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Limbah oli mengandung logam berat (besi, timah, kadmium, mangan) yang bersifat 

non biodegradable  dan senyawa yang bersifat toksik seperti: poly chlorinated 

biphenyls (PCBs) dan polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). Hidrokarbon dari 

limbah oli dapat menyebabkan berbagai resiko penyakit, sehingga upaya untuk 

memulihan lingkungan dengan bioremediasi dengan menggunakan mikroorganisme. 

Degradasi hidrokarbon dapat dilakukan dengan bantuan mikroorganisme salah 

satunya adalah bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik dan 

potensi bakteri dalam mendegradasi hidrokarbon. Sampel menggunakan tanah 

bengkel yang tercemar limbah oli bekas. Isolasi dilakukan dengan metode pour plate 

pada media NA (Nutrient Agar) dan diperoleh sebanyak 15 isolat bakteri, terdapat 3 

isolat bakteri gram negatif dan 12 isolat bakteri gram positif, keseluruhan isolat 

bakteri berasal dari genus Pseudomonas dan genus Bacillus. Berdasarkan uji potensi 

degradasi oli kedua jenis isolat ini mampu tumbuh pada setiap konsentrasi oli 1%, 2% 

dan 3%, isolat dengan kode BO 13 (Pseudomonas) menunjukkan nilai absorbansi 

yang paling baik pada media NB (Nutrient Broth) dengan konsentrasi 1% sedangkan 

isolat BO 14 (Bacillus) menunjukkan hasil absorbansi tertinggi pada konsentrasi 1%, 

nilai absorbansi tertinggi pada isolat BO 13 yaitu 1.650, nilai absorbansi tertinggi 

pada isolat BO 14 yaitu 1.357. 

 

 

 

 

 



vi 
 

Abstract 

Name    : Rossy Fatmawati. AZ 

Nim    : 160703015 

Study program    : Biologi 

  Title     : Characterization and Potential Tes of Bacteria from     

Soil in the Degradation of Hydrocarbon Compounds 

in Waste Oil. 

Court date    : 22 July 2022 

Thesis thinkness    : 72 pages 

Advisor I     : Syafrina Sari Lubis, M. