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ABSTRAK

Penelitian ini mengenai biodegradasi hidrokarbon minyak bumi menggunakan isolat bakteri dari limbah minyak bumi PT Cevron Pacific Indonesia. Penelitian dilaksanakan dl Laboratorium Teknologi dan lingkungan Minas untuk uji aktivitas dan uji biodegradasi hidrokarbon minyak bumi dan Laboratorium Rumah Sakit Rumbai untuk sterilisasi. Isolat bakteri yang digunakan adalah Alcaligenes .sp, Bacillus sp dan Corynehacterium sp.yang merupakan isolat yang berasal dari limbah minyak bumi dari kolam limbah Gathering Station III Minas. Hasil penelitian diperoleh biodegradasi hidrokarbon minyak bumi tertinggi terdapat pada Corynebucterium sp sebesar 44,54%, sedangkan pada Bacillus sp sebesar 44,02% dan Alcaligenes sp sebesar 33,95%.

PENDAHULUAN

Minyak bumi merupakan sumber energi utama yang dibutuhkan penduduk dunia, sejalan dengan perkembangan penduduk clan teknologi. Sumber energi lain belum dapat menggantikan peran minyak bumi sepenuhnya sebagai sumber energi utama. Hal ini mendorong perkembangan industri pengilangan minyak bumi untuk meningkatkan kegiatan eksplorasi, transportasi dan proses pengolahan minyak bumi.

Selama kegiatan industri minyak bumi berjalan, pencemaran di lingkungan dapat terjadi. Diantaranya kebocoran sistem penyimpanan minyak bum], pembuangan limbah dari kegiatan industri, dan rembesan dari sumbernya (Shailubhai, 1986). Pencemaran minyak dapat menimbulkan masalah cukup serius terhadap ekosistem pantai, sungai, darat dan lingkungan dekat eksplorasi minyak. Menyebabkan keracunan pada makhluk hidup, mengganggu penyerapan cahaya untuk fotosintesis tanaman air dan mempengaruhi keseimbangan ekosistem sekitar (Jusfah, 1995). Untuk itu perlu dicari suatu cara penanggulangan yang tepat, cepat, efektif, dan tidak mengganggu lingkungan.

Banyak cara yang dapat dilakukan untuk menanggulangi pencemaran minyak bumi. Secara garis besar dapat dilakukan dengan cara fisika, kimia, dan biologi (Udiharto, 1992). Penanggulangan secara fisika, biasanya digunakan pada langkah awal penanganan. Untuk mengisolasi secara cepat sebelum minyak tersebut menyebar. Penanggulangan secara kimia dapat dilakukan dengan menggunakan dispersan. Sehingga minyak tersebut dapat terdispersi (Doerffer, 1992). Kedua cara ini masih memiliki beberapa kelemahan, yaitu mahal pengoperasiannya, dapat mengganggu kehidupan di lingkungan tersebut dan sifafiya tidak mendaur.

Penanggulangan secara biologri lnerupakan alternatif untuk mengatasi limbah minyak bumi, tanpa merusak lingkungan dengan memanfaatkan mikroorganisme pendegradasi (Udiharto, 1999). Penguraian suatu bahan organik kompleks menjadi bentuk lain yang lebih sederhana COz, H20 dan logam dengan aktivitas mikroorganisme disebut biodegradasi (Thomas,Ward, Raymond, Wilson dan Loehx, 1992).

Minyak bumi disusun oleh karbon sekitar 85% dan hidrogen 12% (hidrokarbon) serta 1-5% unsur nitrogen, fosfor, sulfur, oksigen serta unsur logam (Koesoemadinata, 1980). Senyawa hidrokarbon yang merupakan komponen terbesar pembentuk minyak bumi digunakan sebagai sumber karbon oleh beberapa mikroorganisme tertentu, sedangkan senyawa non-hidrokarbon merupakan nutrisi pelengkap bagi pertumbuhannya, sehingga dapat melakukan metabolisme secara balk. Sebagai hasil proses tersebut terhadap minyak bumi adalah terjadinya degradasi atau pemutusan rantai hidrokarbon yang biasa disebut biodegradasi hidrokarbon minyak bumi (Udiharto, 1999).

Penelitian-penelitian yang telah dilakukan ditemukan beberapa mikroorganisme yang dapat mendegradasi minyak buangan. Bosser dan Bartha (1984) cit Yojana (1995), menemukan genus bakteri yang dapat hidup di lingkungan minyak bumi. Bakteri yang mendominasi yaitu dari genus Alcaligenes, Arthr-obacter, Acinetobacter, Nocardia, Achrornobacter, Bacillus, Flavobucterium, dan Pseudomona.s. Penelitian Yojana (1995) menemukan isolat bakteri pendegradasi minyak bumi dari tumpahan minyak di pelabuhan Dumai yaitu Bacillus sp, Fnterobacter aerogene.s, Pseudomona.s chlororaphi.s, Rothia dentocuriosa, Cor}mebacterium sp. Penelitian Linda (1995) menemukan isolat bakteri pendegradasi dari swnur minyak bumi yaitu Aeromonas sp, Alcaligenes .sp, Bacillus substidi.s, Bacillus antraci.s, dan E nterobacter aerogenes.

Mikroorganisme pendegradasi minyak bumi dapat hidup dialam yang diduga tercemar minyak bumi atau tempat pembuangan minyak bumi (Thouand, Bauda, Oudot, Krirsch, Sutton, dan Vidalie. 1999). Laporan Lemigas (1994), menjelaskan bahwa pertumbuhan mikroorganisme tersebut dapat ditandai dengan terjadinya peningkatan populasinya.

Limbah minyak bumi PT. Cevron Pacific Indonesia yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari pembuangan air terproduksi, air terproduksi merupakan air yang ikut terbawa dalam proses produksi. Pembuangan air terproduksi ini dapat menyebabkan adanya minyak bumi yang ikut terbuang dan terkumpul di kolam limbah.

Proses biologis melalui biodegradasi berpotensi untuk pengolahan limbah kontaminasi minyak mentah. Pengoptimalisasian proses biodegradasi ini dapat dilakukan dengan pengkondisian faktor lingkungan, seperti pemberian nutrisi, pemberian aerasi, serta bakteri yang dapat mendegradasi hidrokarbon minyak bum, sehingga dapat dilihat kemampuan dari bakteri pendegradasi tersebut. Oleh karena itu diperlukan adanya uji coba skala laboratorium untuk mengidentifikasi jenis jenis bakteri pendegradasi hidrokarbon minyak bumi dan menentukan kemampuannya.

Berdasarkan hal diatas maka dilakukan penelitian "Biodegradasi Hidrokarbon Minyak Bumi Menggunakkan Isolat Bakteri Dari Limbah Minyak Bumi PT Cevron Pacific Indonesia" yang bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri dari limbah minyak bumi yang mampu mendegradasi hidrokarbon minyak bum) dan menentukan tingkat kemampuan tiga isolat bakteri terbaik dalam mendegradasi hidrokarbon minyak bumi.

II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Minyak Bumi

Minyak bumi merupakan campuran senyawa hidrokarbon dan beberapa komponen non-hidrokarbon (Atlas, 1992). Minyak bumi dari berbagai sumber pada umumnya mempunyai komposisi kimia yang berbeda-beda. Kandungan senyawa hidrokarbon dalam rninyak bumi lebih dari 75%. Rata-rata komposisi dasar minyak bumi adalah karbon (C) 83-87%, hidrogen (H) 11-14%, sulfur (S) 0.01-8%, oksigen (O) 0-2%, nitrogen (N) 0.01-1.7% dan logam 0-0.1% (Neumann, Pacynska-Lahme dan Saverin, 1981).

2.1.1
Komponen Hidrokarbon

Minyak bumi sebagian besar terdiri dari senyawa hidrokarbon. Secara garis besar, senyawa hidrokarbon minyak bumi yang didegradasi oleh mikroorgannisme dapat digolongkan atas tiga kelompok, yaitu hidrokarbon parafin, naftena dan aromatik (Udiharto, 1999).

l.
Senyawa parafin atau alkana merupakan senyawa hidrokarbon jenuh terdiri dari normal parafin berupa rantai karbon panjang dan lurus, serta isoparafin berupa rantai karbon bercabang. Isoparafin banyak didominasi oleh yang bercabang satu sedangkan normal parafin banyak terdapat dalam fraksi ringan. Alkana mempunyai rumus CnH2n+2 dan tidak memiliki ikatan rangkap antar karbon penyusunnya. Senyawa ini merupakan fraksi terbesar dalam minyak bumi.

2.
Naftena dicirikan oleh adanya struktur cincin tertutup yang sederhana dari atom karbon penyusunnya, dengan rumus umum C~Hzn dau tidak mempunyai ikatan rangkap antar atom karbon. Senyawa ini tidak larut dalam air dan merupakan fraksi kedua terbesar dalam minyak bumi.

3.
Aromatik, dicirikan oleh adanya cincin yang mengandung enam atom karbon. Benzen adalah senyawa aromatik yang paling sederhana clan pada umumnya senyawa aromatik dibentuk dari senyawa benzen.

2.1.2 Komponen Non-hidrokarbon

Selain senyawa hidrokarbon, di dalam minyak bumi juga terkandung sejumlah kecil senyawa non-hidrokarbon. Senyawa ini terdiri atas senyawa organik non​hidrokarbon yang mengandung sulfur, nitrogen, oksigen clan logam. Komponen non-hidrokarbon dalam minyak bumi (Atlas, 1992) adalah :

1. 
Sulfur


Merupakan komponen non-hidrokarbon terbesar dalam minyak bumi. Sulfur terdapat dalam bentuk senyawa sulfida, merkapta dan tiofena.

2. 
Oksigen


Dalam minyak bumi terdapat senyawa oksigen dalam konsentrasi rendah. Senyawa ini dapat berbentuk asam naftenik, fenol dan asam lemak.

3. 
Nitrogen


Pada umumnya nitrogen sangat sedikit dal-am. minyak bumi. Senyawa yang mengandung nitrogen antara lain piridin, kuinolin, iso-kuinolin, pirol, indol dan karbazol. 

4. Logam Senyawa logam dalam minyak bumi antara lain berupa garam inorganik dan senyawa komplek logam organik. Garam inorganik dapat berupa natrium klorida, kalium klorida, magnesium klorida, kalsium klorida, natrium sulfat, kalium sulfat, magnesium sulfat dan kalsium sulfat. Senyawa komplek logam organik dalam minyak bumi mengandung salah satu dari logam berikut, yaitu vanadil (Vo), nikel (Ni), besi (Fe), dan Kobal (Co). konsentrasi senyawa ini dalam minyak bumi sangat kecil.

2.2
Limbah Minyak Bumi

Limbah yang dihasilkan oleh PT. Cevron Pacific Indonesia adalah limbah air buangan dari air terproduksi. Air ini tidak terinjeksikan kembali ke formasi karena terbatasnya kemampuan pompa. Untuk mengurangi kandungan minyak yang ikut terbuang bersaJna air ini, maka dialirkan ke dalam kolam limbah (pit) yang terdiri atas dua sampai tiga pit.

Pada pit pertama minyak dipisahkan dari air dengan menggunakan pompa (skimmer), minyak dikembalikan ke Skimming Tank dan selanjutnya ke Wash Tank. Air dari pit pertama masuk ke pit kedua. Bila pada pit kedua masih terdapat cukup banyak minyak, maka juga dipisahkan dari air dan dipompakan ke Skimming Tank. Di pit ketiga, minyak sudah sangat sedikit dilapisan atas air. Degradasi minyak bumi oleh mikroorganisme terjadi pada lapisan antara /interface dari minyak dan air. Kondisi ini mempermudah suplai oksigen dan nutrisi yang diperlukan untuk menunjang pertumbuhan mikroorganisme (Barkay dan Pritchad. 1988 cil Linda. 1995).

