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BIOREMEDIASI TANAH TERCEMAR MINYAK MENGGUNAKAN
KONSORSIUM MIKROBA

RINGKASAN

Minyak merupakan salah satu sumber contaminan utama di permukaan tanah
Pencgmaran minyak di tanah telah menimbulkan masalah yang berarti bagi lingkungan.
Bioremediasi tanah tercemar minyak menggunakan konsorsium mikroba diusulkan menjadi
a alternatif dalam penanganan limbah minyak.  Penelitian bertujuan untuk 1)
mendppatkan mikroba indigenus dari kelompok bakteri dan khamir yang berpotensi
mendegradasi hidrokarbon minyak dari berbagai lokasi tercemar minyak; 2) mengetahui
sdruh kombinasi jenis mikroba, konsentrasi inokulum mikroba, dan waktu inkubasi dalam
ediasi tanah tercemar minyak; 3) dan mengetahui efektivitas penambahan jenis
mikrgba, jenis nutrisi, jenis biosurfaktan dan gabungan metode bioaugmentasi, biostimulasi

bakteti Pseudomonas dan Acinetobacter hasil isolasi dari sumur minyak Wonocolo yang
dikoleksi di Laboratorium Mikrobiologi F. Saintek Unair. Penelitian dilakukan dalam skala
laborgtorium dengan sampel tanah yang diambil dari lokasi sumur minyak di Bojonegoro
(tanalj tercemar minyak) dan tanah yang tidak tercemar minyak (tanah subur dan pasir).
ediasi dilakukan dengan variasi konsorsium mikroba potensial, nutrisi, biosurfaktan,
dan gabungan ketiganya. Penelitian dilakukan secara suksesif selama 6 bulan dengan
pengaturan kelembapan tanah. Pengambilan data dilakukan seminggu sekali dengan
menghitung jumlah sel mikroba heterotrofik, mikroba hidrokarbonoklastik, mengetahui
dominansi mikroba yang berperan dalam proses biodegradasi, pengukuran kadar minyak di
tanah [dan pengukuran faktor lingkungan tanah. Data yang didapatkan berupa jumlah sel
mikroba (CFU/ gram), dominansi mikroba di tanah (jenis mikroba per perlakuan), kadar
residujminyak (mg/gram tanah), persentase minyak yang terdegradasi (%), suhu, kelembapan,
pH dgn kadar C/N/P tanah. Data dianalisis secara deskriptif dan statistik menggunakan
Anova faktorial dengan derajat siginifikansi o = 0,05 dan dilanjutkan dengan uji t untuk
mengetahui  perbedaan antar perlakuan. Hasil penelitian berhasil mendapatkan 13 isolat
akterf dan 3 khamir potensial pendegradasi hidrokarbon, yaitu dari genus Pseudomonas,
nas, Acinetobacter, Actinobacilus Flavobacterium, Candida dan Rhodotorulla. Jenis
ya penyusun konsorsium dan waktu inkubasi berpengaruh terhadap bioremediasi tanah
ercemar minyak. Jenis mikroba, konsentrasi inokulum, jenis nutrisi (organik dan anoorganik)
lan kqnsentrasi nutrisi (3,6,9 %) tidak memberikan pengaruh terhadap bioremediasi minyak
ada tanah yang mengandung mikroba indigenus hidrokarbonoklastik dengan jumlah yang
ukup, Jenis biosurfaktan berpengaruh terhadap biodegradasi minyak. Gabungan metode
ioaugmentasi, biostimulasi dan penambahan biosurfaktan efektif digunakan dalam
ioremediasi minyak. Bakteri dan khamir hidrokarbonoklastik hasil isolasi mempunyai
rospex untuk digunakan sebagai mikroba penyusun konsorsium dalam upaya bioremediasi
mball minyak. Uji lanjut untuk mengungkap efektivitas formula konsorsium mikroba secara




BIOREMEDIATION OF OIL POLLUTED SOIL USING MICROBIAL
CONSORTIUM

SUMMARY

Petroleum hydrocarbon has become one of the most common contaminant of large
soil gurface due to widespread use of petroleum product. It was a serious problem in
envirpnment. Bioremediation of oil contaminated soil using indigenous microbes was
purpgsed as an alternative method to eliminate this pollutant. This research was aimed 1) to
collegt bacteria and yeast which capable of degrading petroleum hydrocarbon from different
area ¢f oil polluted soil; 2) to know the influence of microbial types, the concentration of
micrdbial consortium, and time of incubation on oil bioremediation in soil; 3) to know the
effec{ of nutrient types, biosurfactant, and mix of bioaugmentation, biostimulation and
biosuffactant addition to ameliorate the bioremediation process. Potential microbes (bacteria
and ) were collected from Wonocolo oil well — Bojonegoro and Pertamina oil storage -
Surablaya. Microbial consortia were design by combination of potential microbial isolates
with yariation of types and concentration of inoculums. Organic nutrient (chicken droppings
W manure) and inorganic nutrient (NPK) with different concentrations, and
biosuffactant from Pseudomonas dan Acinetobacter were used, This research was conducted
in labpratory scale using soil sample form oil contaminated area and soil mixture (garden soil
and sand) by regulation of soil humidity. Collecting data were done each one week by
moniforing the number of heterotrophic microbes (CFU/g), the number of
hydrgcarbonoclastic microbes (CFU/g), microbial domination of each treatment (microbial
specigs), total hydrocarbons petroleum residue (%), and environmental parameters value such
as sofl temperature (°C), soil humidity, pH, and C/N/P content in soil. Datas were analysed
descriptively and statistically using Anova and continued by t-test. This research
successfully obtained 13 bacteria and 3 yeast which capable of degrading hydrocarbons, such
as Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Actinobacilus Flavobacteriu , Candida dan
Rhodptorulla. Microbial types and time of incubations influence on bioremediation of crude
soil. Microbial types, inoculums concentrations, nutrient types, and concentration of
tested nutrient (3,6,9 %) didn’t give influence on oil bioremediation in soil that have contains
suffigent indigenous hydrocarbonoclastic microbes. The types of biosurfactant influence on
biodepradation of crude oil. Combination of bioaugmentation, biostimulation, and
biosuffactant was effective to increase oil biodegradation in soil. Hydrocarbonoclastic
microbial isolates from Wonocolo oil well and Pertamina oil storage - Surabaya are
prospgctive to be used as microbial consortia for oil bioremediation effort. The future
reseaich focused on the effectiveness of this microbial consortium in in situ oil
bioregnediation was extremely needed for its application in environment.
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BAB I PENDAHULUAN

1.1 LLatar Belakang Permasalahan

Pemulihan lahan dari pencemaran merupakan salah satu cara untuk meningkatkan
ianya lahan subur untuk tumbuhnya tanaman sehingga mengurangi terjadinya efek
asan global (Global Warming). Di Indonesia, pencemaran hidrokarbon minyak di

tanah diperkirakan akan terus meningkat seiring dengan meningkatnya aktivitas pengeboran
minygk dan penggunaan derivat-derivatnya. Bioremediasi tanah dari pencemaran
bon minyak merupakan upaya pemulihan lahan tercemar minyak menggunakan
as mikroorganisme sehingga bersifat aman bagi lingkungan dan diharapkan dapat
dengan biaya yang murah,

Penelitian tentang bioremediasi minyak di lingkungan sudah mulai dikembangkan di
ia, akan tetapi banyak yang sebatas pada uji kemampuan mikroba dalam proses
dasi senyawa hidrokarbon. Penentuan formulasi konsorsium mikroba pengurai
hidrokarbon minyak (mikroba hidrokarbonoklastik) dan pengembangan teknik bioremediasi
tidak (banyak dikerjakan. Berbagai formula paten mikroba untuk bioremediasi minyak
mayotitas produk luar negeri dan ditawarkan dengan harga yang juga tidak murah. Aplikasi
produk-produk tersebut untuk penanganan kasus pencemaran di Indonesia juga masih belum
bisa menjamin keberhasilannya.

Teknik bioremediasi yang mengembangkan berbagai metode biostimulasi (pemberian
unsur inutrisi di tanah) dan bioaugmentasi (inokulasi mikroba potensial) sering dikaji secara
terpisih dan kurang memperhatikan faktor yang menjadi kendala kedua metode tersebut.
Efektiyitas bioremediasi minyak di tanah sangat bergantung pada banyak faktor yaitu
carakteristik lahan yang tercemar, kadar dan jenis hidrokarbon pencemar, jenis dan
celimpgahan mikroba indigenus baik yang berpotensi mengurai hidrokarbon maupun tidak,
ersedianya kecukupan nutrisi untuk berlangsungnya metabolisme mikroba pengurai di tanah,
erta faktor fisik, kimia dan biologi yang menjamin berlangsungnya interaksi antara substrat
encerhar dan mikroba pengurai dan antar mikroba dj tanah.

Diversitas jenis, kelimpahan mikroba potensial indigenus tanah maupun yang akan
lasikan dalam bentuk konsorsium, variasi nutrisi yang digunakan untuk meningkatkan
letabglime mikroba pengurai, dan peningkatan ketersediaan substrat minyak untuk
imetabolisme oleh mikroba sangat berpengaruh dalam keberhasilan bioremediasi minyak di

11




tanall. Oleh sebab itu penelitian tentang eksplorasi mikroba hidrokarbonoklastik indigenus
yang|berpotensi dalam biodegradasi berbagai senyawa hidrokarbon minyak untuk digunakan
sebagai mikroba konsorsium, uji penambahan berbagai unsur nutrisi dan biosurfaktan dalam
upayT bioremediasi minyak di tanah sangat dibutuhkan,

L.2. Rumusan Masalah
1) Bagaimanakah diversitas jenis mikroba tanah yang berpotensi dalam mendegradasi
hidrokarbon minyak ?

2) Bagaimanakah efektivitas variasi konsorsium mikroba yang digunakan dalam metode
bioaugmentasi terhadap bioremediasi minyak di tanah ?

3] Bagaimanakah efektivitas variasi nutrisi yang digunakan dalam metode biostimulasi
terhadap bioremediasi minyak di tanah ?

4] Bagaimanakah efektivitas variasi jenis biosurfaktan terhadap bioremediasi minyak di
tanah ?

5) Bagaimanakah efektivitas penggabungan antara variasi konsorsium mikroba, nutrisi,
dan biosurfaktan terhadap bioremediasi minyak di tanah ?
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BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 fﬂinyak Bumi
Minyak bumi di kenal dengan sebutan petroleum. Petroleum berasal dari bahasa latin
“ pefra” yang berarti batuan dan “oleum” yang berarti minyak. Minyak bumi adalah

campuran senyawa yang sangat komplek yang sebagian besar terdiri atas hidrokarbon dan
sebagian kecil sulfur, oksigen, dan nitrogen (Atlas, 1992). Minyak bumi merupakan suatu
senygwa organik yang sebelum di olah bewarna kuning kehitaman, kental, berupa cairan
yang |mudah terbakar dan berada di bawah pemukaan bumi. Minyak mentah ini diproses
dengan sistem pemecahan (cracking) menjadi minyak tanah, bensin, minyak pelumas,
dan sebagainya (Hatch dan Malar, 1981 dalam Nugroho, 2006). Perbedaan sifat dan
kimia minyak ditentukan oleh perbedaan jumlah hidrokarbon dalam minyak bumi
(Schmidt, 1985). Menurut Hutagalung (1990) minyak bumi dapat dibagi dalam 3 (tiga)

Minyak bumi didasarkan atas komposisi senyawa hidrokarbonnya dibagi dalam
beberapa bentk, antara lain:
1. Parafin/alkana
Pzrafin menyusun komponen minyak kasar sebanyak 25%, diperoleh dari fraksi ringan
tittk didih rendah 40°-230°C. Parafin terbagi lagi menjadi isoparafin (rantai karbon
befcabang pada posisi nomor 2) dan parafin normal (rantai karbon lurus).
2. Sikloparafin/sikloalkana/naftene
Higrokarbon dengan struktur cincin, mengisi sekitar 30-60% darj minyak bumi, bentuk
sikloparafin yang sering digunakan adalah siklopentana dan sikloheksana.
. Higdrokarbon aromatik
Hi
mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi. Hidrokarbon aromatik yang diperoleh dari titik
diqih tinggi disebut naften aromatik/siklo-alkano-aromatik, yang mempunyai struktur

okarbon aromatik merupakan golongan khusus senyawa hidrokarbon siklik yang

galungan sikloparafin dan aromatik (Gandjar, 1989).
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Biodegradasi adalah terjadinya perubahan senyawa kimia kompleks menjadi

komponen yang lebih sederhana melalui bantuan mikroorganisme (Wignyanto, 1997 dalam

Choliah, 2002). Biodegradasi senyawa hidrokarbon di alam terutama dilakukan oleh bakteri
dan fungi (Baker and Herson, 1994). Komponen hidrokarbon memiliki perbedaan dalam
kemudahan degradasi oleh mikroba pendegradasi. Hidrokarbon dapat didegradasi dengan
kecepatan yang berbeda tergantung pada jenis dan komponen penyusun hidrokarbon. Urutan
kecepatan degradasi hidrokarbon mulai darj normal alkana, alkana bercabang, molekul
aromgtik berberat molekul] rendah, dan alkana siklik (Leahy and Colwell, 1990). Beberapa
golongan mikroba menguraikan hidrokarbon dengan jalur oksidasi yang mengubah senyawa
kompleks menjadi senyawa yang lebih sederhana.

Perbedaan antara biodegradasi bahan bakar pada tanah dan ekosistem akuatik
berhubungan dengan pergerakan, distribusi minyak, dan kehadiran partike] yang
mempengaruhi sifat fisik dan kimia minyak serta meningkatkan kemudahan biodegradasi
oleh mikroba (Leahy and Colwell, 1990).

isik njinyak atauy hodrokarbon, konsentras; minyak atau hidrokarbon, temperatur, oksigen,
trien, salinitas, aktivitas air dan pH. Faktor biologis yang mempengaruhi biodegradasi
ntara |lain, degradasi hidrokarbon oleh bakteri, fungi, atau mikroorganisme lain, efek
daptagi terhadap senyawa hidrokarbon, adaptasi dengan perubahan komposisi genetik

Omunitas mikroba, peranan plasmid dalam adaptasi, dan inokulasj.

3. Bigremediasi

rang toksik atau menjadi tidak toksik atau mengubahnya pada level aman bagi lingkungan
ngan bantuan organisme hidup (mikroorganisme, tumbuhan dan hewan). (Gordon, 1994),
oremediasi merupakan salah saty metode untuk mengaplikasikan prinsip-prinsip biologi
tuk menghilangkan bahan-bahan kimia berbahaya dari air tanah, tanah, dan lumpur
ooksan Jr, 1995 dalam Nugroho, 2006). Bioremediasi pencemaran hidrokarbon dj
gkungan dapat dilakukan dengan berbagai cara, antara lain dengan menginokulasikan
teri |yang dapat mendegradasi  senyawa pencemar (bioseeding/bioaugmenta!ion);
ningkatkan kemampuan biodegradasi bakteri indigenus dengan perbaikan faktor-faktor

g menghambat pertumbuhannya, misalnya penambahan nutrisi

14




(biognrichment/biostimulation), perbaikan aerasi (bioventing), dan meningkatkan
ketersediaan substrat bagi mikroorganisme (bicavailability) dengan pemberian surfaktan atau
biosyrfaktan (Korda ef al., 1997). Penambahan biosurfaktan dalam teknik bioremediasi dapat
mempercepat laju biodegradasi hidrokarbon oleh mikroorganisme dengan jalan peningkatan
ko;t permukaan antara fase hidrokarbon dan air melalui emulsifikasi atau solubilisasi
(Dezel et al., 1996 dalam Ni’matuzahroh, 2008).

2.4. Persyaratan Berlangsungnya Bioremediasi

Gordon (1994) menyebutkan ada tiga faktor yang mempengaruhi bioremediasi, yaitu
mikrpba, nutrien dan faktor lingkungan. Ketiga faktor tersebut diuraikan sebagai berikut:

a. Nutrisi

Mikroba sangat bergantung pada nutrisi untuk bertahan hidup. Mampu atau tidaknya
mikrpba bertahan hidup akan terlihat dari kecukupan nutriennya. Nutrien-nutrien merupakan
pendpkung untuk hidup, berkembang biak dan menghasilkan enzim-enzim untuk
mendegradasi hidrokarbon. Nutrien yang dibutuhkan oleh mikroba bervariasi menurut jenis

mikrobanya, namun seluruh mikroba memerlukan nitrogen, fosfor dan karbon,

Selain itu, ada beberapa mineral-mineral lain yang dibutuhkan dalam jumlah kecil
seperti potassium, mangan, kalsium, besi, tembaga, kobalt, dan seng. Senyawa-senyawa |
tersebut biasanya berbentuk garam-garam inorganik dan biasanya sudah terdapat dalam
jumlgh yang cukup di lingkungan baik tanah maupun air sehingga tidak memerlukan
perhatian khusus pada proses bioremediasi.

Karbon merupakan elemen dasar untuk seluruh bentuk kehidupan dan karbon
dibutphkan dalam jumlah yang lebih besar dari pada elemen-elemen lain. Pada struktur
molekul minyak bumi, terdapat sejumlah karbon yang dapat didekomposisi mikroba.
Kandyingan bahan organik karbon berkurang karena digunakan sebagai sumber energi
mikrgba, dimana rantai karbon menghasilkan energi yang tinggi.

Nitrogen ditemukan pada protein, enzim, komponen dinding sel dan asam nukleat dari
miquba. Metabolisme mikroba tidak akan terjadi tanpa nitrogen (Wistreich dan Lechtman,
1988 Halam Nugroho, 2006).

a. Kondisi Lingkungan

Menurut Nugroho (2006) Selain membutuhkan nutrien, mikroba membutuhkan
xondibi lingkungan tertentu untuk hidup, karena pertumbuhan mikroba dan aktivitas enzim
lipengaruhi oleh faktor-faktor lingkungan yang akhirnya mempengaruhi laju degradasi.
BebeTpa diantaranya adalah :
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Qksigen

Hiodegradasi didominasi oleh proses oksidasi. Enzim-enzim bakteri akan mengkataliskan
ppmasukan oksigen kedalam hidrokarbon sehingga molekul dapat dikonsumsi untuk
etabolisme sel. Karena itu, oksigen adalah kebutuhan terpenting dalam proses

bjodegradasi minyak bumi.

p

Untuk mendukung pertumbuhan mikroba, pH tanah harus berada antara 6-8, dengan pH
optimal 7. Nilai pH tanah asam dapat dinaikkan dengan penambahan kapur dan pH tanah
btsa dapat diturunkan dengan penambahan sulfur.

Temperatur

Temperatur merupakan faktor yang penting dalam biodegradasi walaupun degradasi
h{drokarbon terjadi pada rentang temperatur yang cukup besar. Temperatur menjadi
penting karena pada temperatur rendah, pergerakan molekul cenderung lambat dan
olekul-molekul yang menyatu cenderung tidak ikut bereaksi. Peningkatan temperatur
meningkatkan kemungkinan terjadinya reaksi dan meningkatkan laju difusi. Laju
rqaksi enzimatik secara umum dapat meningkat setiap kenaikan 10°C temperatur selama

Tekstur tanah mempengaruhi permeabilitas, kelembaban dan kepadatan dari tanah. Untuk
meyakinkan bahwa penambahan oksigen, distribusi nutrien, dan kelembaban tanah dapat

Langsung dalam rentang tepat, maka tekstur tanah harus diperhatikan. Misalnya, tanah
lempung sangat sulit diareasi dan mengakibatkan rendahnya oksigen. Selain itu, kesulitan
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L

?ga terjadi untuk mendistribusikan nutrien secara seragam dan menahan air untuk masuk

=

e dalam tanah (presipitasi).

¢. Mjkroba

Venosa 2002 dalam Nugroho, 2006 menyatakan bahwa ada 2 pendekatan utama
dalam pemanfaatan mikroba sebagai salah satu syarat berlangsungnya bioremediasi minyak
bumi, yaitu bioaugmentasi (penambahan mikroba pendegradasi minyak bumi untuk

mempantu proses degradasi) dan biostimulasi (penambahan nutrien untuk menstimulasi
pertumbuhan mikroba indigenous). Biostimulasi dilakukan karena proses biodegradasi
hidrgkarbon hanya dapat terpenuhi bila seluruh kebutuhan dasar mikroba terpenuhi.

Mikroba yang dapat menggunakan hidrokarbon sebagai satu-satunya sumber karbon
energi dikenal dengan mikroba  hidrokarbonoklastik. Distribusi  mikroba
bonoklastik tersebar luas baik di daratan , lautan maupun estuari serta pada seluruh
kond)si iklim dari tropik sampai kutub (Atlas, 1992). Mikroba tersebut biasanya berjumlah
kurang dari 1% dari populasi alami mikroba, tetapi dapat berjumlah lebih dari 10% pada
ekosistem tercemar minyak bumi (US Congress, 1991 dalam Nugroho, 2006). Mikroba
tersebut sebagian besar adalah bakteri, sedangkan ragi (fungi uniseluler) dan kapang (fungi
berfilamen) juga diketahui dapat tumbuh pada substrat hidrokarbon.

Beberapa genus bakteri potensial pendegradasi hidrokarbon minyak antara lain a)

kelomipok bakteri aerob yaitu Acromobacter, Acinetobacter, Actinomycete, Aeromonas,
Alcalfgenes, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium,
Methplobacter,  Methylobacterium, Methylococcus, ~ Methylocystis, Methylomonas,
monospora, Micrococcus, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Vibrio, dan b)
baktefi anaerob yaitu Methanobacterium, Microspora, Desulfovibrio dan Spirillum

Dari kelompok khamir (ragi) yang dapat mendegradasi hidrokarbon antara lain
adalah: Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Rhodotorul .Saccharomyces,
T orubpsis. Sedangkan dari kelompok kapang (jamur berfilamen) yang mempu mendegradasi
hidrokarbon  yaitu  Acremonium, Aspergillus,  Cephalosporium, Cladosporium,
Cunninghamella, Fusarium, Helminthosporium, Paecilomyces, dan Penicillium

2.5. Bioaugmentasi

Bioaugmentasi adalah pemberian mikroba ke lingkungan tercemar. Mikroba dapat
beras#l dari lokasi terdapatnya pencemaran (indigenous), masukan dari luar lokasi yang
ercethar (non indigenous), mikroba hasil rekayasa genetika yang telah berhasil dikultur dan
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diaddptasikan pada substrat pencemar tertentu. Metode ini merupakan satu dari teknik

bioremediasi yang paling efektif dan umumnya diterapkan di lingkungan perairan dan tanah

(Atl

lingk

limb

poter

2.6.

and Bartha, 1998).
Keberhasilan aplikasi metode bioaugmentasi bergantung pada karakteristik
ingan dan berbagai faktor biotik dan abiotik di lingkungan yang tercemar tersebut.

Tujujn dari bicaugmentasi adalah untuk mengatasi ketiadaan/kekurangan mikroba potensial

h pada lokasi tercemar dengan jalan mensuplai dan meningkatkan jumlah mikroba
sial pendegradasi (Ni’matuzahroh, 2008).

Biostimulasi
Biostimulasi adalah penambahan nutrien untuk menstimulasikan pertumbuhan

mikroba indigenous (Venosa and Zhu, 2003). Menurut Alexander (1999) dan Korda e al.

(1997

) biostimulasi merupakan penambahan nutrien — nutrien, seperti nitrogen dan fosfor

me

nutrig

bahkan air dan nutrisi (sumber nitrogen, fosfor, dan mikroelemen). Jenis sumber

unrljmmenstimulasi mikroorganisme dalam tanah. Biostimulasi umumnya dilakukan dengan

i, perbandingan komposisi antar karbon, nitrogen, dan fosfor (C/N/P) telah menjadi

kajiaT yang terus menerus dilakukan,

2.7. | Penggunaan Hidrokarbon oleh Bakteri
Hidrokarbon oleh bakteri digunakan sebagai sumber karbon dan sumber energi.
Baktcjm' menguraikan hidrokarbon dengan jalan mengubahnya menjadi senyawa yang lebih

seder

nana (Manahan, 1983). Metabolisme mikroba dari masing-masing hidrokarbon berbeda

antar;

2.

mikrg
rakte

hidrokarbon alifatik, hidrokarbon alisiklik dan hidrokarbon aromatik.

idasi alkana

Perubahan CH; terminal menjadi COOH

RCH;CH;-CH; — R-CH,-CH,-CH,COOH

Oksidasi atom karbon pada posisi B

RCH,CH,COOH — R-CH,-C-COOH + CO, + H;O

Oksidasi atom C pada posisi terulang lagi, juga menghasilkan CO, + H,O dan asam.
Sehingga pada saat setiap satu seri oksidasi ada dua macam atom C yang hilang.
gradasi Hidrokarbon aromatik

Banyak senyawa ini digunakan sebagai donor elektron secara aerobik oleh
organisme seperti bakteri dari genus Pseudomonas. Metabolisme senyawa ini oleh
i diawali dengan pembentukan Protocatechuate atau catechol atau senyawa yang secara
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struktur berhubungan dengan senyawa ini. Kedua senyawa ini selanjutnya didegradasi

menj&idi Seényawa yang dapat masuk ke dalam siklus Krebs (siklus asam sitrat), yaitu suksinat,
asetil KoA, dan piruvat (Hadi, 2008).

2.8. | Pengamatan dan Analisis Proses Biodegradasi Hidrokarbon
Proses biodegradasi hidrokarbon minyak bumi bisa diamati bajk secara langsung
(pen%matan visual) maupun tidak langsung dengan menggunakan beberapa parameter dj

laborgtorium. Adapun pengamatan dan analisis terhadap proses biodegradasi tersebut adalah :
a. Perhitungan jumilah mikroorganisme

Cara perhitungan jumlah mikroorganisme merupakan cara yang lazim dilakukan di
laborgtorium. Perhitungan jumlah mikroorganisme merupakan indikator terjadinya proses
biodegradasi minyak bumi. Jumlah mikroorganisme akan meningkat bila ia mampu hidup
dengan memanfaatkan substrat yang ada dalam senyawa hidrokarbon tersebut. Menurut
Munawar, ef ai, (2007) dalam penelitiannya mikroba tanah yang digunakan dalam proses
biorenediasi menunjukkan bahwa jumlah total bakteri baik perlakuan dibalik maupun tidak
dibali¥ meningkat sampai usia 4 minggu dan menurun pada usia 6 minggu.

). Pehgukuran jumlah biomassq mikroorganisme

Penentuan biomassa mikroorganisme merupakan bagian penting dalam kesatuan
iologil makhluk hidup dan telah banyak diteliti (Atlas dan Bartha, 1985). Zat-zat organik
ebagai nutrisi akan diambil dan dimanfaatkan oleh bakteri melalui pembelahan pembesaran

el-selya. Namun, peningkatan jumlah sel tidak selalu disertai dengan peningkatan biomassa

Pelczay dan Chan, 1988).
Penurunan konsentrasi minyak bumi

Analisis penurunan konsentrasi minyak bumi dilakukan sebagai analisis penurunan
tal kgnsentrasi minyak hasil proses biodegradasi. Sejalan dengan berlangsungnya proses
odegrpdasi maka reaksi pemutusan rantai karbon akan berjalan. Reaksi ini secara kuantitatif
landai dengan semakin berkurangnya senyawa minyak bumi didalamnya. Telah terjadi
nurunan jumlah minyak mentah sebesar 88,25% oleh bakteri indigenous tanah di daerah
ntai pada waktu inkubasi 6 minggu pada perlakuan dibalik (Munawar et. al,, 2007).

ikroba penambat nitrogen

umber utama N berasal darj 8as N, dari atmosfir. Kadar gas nitrogen di atmosfir
ni sekitar 79% dari volumenya. Walaupun jumlahnya sangat besar tetapi belum dapat
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dimapfaatkan oleh tanaman tingkat tinggi, kecuali telah menjadi bentuk yang tersedia

biolo

mem;j

(Yuvtono, 2006). Untuk dapat memanfaatkan komponen tersebut harus melalui proses

is yang dikenal dengan fiksasi nitrogen baik simbiotik maupun non simbiotik
Fiksasi nitrogen melalui mikroba simbiotik salah satunya dengan bakteri. Bakteri ini
punyai kemampuan sebagai penyedia hara bagi tanaman. Peran bakteri ini terhadap

(Yu

hidup
menyj|
meny
menif]
deni

positi

tana‘:rn khususnya berkaitan dengan masalah ketersediaan nitrogen bagi tanaman inangnya
)

no, 2006).

Fiksasi nitrogen melalui mikroba non simbiotik dapat terjadi oleh bakteri yang
bebas di daerah perakaran. Infeksi yang disebabkan oleh bakteri ini tidak akan
ebabkan perubahan morfologi perakaran, meningkatkan jumlah akar rambut,
ebabkan percabangan akar lebih berperan dalam penyerapan hara. Bakteri ini
gkatkan efisiensi penyerapan nitrogen dan menurunkan kehilangan akibat pencucian,
ifikasi, atau bentuk kehilangan nitrogen lain. Bakteri inj mempunyai beberapa pengaruh
F terhadap pertumbuhan tanaman diantaranya mempengaruhi perkecambahan benih, dan

mem

erbaiki pertumbuhan tanaman (Rahmawati, 2005). Contoh bakteri penambat nitrogen

yaitu Yzospirillum Lipoverum, Azotobacter Beijerinckii, Rhodospirillum sp. yang fotosintetis,

Clo.

idium yang merupakan jasad bersifat anerob, Beijerinckia yang aerob, Actinomycetes,

Azotobacter paspal, Azotobacter rhodospirillum dan Klebsella (Yuwono, 2006).

per h

Kemampuan maksimum penambatan nitrogen oleh jasad ini berkisar 20 sampai 40 kg
ar N per tahun (Yuwono, 2006).
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3.1.T

1)

4)

5)

3.2. M

BAB III TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

ujuan Khusus

Mengeksplorasi mikroba indigenus potensial pengurai hidrokarbon minyak di tanah
dan membuat formulasi konsorsium mikroba untuk dijadikan produk mikroba untuk
penanggulangan pencemaran minyak

Mengetahui efektivitas variasi konsorsium mikroba dalam bioremediasi minyak di
tanah

Mengetahui efektivitas variasi nutrisi yang digunakan dalam metode biostimulasi
terhadap bioremediasi minyak di tanah.

Mengetahui efektivitas variasi jenis biosurfaktan terhadap bioremediasi minyak di
tanah.

Mengetahui efektivitas penggabungan antara konsorsium mikroba, nutrisi, dan
biosurfaktan terhadap bioremediasi minyak di tanah,

[anfaat Penelitian

Penelitian ini akan menghasilkan formula konsorsium mikroba potensial yang

meru

meni

akan gabungan mikroba indigenus dan eksogenus yang sengaja ditambahkan untuk

tkan efisiensi biodegradasi minyak di tanah dan informasi tentang efektifitas

metode bioaugmentasi, biostimulasi dan gabungan kedua metode dalam bioremediasi minyak

di
Pe
1)

2)

3)

helitian ini sangat dibutuhkan untuk -

Pemulihan lahan-lahan yang tercemar minyak untuk menjadi lahan yang produktif
bagi pertanian. Keberadaan mikroba hidrokarbonoklastik dan fikasasi nitrogen non
simbiotik yang dirancang dalam konsorsium mikroba diharapkan dapat mereduksi
cemaran minyak dan membantu memulihan kesuburan tanah.

Mengurangi dampak dari pencemaran minyak pada ketersediaan air tanah yang sangat
vital bagi kehidupan manusia. Air tanah menjadi terbebas dari rembesan atau intrusi
minyak sehingga tidak berbahaya untuk digunakan oleh masyarakat di sekitar
kawasan lahan yang tercemar.

Menyediakan paket teknologi untuk pengolahan limbah minyak hasil industri dan
rumah tangga yang belum ada penanganannya hingga saat ini. Formulasi konsorsium
mikroba dan formulasi nutrisi yang dihasilkan dalam penelitian ini akan membantu
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penanganan limbah minyak baik hasil aktivitas industri maupun rumah tangga /
domistik.

Membuat produk mikroba hasil eksplorasi dari Indonesia yang dapat dikomersialkan
dan berpeluang untuk diajukan patent. Produk tersebut diharapkan dapat bersaing
dengan produk luar baik dari aktivitas maupun harga jualnya. Produk mikroba
pengurai minyak ini juga sudah sangat ditunggu oleh pemerintah kota Surabaya dalam
rangka sosialisasi penanganan limbah minyak rumah tangga.
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BAB IV. METODE PENELITIAN

4.1. | Tempat dan Waktu Penelitian

Tempat

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi Fakultas
Sainsﬂ dan Teknologi, Universitas Airlangga Surabaya.

Wakfu

Penelitian dilaksanakan selama 9 bulan,

4.2. | Bahan dan Alat

BahaTl
Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah : sampel tanah, bahan untuk
pembpiatan media cair selektif hidrokarbon (NaCl, NaNO;, CaCl,, MgS§80,.7H;0, KCl,
FeSO4.7H0, ZnSO,.7H,0, CuS0,.5H,0, MnSO,4.H,0, NaMo0,4.2H,0, H;BO;,
CoCl1.6H,0, K;HPO,, H,PO,, (NH,),SO,, BaSO4, NaOH, HCI), substrat hidrokarbon
(alifatik, aromatik), media pertumbuhan mikroba (Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB),
Potatg¢  Dekstrosa Agar (PDA), Saboroud Dekstrosa Agar (SDA), antibiotik
(chloramphenicol, rose bengal), pelarut hidrokarbon untuk ekstraksi produk biosurfaktan,
hidroKarbon uji untuk aktivitas biosurfaktan(kerosen dan solar).

Alat
Alat yang diperlukan dalam penelitian ini adalah : alat-alat gelas yang lazim
ligun di laboratorium mikrobiologi (tabung rekasi, cawan petri, gelas Beaker, labu
irlenmeyer, gelas ukur), neraca analitik (Shimadzu AEL-200), PH meter, autoklaf (Ogawa
eiki),| vortex, pH meter, higrometer, shaker inkubator, spektrofotometer (spectronic 20
IausclT-Lomb), evaporator, tensiometer du-Noiiy, dan freeze dryer.

3. Hrosedur Penelitian
Prosedur penelitian secara garis besar disajikan dalam bentuk bagan alir yang

isajian pada awal tahapan prosedur penelitian ini. Sedangkan paparan penjelasan diuraikan
>mudjan.
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SkeTa Metode Pelaksanaan Penelitian

Pengambilan sampel tanah dari lahan
tercemar minyak

( Isolasi dan skrining mikroba potensial hidrokarbonoklastik j
L Persiapan tanah untuk kultur bakteri 7

T

Pembuatan kultur uji bioremediasi dengan variasi jenis mikroba, konsentrasi
Linokulum, penambahan nutri, biosurfaktan dan waktu lama waktu inkubasi

!

L Pengadukan dan penyemprotan air —]

!

Penghitungan jumlah sel mikroba Penghitungan
(bakteri dan khamir) TPH
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Bagan Alir Penelitian
Tabhap I : Isolasi mikroba potensial pendegradasi hidrokarbon dari tanah tercemar

minyak sebagai bahan penyusun konsorsium mikroba

Sampel tanah dari lahan tercemar minyak

'

dan uji skreening awal kemampuan mikroba dalam
mendegradasi hidrokarbon

Isolasi mikroba (bakteri dan khamir) pendegradasi hidrokarbon

Isolat mikroba pendegradasi

Tumbuh dalam media
selektif hidrokarbon
alifatik cair

hidrokarbon (alifatik dan aromatik )
NE

Tumbuh dalam selektif

drokarbon aromatik

1 cair dan padat

komponen hidrokarbon (alifatik dan aromatik)

Bakteri dan khamir hidrokarbonoklastik
potensial

|

Karakterisasi dan identifikasi jenis-jenis mikroba potensial

}

Uji kualitatif potensi mikroba dalam mendegradasi berbagai

Spesies — spesies bakteri dan khamir terpilih

Kelu

ran : Indikator :
Didapatkan isolat-isolat mikroba - Pertumbuhan bakteri dan khamir
dari kelompok bakteri dan khamir pada media selektif hidrokarbon
pengurai hidrokarbon cair dan padat
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Tah:?p II Uji bioremediasi tanah tercemar

dengan berbagai perlakuan un

minyak menggunakan konsorsium mikroba
tuk mengoptimalkan upaya bioremediasi

Berbagai variasi konsorsium mikroba potensial

U:T. pengaruh penambahan berbagai kombinasi jenis dan konsentrasi inokulum terhadap
bioremediasi tanah tercemar minyak dengan waktu inkubas; berbeda

Konsorsium mikroba terbaik dalam bioremediasi

Optinfalisasi bioaugmentasi menggunakan konsorsium mikroba terbaik dengan penambahan
varias} biosurfaktan dan nutrisi dalam bioremediasi tanah tercemar minyak

Variasi jenis biosurfaktan
(P. qutida, Acinetobacter sp. dan
P. pseudomallei)

L

Variasi jenis nutrisi organik (pupuk
kotoran ayam, pupuk kandang sapi) dan
anorganik (pupuk NPK) dengan
konsentrasi berbeda (0,3,6,9%g/g)

I

Uji bioremediasi tanah tercemar minyak dengan berbagai perlakuan

Formula terbaik kombinasi antara konsorsium mikroba, nutrisi dan
biosurfaktan dalam bioremedias; tanah tercemar minyak

UJi bioremediasi tanah tercemar minyak dengan formula terbaik pada variasi waktu

Data efektivitas formula konsorsium mikroba dalam bioremediasi

|. DiKetahui formula konsorsium
milroba terbaik untuk bioremediasi
mirjyak
i ui kombinasi konsorsium,
nutfisi dan biosurfaktan terbaik untuk
mengoptimalkan proses bioremedias;

v

Indikator :
1. Jumlah mikroba (bakteri dan fungi

heterotrof)
2. Jumlah mikroba (bakteri dan fungi)
hidrokarbonoklastik
Dominansi mikroba tanah
Penurunan kadar minyak di tanah
Faktor lingkungan tanah (suhu, pH,
kelembapan) dan C/N/P tanah

bW
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4.3.1{ Pengambilan sampel tanah
Sampel tanah diambil dari tanah yang tercemar hidrokarbon minyak (tempat

penampungan minyak di Tanjung Perak, Surabaya dan pengeboran minyak rakyat di Desa
Wongcolo, Kecamatan Kedewan, Kabupaten Bojonegoro) dan tanah yang bebas dari
pencgmaran hidrokarbon. Lapisan tanah yang diambil adalah lapisan 0 -15 cm dari
p kaan tanah. Sampel tanah dimasukkan dalam kontainer bersuhu 4°C dan dibawa ke
laborptorium untuk dianalisis karakteristik fisik, kimia dan mikrobiologinya.

4.3.2} Isolasi mikroba potensial pendegradasi hidrokarbon dari tanah tercemar
minyak

100 gram sampel tanah tercemar minyak dihomogenkan dan disusupensikan dalam

900 pir fisiologis steril. Suspensi mikroba diendapkan. Supernatan yang mengandung

mikroba ditumbuhkan pada media mineral cair dan padat yang mengandung senyawa
e i

elanma

al

hidrokarbon alifatik dan aromatik dalam bentuk campuran yaitu solar dan crude oil. Kultur
cair dishaker dengan 150 rpm. Kultur padat dan cair diinkubasi pada suhu kamar (28°C)
s 1-2 minggu. Mikroba hasil skreening pada substrat crude oil dan solar ditumbuhkan
d
hidr
kultu dicatat untuk diketahui jenis mikroba dominan yang tumbuh pada masing-masing

berbagai media pertumbuhan untuk mengisolasi bakteri dan khamir
onoklastik. Kenekaragaman jenis koloni mikroba yang tumbuh pada masing-masing

substrat uji. Koloni mikroba dimurnikan untuk mendapatkan isolat tunggal dan kemudian
dibugt stok mikroba pada medium padat Nutrien Agar untuk bakteri dan Sabouroud Dextrosa
AgarTuntuk khamir.

4.3.3{ Identifikasi bakteri dan khamir

Isolat tunggal bakteri dan khamir diidentifikasi untuk mengetahui jenisnya melalui
penggmatan karakteristik makrokopis koloni, mikroskopis bentuk sel mikroba dengan
penggcatan Gram (bakteri) dan karakteristik fisiologis. Uji fisiologi pada bakteri dilakukan
denggn melakukan uji oksidase, motilitas dan serangkan uji biokimiawi menggunakan
Micrgbact 2000 Gram Negative Bacilli. Sedangkan uji identifikasi khamir menggunakan
pro VITEK 2 System Version: 03.01 (BioMerieux) yang dilakukan di Balai Besar
Laboratorium Kesehatan (BBLK) Surabaya.
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4.3.1. Skreening biodegradasi hidrokarbon polyaromatik oleh bakteri dan khamir hasil
isolasi

Isolat tunggal bakteri dan khamir juga diuji kemampuannya dalam mendegradasi
hidr on poliaromatik menggunakan metode sublimasi (Alley and Brown » 2000).
Hidrgkarbon polyaromatik yang diujikan terdiri dari 5 jenis yaitu Phenantren (Phn),
Phengtiazine (Ptz), Dibenzotiopen (Dbz), Fluoren, (Fln), and Pyren (Pyr). Prinsip dari metode
ini pgmbentukan lapisan tipis dari senyawa hidrokabon poliaromatik (dengan cara sublimasi)
pada [permukaan agar yang telah diinokulasi oleh mikroba uji. Biakan diinkubasi selama ]
minggu. Adanya zona terang disekitar koloni membuktikan bahwa isolat mikroba berpotensi
dalan} mendegradasi komponen hidrokarbon aromatik yang diujikan. Data kemampuan
-masing jenis mikroba hidrokarbonoklastik yang dapat diisolasi dijadikan landasan
penyusunan formula dalam konsorsium mikroba yang dibuat.

4.3.5./Pembuatan konsorsium mikroba

Konsorsium mikroba potensial dibuat dengan menggabungkan suspensi bakter;
hidroKarbonoklastik (BH), bakteri fiksasi nitrogen non simbiotik (BFN) dan fungi
hidrokarbonoklastik (FH) hasil isolasi. Bakteri hidrokarbonoklastik dan fiksas; nitrogen
ditumbuhkan pada media Nutrien Broth (NB), sedangkan fungi (khamir) ditumbuhkan pada
media Saboroud Dextrose Broth (SDB). Kultur mikroba uji diinkubasi selama 24 jam untuk

ielombang (1) 610 nm.

Konsorsium dibuat dengan melakukan varias; jenis (bakteri, bakteri + fungi, bakteri +
ingi + bakteri fiksasi nitrogen non simbiotik) dengan perbandingan konsentrasi mikroba (o,
0, 20,(40) % volume /100 gram tanah.

3.6. Skrining produksi biosurfaktan

Uji penapisan produksi biosurfaktan dilakukan pada isolat bakteri dan khamir hasi]
olasi dengan menggunakan tiga jenis substrat yaitu molase, solar dan minyak goreng.
'miliban substrat pertumbuhan bertujuan untuk mengetahui spesifikasi jenis biosurfaktan
ng dihasilkan dan pertimbangan biaya produksi. Media uji produksi biosurfakan tersusun
ri 50D ml air mineral sintetik (modifikasi), substrat produksi (3% v/v) dan susupensi
krobq uji (3 % (v/v)) dengan nilai absorbans; 0,5 yang diukur pada panjang gelombang 600
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nm. Kultur diinkubasi selama 7 hari, pada shaker dengan agitasi 150 rpm pada suhu 30 °C.
SeteJah 7 hari inkubasi, kultur disentrifugasi dengan kecepatan 6.000 pm, 25 menit pada
suhul4°C. Adanya biosurfaktan yang dihasilkan oleh isolat mikroba uji diindikasikan melalyi
pengpkuran tegangan supernatan kultur menggunakan tensiometer dy Nouy dan mengukur
aktivitas emulsifikasi Supernatan kultur menggunakan empat jenis minyak uji yaitu : crude
oil, minyak goreng, solar dan minyak tanah. Aktivitas emulsifikasi dilakukan dengan
mengambil 2 ml supernatant dan ditambahkan dengan 2 m] minyak uji. Campuran difortek
selamla 2 menit dan diendapkan. Fase emulsi yang terbentuk diukur dan dimasukkan dalam
fumus untuk menghitung persentasi emulsi yang terbentuk Kestabilan emulsj diamati dalam
kurun waktu 1 dan 24 jam dan dinyatakan dengan nilai AE (1 jam) dan AE(24 jam). Biakan
yang | menunjukkan produksi terbaik dalam menghasilkan biosurfaktan dipilih untuk
digungkan dalam uji bioremediasi dengan penambahan biosurfaktan,

4.3.7. kPersiapan bahan nutrisi untuk uji biostimulasi

Nutrisi yang digunakan dalam penelitian berfungsi untuk menambah unsur nitrogen,
hosfor| dan kalium. Sumber nutrisi dipilih dari bahan organik berupa pupuk kotoran ayam,
pupuk| kotoran sapi, dan dari anorganik berupa pupuk NPK. Konsentrasi untuk pupuk
organik yang diujikan adalah 30, 60 dan 90 gram per 100 gram tanah tercemar minyak
iedangkan untuk pupuk anorganik digunakan adalah sampai dosis yang tidak meracuni tanah.

abupgten Bojonegoro dan tanah subyr yang dibeli dari Pasar Bunga Kayoon Surabaya.
lokasi pengambilan tanah dimaksudkan untuk mengetahui  pengaruh
agaman jenis mikroba indigenus dalam uji bioremediasi limbah minyak.

anah yang akan dilakukan uji bioremediasi diperlakuan dengan dua cara yaitu 1)
nah djkeringkan pada suhu 80°C dengan oven (dilakukan untuk menghilangkan bakteri
ligengs dari tanah); 2) tanah yang tidak dikeringkan (sesuai dengan kondisi dj alam dan
ap mempertahankan keberadaan mikroba indigenus tanah). Tanah-tanah yang sudah steril
1 tidak steril dimasukkan masing-masing 10 gram ke dalam botol — botol steril bermulut
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4.3.9, Uji bioremediasi

Pada penelitian ini, uji bioremediasi dilakukan berbagai tujuan, yaitu : 1) menguji
efektivitas variasi jenis mikroba penyusun konsorsium dan konsentrasi inokulum terhadap
bioremediasi limbah minyak yang dilakukan dalam media cair dan pada tanah; 2) mengetahui
pengaruh penambahan bakteri fiksasi nitrogen terhadap peningkatan bioremediasi limbah

minygk; 3) mengetahui pengaruh penambahan nutrisi yang diberikan dengan variasi jenis dan
konsentrasi nutrisi terhadap bioremediasi limbah minyak yang telah ditambahkan konsorsium
mikrpba (gabungan uji biostimulasi dan bioaugmentasi) ; 4) menguji pengaruh penambahan
biosurfkatan dan penggabungan antara penambahan nutrisi, biosurfaktan dalam bioremediasi
limbah minyak. Masing-masing uji disajikan berturut-turut dibawah ini .

