dan prosedur pemurnian
bakteri tahap 1, II, dan III dapat dilihat pada gambar 2.
Isolat bakteri yang diperolch kemudian diidentifikasi
melalui pengamatan morfologi kolont, sel, dan sejumlah
uji biokimia [2].

I Crude oil I—-}l }—)‘ Isolasi Tahap | |
A 4

| Degradasi crude oiloleh Isolat Tahap | |

ISOLASI TAHAP|

A 4
| Crude oil '—pl Minyak Sisa Degradasi Tahap | (MSD I |
h 4
L ISOLASI TAHAPII M isolasi Tahap Il I
A 4
I Degradasi MSD i oleh Isolat Tahap Il J
\ 4

| Crude oil I—){ Minyak Sisa Degradasi Tahap Il (MSD II) |

| ISOLASITAHAP I |- Isolasi Tahap il |

Gainbar 1 Bagan prosedur isolasi bakteri secara bertahapdari

minyak bumi
VN
2% (btv) “crude oil* Bangko
{fidak disteri)
Shisse {stedt) (0
kocaok SO°C., 3 -7 had
har ke-3 hat ke-4 hari ke—s hari ke & trowd keﬂ
10 mL \ 10 l()m? 107\ IO?
SMSSe danMSD1
kocok 50°C, 37 hari S g
setiap hari (3-7 han) /"3/’“/ B *ﬁ

sampling untuk isolasi
dengan pengenceran U H H H
pada NaCI0.85%
metode cawan tuang
inkubasi 1-3 hari, 40°C <~.___n> Ggar SM3Se

l’ dan MSD{
agar ShSse wgen nulris
dan MSD kultur mumi {untuk

identifikast)

Gambar 2 Prosedur isolasi dan pemurnian bakteri tahap I, 1,
dan Il

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 daritahap I, 3 isolat dari tahap 11, dan 1 isolat
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1salat -4 {Fsendemonas aerugmnss)

; i
Yeolat 12 ¢ Bovillus sieorothermophiflesy

Isotar 113 (Bacillus frevisy tenla 11 {Bacilus cougulans)

Gambar 3 Foto isolat bakteri pendegradasi minyak bumi {perbesaran 1000x)

Tabel 1 Karakteristik koloni isolat bakteri

isolat | Bentuk v Permukaan
i1 Irregular Lobate Raised Kasar
-2 Irregular Lobate Raised Kuning Kasar
I-3 Circular Entire Pulvinate Bening Mengkilap
I-4 Circular Serrate Flat Hijau Kasar
-1 Circular Undulate Raised Putih Mengkilap ]
-2 Circular Undulate Convex Putih Mengkilap
-3 Irregular | Lobate Raised -“Een; 1 ——k—;amr__
I Circular Entire Convex Coklat muda Mengkilap o

Keterangan : Koloni yang diamati adalah koloni yang ditumbuhkan pada agar nutrisi pada suhu 40°C selama 24 jam.

I ) Raised
Irregular %5y {obare o F > by N
. . o Pulvinate © 5~
Circular {:} Entire 3;”‘%% i
Serrute ?3;3 Flat © o

Undulate ;’%...\3 Convex . 7
.
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dari tahap i1, {sodai yang diperoich pada tabap 1 adalah
Bacillus polynyxa (isolat 1-1), Bacillus licheniformis
(isolat 1-2), Bacillus sp.1 {isolat 1-3), dan Pseudomonas
aertiginasa (1solat 1-1); pada whap 1 8acilles sp.2 (isolat
I-1), Bacillus  siearothermophllus {(isoclat 1I-2), dan
Bacilins brevis {isolat 11-3); sedangkan pada tahap III
hanya dipeiolel 1 isolat, yaitu Bacillus coagulans (isolat
11I). Gambar 3 inenunjukkan kedelapan isolat tersebut.
Pada Tabel 1 diungkapkan bahwa isolat I-1 dan 1-2
tampak serupa, yaitu memiliki bentuk koloni yang tidak
beraturan (rregular), tepi lobate, berwarna kuning, dan
permukasi yang kasar, tidak mengkilap. Apabila kedua
isolat tersebut diamati secara lebih saksama, terutama
bila pengamatan dilakukan dengan menggunakan
mikioskop berlensa obyektif 4 kali, kedua isolat tampak
memiliki perbedaan bentuk koloni pada elevasi. Kedua
isolat sama sama wiemiliki elevasi yang naik (raised)
mulai dari tepi koloni, tetapi kemudian menwmun pada
bagian tengah koloni schingga koloni tanpak meniliki
lingkaran di tengahnya. Pengamatan dengan mengguna-
kan mikroskop berlensa obyektif 10 kali menunjukkan
lingkaran weagali iersebut merupakan kumpulan titik yang
padat berwarna abu-abu dengan latar belakang berwaina
kuning seperti warna tepinya. Perbedaaniiya adalah isolat
I-1 meiniliki lingkaran tengah yang lebih besar daiipada
isolat I-2. Pada kultur yang berumur ta (48 jam atau
lebih) isolat I-1 memiliki tepi koloni dengau juluran yang
lebih panjang daripada isolat 1-2 pada umur yang -sama.
Hal-hal tersebut cukup untuk membuktikan bahwa kedua
koloni yang hampir mirip tersebut merupakan dua isolat
yang berbeda.