Mikroorganisrne pendegradasi minyak bumi dapat hidup di alam yang diduga tercemar oleh minyak bi,uni atau tempat pembuangan minyak bumi (Thouand, Bauda, Krirsch, Sutton dan Vidalie. 1999).

2.3 Biodegradasi

Biodegradasi merupakan suatu proses yang penting bagi rehabilitasi lingkungan yang tercemar minyak bumi ataupun produk-produknya, dengan memanfaatkan aktivitas mikroorganisme untuk menguraikan pencemar tersebut menjadi bentuk yang lebih sederhana, tidak berbahaya dan memberikan nilai tambah bagi lingkungan (Leahy dan Rita, 1990).

Biodegradasi dapat dilakukan dengan dua pendekatan, pertama dengan memanfaatkan mikroorganisme alamiah setempat untuk merombak polutan dengan cara memperbaiki kondisi pertumbuhan mikroorganisme yang bersangkutan. Pendekatan kedua merupakan inokulasi ke daerah terkontaminasi, menggunakan inokulum mikroorganisme perombak polutan yang telah diisolasi dan dibiakkan di laboratorium (Gunalan, 1993).

Bertrand (1983) cit Yojana (1995), mengatakan bahwa bioremediasi in situ dan ex situ dengan menggunakan inokulum mikroorganisme perombak polutan organik telah diterapkan untuk tnembersihkan tanah dan air yang tercetnar oleh minyak butni. Seiama proses biodegradasi berlangsung, potutan tanah dan perairan terpolusi dapat dilenyapkan, lokasi yang telah ditangani dapat dipergunakan kembali sesuai dengan fungsi semula secara atnan.

Biodegradasi menjanjikan teknologi penanggulangan pencemaran oleh minyak bumi dengan biaya yang lebih rendah dibandingkan dengan metoda fisika dan kimia. Metoda ini ditunjang oleh hasii kerja peneliti di laboratorium untuk : 

-
mendapatkan mikroorganisme perombak polutan organik.

-
mempelajari fenomena biodegradasi senyawa organik pencemar.

-
menetapkan strategi penerapan biodegradasi di lapangan (Gunalan, 1993).

2.4 Mikroorganisme Pendegradasi Minyak Bumi

Mikroorganisme terdapat di lingkungan perairan, tanah maupun udara. Masing​masing tnikroorganisme akan beradaptasi dan tumbuh sesuai dengan kondisi lingkungannya. Berdasarkan sifat tersebut, maka mikroorganisme pada umumnya dapat hidup dan berkembang diberbagai lingkungan (Dwidjoseputro, 1990).

Berdasarkan laporan titn studi "Lemigas" (1994), hasil pengamatan di lapangan maupun di laboratorium, ternyata mikroorganisme dapat hidup dan tumbuh di lingkungan munyak bumi rnaupun dalasn produk-produk hasil pengolahannya. Pertumbuhan mikroorganisme ditandai dengan peningkatan populasi, dalam hal ini akan terjadi pula peningkatan aktivitasnya. Adanya kegiatan tersebut akan menimbulkan perubahan kondisi lingkungan sekitarnya. Leahy dan Rita (1990), menyatakan bahwa kemampuan tumbuh dari mikroorganisme yang mendegradasi minyak bumi berbeda-beda tergantung adaptasi mikroorganisme tersebut terhadap lingkungannya. Menurut Higgins dan Gilbert (1994), bahwa pada lingkungan yang tercemar oleh minyak bumi, tingkat pertumbuhannya akan lebih cepat dan jurnlahnya akan lebih banyak bila dibandingkan dengan lingkungan yang tidak tercemar.

2.4.1
Pertumbuhan Mikroorganisme

Kurva pertumbuhan dari masing-masing mikroorganisme pada dasarnya sama, yang berbeda adalah kecepatan pertumbuhan dan produk-produk yang dihasilkan serta mekanisme reaksi yang terjadi.

Kurva pertumbuhan bakteri pada suatu media kultur dapat dibagi menjadi beberapa fase (Dwidjoseputro, 1980; Pelczar dan Chan, 1986), yaitu:

l. 
Fase pertumbuhan lambat (Lag Phase). Pada saat penambahan suatu inokulum dalam suatu media kultur, maka fase lag ini menggambarkan waktu yang diperlukan oleh bakteri untuk menyesuaikan diri pada lingkungan baru.

2. 
Fase pertumbuhan logaritmik (Log-Growth Phase). Selama periode ini sel-sel akan membelah diri pada kecepatan sesuai dengan kemampuannya untuk mengolah makanan (perti.unbuhan berlangsung dengan persen kecepatan yang konstan). Dalain hal ini, makanan rnasih tersedia cukup banyak dan kecepatan pertumbuhan bakteri hanya ditentukan oleh kemampuannya mengolah substrat tersebut. Pada fase in] laju pertumbuhan mencapai nilai konstan, jumlah sel bertambah secara linier dengan pertambahan waktu.

3. 
Fase pertumbuhan stasioner (Stationary Phase). Pada fase in] populasi bakteri datam keadaan tetap jumlahnya, hal ini disebabkan oleh pertumbuhan sel-sel baru seimbang dengan kematian sel-sel lama.

4. 
Fase kematian (Death Phase). Pada fase ini kecepatan kematian sel-sel bakteri Iebih besar daripada kecepatan pembentukan sel-sel baru. Kecepatan kematian bakteri biasanya mempunyai sifat khas sesuai dengan lingkungannya. Dibeberapa kasus, fase kematian merupakan kebalikan dari fase lag. Pada fase kematian ini mikroorganisme terpaksa melakukan metabolisme terhadap protoplasmanya sendiri tanpa penggantian protoplasma yang baru, karena konsentrasi makanan di dalam medianya habis. Selama fase ini, fenomena yang dikenal sebagai proses lisis dapat terjadi, yaitu proses difusi nutrien yang keluar dari sel-sel yang masih hidup (cryptic growth) dan tingkat reproduksi makin menurun serta jumlah kematian sel mikroorganisme semakin m.eningkat.