4.3.911. Perlakuan I: Uji efektivitas variasi konsorsium mikroba yang digunakan

dalam metode bioaugmentasi terhadap bioremediasi minyak pada medium cair
dan tanah
Percobaan bioremediasi minyak pada kultur cair menggunakan media dasar berupa air
mineral sintetik yang ditambah dengan 2% minyak(minyak mentah dan solar) dan 4%
inokylum. Ada 3 jenis formula yang diujikan, yaitu : FI (3 bakteri dan 3 khamir); F2 (6
bakteri dan 3 khamir); dan F3 (12 bakteri dan 3 khamir). Isolat - isolat yang digunakan
merupakan isolat mikroba hidrokarbonoklastik hasil isolasi dari tanah tercemar minyak dari

kaw. sumur minyak Wonocolo dan Depo Pertamina Surabaya. Kultur diinkubasi selama 7
hari dengan agitasi 150 rpm dan suhu 30°C. Pada akhir masa inkubasi dilakukan pengamatan
berupa penghitungan jumlah mikroba (CFU/ml) bakteri dan khamir penyusun konsorsium.
Efektivitas variasi konsorsium dalam biodegradasi minyak di media cair dievalusi dari
pertumbuhan mikroba pada kultur uji.

Sedangkan pada percobaan efektivitas variasi konsorsium pada media tanah dilakukan
den, cara mengambil sampel tanah dari daerah pengeboran minyak Desa Wonocolo.
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris yang menggunakan rancangan
acak [lengkap pola faktorial 3 x 4 x 6 dengan dua kali ulangan. Perlakuannya terdiri dari tiga
faktoy. Faktor pertama adalah jenis konsorsium mikroba, yang terdiri dari konsorsium bakteri
(B), konsorsium khamir (K), dan konsorsium bakteri dan khamir (BK). Faktor kedua adalah
konsentrasi konsorsium mikroba, yaitu 0% (kontrol), 10%, 20%, dan 40%. Faktor ketiga
adalah lama waktu inkubasi, yaitu minggu ke-0 (MO) sampai dengan minggu ke-6 (MS6).
Rincian perlakuannya dapat dilihat pada tabel 3.1.dan 3.2. berikut.

30




1€

uenjepsad enwas ynun |

Yewel 8 o1 weep oY (j10 apn.o) yeuow yedutur (8 98640
‘uenyepsad yeue) § o1 isusq Sued [W 001 ueInynIaq eoey [030q Opg ueydeifuapy e

I10 apnidiyeuey : jonuoy |
IjLaq reSeqas wenyuoay ueSuap uenyepad
Yeuey werep ueydersip yeps) Sued Bqonyiw wnisiosuoy isuadsns uBynseway [

"WaYeq wnisIosuoy

=M%y ueBusp 1fn eqonyw Isuadsns yo3s den Lrep [Iquerp
snrey Jued (swaf ¢) HUWIBD uep (stuaf o) uanyeq isuadsns swnjoa SummySuspy o
ndase ereoss uenyejiad [010q urepep
~) [W §°0 uepinsewspy 'Qﬂ

: INYLIRq 183eqas yepepe vlioy vaw) frere.

IN-0FIL | +IN-0bE EN-0KIE | ZTIN-opIg TN-0PIE | OWN-0pIEg [
IN-0TIE | vIN-0TIF EN-0TI9 N-0TIg TR0 | oW-oig 0Tt
IN-0TL | +¥IN-0TI EN-0IIE | ZIN-01IG IN-01ME | oW-01)Ig 01
IN-0¥31 YN0 | EN-0p IN-0PY IN-0p ON-0¥ 0p>
IN-0TA YWN-0TH | EN-0T TN-0T TN-0TX ON-0T oy
IN-01 PN-OTN | EN-0I IN-01 IN-01 ON-01 oy
IN-0ve YIN-0bd |  EN-0p9 IN-0vd IN-0vd ON-0vg ord
IN-0Td YN-02d | €N-0zg TN-07d IN-079 ON-0zd 0tgq
IN-019d YN-019 | €WN-019 IN-019 IN-019 ON-o1d org
(034 ‘o1 ‘o)
IN-ionuoy | p-jouoy lc-jonuoy CAFIonuoY | [ -jonuoy | gpy-joquoy oy

eq
IN 124 tN N IN ON WNISIOsI0y
Isenuasuoy uep
(nB3uym) iseqnyjur nypyem eure; Stuof Isemqmoy
Iseqnojui nyyem  ueGuop
BQODIW WNISIOSUO) ISerussuOy uep stua( 1seuiquioy ueryesg ‘TY Pqe,
ord ooIg org 03d Ad
12! 0TA 119 ;] A
ord 0zd olg 0d q
%0% %0¢ %01 (lonuoy) ¢40 BqonjIu
(%) wnymjour ISEIJUISUOY] WNISI0SUOY §Iusf

BQODYIU WINISIOSUO) ISBHUSSUOY UBp Stual UBnYeLSd *I'p RQE]




B10 : tanah+crude 0il+0,5 ml konsorsium bakteri

B20 : tanah+crude oil+1 ml konsorsium bakteri

B40 : tanah+crude oil+2 ml konsorsium bakteri

K10 : tanah+crude oil+0,5 ml konsorsium khamir

K20 : tanah+crude 0il+1 ml konsorsium khamir

K40 : tanah+crude 0il+2 ml konsorsium khamir

BK10 :tanah+crude 0il+0,5 ml konsorsium bakteri dan khamir

BK20 : tanah+crude oil+1 ml konsorsium bakteri dan khamir
10. BK40  : tanah+crude 0il+2 ml konsorsium bakteri dan khamir.

€. Menginkubasinya pada suhu ruang (25°C) selama lama waktu 0, 1, 2,3,4, 6
minggu untuk TPC mikroba dan 0,2, 4, 6, 8 untuk TPH minyak mentah (crude
oil) residu. Kelembaban tanah dalam botol perlakuan dijaga dengan cara
menyemprotkan akuades steril sebanyak 1-2 semprot (~1-2 ml).

¥ ® NowswN

4.3.9.2. Perlakuan II ; Uji pengaruh penambahan bakteri fiksasi nitrogen terhadap
bioremediasi limbah minyak

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental menggunakan rancangan acak

lengkap dengan dua kali pengulangan. Perlakuan terdiri dari dua faktor, yaitu jenis bakteri

fiksasj nitrogen dan waktu inkubasi. Percobaan terdiri dari 4 perlakuan, 1 kontrol positif, dan

1 kontrol negatif dengan rincian sebagai berikut :

~ kqntrol positif (KP) berisi tanah asli (vang tidak disterilkan) + crude oil

— kdntrol negatif (KN) berisi tanah steril + crude oil

~ perlakuan I (P1) berisi tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba hidrokarbonoklastik

~ perlakuan I (P2) berisi tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba
hidrokarbonoklastik + Azotobacter chroococcum

~ peflakuan II (P3) berisi tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba
hidrokarbonoklastik + Beijerinckia indica

- peflakuan IV (P4) berisi tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba
hi
Jraian cara kerja adalah sebagai berikut :
- Mgnyiapkan 130 boto! yang sudah berisi tanah dan crude oil.
- Mgnyiapkan tiga botol yang berisi starter bakteri konsorsium hidrokarbonoklastik dan dua
botol yang berisi suspensi bakteri fiksasi nitrogen.

—

rokarbonoklastik + Azotobacter chroococcum dan Beijerinckia indica.
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2

flengelompokkan botol-botol perlakukan, dan menambahkan suspensi bakteri ke tiap

botol dengan ketentuan seperti dibawah ini:

Se

ail

1.3.9.]

anca

enis

yam {

g6

20 botol berisi tanah tidak disterilkan untuk kontrol positif tidak ditambahkan bakteri
tetapi ditambahkan air fisiologis steril sebanyak 1,25 ml.

20 botol berisi tanah steril untuk kontrol negatif tidak ditambahkan bakteri tetapi
ditambahkan air fisiologis steril sebanyak 1,25 ml.

20 botol berisi tanah steril yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium bakteri
hidrokarbonoklastik selanjutnya disebut perlakuan P1 dan ditambahkan air fisiologis
steril sebanyak 0,25 ml.

20 botol berisi tanah steril yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium bakter;
hidrokarbonoklastik dan 0,25 ml Azorobacter chroococcum selanjutnya disebut
perlakuan P2

20 botol berisi tanah steril yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium bakteri
hidrokarbonoklastik dan 0,25 ml Beijerinckia indica selanjutnya disebut perlakuan P3
30 botol berisi tanah steril yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium bakteri
hidrokarbonoklastik 0,125 ml Azowbacter chroococcum dan 0,125 ml Beijerinckia
indica selanjutnya disebut perlakuan P4 (10 botol digunakan untuk penghitungan
kelembaban).

Menginkubasi 10 botol dari tiap-tiap kontrol dan perlakuan untuk penghitungan jumlah

bakteri (TPC) dan 10 boto! untuk mengukur kadar crude oil residu (TPH) dengan

wTktu inkubasi 0, 1, 2, 3, 4, 6, dan 8 minggu. Setiap minggunya dilakukan penyiraman

dengan sprayer agar kelembaban tanah terjaga.

b. Perlakuan IIT : Uji efektivitas variasi nutrisi yang digunakan dalam metode

biostimulasi terhadap bioremediasi minyak di tanah.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium yang menggunakan
an acak lengkap dengan dua kali pengulangan. Perlakuan terdiri dari dua faktor, yaitu
trien dan konsentrasi nutrien. Jenis nutrien yang digunakan adalah NPK (N), kotoran
A), dan pupuk kotoran sapi (S). Sedangkan konsentrasi nutrien yang digunakan adalah
2, dan 9 g per 10 g tanah. Rincian perlakuannya adalah sebagai berikut :
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Tab#l 4.3 Perlakuan kombinasi jenis dan konsentrasi nutrien

Konsentrasi nutrien (g/10 g-tanah)
Jepis nutrien
0 (Kontrol) 3 6 9
N NO N3 N6 N9
A A0 A3 A6 A9
S So S3 S6 S9

Keteangan :

- Kontrol : tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri

- N3 : tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 3 g NPK

- N6 : tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 6 g NPK

- N9 : tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 9 g NPK

- : tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 3 g kotoran ayam

- 6 - tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 6 g kotoran ayam

- : tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 9 g kotoran ayam

- 3  tanah + minyak mentah + konsorsjum bakteri + 3 g pupuk kotoran sapi
- 6  tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 6 g pupukkotoran sapi
- 9 : tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri + 9 8 pupuk kotoran sapi

Uraian cara kerja dijelaskan dibawah ini

. Merjyiapkan 300 botol bersih yang telah berisi campuran tanah dan nutrien dalam berbagai
konsentrasi (3 g/10 8 6g/10g, dan 9 g/10 g).
Memasukkan minyak mentah yang telah disterilkan ke tiap botol sebanyak 0,5 ml/ 10 g-
tanah dengan pipet volum, dan menyebarkan diseluruh permukaan tanah,

Mengelompokkan botol-botol perlakukan, dan menambahkan suspensi bakteri ke tiap
botdl dengan ketentuan seperti dibawah ini:

— 2 botol berisi tanah yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium bakteri
nidrokarbonoklastik tanpa penambahan nutrien (perlakuan kontrol)

~ 24 botol berisi tanah dan 3 8 NPK yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium
akteri hidrokarbonoklastik (perlakuan N3)
~ P4 botol berisi tanah dan 6 g NPK yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium
akteri hidrokarbonoklastik (perlakuan N6)
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1 24 botol berisi tanah dan 9 g NPK yang masing-masing diisi dengan 1 ml konsorsium

bakteri hidrokarbonoklastik (perlakuan N9)

-1 24 botol berisi tanah dan 3 8 kotoran ayam yang masing-masing diisi dengan 1 ml

konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik (perlakuan A3)

-1 24 botol berisi tanah dan 6 g kotoran ayam yang masing-masing diisi dengan 1 ml

konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik (perlakuan A6)

—| 24 botol berisi tanah dan 9 g kotoran ayam yang masing-masing diisi dengan 1 ml

konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik (perlakuan A9)

—| 24 botol berisi tanah dan 3 8 pupuk kotoran sapi yang masing-masing diisi dengan 1

ml konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik (perlakuan S3)

~| 24 botol berisi tanah dan 6 8 pupuk kotoran sapi yang masing-masing diisi dengan 1

ml konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik (perlakuan S6)

=| 24 botol berisi tanah dan 9 8 pupuk kotoran sapi yang masing-masing diisi dengan 1|
ml konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik (perlakuan S9)

nginkubasi 12 botol dari tiap-tiap perlakuan untuk analisis penghitungan jumlah se]
eri dengan waktu inkubasi 0,1,2,3 4 6 dan 8 minggu dan 12 botol dari tiap-tiap

lakuan untuk analisis penghitungan kadar residu minyak mentah dengan waktu

=T - o

inkubasi 0, 1, 2, 4, dan 6 minggu. Setiap minggunya dilakukan penyiraman air dengan
Spyayer agar kelembababan terjaga.

1.3.9.4. Perlakuan IV Uji variasi jenis biosurfaktan dan gabungan perlakuan
(biosurfaktan, nutrisi dan inokulum mikroba) terhadap bioremediasi minyak
yang diukur pada waktu inkubasi berbeda,

Pada perlakuan ini, sampel tanah yang digunakan untuk percobaan adalah sampel

anah yang tersusun atas tanah subur dan pasir dengan perbandingan 1:1. Sampel tanah

iperlakukan dengan dua kondisi, yaitu dengan sterilisasi dan tanpa sterilisasi. Perlakuan
terilisasi digunakan untuk mengetahui peran bakteri indigenus tanah dalam bioremediasi
linyaK. Konsorsium mikroba dan nutrisi yang digunakan dalam perlakuan diambil dari
ombinasi terbaik dari hasil penelitian sebelumnya yaitu konsorsium F3 20% (v/gr tanah)
*ngan) nutrisi NPK (3%). Sedangkan biosurfaktan yang diuji merupakan biosurfaktan bakteri
seudomonas putida (BA), Acinetobacter sp. (BB) yang ditumbuhkan pada substrat molase
udomonas pseudomallei (BC) yang ditumbuhkan pada substrat minyak kelapa sawit..
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Biostr\rfaktan yang diujikan adalah pada berbagai kisaran nilai tegangan permukaan antara 41-
44 mN/m. Kombinasi perlakuan yang dilakukan meliputi 20 kombinasi.

- NS - SS

-NS+F -SS+F

NS +U -S§S+U
rNS+F+U -SS+F+U
1NS +F + BA -SS+F+BA
1NS +F+BB -SS+F+BB
1NS+F+BC -SS+F+BC
INS+F+BA+U -SS+F+BA+U
ANS+F+BB+U -SS+F+BB+U
INS+F+BC+U -SS+F+BC+U

]

Leterangan :

IS = sampel tanah yang tidak disterilkan
S = sampel tanah yang disterilkan

F| = formula mikroba

= nutrisi (NPK 3%)

L=

c

Semua perlakuan diinkubasi dalam suhu ruang (27°C) , selama 4 minggu. Setiap
nya dilakukan pengadukan sebanyak 3 kali dan penyiraman air dengan spray agar
elembapan tanah terjaga. Pengukuran paramater hasil bioremediasi diamati dari
ertumpuhan mikroba (bakteri dan khamir) dan kadar minyak (crude oil) tanah yang
il pada hari ke 0, 2, dan 4 minggu. Pengukuran paremater fisik tanah meliputi pH,
'‘mpertur, dan kelembapan tanah dilakukan setiap minggu.

nin

3.10. Pengukuran parameter biodegradasi minyak

3.10.1. Metode Total Plate Count (TPC) mikroba heterotrofik dan hidrokarbono
klastik.

ampel tanah pada masing-masing perlakuan disuspensikan ke dalam 90 m] air
steril. Dihomogenkan dan diendapkan. 1 ml supernatan kemudian dilakukan serj
igengeran menggunakan air fisiologis steril dalam tabung reaksi. Pada pengenceran yang
en 1 ml suspensi mikroba ditumbuhkan pada berbagai jenis media padat Nutrien
bouroud Dekstrosa Agar untuk menumbuhkan bakteri dan fungi heterotrofik.
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Sedangkan untuk menumbuhkan mikroba  hidrokarbonoklastik dilakukan dengan
mengmbuhkannya pada media padat selektif hidrokarbon. Biakan diinkubasi selama 24 — 48
jam pintuk mikroba heterotrofik dan sempai 5-7 hari untuk mikroba hidrokarbonoklastik.
Kolopi yang tumbuh dihitung dengan mengalikan dengan faktor pengenceran dan dinyatakan

dalap CFU / g sampel tanah. Dinamika pertumbuhan mikroba selama uji bioremediasi dilihat
dengan mengeplotkan log jumlah mikroba dengan waktu inkubasi selama perlakuan.

4.3.1%.2. Metode Total Petroleum Hydrocarbon (TPH)

Pengukuran kadar minyak pada setiap sampel dilakukan dengan menggunakan

ekstr?ksi menggunakan toluene dan diamati dengan spektrofotometer (Spektronik 21). Dari
kadar| minyak residu Pada setiap sampel perlakuan dapat dinyatakan dalam persen minyak
yang terdegradasi selama uji bioremediasi. Uraian metode penelitian disajikan secara rinci
sebaghi berikut.

a.

b.
c.

Sampel tanah pada botol-botol dikeringkan (dihilangkan airnya) dengan oven selama + 3
i dengan suhu 75 °C,

Menggerus tanah dengan mortar sampai halus sekaligus menghomogenkan tanah

Menimbang 1 g tanah yang sudah halus kemudian memasukkannya ke dalam tabung

nambahkan 5 ml toluen kemudian menghomogenkan dengan vorfex selama 10 detik
didiamkan selama 10 menit.

oil yang larut dalam toluen kemudian disaring dengan kertas saring Whatman
nomor 1 menggunakan corong kaca.

tan diencerkan dengan cara mengambil 0,5 ml hasil saringan kemudian
menambahkan 4,5 ml toluen

. Mepgukur nilai Optical Density (OD) hasil pengenceran dengan spektrofotometer pada

pajang gelombang 420 nm.

. Memasukkan hasil pengukuran ke dalam persamaan kurva baku sehingga diperoleh kadar

crujk oil (ml/g tanah) dan dikonversikan menjadi satuan g/g tanah.

3.10.3. Penghitungan Kelembaban

Botol yang berisi tanah basah ditimbang beratnya sebagai berat awal

Tanph dalam botol dikeringkan dalam oven selama 3 hari pada suhu 150 °C,

Botgl yang sudah kering tanahnya dan beratnya konstan kemudian ditimbang sebagai
bera} akhir.
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d. Mengeluarkan tanah dalam botol dan kemudian menimbang berat tanah tersebut

e. Menimbang berat botol kosong

- .. |

4.4.

enghitung kelembaban dengan cara
erat air yang hilang = berat awal - berat akhir
elembaban = berat air yang hilang  x 100%

berat tanah kering

alisa Data
Dari berbagai perlakuan uji bioremediasi diperoleh data berupa: 1) nilai rata-rata

Tota{ Plate Count (cfu/ml) mikroba heterotrof dan hidrokarbonoklastik, 2) berat minyak yang
tersiga dari aktivitas uji bioremediasi. Data-data tersebut dianalisis menggunakan analisis

vari

(ANOVA) faktorial dengan derajat signifikansi 5 % dilanjutkan dengan uji Least

Significant Different (LSD). Sedangkan, respon berbagai perlakuan yang meliputi : uji

pe

buhan, uji degradasi hidrokarbon poliaromatik, uji produksi biosurfaktan, data

domihansi mikroba serta data parameter lingkungan (fisik dan kimiawi ) dianalisis secara
deskiptif.
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4.5. Jadwal Waktu Pelaksanaan

Kegiatan/Bulan

ersiapan dan konsolidasi tim

engambilan sampel tanah dari
han tercemar minyak

majaan bakteri, dan
pembuatan media pertumbuhan

Ll o

3. Ijolasi bakteri dan khamir
pptensial pendegradasi
hidrokarbon

4. Uji skreening pertumbuhan
bakteri dan khamir pada
bgrbagai jenis hidrokarbon
pgnyusun minyak (hidrokarbon
aljfatik dan aromatik)

5. Pg¢mbuatan konsorsium mikroba
(bpkteri dan khamir)

6. Pengambilan tanah dari [ahan
teycemar dan karakterisasi dan
perlakuan awal pada tanah

7. Uj} bioremediasi minyak di
tanjah oleh konsorsium mikroba
dengan variasi perlakuan (jenis
mikroba, konsentrasi inokulum,
nufrisi dan biosurfaktan).

3. Pengamatan perlakuan terhadap
respon pertumbuhan mikroba,
dominansi mikroba, penurunaan
kadar minyak di tanah, dan

__perubahan faktor kimiawi tanah

. Penjgumpulan data
0. Anflisa data

1. Penlyusunan laporan

2. Seminar akhir

3. Perbaikan laporan

6. Lupran Penelitian

Penelitian  ini  akan menghasilkan metode bioaugmentasi,

biostimulasi dan

nambphan biosurfaktan yang dapat meningkatkan efisiens; bioremediasi minyak di lahan

cemar. Data penelitian akan dipakai sebagai acuan untuk upaya bioremediasi minyak dj
\an tefcemar secara in situ. Disamping itu, hasil penelitian diharapkan dapat dipublikasikan
jurna| Internasional dan dj jurnal nasional terakreditasi dj Indonesia yang terkait dengan
hobi$logi lingkungan, ekologi dan potensi biodiversitas mikroba Indonesia.
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S.1.

enan;

ksplorasi mikroba hidrokarbonoklastik
Hasil eksplorasi mikroba (bakteri dan khamir) dari sampel tanah yang diambil di
titik sampling di sumur pengeboran minyak rakyat di Desa Wonocolo, Kecamatan

BAB V. HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Kedgwan, Kabupaten Bojonegoro Jawa Timur dan Depo Pertamina Surabaya didapatkan 16

isolaf

bakteri dan 3 isolat khamir. Hasil

identifikasi dengan pengamatan karakteristik

makrpskopis koloni, mikroskopis seluler dan karakateristik fisiologis menggunakan program
Micrpbact 2000 (untuk bakteri) dan program VITEK 2 System Version: 03.01 (BioMerieux)

un

khamir telah berhasil mengidentifikasi sampai tingkat spesies. Kode isolate dan nama

spesies hasil identifikasi serta persen probabilitasnya disajikan pada tabel 4.1, 4.2, Uraian

karakteristik fisiologis dari masing-

Tabe] 5.1 Keanekaragaman bakteri hidrokarb
isolasi dari tanah tercemar minyak

onoklastik (pendegradasi hidrokarbon) hasil

Lo peismblan | Kode isolat Nama spesies % Probabilitas
T1-2 Pseudomonas aeruginosa 79,16%
T14 Aeromonas hydrophila 94.65%
Deﬁo PERTAMINA T1-8 Pseudomonas putida 96,01%
Surabaya T2-4 Pseudomonas aeruginosa 98,41%
T3-3 Flavobacterium 99,84%
meningosepticum
P1-2 Pseudomonas fluorescens-25 88,07%
P14 Pseudomonas aeruginosa 99,82%
. P2-1 Acinetobacter Jaecalis-type 11 67,61%
PBIE:b&ran mnllyak P34 Pseudomonas cepacia 99,20%
Boj 0::3":::)“ P3-7 | Actinobacillus sp. 66,53%
P3-8 Pseudomonas stutzeri 77,03%
P4-2 Pseudomonas pseudomallei 96,15%
P44 Pseudomonas fluorescens-25 65,15%

label L5.2. Keanekaragaman khamir hidrokarbonoklastik (pendegra

hasil isolasi dari tanah tercemar minyak

dasi hidrokarbon)

Lokgsi szgambl flan )y ode isolat Nama spesies % Probabilitas
Depd PERTAMINA ) )
Surabaya T5-1Y Candida famata 94%
Pengeboran minyak P1-2Y Rhodotorula mucilaginosa 93%
D 1%}Z::$go’ P3-3Y Candida parapsilosis 96%

masing isolate disajikan dalam lampiran 1 dan lampiran 2.
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Dari isolat yang didapatkan, ditemukan hampir mayoritas spesies bakteri yang
didapatkan adalah dari genus Pseudomonas. Hal tersebut didukung oleh beberapa peneliti
Yyang mengungkapkan bahwa genus Pseudomonas merupakan genus bakteri potensial yang
memiliki diversitas enzim untuk mendegradasi hidrokarbon baik dari alifatik,
aromjatik sampai poliaromatik (Cerniglia, et al., 1982: Atlas er al,, 1992).

S.2. Uji potensi degradasi komponen hidrokarbon minyak oleh bakteri dan khamir
asil isolasi

Uji potensi kemampuan masing-masing isolat dalam mendegradasi minyak dilakukan
dengdn melakukan uji pertumbuhan masing-masing isolat bakteri/khamir pada kultur cair
dengdn minyak bumi dan solar sebagai satu-satunya sumber karbon, Penggunaan minyak
mentgh dan solar sebagai media uji diharapkan dapat menapis potensi mikroba dalam
mendpgaradasi komponen alifatik, aromatik mengingat di solar juga mengandung banyak
komppnen aromatik. Potens; mikroba dalam mendegradasi minyak mentah dan solar dapat
dengan mengamati pertumbuhan mikroba darj kekeruhan kultur dan emulsifikasi

yang dihasilkan oleh masing-masing kultur uji. Hasil uji pertumbuhan pada minyak

mentah dan solar masing-masing isolat pada media cair disajikan pada tabel 4.3,
Tabel|5.3 Pengelompokkan isolat bakteri dan khamir berdasarkan kemampuan
tumbuh pada minyak mentah dan solar sebagai satu-satunya sumber
on.
Visualisasi kultur setelah 7 harj inkubasi
Substrat sanE:l:::llus Emulsi halus, | Emulsi kasar, | Emulsi halus,
sgspensi ’ suspensi suspensi suspensi
sangat keruh keruh keruh bening
T1-4 T2-4 T3-3 T1-8
P4-2 T1-2 P2-1 P3-7
. P4-4 P34 P3-3Y P14
Minyak mentah P38 P1-2Y
P1-2
T5-1Y
P3-8 P2-1 T3-3 P1-2
P34 T1-2 Pl4
P3-7 T1-8 P1-2Y
Solar P4-2 P3-3Y
T P44
T24
T4
T5-1Y
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solar)
Bio.
m

Emulsi yang terbentuk dalam kultur dengan substrat hidrokarbon (minyak mentah dan
merupakan indikasi secara tidak langsung produksi biosurfaktan oleh mikroba uji.
aktan adalah senyawa yang dihasilkan oleh mikroba yang mempunyai karakteristik
U menurunkan tegangan permukaan dan bersifat dapat mengemulsi substrat,

Emujsifikasi substrat merupakan salah satu mekanisme yang dikembangkan oleh bakteri

hidr
deng;
hidro

bonoklastik untuk dapat mendegradasi minyak melalui peningkatan kontak substrat

sel mikroba. Emulsj yang terbentuk juga dapat meningkatkan bioavailabilitas
on (ketersediaan substrat yang hidrofob) untuk dimetabolisme oleh mikroba

pengyrai minyak (Desai e qf 1990; Ghoswami and Singh, et al, 1991; Ni’matuzahroh,

1998).

Kemampuan bakteri dan khamir hasil uji dalam mendegradasi hidrokarbon

poliarpmatik juga dilakukan menggunakan metode sublimasi. Hasil uji degradasi hidrokarbon
poliarpmatik isolat bakteri dan khamir disajikan pada tabel 4.4,
Table r.‘t. Uji degradasi hidrokarbon poliaromatik isolate bakteri dan khamir menggunakan
metode sublimasi
| K::i . . . Hidrokarbon poliaromatik
ca Strain bakteri/khamir Pha | Ptz [ Dbe | Fin Pyr
1 Acinetobacter Jaecalis-type [T P] (2) - - - - -
2 Pseudomonas aeruginosa P1 (4) - - - - -
3 | | Acinetobacter Jaecalis-type II P2 (1) - - - - -
4 | | Pseudomonas cepacia P3 (4) - - - - -
5 Actinobacillys sp.P3(7) - - - - -
6 | | Pseudomonas stutzeri P3 (8) - + - + +
7 || Pseudomonas pseudomallei P4 (2) - - - + +
8 Pseudomonas fluorescens-25p4 4) - - - - -
9 || Pseudomonas aeruginosa T1 (2) - + - - -
10 || Aeromonas hydrophila T1 4) - - - + -
11 || Pseudomonas putida T1 (8) - - - - +
12 || Pseudomonas aeruginosa T2 (4) + + - - -
13 || Flavobacterium meningosepﬁcum'l‘3(3) - - - - -
14 || Candida famata T5-1Y + - - - -
15 || Rhodotorula mucilaginosa P1-2Y - + - + +
16 || Candida parapsilosis P3-3Y + + - + +
17 || Beijerinkiq * - - - - -
18 || Azotobacter * - - - - +
‘terangan :

L. (1) menunjukkan terbentuknya daerah bening di sekitar koloni; (-) tidak terbentuk

2.

aerah bening; (sd): sedang diuji. Inkubasi masing-masing isolat dilakukan selama 7
1 setelah sublimasi
PAH yang digunakan: Phenantren (Phn), Phenotiazine (Ptz), Dibenzotiopen (Dbz),
uoren, (Fln), dan Pyren (Pyr).
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Uji degradasi PAH dilakukan dengan metode Sublimasi (Alley & Brown 2000).
Parameter yang diamati pembentukan daerah bening di sekitar koloni setelah
sublimasi. Isolat yang mampu membentuk daerah bening di sekitar koloninya, diduga
mampu mendegradasi PAH tertentu.

Bakteri Beijerinkia dan Azotobacter juga diikutkan dalam uji potensi degradasi
hidrokarbon poliaromatik, karena kedua bakteri pemfiksasi nitrogen tersebut juga
merupakan penyusun konsorsium bakteri dalam uji bioremediasi (pada perlakuan
pengaruh penambahan bakteri fiksasi nitrogen dalam bioremediasi limbah minyak)

Dari hasil uji dengan metode sublimasi, diketahui bahwa dari ke-13 isolat bakteri

yang diuji, 6 isolat bakteri menunjukkan dapat mendegradasi hidrokarbon poliaromatik
dengan kemampuan yang bervariasi. Pseudomonas Stutzeri P3 (8) merupakan bakteri yang dapat
memberikan hasil positif pada 3 dari 5 hidrokarbon poliaromatik yang diujikan. Sedangkan, pada uji

denggn isolate khamir, menunjukkan bahwa ketiga spesies khamir uji berpotensi dalam mendegradasi
hi n poliaromatik dengan Candida parapsilosis P3-3Y memiliki kemampuan terbaik.

Dari uji potensi kemampuan tumbuh pada dua jenis substrat minyak dan diperkuat
dengpn uji degradasi pada hidroakrbon poliaromatik maka diputuskan untuk memilih sepuluh
baktgri dan tiga khamir untuk digunakan dalam uji bioremediasi. Isolat mikroba tersebut
di dalam tabel 4.5. Karakteristik dari masing-masing isolat tersebut dijelaskan dalam
lampjran 1 dan 2.

Tabql S.5. B?kteri dan kham1r hidroka::bonoklastik potens.ia] hasil isolasi dari tanah tercemar
minyak yang terpilih sebagai penyusun konsorsium mikroba
Sampel tanah iligﬂ ‘: Nama isolat mikroba

PERTAMINA Tanjung Perak, Surabaya T2-4 | Pseudomonas aeruginosa

T1-4 | Aeromonas hydrophila
T1-8 | Pseudomonas putida

T3-3 | Flavobacterium meningosepticum
T5-1Y | Candida famata

Penambangan minyak mentah P3-8 | Pseudomonas stutzeri
tradisional Ds. Wonocolo Kec. P4-2 | Pseudomonas pseudomaliei
Kedewan, Bojonegoro P4-4 | Pseudomonas fluorescens-25

P2-1 | Acinetobacter faecalis-type IT
P3-4 | Pseudomonas cepacia
P3-7 | Actinobacillus sp.

P1-2Y | Rhodotorula mucilaginosa
P3-3Y | Candida parapsilosis
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5.3. |Uji pertumbuhan berbagai variasi konsorsium mikroba pada kultur cair dengan
substrat minyak mentah dan solar

Sebelum melakukan uji bioremediasi di tanah, terlebih dahulu dilakukan uji
pertymbuhan berbagai variasi konsorsium mikroba menggunakan kultur cair dengan substrat
minyak mentah (crude oil dan solar). Respon pertumbuhan dievaluasi dengan menghitung
jumlah mikroba (bakteri, khamir, dan total bakteri dan khamir) dan diamati dominansi
mikrpba yang tumbuh selama waktu inkubasi (7 hari). Hal tersebut bertujuan untuk
mengetahui efektivitas jumlah mikroba penyusun konsorsium dalam biodegradasi minyak.
Data|hasil pengamatan disajikan dalam gambar 4.6. dan 4.7 Data hasil penghitungan secara

rinci disajikan dalam lampiran.

a) Pada substrat minyak mentah

'( T 0 o 1
B -9
& s-
B 7
=]
_'.t_E 6
E 5
g 4 # 0 hari
5 3 :
E 2 4 B 7 hari
3,
a—d 0 Ty T T T T T T
| F1(B) F2(B) F3(B) F1(Y} F2(Y) F3(Y) F1 F2 F3
‘ (B+Y} (B+Y} (B+Y)
Perlakuan
|'

Keterangan :  F1 = konsorsium mikroba (3 bakteri dan 3 khamir)
F2 = konsorsium mikroba (6 bakteri dan 3 khamir)
F3 = konsorsium mikroba (12 bakteri dan 3 khamir)
B = bakteri
Y = khamir
B+Y = bakteri dan khamir

Gambar 5.1. Hasil penghitungan log jumlah sel mikroba pada uji pertumbuhan
konsorsium mikroba pada substrat minyak mentah
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jumlah

b) Pada substrat solar

jI E lg:

| 8 2

| &
g 7]
é 6
E 5 -
2 a4 # 0 hari
5 3 - ;
.E. 5 7 hari
3 1
an
S o

F1(B) F2(B) F3 (B} F1(Y) F2(Y) F3 (Y} F1  F2 F3
(B+Y) (B+Y) (B+Y)

Perlakuan

(
|
|

Keterangan :  F1 = konsorsium mikroba (3 bakteri dan 3 khamir)
F2 = konsorsium mikroba (6 bakteri dan 3 khamir)
F3 = konsorsium mikroba (12 bakteri dan 3 khamir)
B = bakteri
Y = khamir
B+Y = bakteri dan khamir

Gambar 5.2. Hasil penghitungan log jumlah sel mikroba pada uji pertumbuhan
konsorsium mikroba pada substrat solar

Dari grafik pada gambar diatas, dapat disimpulkan bahwa formula F3 menghasilkan
sel mikroba yang lebih banyak dari F2 dan FI. Akan tetapi, jika dibandingkan,

formyla F2 tidak memberikan perbedaan yang berarti. Semakin tinggi keanekaragaman

mikr

a yang digunakan akan semakin mempercepat proses biodegradasi minyak. Sinergi

antar imikroba sangat dibutuhkan dalam menyempurnakan mineralisasi limbah minyak di

alam. |Dari hasil pengamatan terhadap dominansi mikroba (data disajikan pada lampiran),

diket

ui bahwa bakteri Pseudomonas aeruginosa, P. pseudomallei, P. stutzeri tumbuh lebih

banyak dibandingkan dengan bakteri lain. Kedua spesies Candida juga tumbuh lebih baik

dibanding dengan Rhodotorulla.

vakter

Dari hasil penelitian ini, membuktikan bahwa konsorsium mikroba yang tersusun dari

dan khamir hasil isolasi dari Wonocolo dan Pertamina Surabaya berpotensi digunakan

lalam|uji bioremediasi.
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5.4.

pros

Uji skrining produksi biosurfaktan isolate bakteri hidrokarbonoklastik

Faktor yang menjadi kendala dalam biodegradasi limbah minyak di tanah dalam

JLS bioremediasi oleh mikroba tanah adalah kelarutan minyak yang rendah dalam air.
Hidr

fobisitas minyak tersebut akan mengurangi kontak sel mikroba pendegradasi dengan

substrat (minyak). Upaya meningkat ketersediaan substrat minyak dalam tanah, antara lain

adalgh dengan menambahkan biosurfaktan yang dapat meningkatkan emulsi minyak sehingga

dapa

meningkatkan ketersediaan substrat minyak untuk didegradasi oleh mikroba pengurai

minyjak.

Uji skrining potensi mikroba hidrokarbonoklastik dalam memproduksi biosurfaktan

dilakpkan untuk mengetahui kemampuan masing-masing isolat untuk menggunakan jenis

substrat yang berbeda dan spesifikasi karakteristik biosurfaktan yang dihasilkan oleh masing-

masi

ng mikroba. Jenis substrat pertumbuhan untuk uji biosurfaktan juga divariasi dengan

tujuan sekaligus untuk mendapatkan produk biosurfaktan dengan substrat yang murah.

Pote

Tji mikroba uji dalam menghasilkan biosurfaktan dideteksi dari rendahnya nilai tegangan
perm

kaan supernatan kultur dan besarnya nilai aktivitas emulsifikasi supernatan pada

berbggai hidrokarbon uji. Data hasil uji skrining produksi biosurfaktan isolat bakteri dan
khantir disajikan pada gambar 4.3, 4.4, dan 4.5. Sedangkan data lengkap disajikan pada

lampjran
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par 5.3. Nilai tegangan permukaan supernatant kultur mikroba yang ditumbuhkan
pada tiga jenis substrat berbeda solar, minyak goreng, dan molase
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Gampar 5.4  Nilai aktivitas emulsifikas; supernatant kultur bakteri yang ditumbuhkan

pada tiga jenis substrat berbeda solar, minyak kelapa sawit, dan molase
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Sambfzr S3.5. Nilai aktivitas emulsifikasi supernatant kultur khamir yang ditumbuhkan

rikroh
ultur
{eros

empy

pada tiga jenis substrat berbeda solar, minyak kelapa sawit, dan molase

Data penelitian menunjukkan bahwa produksi biosurfaktan dipengaruhi oleh jenis
a dan substrat pertumbuhan. Dari pengukuran nilai tegangan permukaan supernatan
uji dan pengukuran nilai aktivitas emulsifikasi menggunakan berbagai minyak
ne, solar, minyak goreng, dan minyak mentah) diketahui bahwa setiap mikroba uji

nyai kemampuan yang berbeda dalam menurunkan tegangan permukaan kultur dan
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mengemulsi minyak. Bakteri Pseudomonas putida T1-8 ., Pseudomonas pseudomallei dan

Acin

tobacter faecalis P2-1 berpotensi untuk diuji lanjut karena supernatan kultur bakteri-

bakteri tersebut dapat menurunkan nilai tegangan permukaan lebih dari 10 mN/m dibanding

kontfol dan dapat mengemulsi empat jenis minyak uji.

Dengan pertimbangan harga substrat produksi , maka biosurfaktan pada molase dan

minyak goreng lebih menarik untuk dikembangkan baik untuk berbagai kegunaan maupun

untu
berb

upaya bioremediasi lingkungan. Kompatibilitas jenis-jenis biosurfaktan yang diduga

da yang dihasilkan oleh masing-masing mikroba dalam uji bioremediasi diujikan pada

tahap akhir pada penelitian ini.

5.5. Uji bioremediasi minyak mentah di tanah dengan variasi jenis mikroba penyusun

khani

onsorsium dan konsentrasi inokulum mikroba yang diamati pada waktu
kubasi berbeda

Pada penelitian ini, formulasi mikroba penyusun konsorsium dibagi menjadi bakteri,

ir dan bakteri+khamir. Konsentrasi inokulum yang digunakan bervariasi dari 0,10, 20,

dan 40%. Penentuan konsentrasi inokulum didapatkan dengan membandingkan konsentrasi

dari

pene

Gam

beberapa artikel ilmiah terkait dengan bioremediasi hidrokarbon di tanah. Hasil
itian disajikan pada Gambar 4.6. dan 4.7.

—

e
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bar 5.6. Grafik rata-rata '°log TPC bakteri dan khamir dengan perlakuan kombinasi
jenis dan konsentrasi konsorsium mikroba
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Keterlangan - Kontrol = tanpa penambahan konsorsium mikroba

B10 = konsorsium bakteri dengan konsentrasi 10%
B20 = konsorsium bakteri dengan konsentrasi 20%
B40 = konsorsium bakteri dengan konsentrasi 40%
K10 = konsorsium khamir dengan konsentrasi 10%
K20 = konsorsium khamir dengan konsentrasi 20%
K40 = konsorsium khamir dengan konsentrasi 40%
BK10 = konsorsium bakteri dan khamir dengan konsentrasi 10%
BK20 = konsorsium bakteri dan khamir dengan konsentrasi 20%
BK40 = konsorsium bakteri dan khamir dengan konsentrasi 40%

Gamﬁ;ar 5.7. Grafik rata-rata TPH crude oil residu (&/g-tanah) dengan perlakuan kombinasi

jenis dan konsentrasi konsorsium mikroba

PDari  gambar diatas diketahui bahwa jenis mikroba penyusun konsorsium dan

konseptrasi inokulum mikroba tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap

terny.

inggi

biodefadasi minyak. Hal tersebut disebabkan, pada sampel tanah yang digunakan dalam uji

a masih mengandung kelimpahan mikroba hidrokarbonoklastik indigenus yang cukup

Hal tersebut dibuktikan dari penghitungan jumlah mikroba pada sampel kontrol.

Penanibahan mikroba dengan variasi jenis dan konsentrasi inokulum tidak memberikan

berubghan yang signifikan. Akan tetapi, dari keseluruhan uji, perlakuan dengan penambahan

yakteri

dengan inokulum 20% memberikan hasil yang paling baik. Jenis dan jumlah mikroba

lidrokarbonoklastik di tanah sangat menentukan keberhasilan proses biodegradasi senyawa

idrokiarbon di alam.

eber.

ombinasi formula lain yang juga dikaji dalam penelitian ini adalah pengaruh

aan bakteri fiksasi nitrogen dalam formula konsorsium dalam bioremediasi minyak di
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tanal}. Bioaugmentasi dengan menggunakan mikroba indogenus tanah dapat menghindari

resikp efek antagonistik dari perlakuan penambahan mikroba potensial di tanah. Beberapa

bakteri tanah seperti Azotobacter dan Beijerinkia merupakan mikroba indigenus tanah yang

potensial dalam memfiksasi nitrogen. Kemampuan dua bakteri tersebut untuk tumbuh pada

kultur dengan susbtrat minyak dan uji skrining degradasi hidrokarbon poliaromatik dapat

diketphui bahawa kedua mikroba tersebut juga tergolong bakteri hidrokarbonoklastik.

bent

Hasil penelitian dari uji pengaruh penambahan bakteri fiksasi nitrogen baik dalam

tunggal maupun gabungan dalam konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik hasil isolasi

d ari [tanah tercemar minyak (Wonocolo dan Depo Pertamina) disajikan pada Gambar 4.8
dan 4|9.

Wl
)
=]
=

|

Kadar Crude oll residu (o/g tanah)

10

Jurrich Sof Bdderi LOG (GFUiG tanah)

4 -

Waktu Inkubasi (minggu)
r 5.8. Kurva pertumbuhan pada berbagai perlakuan selama 4 minggu

-_—

1055

o

o

o
e

Waktu (minggu)

ambay 5.9, Kadar crude oil residy pada berbagai perlakuan selama 4 minggu.
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Keterangan:

KN = tanah steril + crude oil

KP = tanah yang tidak terkontaminasi minyak + crude oil

P1 = tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba hidrokarbonoklastik

P2 = tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba hidrokarbonoklastik +
Azotobacter chroococcum

P3 = tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba hidrokarbonoklastik +
Beijerinckia indica

P4 = tanah steril + crude oil + konsorsium mikroba hidrokarbonoklastik -+
Azotobacter chroococcum dan Beijerinckia indica

Dari hasil penelitian diketahui bahwa konsorsium bakteri yang ditambahkan pada

sampel tanah tercemar minyak berpotensi dalam mendegradasi minyak. Hal tersebut
dibuktikan secara nyata pada hasil data dari sampel tanah dengan perlakuan sterilisasi.
Berkyrangnya mikroba hidrokarbonoklastik indigenus karena sterilisasi memberikan
perbedaan yang nyata dalam pertumbuhan mikroba dan kadar minyak residu jika dibanding
denggn sampel tanah dimana masih didapatkan mikroba indigenus.

Penambahan bakteri fiksasi nitrogen dalam konsorsium berpengaruh dalam
biodegradasi minyak di tanah. Keberadaan kedua bakteri fiksasi nitrogen dengan
penambahan Azorobacter chroococcum dan Beijerinckia indica paling tinggi dalam

meniggkatkan biodegradasi minyak mentah di tanah,

ii bioremediasi minyak mentah dengan variasi jenis dan konsentrasi nutrisj yang
diamati pada waktu inkubasi berbeda.

Pertumbuhan mikroba pengurai minyak di tanah dipengaruhi oleh tersedianya nutrisi
yang menjamin proses metabolismenya. Salah satu unsur makro yang sangat dibutuhkan oleh
mikroba pengurai minyak adalah nitrogen (N), phosphor (P) dan kalium (K). Pada beberapa
penelitian terkait bioremediasi minyak menjelaskan pengaruh perbandingan kadar N/P/K di

organik dan anorganik serta pengaruh berbagai konsentrasinya dalam biodegradasi
minyak mentah di tanah dengan penambahan konsorsium mikroba dilakukan pada penelitian
ni. D3ta hasil penelitian disajikan pada Gambar 4.10. dan Gambar 4.1 1.

Dari jenis nutrisi yang digunakan, didapatkan hasil yang bervariasi. Pemberian nutrisi
lalam| bentuk bahan organik ternyata berpengaruh dalam pertumbuhan mikroba pengurai
ninyak dan mikroba heterotrof indigenus tanah. Hal tersebut jelas terlihat pada pemberian
witrisi dari kotoran ayam (perlakuan A). Akan tetapi, peningkatan jumlah mikroba tersebut
idak perdampak penting dalam berkurangnya kadar minyak dalam sampel tanah. Sumber
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nitrogen dari NPK dengan konsentrasi 3% meningkatkan jumlah pertumbuhan mikroba dan

menyrunkan kadar minyak paling tinggi.
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Gambar 5.10. Jumlah total bakteri dalam tanah tercemar minyak mentah dengan
penambahan kombinasi jenis dan konsentrasi nutrien selama waktu inkubasi 6
minggu

[——x]

Minggu ke-

sambar 5.11. Kadar residu minyak mentah dalam tanah tercemar minyak mentah dengan
penambahan kombinasi jenis dan konsentrasi nutrien selama waktu inkubasi 6

minggu
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KeteL'angan :

K
N3

i

N6

i

N9

A3l=

It

A6

A9

]

S3 ¢

S6 1

il

S9 ;

pada

degra
anah

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik (kontrol)

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 3% pupuk
NPK

tanah + minyak mentsh + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 6% pupuk
NPK

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 99 pupuk
NPK

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 3% pupuk
kotoran ayam

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 6% pupuk
kotoran ayam

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 99 pupuk
kotoran ayam

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 3% pupuk
kotoran sapi

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 6% pupuk
kotoran sapi

tanah + minyak mentah + konsorsium bakteri hidrokarbonoklastik + 9% pupuk
kotoran sapi

aktu inkubasi berbeda.

5.7. l#i bioremediasi minyak mentah dengan variasi jenis biosurfaktan Yang diamati

Rendahnya kelarutan minyak dalam air menjadi faktor yang membatas; kecepatan
inya di lingkungan. Salah Satu upaya untuk meningkatkan emulsifikasi minyak dj
dalah dengan penambahan biosurfaktan, Jenis biosurfaktan, konsentras; biosurfaktan

lan kefocokan biosurfaktan dengan membran mikroba pengurai minyak sangat menentukan
‘ecepatan bidogradasi minyak mentah dj tanah,

Efektivitas tiga jenis biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri hidrokarbonoklastik

alam degradasi minyak mentah diuji pada penelitian ini. Biosurfaktan ditambahkan dalam

entuk

nolase

produk kasar dalam Supernatan bakteri. Data uji penambahan biosurfaktan P. putida
), Acinetobacter sp. (molase) dan P. pseudomallei ( minyak kelapa sawit) disajikan

1da GTmbar 4.12.dan Gambar 4.13.
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Gampbar 5.12. Persentase kadar minyak dengan perlakuan penambahan berbagai produk
biosurfaktan. BA (P. putida pada molase), BB (Acinetobacter sp. pada

molase) dan BC (P. pseudomallei min

steril

yak kelapa sawit) pada sampel tanah
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Gambpar 5.13. Persentase kadar minyak dengan perlakuan penambahan berbagai produk
biosurfaktan. BA (P. putida pada molase), BB (Acinetobacter sp. pada
molase) dan BC (P. pseudomallei minyak kelapa sawit) pada sampel tanah

non steril

Dari hasil penelitian dengan melakukan berbagai kombinasi perlakuan yang telah
diuraikan dalam metode, diketahui bahwa jenis biosurfaktan berpengaruh terhadap degradasi
minyak di tanah. Biosurfaktan 7. putida dengan substrat molase paling efektif dalam uji
biodegradasi minyak di tanah setelah 4 minggu inkubasi. Akan tetapi, jika dibanding dengan
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kontrol, penambahan ketiga biosurfaktan tidak memberikan hasil yang lebih baik dibanding

kontrol setelah 2 minggu inkubasi. Faktor yang mempengaruhi hal tersebut antara lain adalah

: kopsentrasi biosurfaktan yang ditambahkan pada perlakuan, perbedaan kemampuan

mobilitas emulsi yang terbentuk antara biosurfaktan dengan minyak mentah di tanah, dan

kecogokan antara emulsi minyak dengan membrane sel mikroba pengurai minyak. Uji

penambahan biosurfaktan dengan konsentrasi sama, kurang dan lebih dari CMC sangat
dibutpihkan.

S.8. |Uji bioremediasi minyak mentah dengan gabungan metode biostimulasi,
bioaugmentasi dan penambahan biosurfaktan yang diamati pada waktu inkubasi
berbéda.

dala

perl

Penggabungan metode bioaugmentasi, biostimulasi dan penambahan biosurfaktan

biodegradasi minyak di tanah dilakukan dengan tujuan mengetahui kombinasi

an yang terbaik dalam degradasi minyak mentah, Uji dilakukan dengan menggunakan

sampdl tanah yang disterilkan dan tidak disterilkan. Data hasil penelitian berupa data jumlah

total

ikroba yang diuraikan dengan menghitung jumlah total mikroba (bakteri, yeast,

kapang) heterotrofik dan bakteri hidrokarbonoklastik serta persentase kadar minyak residy
dalam sampel tanah, disajikan berturut —turut pada Gambar 5.14, 5.15. dan 5 16

log cfu/mi

imbar| 5,
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GamELar 5.15. Grafik Total Plate Count

(TPC) mikroba heterotrofik (bakteri, yeast dan

kapang) dan bakteri hidrokarbonoklastik
pada perlakuan tanah non steril
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Gambar 5.16. Kadar minyak residu dalam berbagai perlakuan yang diamati dalam 0,2, dan

Dari gambar 5.16. diketahui bahwa gabungan perlakuan penambahan konsorsium

nikroba, nutrisi dan biosurfaktan memberikan hasil yang paling efektif dalam menurunkan

adar

minyak mentah di tanah.
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BAB V1. KESIMPULAN DAN SARAN

6. 1. h(esimpulan

1.

Mikroba potensial pendegradasi minyak dari kelompok bakteri dan khamir hasil isolasi
dari tanah tercemar minyak di depo Pertamina, Tanjung Perak Surabaya dan
pengeboran minyak rakyat desa Wonocolo, Kecamatan Kedewan, Kabupaten
Bojonegoro yaitu dari genus Acinetobacter (1 spesies), Actinobacillus (1spesies),
Aeromonas (1 spesies), Flavobaterium (1 spesies), dan Pseudomonas (6 spesies),
Candida (3 spesies) dan Rhodotorulla (1 spesies).

Bakteri dan khamir hasil isolasi memiliki variasi kemampuan degradasi seyawa
hidrokarbon dalam minyak mentah.

Bakteri dan khamir hasil isolasi memiliki variasi kemampuan menghasilkan
biosurfaktan dengan jenis substrat berbeda.

Konsorsium mikroba hasil isolasi berpotensi dalam mendegradasi minyak mentah

Jenis mikroba, konsentrasi inokulum, dan penambahan nutrisi tidak berpengaruh
signifikan /kurang efektif dalam meningkatkan bioremediasi pada kondisi tanah
tercemar minyak yang sudah  mengandung keanekaragaman  mikroba
hidrokarbonoklastik yang tinggi.

Penambahan bakteri fiksasi nitrogen berpengaruh dalam meningkatkan bioremediasi
tanah tercemar minyak

Waktu inkubasi berpengaruh nyata dalam bioremediasi tanah tercemar minyak mentah
Biosurfaktan Psedumonas putida dalam molase efektif digunakan dalam bioremediasi
tanah tercemar minyak mentah

Gabungan metode biostimulasi dengan NPK (3%), konsorsium mikroba (bakteri dan
khamir), dan penambahan biosurfaktan efektif meningkatkan biodegradasi dalam upaya
bioremediasi tanah tercemar minyak.

6.2. SARAN

[

D Mengaplikasikan konsorsium mikroba pengurai minyak yang terdiri dari gabungan

bakteri dan khamir untuk digunakan dalam uji bioremediasi tanah tercemar minyak
mentah secara in situ
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) Menguji efektivitas penggunaan formulasi konsorsium mikroba minyak untuk

pengolahan limbah hidrokarbon yang bersumber dari kegiatan domistik maupun
limbah industri

Melakukan uji potensi berbagai jenis dan konsentrasi  biosurfaktan dalam
memobilisasi minyak di tanah guna mengungkap peran biosurfaktan dalam
meningkatkan aksesibilitas substrat minyak di tanah

Mengungkap kinetika produksi biosurfaktan bakteri Pseudomonas putida dengan
substrat molase untuk tujuan komersial
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LAMPIRAN

Lampiran 1:  Lokasi penambangan minyak tradisional Ds. Wonocolo Kec. Kedewan,
Bojonegoro

Lokagi penambangan minyak tradisional di Ds. Wonocolo Kec. Kedewan Bojonegoro,
tempat pengambilan sampel tanah yang digunakan untuk: (a) substrat perlakuan
bioremediasi, (b) isolasi mikroba hidrokarbonoklastik.
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Lampiran 2:  Tanah yang digunakan sebagai substrat bioremediasi

Tanah yang digunakan sebagai substrat perlakuan bioremediasi dalam penelitian.
a. [tanah berwarna kuning

b. [tanah berwarna hitam

ahh berwarna kuning dan hitam yang digunakan sebagai substrat perlakuan bioremediasi
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Lampiran 3:  Isolat bakteri dan khamir hidrokarbonoklastik beserta suspensinya

Keterangan:
1. Isolat mikroba dalam media miring
2. Suspensi tiap isolat mikroba
3. Konsorsium mikroba

Aeromonas hydrophila
Pseudomonas putida
Pseudomonas aeruginosa
Flavobacterium meningosepticum
Acinetobacter faecalis-type 11
Pseudomonas cepacia
Actinobacillus sp.
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas pseudomallei
Pseudomonas fluorescens-25
Rhodotorula mucilaginosa
Candida parapsilosis

. Candida famata

SCEA-TZommonw

P

Konsorsium mikroba jenis B (Bakteri)
Konsorsium mikroba jenis K (Khamir)
Konsorsium mikroba jenis BK (Bakteri-Khamir)

2 o

63




Lampiran 4. Karakteristik morfologi koloni mikroba hasil isolasi dari tanah tercemar minyak
No. Kode isolate/Nama spesies Karakteristik koloni

A. BAKTERI

1. T1-2 Bentuk bulat, tepi tidak rata, datar, berpendar transparan

2. Ti4 Bentuk bulat, rata, cembung, kekuningan, berpendar, ukuran
8 kecil

3. T1-8 Bulat, rata, kecil, kuning

4, T2-4 Bulat, transparan, berpendar, media kultur menjadi biru

s. T3-3 Bulat, rata, cembung, transparan, putih

6. P1-2 Bulat, tepi tidak rata, datar, diameter 4 mm, krem, mengkilat

7. P14 Bulat, tepi rata, cembung, mengkilat, transparan, berpendar,
diameter 1 mm

8. P2-1 Bentuk bulat - tidak beraturan, tepi rata, datar, krem,
mengkilat, diameter 2-4 mm

9, P34 Bulat, tepi rata licin, cembung, kuning, mengkilat, diameter
4 mm

10. P3-7 Bulat, konsentris, tepi rata, seperti kawah, mengkilat, krem,
diameter 4 mm

11. P3-8 Bentuk tidak beraturan/menyebar, tepi berombak, datar,
berpendar, transparan

12. P4-2 Bentuk menyebar, tidak beraturan, tepi berombak, datar,
transparan, berpendar

13. P4-4 Bulat, tepian berombak, timbul, transparan,
mengkilat,berpendar, diameter 2-4 mm

B. YEAST

4. | T5-1Y Bulat, cembung, rata, mengkilat, putih, transparan, putih

15, P1-2Y Bulat, tepi licin, cembung, mengkilat, krem, diameter 2 mm

16. P33y Bulat, tepi rata licin, cembung, mengkilat, putih, diameter 2-

4 mm.
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Lamﬁnran 3. Karakteristik morfologi dan fisiologis bakteri hidrokarbonoklastik (memberikan hasil
positif pada uji degradasi hidrokarbon poliaromatik) hasil isolasi dari tanah tercemar
minyak di lokasi pengeboran minyak Desa Wonocolo, Bojonegoro dan Depo Pertamina
Surabaya

. Kode isolat
No. Karakteristik P3(8) | P4(2) I Ti(2) Ti(4) | TI(8) | T2(4)
1. || Cell form b batang | batan. batang | batang batang
2. || Gram reaction - - - - - -
3._|| OXI (Oxidase) + + + + + +
4. || MOT (Motility) + + + + + +
3. || NIT (Nitrate Reduction) + + + + - +
6. || LYS (Lysine Decarboxylase) + - + - + -
7._|| ORN (Omithine Decarboxyl) - - - - - -
8. | H,S (H,S Production) - - - - - -
9. | GLU (Acid from Glucose) - + + + +
10. | MAN (Acid from Mannitol) - + - + - -
11. | XYL (Acid from Xylose) - + + + - -
12. | ONP (ONPG) - + - + - +
13. | IND (Indole) - - - + - N
14. | UR (Urea Hydrolysis) - + - + - +
15. | VP (Voges Proskauer) - + - - - -
16. | CIT (Citrate Utilization) + - + - + T
17. | TDA (Tryptophan - - - - - -
Deaminase)
18. | GEL (Gelatin Liquefaction) - - - - - -
19. | MAL (Malonate Inhibition) - - + - - +
20. [[INO (Acid from Inositol) - + - - - -
21. )|SOR (Acid from Sorbitol) - + - + - -
22. |[RHA (Acid from Sorbitol) - - - + - -
23. |ISUC (Acid from Sucrose) - + - - - -
24. ||LAC (Acid from Lactose) - - - - - -
25. ||ARA (Acid from Arabinose) - + - + - -
26. )|ADO (Acid from Adonitol) - - - - - -
27. ||RAF (Acid from Raffinose) - + - - - -
28. |ISAL (Acid from Salicin) - + - + - -
29. ||ARG (Arginin Dihydrolase) + + + - + +
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Lamj

piran 6. Karakteristik morfologi dan fisiol
negatif pada uji degradasi hidro!carbo

og bakteri hidrokarbonoklastik (mel_nberikan hasil

Pertamina Surabaya
. Kode isolat
No. Karakteristik P3@) | P3(7) | P2( 1) | P4(4) [ PI(2) P1(4) | T3(3)
1. || Cell form batang | batan batang | batan, batang | batang batang
2. || Gram reaction - - - - - - -
3. || OXI (Oxidase) + + + + + + +
4. || MOT (Motility) + + + + + + +
5. || NIT (Nitrate Reduction) - - - + - + -
6. || LYS (Lysine Decarboxylase) - - - + + + -
7. || ORN (Omithine Decarboxyl) - - - - - - -
8. || H,S (H,S Production) - - - - - - N
9. | GLU (Acid from Glucose) + - - + + + -
10. | MAN (Acid from Mannitol) - - - - - - -
11. | XYL (Acid from Xylose) - - - + + + -
12. | ONP (ONPG) + + - - - - +
13. | IND (Indole) - - - - - - -
14. | UR (Urea Hydrolysis) + + - + - + -
15. | vP (Voges Proskauer) - - - - - - -
16. | CIT (Citrate Utilization) - - - + + - -
17. | TDA (T ryptophan - - - - - - -
Deaminase)
18. || GEL (Gelatin Liquefaction) - - - - - - -
19. || MAL (Malonate Inhibition) - - - + + - -
20. )IINO (Acid from Inositol) - - - - - - -
21. |[SOR (Acid from Sorbitol) - - - - - - -
22. ||RHA (Acid from Sorbitol) - - - - - - -
23. ||SUC (Acid from Sucrose) - - + - - - -
24. ||LAC (Acid from Lactose) - - - + + + .
25. ||ARA (Acid from Arabinose) + - - + + + N
26. ||ADO (Acid from Adonitol) - - - - - - -
27. (Acid from Raffinose) - - - - - - -
28. |ISAL (Acid from Salicin) - - - - - - _
29. | |ARG (Arginin Dihydrolase) - - - - - + -
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Lampiran 7. Hasil uji Karakteristik fisiolog ycast hidrokarbonoklastik hasil isolasi dari tanah
tercemar minyak di lokasi pengeboran minyak Desa Wonocolo, Bojonegoro dan Depo
Pertamina Surabaya
. . . Isolate Code
No Biochemical details T5-1Y P1-2Y P3-3Y
1. {{ LysA - - -
2. || IMLTa + + -
3. || LeuA + + +
4. 1| ARG + + +
5. || ERYa - - -
6. || GLYla + - +
7. || TyrA - -
8. | | BNAG - - -
9.1 | ARBa + - -
10.| | AMYa - - -
11.| | dGALa + + +
12.| | GENa + + -
13.] | dGLUa + + +
14.] | LACa - - -
15.| | MAdGa + - +
16.| | dCELa + - -
17.] | GGT - - -
18| | dMALa + - +
19.] | dRAFa + + -
20] | NAGAIL - - -
21 | dMNEa + + +
22| | dMELa - - -
23] | dMLZa + - +
24) | ISBEa - - +
25| | IRHAa - - -
26] | XLTa + - -
27! | dSORa + + +
28] | SACa + + +
29] | URE + + +
30] | AGLU + - ¥
31§ | dTURa + - T
32| { dTREa + - +
33] | NO3a - + -
34| | IARAa + - +
35| | dGATa - + -
36] | ESC - - -
37 | IGLTa + + +
38| | dXYLa + - +
39| | LATa - - -
40{ | ACEa + + +
41] | CITa - - +
421 | GRATas - + -
431 | IPROa + + +
2KGa + - +
45! | NAGa + - +
46 | dGNTa + + +
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Lam

piran 8. Hasil penghitungan jumlah total k
perbedaaan formula konsorsium

mentah dan solar pada 0 dan 7 hari inkubasi

a) Pada substrat minyak mentah

oloni mikroba pada uji pertumbuhan
pada kultur cair dengan substrat minyak

Jumlah mikroba penyusun Log jumlah mikroba penyusun
Hari Urai konsorsium pada masing-masing konsorsium pada masing-
an faian perlakuan masing perlakuan
F1 F2 F3 F1 F2 F3
Jumlah total 44.10°] 28,2.10%] 86,9, 10° 7,643 7,450 [ 7,939
bakteri
o [[Jumlah total 17.10°| 8.8 10° 24,7. 10° 7,230 6,944 7,393
east
Jumlah total 61. 10° 37.10° 111,6.10° 7,785 7,568 8,048
mikroba
Jumlah total 143.10"[ 51,4107 451107 8,155 8711 8,654
bakteri
7 {['umlah total 553.10"] 445107 594107 8,743 | 8648] 8774
east
Jumlah total 69,6. 10" [ 959,107 104,5. 10’ 8,843 8,982 9,019
mikroba
b) Pafia substrat minyak solar
Jumlah mikroba penyusun Log jumlah mikroba penyusun
. . konsorsium pada masing-masing konsorsium pada masing-
Hari Uraian perlakuan masing perlakuan
F1 F2 F3 F1 F2 F3
lumlah total 44.10° [ 282 10° 86,9. 10° 7,643 7,450 7,939
akteri
o | Jumlah total 17.10° | 88.10°( 24.7. 10° 72301 6944 7303
reast
umlah total 61.10°]  37.10°| 111.6.10° 7,785 | 7,568 8,048
ikroba
miah total 65,9.10" | 132,4. 10| 300.10" 8,819 9,122 9477
akteri
; mlah total 190.10"| 3,4 107 27.10°{ 8,279 7,531 8,431
cast
Jumlah total 94,9. 10’ 1358 10" | 327 107 8,977 9,133 9,515
mikroba
sterangan :
= formula konsorsium mikroba dengan 3 jenis bakteri dan 3 jenis yeast
= formula konsorsium mikroba dengan 6 jenis bakteri dan 3 jenis yeast
= formula konsorsium mikroba dengan 12 jenis bakteri dan 3 jenis yeast
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Lampiran 9. Dominansi mikroba selam uji pertumbuhan perbedaaan formula konsorsium
pada kultur cair dengan substrat minyak mentah dan solar pada O dan 7 hari
inkubasi

Dominansi
No. | Perlakuan Bakteri , Yeast
Minyhk mentah
F1 P. aeruginosa C. famata
P. cepacea C. parapsilosis
P. stutzeri
P. pseudomallei
Azotobacter
F2 P. aeruginosa C. famata
P. cepacea C. parapsilosis
P. stutzeri
P. pseudomallei
P. fluorescens
F3 P. aeruginosa C. famata
P. stutzeri C. parapsilosis
P. pseudomallei
Solar
F1 P. aeruginosa C. famata
P. cepaceq C. parapsilosis
P. pseudomallej
F2 P. aeruginosa C. famata
P. stutzeri C. parapsilosis
P. pseudomallei
P. fluorescens
3 P. aeruginosa C. famata
P. stutzeri C. parapsilosis
P. pseudomallei
Xeterangan :

'1 = formula konsorsium mikroba dengan 3 jenis bakteri dan 3 Jenis yeast
2 = formula konsorsium mikroba dengan 6 jenis bakteri dan 3 jenis yeast
3 = fofmula konsorsjum mikroba dengan 12 jenis bakteri dan 3 jenis yeast

69




Lampiran 10. Data Skreening Produksi Biosurfaktan Bakteri dan Khamir Hasil Isolasi dari Tanah Tercemar Minyak

Nomor Isolat / substrat TPC (Total Plate Count) (cfu/ml) Biomassa sel(g) | PH akhir Deteksi Biosurfaktan

Awal Akhir Awal | Akhir AE 1h AE 24h TP

$% | M% | K% | C% | S% [ M% | K% | C%

Acinetobacter sp.P2(1)/S | 368x10° <3.0x10° nd nd 6,54 0 0 0 0 0 0 0 0| 47
Acinetobacter sp P2(1YM | >3.0x10° | 2.5x10° nd | 0,0283 3,31 | 56,18 | 46,56 | 42,15 | 56,99 | 4342 | 4392 | 37.12 56,79 | 46,4
Acinetobacter sp.
P2()MO (3.7x10% | 1.6x10'° nd | 0,1406 5,7 3838 | 10,68 | 34,65 | 11,14 | 31,2 26| 3465] 1,14 43
Actinobacillus sp.P3(7) IS | 8.8x10° <3.0x10%(4.0x10") nd nd 6,56 0 0 0| 969 0 0 0/ 13,77 373
Actinobacillus sp. P3(TYM <3.0x107(1.0x10%) nd | 0,0018 6,45 14 0 0] 239 | 19,19 0] 1489 [ 14,75 | 393
Actinobacillus sp.P3(7) MO <3.0x10'°(7.0x10°) nd | 0,3367 5,84 0 0 14,04 | 8526 0 0 o 100] 512
P. cepaceae P3(4) /S 2.6x10'° | <3.0x10° nd nd 6,51 0 0 0] 11,2 0 0 0| 991 43,8
P. cepaceae P3(4) M 1.2x10° nd | 0,0992 5,89 0 0 11,16 | 86,67 0 0/ 13,11 100 | 41,2
P. cepaceae P3(4) MO 9.4x10° nd | 03906 6,31 0 0| 13,67 | 2767 0 0 0] 10,67 | 46,3
Aeromonas sp. T1(4)/S 1.6x10° <3.0x10"'(1.0x10'") nd nd 6,55 | 565 0| 7,14 26,02 0/ 3957| 535 74| 46
Aeromonas sp. TI(4Y/M 4.6x10° nd | 01113 488 [ 40391 4322 | 643 306 3203 [ 2939 | 6,21 3,06 | 46,1
Aeromonas sp. TI(4)/MO >3.0x10'%(3.3x10'%) nd | 0,1284 594 | 3874 | 47,1 2693 | 16,67 | 21,45 ] 3549 | 523 3,96 | 50,4
P.putida T1(8)/S 1.2x10 >3.0x10°(1.4x107) nd nd 6,27 | 10,56 | 54,04 0| 493 775] 42,88 0/ 13,77 | 50,6
P.putida T1(8)M 1.2x10° nd | 0,0404 3,55 | 36,06 | 44,35 | 38,6 | 56,69 | 2879 | 39,27 | 43,98 45,11 | 40,7
P.putida T1(8YMO 2.8x10° nd | 00963 57| 882143.62| 4524 | 4354 | 551 | 3546 | 44,9 3,84 | 40,6
P. pseudomallei P4(2)/S 3.0x10° 4.9x10" nd nd 646 | 17,55 | 65,1 0] 4818 926 | 4048 0l 035] 516
P. pseudomallei P4(2)/M <3.0x10''(6.0x10'%) nd nd 482 | 26,51 | 12,95 ) 24,52 | 7,78 | 18,64 | 13,09 | 1745 3,94 | 44,4
P. pseudomallei P4(2)MO <3.0x10°(4.0x10%) nd | 00791 579 | 4143 | 46,26 | 38,56 | 1747 | 37,1 | 38,18 | 38,56 43| 452
Candida parapsilopsis P3-
3(Ly/S 4.0x10° >3.0x10° nd | 0,0408 6,08 0 0l 922/ 2511 0 0 0| 207 433
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Candida parapsilopsis P3-

3()yM >3.0x10° nd | 0,1194 5,69 0 0| 594 100 0 ol 792! 100{ 43,6

Candida parapsilopsis P3-

3(1)y/MO >3.0x10° nd | 0,1013 6,27 0 0| 7,14 100 0 0| 9,18| 100] 52,2

Rhodotorulla P1-2y/S 1.6x10" <3.0x10° nd | 0,0026 6,38 0 0| 882| 59 0 0 0| 4,54/ 45,1

Rhodotorulla P1-2y/M <3.0x10° nd | 0,0158 6,35 0 0 0| 13,33 0 0 0] 11,42 | 46,8

Rhodotorulla P1-2y/MO >3.0x10’ nd | 02793 0 0 0| 100 0 0 0| 100/ 46,38

Candida famata T5-1y/S 1.2x10° 2.8x10° nd nd 626 56| 43,01 0| 4503 [ 183 40,53 0 0] 452
Candida famata T5-1y/M 4.3x10’ nd [ 0,0086 6,17 | 45,17 | 44,34 | 49,06 | 4849 | 128 | 3895 0| 48,16 | 45,6

Candida famata T5-1y/MO 7.2x10" nd nd 6,19 0 0| 866 1559 0| 41,18] 638 531 46,5

T3-5(1)y/S 1.8x10° 1.0x10° nd [ 0,0339 599 | 13,671 51,25 125) 70,77 | 6,02/ 4159 ] 3,18| 067 455
T3-5(1)y/M 1.8x10" nd nd 4,95 | 6,05 0| 7.74 0| 6,15 0| 7,79 0| 43,9
T3-5(1)y/MO >3.0x10'%(7.0x10'%) nd nd 5,98 3,8 0| 16,51 0 3.8 0| 16,45 0/ 49,4

Keterangan :

AE = Aktivitas emulsifikasi diukur dari nilai kestabilan emulsi minyak uji oleh biosurfaktan dalam supernatan kultur
AElh = Kestabilan emulsi minyak uji yang diukur selama 1 jam inkubasi
AE24h = Kestabilan emulsi minyak uji yang diukur selama 24 jam inkubasi

TP = Tegangan permukaan supernatan kultur, diukur dengan Tensiometer Du Nouy

Nd = data tidak terdeteksi
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B.D AR ARTIKEL ILMIAH

inar ilmiah
Hasil penelitian ini telah menghasilkan dua makalah yang dipublikasikan dalam

a) Se

forum#seminar ilmiah (Indonesian National Conggress 10™ Society For Microbiology and

Interngtional Symposia). Daftar judul makalah disajikan pada tabel berikut.
Penyelenggara
No. Judul Makalah Tembaga Tanggal | Tempat Keterangan
1. | Exploration of Organisationof | 20-21 |JW. Indonesian
olyaromatic Indonesia November | Marriott | National
ydrocarbonoclastic Society for 2009 Hotel Conggress 10™
icrobes from Qil Microbiology Surabaya | Society For
Polluted Soil Microbiology
and International
Symposia
(Oral
Presentation)
2. | Bcreening of Organisation of 20-21 |IW. Indonesian
Biosurfactant Indonesia November | Marriott | National
Production of Society for 2009 Hotel Conggress 10®
Hydrocarbonoclastic Microbiology Surabaya | Society For
Microbes Isolated from Microbiology
Dil Polluted Soil and International
Symposia
(Poster
Presentation)
b) Puplikasi ilmiah

Bgberapa judul artikel sedang dipersiapkan atau dalam proses penulisan untuk

Rencana judul yang akan dibuat adalah :

dipuJikasikan dalam jurnal internasional sehingga belum dapat disertakan dalam laporan ini.
1] The influence of nitrogen fixing bacteria addition, incubation time and combination of
both on bioremediation of crude oil-contaminated soil.

2) The influence of different types and concentration of nutrient on crude oil
bioremediation

3] Optimalization of crude oil bioremediation in soil using combination methods of
bioaugmentation, biostimulation and biosurfactant addition

Jyrnal yang direncanakan untuk dituju adalah : 1) Journal of Bioremediation, Canadian

1 of Microbiology, dan African Journal of Microbiology.

T3




C. SINOPSIS PENELITIAN LANJUTAN

Pada penelitian yang dilakukan pada tahun 2009 ini telah didapatkan hasil berupa 1)
formula konsorsium mikroba tersusun dari bakteri dan yeast yang berpotensi dalam
mendegradasi hidrokarbon minyak mentah, 2) Jenis dan konsentrasi nutrisi yang dibutuhkan
dalam) upaya biostimulasi, 3) Jenis biosurfaktan yang prospektif digunakan dalam
bioreatediasi minyak, dan 4) Waktu yang dibutuhkan untuk bioremediasi limbah minyak

pada shmpel tanah.

Hasil capaian tersebut diatas tentunya masih belum dapat diaplikasikan secara

langsung di lapangan. Uji efektivitas konsorsium mikroba, pemberian nutrisi dan
penambahan biosurfaktan dalam suatu bioreaktor yang menggambarkan simulasi proses
biorenjediasi di lapangan sangat perlu dilakukan. Oleh sebab itu peneliti akan mengusulkan
melakykan penelitian lanjutan yang bertujuan ;

1) Melakukan upaya menciptaan kondisi terjaminnya aerasi dengan pemberian
variasi bahan (bulking agent), pengaturan tingkat aerasi dan kelembapan yang
menjamin proses biodegradasi minyak oleh konsorsium mikroba melalui pembuatan
bioreaktor pengolah limbah minyak

2) Menguji efektivitas formula konsorsium mikroba, jenis dan konsentrasi nutrisi,
serta biosurfaktan hasil penelitian tahun 2009 dalam proses bioremediasi limbah
minyak pada bioreaktor hasil rancangan sebelum diaplikasikan langsung di
lingkungan

3) Menguji efektivitas bioreaktor hasil rancangan dalam mengoptimalkan proses
bioremediasi limbah minyak

Penelitian ini akan dilaksanakan dengan bekerjasama dengan peneliti dari program
studi [lmu dan Teknologi Lingkungan di Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Airlangga..

Hasil yang diharapkan dalam penelitian lanjutan tersebut adalah dihasilkannya model
bioreaktor pengolah limbah minyak lengkap dengan metode yang digunakan dalam
bioremediasi limbah minyak.
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