Isolat I-3 dan 1-4 memiliki karakicristik koloai yaay khas.
yang mudah dibedakan dari isolat tahap 1 lainnya. Koloni
dari isolat I-3 tampak bening, meagkilap, dengan tepi
yang rata menyerupai tetesan air. Isolat 1-4 memiliki
karakteristik koloni yaug paling mwudah dibedakan darxi
yang lain, yaitu memiliki warna hijau. Sebenarnya koloni
isolat I-4 berwarna kunmng nuda kehijavan pada
pengamaian dengan wenggunakan mikroskop, namun
bila diturobnt.kan pada agar nutrisi, kampulan koloni dan
agar nuitrisinva berwarna hjaa agak wa. Demikian pula
bila isolat [-4 diturmbubkan di dalam medium SMSSe
yang mengandung crude oil, kultur tunggal yang berumur
2x24 jam akan menyebabkan warna medium cair itu
berwarna hijau kecoklatan,

Crude o1l yang digunakan sebagai sumber karbon dalam
isolasi tahap I secara langsung telah menyeleksi jenis
bakteri pengguna hidrokarbon. Alkana normal dengan
panjang rantai Ci4-C3 merupakan kisaran senyawa yang
paling disukai untuk didegradasi oleh bakteri [6]. Oleh
karena itu, scinua isolat yang diperoleh pada tahap 1
diduga merupakan bakteri yang memiliki spesifisitas
dalam degradasi kelompok senyawa tersebut. Bakteri
yang mendegradasi komponen yang sukar didegradasi
dalam crude oil sulit untuk diisolasi melalui prosedur
pada tahap 1 ini. Hal ini dapat disebabkan oleh
pendegradasi komponen minor dalam crude oil kalah
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bersairig dengan pendegradasi a
didegradasi [4].

Isolasi tahap II dan IIl ditujukan untuk memperoleh
bakteri pendegradasi komponen lain yang tidak dominan
di dalam crude oil karena peran bakteri ini dalam
mendegradasi senyawa hidrokarbon di alam tetap
penting, meskipun jumlahnya sedikit. Pada isolasi tahap
I dan III, sumber isolat yang dipakai tetap berasal dari
crude oil. Di dalam crude oil memang terdapat berbagai
bakteri pengguna senyawa hidrokarbon yang berbeda,
meskipun tidak semuanya dalam keadaan aktif [S].

Pada isolasi tahap II, medium agar SMSSe yang
diperkaya dengan minyak sisa degradasi tahap I (MSD 1)
ditumbuhi beberapa macam koloni. Koloni yang telah di-
murnikan kemudian ditumbuhkan kembali pada lempeng
agar nutrisi dan diamati dengan menggunakan mikroskop
berlensa obyekuf 4 dan 10 kali. Sewclah morfologi
koloninya dibandiiigkan dengan morfologt koloui isolat
tahap I, baru dapat diyakini bahwa isolat yang berbeda
dari isolat tahap I merupakan isolat tahap 1.

lkava youg (coilr mmndah

Pada pengamatan secara sepintas, koloni isolat I1I-3
menyecupal 1solat I-1 dan 1-2, yaitn dalam hal bentuk,
tepi, elevasi, dan permukaannya. Apabila diamati secara
saksama, 1solat 11 -3 berwarna kecin, Iebih terang davipada
isolat I-1 dan 1-2 yang berwarna kuning. Isolat 1I-1 dan
II-2 sama-sama meiniliki warna koloni putih, tetapi
warna putih koloni iselat I1-2 cenderung bening. Elevasi
pada kedua koloni juga cukup untuk membedakan kedua
isolat itu, yaitu koloni isolat 1I-2 naik membulat atau
cembung (convex), scdangkan koloni isolat 11-1 naik
mendatar (raised). Koloni isolat IT1-2 juga wienyerupai
isolat 1-3, tetapi pada pengamatan dengan menggunakan
mikroskop berlensa obyektif 4 kali elevasi kecembungan
koloni isolat 1-3 lebih membulat (pulvinate) daripada
isolat 11-2.

Pada isolasi tahap 111 hanya 1 jenis isolat yang terisolasi.
Medium yang diperkaya dengan MSD II benar-benar
selektif mengisolasi isolat tahap I1I, Isolat ini memiliki
karakteristik koloni yang khas, yaitu memiliki warna
coklat muda agak transparan, schingga sangat berbeda
dari semua isolat tahap sebelumnya.