2.5. 
Faktor-faktor yang Mempengaruhi Biodegradasi Hidrokarbon Minyak Bumi

Kemampuan mikroorganisme mendegradasi minyak bumi dan produk-produknya tergantung pada adaptasi dan fisiologis mikroorganisme tersebut dengan lingkungannya. Disamping itu, faktor lingkungan juga akan menentukan kecepatan biodegradasi. Faktor-faktor lingkungan yang mempengaruhi biodegradasi minyak bumi antara lain adalah: temperatur, oksigen, pH dan nutrisi.

2.5.1. Temperatur

Temperatur merupakan faktor lingkungan yang mempengaruhi biodegradasi senyawa hidrokarbon. Terutama terhadap proses metabolisme dan laju pertumbuhan bakteri. Secara umum, peningkatan suhu berpengaruh terhadap aktivitas enzim. Diluar temperatur optimum pertumbuhan bakteri menjadi lambat atau tidak ada pertumbuhan (Lay, 1994).

2.5.2. Oksigen

Mikroorganisme membutuhkan oksigen baik dalam bentuk oksigen bebas yang diperoleh dari udara maupun oksigen yang terlarut dalam air. Oksigen mempunyai arti penting dalam biodegradasi minyak bumi. Oksigen digunakan untuk proses reaksi oksidasi dan respirasi mikroorganisme. Sebagian besar mikroorganisme pendegradasi minyak bumi tergolong dalam mikroorganisme aerob (Jordan dan Payne, 1980).

Oksigen merupakan komponen penting yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri pada lingkungan hidrokarbon. Oksigen digunakan untuk mengaktiflcan enzim oksigenese dalam mendegradasi senyawa hidrokarbon (Sharpley. 1966). Pertumbuhan bakteri akan terhambat pada kondisi oksigen yang terbatas. Kebutuhan oksigen dapat dipenuhi dengan aerasi yaitu dengan cara pengocokan dengan shaker (Morre-Landecker. 1996 cit Alpentri. 1999).

2.5.3. pH

Kemampuan bakteri mendegradasi senyawa hidrokarbon juga dipengaruhi oleh pH, karena pH menentukan optimalnya aktivitas enzim. Bakteri secara umum memiliki pH sekitar 7 (Lay, 1992).

2.5.4. Nutrisi

Unsur karbon yang terdapat pada minyak bumi digunakan mikroorganisme untuk pertumbuhannya. Selain nutrisi dari swnber karbon, mikroorganisme juga membutuhkan nutrisi tambahan. Nutrisi tambahan berupa nitrogen dan phosfor dapat menstimulasi biodegradasi minyak bumi (Wrenn, Haines, Venesa, Kadkhayan dan Suidan, 1993).

Penambahan amonium sulfat [(NH4)ZS04] sebagai sumber nitrogen dan kaliwn dihidrofosfat (KHZP04) sebagai sumber phosfor sering dipakai dalam percobaan pengulangan pencemaran minyak mentah oleh mikroorganisme (Jordan dan Payne, 1980). Nitrogen berperan dalam pembentukan asam amino, enzim, pembentukan sel dan phosfor berperan untuk pembentukan asam amino, transport energi dan pembentukan senyawa antara dalam reaksi metabolisme dalam sel mikroorganisme tersebut (Griffin, 1981 cit Yojana, 1995).

2.6. Pemanfaatan Teknologi Bioremediasi

Bioremidiasi merupakan teknologi aplikasi dari prinsip-prinsip untuk membersihkan lingkungan dari kontaminasi bahan-bahan kimia berbahaya (Cookson, 1995). Teknologi ini memanfaatkan aspek biologis seperti mikroorganisme, enzim mikroorganisme, twnbuhan dan enzim tumbuhan. Dunia yang lebih peduli akan pelestarian fungsi lingkungan yang berkelanjutan, bioremidiasi ini akan lebih berperan (Annonim, 1993 cit Gossalam).

Bioremediasi merupakan proses yang melibatkan mikroorganisme untuk mengubah molekul polutan organik menjadi senyawa yang tidak berbahaya lagi bagi lingkungan dan makhIuk hidup. Di negara maju, teknologi ini telah digunakan untuk mengatasi berbagai masalah pencemaran lingkungan secara intensif. Dipilihnya bioremidiasi sebagai teknologi remidiasi unggulan, karena teknologi ini memiliki beberapa keuntungan dan. dapat menyelesaikan pennasalahan pencemaran secara murah dan tuntas.

Berdasarkan agen dan ptoses biologis serta pelaksanaan rekayasa, bioremediasi dapat dibagi menjadi lima kelompok (Annonimous, 1991 cit Gossalam, 1999) yaitu:

1.
In situ Bioremediation

In situ Bioremediation juga disebut instrinsik bioremediation atau natural attenuation, secara prinsip merupakan rancangan yang mengandalkan kemampuan mikroorganisme indigen dalam merombak polutan untuk melenyapkan polutan (temasuk minyak mentah) dari lingkungann terbuka (laut, sungai).

2. 
Ex situ Bioremediation

Ex situ Bioremediation merupakan pemindahan polutan dalam suatu tempat untuk diberikan suatu perlakuan (above ground treatment).

3. 
Bioaugmentation

Bioaugmentation merupakan perlakuan biologis dengan menggunakan mikroorganisme perombak pemulihan lingkungan yang tercenar. Ada beberapa situasi yang mensyaratkan penggunaan mikroorganisme selektif tersebut seperti:

- 
Mikroorganisme indigen hanya mampu merombak polutan dengan kecepatan sangat rendah.

- 
Mikroorganisme indigen perombak polutan pada lingkungan bersangkutan jomlahnya tidak banyak.

-
Lingkungan telah tercemar berat, sehingga perlu dilakukan pemulihan populasi mikroorganisme.

-
Bila kecepatan perombakan polutan menjadi faktor penentu.

- 
Jika wak-tu dan biaya yang tersedia untuk melakukan bioremediasi hanya sedikit.

4. 
Phytoremediation

Tanaman mampu menyerap dan memetabolisme senyawa organik. Hasil penelitian memperlihatkan adanya pelenyapan senyawa organik pada daerah perakaran.

5. 
Surfactan-aided Bioremediation

Surfactan-aided Bioremediation, umwnnya digunakan untuk mendegradasi polutan yang melekat pada partikel padat (tanah, pasir atau sedimen).

III. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dua tahap, tahap I uji aktifitas bakteri pendegradasi hidrokarbon minyak bumi, tahap II uji biodegradasi hidrokarbon minyak bumi menggunakan Rancangan Acak Lengkap, perlakuan ernpat macam (satu kontrol dan tiga jenis bakteri yang paling baik mendegradasi minyak bumi dengan 6 ulangan).

3.2 Bahan dan Alat 

3.2.1 Bahan

Bahan yang digunakan untuk pengujian adalah minyak mentah (Minas Cruide Oil). Isolat bakteri yang digunakan adalah Alcaligenes .sp, Bacillus sp dan Corynehacterium sp yang diperoleh dari isolasi bakteri dari limbah minyak bumi. Sampel yang digunakan untuk sumber hidrokarbaon adalah Sumatran Ligh Oil. Amonium Sulfat  [(NI-I4)ZS04]    sebagai suplemen nitrogen, kalium dihidroksi phospat (KH2PO4) sebagai suplemen phosfor, NaOH 1N dan HCl 1N, buffer pH 4 dan pH 7 , air suling steril, reagen pewarna Gram.

Medium NA modifikasi, medium NA modifikasi + minyak bumi, medium Nutrient Broth (NB) modifikasi dan medium NB modifikasi + minyak bumi, digunakan untuk uji aktifitas. Medium biodegradasi untuk uji biodegradasi hidrokarbon minyak bumi. 

3.2.2 Alat

Alat yang digunakan terdiri atas tabung reaksi, cawan petri, erlemeyer, gelas ukur, pengaduk kaca, magnetic stirer, lampu alkohol, jarum ose, pH meter, autoklaf, inkubator, shaker, rotari evaporator, timbangan analitis, kompor listrik , mikroskop, desikator, jarum ose.

3.3 Tata Kerja

3.3.1 Pembuatan Medium 

3.3.1.1 Medium Nutrien Agar Modifikasi

Pembuatan medium Nutrient Agar Modifikasi diawali dengan mencari komposisi pepton dan beef ekstrak yang cocok, yaitu dengan komposisi 1: 1. Campuran beef ekstrak lg, pepton lg, agar 15g dengan air suling steril 1000 ml, dipanaskan sambil diaduk dengan magnetik stirer hingga homogen. Sterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit dengan tekanan 15 lbs. Untuk medium Nutrient Agar Modifikasi + 2 ml minyak bumi, ditambahkan dalam 100 ml medium dengan 2 ml minyak bumi.

3.3.1.2 Medium Nutrien Broth Modifikasi

Beef ekstrak I g, pepton 1 g dengan air sul ing steril 1000 ml, dipanaskan sambil diaduk dengan magnetik stirer hingga homogen. Sterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit dengan tekanan 15 lbs. Untuk medium Nutrient Broth Modifikasi + 2 ml minyak bumi ditambahkan dengan minyak bumi sebanyak 2 ml dalam 100 ml medium Nutrient Broth Modifikasi.
3.3.1.3 Medium Biodegradasi
Disiapkan medium Nutrient Broth Modifikasi sebagai basal medium, diatur pH menjadi 7 dengan penambahan HCl 1N apabila basa atau NaOH 1N jika asam. Diberikan penambahan unsur nitrogen dari amonium sulfat (NH4)zS04 200 ppm dan unsw fosfor dari kalium dihidrophosfat KHZPO4 20 ppm. Selanjufiya dimasukkan medium ke dalam erlemeyer 250 ml masing-masing sebanyak 100 ml dan ditambahkan dengan 2 g (2000 ppm) minyak bumi. Erlemeyer ditutup dengan kapas lalu disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit dengan tekanan 15 Ibs.

3.3.3 Isolasi Bakteri pada Medium NA

Isolasi bakteri dilakukan dengan teknik agar tuang. Sampel limbah dalam botol dikocok, kemudian diambil sebanyak 1 ml dan dibuat pengenceran dengan dimasukkan kedalam 9 ml air suling steril dalam tabung reaksi, dihomogenkan  (10-1), kemudian dari pengenceran 10-1 ini diambil 1 ml dimasukkan dalam 9 ml air suling steril steril kedua (10-2). Dilakukan sampai pada pengenceran 10-4, kemudian suspensi tersebut dipipet 0,1 ml dan diteteskan dalam cawan petri yang berisi medium NA yang masih cair,  lalu  goyang   petri    sehingga    suspense   merata. Setelah membeku petri dibalik untuk menghindari jatuhnya air kondensasi clan diinkubasi selama 24 jam - 48 jam, selanjutnya dilakukan isolasi untuk mendapatkan biakan murni dengan penanaman pada medium NA miring dalam tabung reaksi.

3.3.4 Isolasi Bakteri pada Medium NA Modifikasi + Minyak Bumi

Biakan murni yang terdapat dalam tabung reaksi ditanamkan pada medium NA modifikasi + minyak bumi, isolat yang tumbuh diasumsikan sebagai bakteri minyak, karena dapat memanfaatkan minyak bumi untuk pertumbuhannya. Perlakuan ini ditujukan untuk seleksi bakteri yang dianggap aktif untuk mereduksi minyak bumi sebagai nutrisi dan selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk pengujian-pengujian berikufiya. Seterusnya isolat yang tumbuh dijadikan biakan murni dengan penanaman pada medium NA.

3.3.5 Uji Aktifitas Bakteri

Untuk mengetahui bakteri yang aktif mendegradasi hidrokarbon minyak bumi dapat dilakukan uji aktifitas dengan melihat laju pertumbuhan dari masing-masing bakteri pada medium hidrokarbon dibandingkan dengan medium non hidrokarbon.