Tabel 2 Karakterlstlk sel |so|at bakteri

~ . (Panjang| Letak ~ | Bentuk
e k (pjn) ' " Gram Tendospora endospora
5 Baiang 2~25 Posmf Terminal Elips
-2 | Batang { 1,5-2,3| Positif Sentral Elips
I-3- | Batang 3 Negatif | Terminal Elips
L4 |BAAG L 55 4 | Negatif Tidak ada
pendek
ll-:1 | Batang | 2-2,5 | Positif Sentral Elips-bulat
[I-2"| Batang 3 Positif | Terminal Elips
1I-3 .| Batang { 1,5 —2,3 | Positif | Subterminal | Elips-bulat
fll | Batang | 2—-25 | Positif | Terminal Elips
Keterangan :  Sel yang diwarnai berumur 24 jam; terminal = di

ujung sel; subterminal = di antara ujung dan
tengah se! sentral = di tengah sel; elips = bulat
telur.
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Tabel 3 Hasil uji biokirnia pada isolat bakteri
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Uji biokimia Isolat bakter} hasil isolasi pada suhu 50°C
L -1 12 -3 I-4 Il-1 iI-2 -3 i
Glukosa + + + B + B +
Lakiosa I + T + T j T _ + ~ +
Dekstrosa _ _ _ - — _ _
Pati- + + + _ i --+— - + T _ - +
Ltemak. - + + _ + _ + ~
Kasein + + - + _ — + _
Gelatin _ + o _ ) L + _ - +
TSIA Asam Asam Asam Alkali Alkali Asam Alkali Asam
indol. _ _ _ _ _ _ _ _
MR | _ + _ _ _ _ _ _
NP _ _ _ _ _ _ + _
8. Bitrat - _ _ + _ — _
HeS - - _ - _ _ ,_
Moatilitas + _ _ + = + +
Nitrat + + _ + _ B + o .
Reaksi Litmus Asam Reduksi |Asam, gas, reduksi|Proteolisis| Asam Tidak Reduksi k-;\sam; ga_s_re;n;(msr
: litmus dan curd berubati litnius dan curd
Ketsiangan ©  Suhu pengiijian 40°C selama 24-48 jam; + = hasil reaksi positif; - = hasil reaksi negatif sesuai derigan prosedur uji

biokimia secara mikrobiologis (2). Curd = dadih yang terbentuk karena presipitasi kasein di dalam susu.

Pengamatan selanjutnya dilakukan pada karakteristik sel
setiap isolat, yaitu melalui preparat yang terlebih dahulu
diwarnai. Pengamatan pada semua preparat (Tabel 2)
menunjukkan bahwa semua isolat merupakan bakteri
batang. Hamipir semva isolal inerupakan bakieri Grain
positif. Isolat i-4 tampak sangat berbeda dari isolat
lainnya karena merupakan bakteri Gram negatif,
berbentuk batang pendek, tidak memiliki endospora, dan
berukuran sangat kecil, bahkan hampir menyerupai
kokus.

Isolat pada semwua tahap memiliki endospora, kecuali
isolat [-4. Sel Gram positif berspora tersebut diisolasi
secara aerob; jadi, genus bakteri berspora ini adalah
Bacillus. Isolat I-3, meskipun terwarnai Gram negatif,
tetap merupakan Bacillus karena cukup memenuhi ciri-
ciri penting  Bacillus.  Bacillus  merupakan bakiteri
berbentuk batang, memiliki endospora, dan merupakan
satu-satunya bakteri batang yang aerob, sedangkan
golongan Bacillaceac batang berspora lainnya bersifat
mikroacrofilik  (Sporolaciobacillus) atan  anaerob
(Clostridium) [1].

Hasil uji biokinda yang diperlihatkan pada Tabel 3
memperkuat dugaan bahwa kedelapan isolat merupakan
spesies vang berbeda-beda. Setiap mikroba memiliki
karakteristik  biokimia  tersendiri  yang  disebut
biochemical fingerprints. Perangkat ini dikendalikan oleh
aktivitas enzimatis sel dan bertanggung jawab dalam
biosintesis dan biodegradasi [2].

Dua isolat bakteri dari genus Bacillus, yaitu I-3 dan II-1,
belum berhasil diidentifikasi sampai spesies. Enam dari
kedelapan isolat telah berhasil diidentifikasi sampai
spesies berdasarkan perbedaan karakteristiknya, terutama
dari hasil uji biokimia, yang berpanduan pada buku
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology [1].

4. Kesimpulan

Isolat bakteri yang diperoleh dari minyak bumi Sumur
Bangko yang diisolasi secara bertahap dengan
menggunakan medivm SMSSe (Stone Mineral Salt
Solution yang mengandung ekstrak ragi) adalah Bacillus
polymyxa, B. licheniformis, Bacillus sp.1, dan
Pseudomonas aeruginosa, dari Tahap I, Bacillus sp.2, B.
stearothermophillus dan B. brevis dari Tahap 1I; dan B.
coagulans dari Tahap III. Terisolasinya jenis bakteri
yang berbeda pada setiap tahap isolasi menunjukkan
bahwa semua isolat bakteri yang diperoleh memiliki
kemampuan menggunakan komponen yang berbeda di
dalam crude oil.
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