Masing-masing tabung reaksi yang berisikan biakan bakteri dimasukkan air suling steril steril sebanyak 5 ml lalu dikocok. Suspensi diambil sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam NB modifikasi + 5 ml kerosin. Medium ditempatkan dalam shaker dan diinkubasikan selama 24 jam. Setelah itu biakan slap dijadikan stok inokulum.

Masukkan 1 ml inokulum yang telah diaktifkan ke dalam medium Nutrient Broth (NB) modifikasi dan medium NB modifikasi + 2 ml minyak bumi. Mula- mula dipipet 1 ml dari masing-masing medium clan lakukan pengenceran mulai dari 10-1 sampai 10-3. Dan masing-masing pengenceran tersebut dipipet 0,1 ml untuk ditanamkan ke dalam masing-masing cawan petri yang telah berisi medium NA modifikasi dan medium NA modifikasi + 2 ml minyak bumi guna menghitung populasi dari bakteri. Hal yang sama dilakukan juga pada masing-masing medium yang telah dishaker yang diinkubasi selama 24 jam pada suhu kamar.

3.3.6 Pertumbuhan Bakteri

Untuk mengetahui pertumbuhan masing-masing isolat pada medium yang mengandung minyak bumi. Biakan bakteri ditambah 5 ml air suling steril lalu dikocok, suspensi diambil sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam 100 ml medium biodegradasi. Jumlah sel bakteri dihitung pada jam ke: 0, 2, 4, 6, 8 dan 24. Pipet 1 ml medium biodegradasi kemudian dilakukan pengenceran mulai dari l0-' sampai 10-4. Dari pengenceran tersebut dipipet 0,1 ml untuk diinokulasikan ke dalam medium NA modifikasi selama 24 jam pada suhu 30 °C. Dilakukan penghitungan jumlah sel bakteri.

3.3.7 Biodegradasi Hidrokarbon Minyak Bumi 

3.3.7.1 Penyediaan Inokulum Biodegradasi

Ke dalam masing-masing tabung reaksi yang berisi biakan bakteri dimasukkan 5 ml air suling steril lalu dikocok. Suspensi diambil sebanyak 1 ml dimasukan ke dalam erlemeyer 250 ml yang berisi 100 ml medium biodegradasi. Selanjutnya diinkubasi dengan shaker, sampai waktu mencapai fase logaritmik berdasarkan kurva pertumbuhan masing-masing bak-teri. Stater inkulum ini kemudian siap diinokulasikan 1 ml dalam 100 ml medium biodegradasi dan diinkubasi selama tiga hari di dalam shaker pada suhu kamar dengan kecepatan 110 rpm.

3.3.8.2 Analisis Total Hidrokarbon Minyak Bumi

Kedalam setiap erlenmenyer perlakuan dimasukan 40 ml klorofonn (CHC13), selanjufiya dituangkan ke dalam corong pisah. Perlakuan ini dimaksudkan untuk pengekstraksian selama 15 menit.

Setelah larutan terpisah menjadi dua bagian, bagian atasnya berupa medium biodegradasi pada bagian bawahnya minyak bumi yang tercampur dengan kloroform. Penguapan ekstrak dilakukan dengan mengunakan rotari evaporator pada suhu 80 °C selama 60 menit.

Labu ekstrak yang telah diuapkan disimpan dalam desikator. Berikutnya dilakukan penimbangan sampai berafiya konstan. Berat yang didapatkan merupakan total hidrokaron minyak bumi.

3.4 Pengamatan

3.4.1 Uji Aktifitas Bakteri

Uji aktifitas dapat diamati dengan melihat koefisien kecepatan pertumbuhan dari

masing-masing bakteri dengan menggunakan rumus:
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3.4.2 Pertumbuhan Bakteri

Pertumbuhan bakteri diamati dengan penghitungan jumlah sel bakteri selama inkubasi 24 jam dengan menggunakan rumus :

BO 
= 
D X C

Keterangan
BO 
= 
jumlah sel bakteri/ml

D 
= 
factor pengenceran

C
= 
jumlah koloni bakteri

3.4.3 Biodegradasi Hidrokarbon Minyak Bumi

Untuk menentukan persentase biodegradasi dari minyak bumi yang terjadi dapat diketahui dengan rumus :
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Keterangan
% B
=
persentase biodegradasi


Tmbo 
=
total minyak bumi awal


Tmbn 
=
total minyak bumi setelah inkubasi

3.4Analisis Data

Dari penelitian terhadap biodegradasi hidrokarbon minyak bumi, dilakukan analisis dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL), bila terdapat perbedaan yang nyata dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan's New Multiple Range Test (DNMRT) pada taraf 5 % (Steel dan Torrie, 1996).
IV.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan mengenai kemampuan biodegradasi hidrokarbon minyak bumi oleh bakteri hasil isolasi dari limbah minyak bumi, maka didapatkan hasil sebagai berikut:

4.1. Uji Aktifitas Bakteri

Sebelum digunakan pada pengujian lebih lanjut, perlu diuji dulu aktifitas masing-masing isolat dalam mendegradasi minyak bumi. Untuk rnengetahui aktifitas tersebut, masing-masing isolat bakteri diuji dalam medium dengan penambaha minyak bumi dan medium tanpa minyak bumi. Pengamatan uji aktifitas in dilakukan dengan menghitung koefisien laju pertumbuhan bakteri (lihat lampirai 2). Koefisien laju pertumbuhan ketiga isolat bakteri dalam medium NB modifikas dan NB modifikasi yang ditambahkan minyak bumi dapat dilihat pada tabel l.

Tabel 1.
Laju pertumbuhan bakteri Alcaligenes sp, Bacillus sp dan Corynebacterium sp dalam medium NB modifikasi dan NB modifikasi  minyak + bumi

	Bakteri
	Koefisien laju pertumbuhan perjam

(u)

	
	NB modifikasi tanpa

minyak bumi
	NB modifikasi +

minyak bumi

	Alcaligenes sp.
	0,168
	0,196

	Bacillus sp.
	0,1 85
	0,216

	Corynebacterium sp.
	0,172
	0,290


Pada tabel l dapat dilihat bahwa bakteri Alcaligenes sp memiliki laju pertumbuhan pada NB modif + minyak bumi 0,196 lebih tinggi dibandingkan dengan laju pertumbuhan pada NB modif tanpa minyak bumi 0,168. Bakteri Bacillus sp memiliki laju pertumbuhan juga lebih tinggi pada NB modif + minyak bumi 0,216 sedangkan laju pertumbuhannya pada NB modif tanpa minyak bumi 0,185. Untuk bakteri Corynebacterium sp memiliki laju pertumbuhan yang lebih tinggi pada NB modif + minyak bumi 0,290 dibandingkan laju pertumbuhan pada NB modif tanpa minyak bumi hanya 0,172.

Peningkatan laju pertumbuhan dalam medium yang mengandung minyak bumi, menunjukkan bahwa Alcaligenes sp, Bacillus sp dan Corynebacterium sp aktif dilingkungan minyak bumi dan memiliki kemampuan mendegradasi hidrokarbon minyak bumi.

Bakteri-bakteri tersebut mampu tumbuh pada media dengan memanfaatkan unsur-unsur pada media dan tumbuh lebih baik pada media yang terdapat minyak bumi, disebabkan karena bakteri tersebut memiliki kemampuan dan aktifitas fisiologis untuk berkembang pada media minyak bumi sehingga bakteri tersebut memiliki laju pertumbuhan lebih tinggi.

Menurut (Udiharto,1999), bakteri yang berpotensi dan aktif mendegradasi minyak bumi akan memperlihatkan laju pertumbuhan yang tinggi pada medium yang mengandung minyak bumi dibandingkan dengan medium yang tidak mengandung minyak bumi.

Kemampuan mendegradasi minyak bumi ini berkaitan dengan kehadiran enzim-enzim perombak hidrokarbon, seperti dehidrogenase, monooksigenase, deoksigenase dan lainnya yang bertanggung jawab terhadap tahapan perombakan hidrokarbon yang memungkinkan bakteri tumbuh pada minyak bumi (Atlas dan Bartha, 1992).

4.4. Pertumbuhan Bakteri

Pengamatan pertumbuhan bakteri Alcaligenes sp, Bacillus sp, Corynehucterium sp dalam medium biodegradasi dilakukan pada inkubasi jam ke 0, 2, 4, 6, 8, 24, maka didapatkan jumlah sel bakteri/ml seperti terlihat pada Tabel 2.
Tabel 2.
Jumlah sel/ml bakteri Alcaligenes sp, Bacillus sp dan Corynebacterium sp dalam medium biodegradasi selama inkubasi 24 jam

	Bakteri
	waktu inkubasi (jam)

	
	0
	2
	4
	6
	8
	24

	Alcaligenes sp.
	4,5.103
	7,8.103
	16,9.103
	180.103
	182.103
	193.103

	Bacillus sp.
	6.10 3
	28,9.103
	48.103
	280.103
	280.103
	330.103

	Corynebacterium sp
	11.103
	46.103
	130.103
	530.103
	580.103
	630.103


Pada tabel 2 diatas dapat dilihat bahwa pertambahan waktu inkubasi meningkatkan jumlah sel bakteri, hal ini disebabkan tersedianya nutrisi yang cukup dalam media pertumbuhan. Media pertumbuhan yang merupakan medium biodegradasi yang terdiri dari NB modifikasi dengan penambahan minyak bumi, unsur nitrogen dan unsur fosfor.

Pelezat dan Chan (1986), mengatakan bahwa dengan tersedianya nutrisi yang cukup dan kondisi lingkungan yang memadai, maka mikroba akan tumbuh dan berkembang. Pertumbuhan sel mikroba merupakan hasil pembelahan, sehingga menambah jumlah individu.

Dari table 2 dapat dilihat bahwa pada inkubasi jam ke-0 sampai jam ke-2 masing-masing bekteri peningkatan jumlah selnya sangat sedikit. Pertumbuhan jam ke-2 sampai jam ke-4 mulai mengalami peningkatan jumlah sel. Pertambahan sel pada fase ini sangat lambat. Fase ini menggambarkan waktu yang diperlukan oleh bakteri untuk menyesuaikan din' pada lingkungan baru. Sesuai dengan pendapat Pelczar dan Chan (1986), bahwa lambamya pertumbuhan sel pada fase ini disebabkan sel bakteri baru mulai melakukan pembelahan dan beradaptasi dengan lingkungan substratnya sehingga pertumbuhan sel bakteri sedikit sekali.

Pertumbuhan populasi bakteri pada inkubasi jam ke-4 sampai ke-6 menunjukkan peningkatan jumlah sel yang cepat, menurut Pelczar dan Chan (1986), fase in] disebut sebagai fase pertumbuhan cepat (fase logaritmik), fase ini laju pertumbuhan sangat cepat dan konstan dengan penambahan jumlah sel secara eksponensial, pada keadaan ini aktifitas sangat tinggi. Fase ini digunakan untuk waktu inkubasi bagi penyediaan inokulum biodegradasi. Pada jam ke-8 sampai jam ke-24 pada ketiga bakteri mulai memasuki akhir dari fase logaritmik.

4.5. Biodegradasi Hidrokarbon Minyak Bumi

Biodegradasi hidrokarbon minyak bumi oleh Alcaligenes sp, Bacillus sp dan Corynebacterium .sp terdapat perbedaan yang nyata (lihat lampiran 3). Untuk melihat pebedaan masing-masing bakteri tersebut dapat diamati pada tabel 3 dibawah ini.

Tabel 3. Biodegradasi hidrokarbon minyak bumi oleh bakteri Alcaligenes sp, Bacillus sp dan Corynebacterium sp pada medium biodegradasi selama tiga hari inkubasi.

	Perlakuan
	Biodgradasi
	Notasi

	A. Kontrol
	0
	d

	B. Alcaligenes sp
	33,95
	c

	C. Bacillus sp
	44,02
	b

	D. Corynebacterium sp
	44,54
	a


Keterangan:
Angka-angka setap lajur yang tidak diikuti oleh huruf kecil yang sama berbeda nyata pada taraf DNMRT 5%.

Dari tabel 3. diketahui persentase biodegradasi dari masing-masing bakteri berbeda nyata dengan kontrol. Isolat bakteri Corynebacterium sp memiliki kemampuan degradasi sebesar 44,54%. Hal ini disebabkan kemampuannya untuk mendegradasi senyawa hidrokarbon alkana rantai lurus dan kemampuannya mendegradasi senyawa alkana bercabang. Menurut Mc Kenna dan Kalio (1971), aikana rantai cabang dapat didegradasi oleh Corynebacterium sp. Untuk Bacillus sp degradasi sebesar 44,02%, menurut Jordan dan Payne (1980) bahwa bakteri dari jenis Bacillus mampu memetabolisme hidrokarbon minyak bumi dalam fraksi parafinik seperti dekana yang nantinya akan menghasilkan asam dekanoat. Bakteri Alcaligenes sp. memiliki kemampuan biodegradasi 33,95%, disebabkan bakteri ini hanya dapat mendegradasi senyawa hidrokarbon sederhana.

Berdasarkan tabel dan gambar diatas dapat dilihat bahwa dari ketiga bakteri yang diisolasi dari limbah minyak bumi Minas dapat melakukan biodegradasi hidrokarbon minyak bumi. Pelczar dan Chan (1988), secara umum menyatakan bahwa mikroorganisme memiliki kemampuan untuk merombak atau mendaur ulang polutan menjadi senyawa yang sederhana.

Atlas dan Bartha (1992), biodegradasi oleh masing-masing mikroba ini dapat terjadi dengan adanya pertumbuhan bakteri dan aktifitas enzim yang dimiliki oleh mikroorganisme. Melalui proses enzimatis bakteri dapat melakukan transformasi substansi hidrokarbon menjadi bentuk yang lebih sederhana.

Perbedaan persentase biodegradasi hidrokarbon minyak bumi pada ketiga isolat bakteri ini disebabkan oleh setiap jenis bakteri memiliki kemampuan yang berbeda-beda untuk memetabolisme senyawa hidrokarbon. Udiharto (1992), mengatakan bahwa hidrokarbon teroksidasi karena spesifitas enzim yang dimiliki oleh milcroba cukup luas, seperti hainya enzim monooksigenase yang berperan dalam oksidasi n-alkana menjadi alkohol primer, enzim oksigenase yang berperan dalam degradasi sikloalkana dan enzim deoksigenase pada degradasi benzen dan katekol.

Biodegradasi ini didukung pemberian aerasi untuk suplai oksigen dengan alat shaker dan faktor nutrisi, yaitu nurisi karbon pada minyak bumi mentah (Minas Cruide Oil) dan adanya penambahan nutrisi nitrogen dan phosfor yang dapat menstimulasi dan memberikan kondisi yang optimal untuk berlangsungmya biodegradasi.

Kondisi perbandingan karbon, nitrogen dan phosfor yang optimal bagi degradasi minyak bumi oleh bakteri berdasarkan laporan Polybac Coorporation adalah dengan perbandingan l00:10:1 (Anonymus, 1990). Penelitian Zulkifliani (1993) menggunakan P.seudomnnas .sp. Gamma cobalt-60 dengan penambahan nitrogen (amonium sulfat) sebesar 300 ppm dan phosfor (kalium dihidro phosfat) 30 ppm memberikan biodegradasi tertinggi yaitu 17°l° dan penelitian Rida (1999), menggunakan P.seudomona.s chlororaphis memberikan penambahan unsur nitrogen, dengan perbandingan karbon dan nitrogen 100:10 mendapatkan biodegradasi tertinggi yaitu sebesar 51,33%.

Kemampuan degradasi bakteri-bakteri ini juga dapat dilihat dari laju pertumbuhannya dari fase pertumbuhan sampai fase eksponensial dalam medium biodegradasi. Dimana pada fase eksponensiat ini jumlah sel bertambah secara eksponen dan aktifitas sangat tinggi. Laju pertumbuhan masing-masing bakteri dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Jumlah sel bakteri dan laju pertumbuhan selama 6 jam inkubasi dalam medium biode radasi.

	Perlakuan
	Jumlah sel / ml
	Laju

pertumbuhan

	
	Awal
	6 jam
	

	Alcaligene.s .sp.
	45.102
	18.104
	0,61

	Bacillus .sp.
	60.102
	28.104
	0,64

	Corynebacterium sp.
	110.102
	53.104
	0,65


Biodegradasi untuk ketiga isolat bakteri ini diinokulasikan pada fase pertumbuhan cepatllogaritmik tersebut clan pada medium yang sama dengan pengujian (medium biodegradasi) sehingga bakteri tidak membutuhkan waktu adaptasi yang lama dan dapat langsung aktif mendegradasi. Penelitian Alpentri (1999), menyatakan bahwa mil.zoorganisme yang telah diaktifkan pada medium yang sama lebih cepat fase adaptasinya. Pelezar dan Chan (1986), mengatakan bahwa pada fase logaritmik atau eksponensial ini sel bertambah secara eksponen dan aktifitasnya tinggi.

V. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian mengenai biodegradasi hidrokarbon minyak bumi oleh isolat bakteri dari limbah minyak bumi PT. Cevron Pacific Indonesia, maka dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. 
Isolasi bakteri pada limbah minyak bumi ditemukan tiga isolat bakteri yang memiliki kemampuan mendegradasi hidrokarbon minyak bumi yaitu  Alcaligenes sp, Bacillus sp dan Corynebacterium sp.

2. 
Biodegradasi hidrokarbon minyak bumi selama tiga hari oleh masing-masing isolat bakteri yaitu bakteri Alcaligenes sp sebesar 33,95%, Bacillus sp sebesar 44,02% dan Corynebacierium sp sebesar 44,54%.
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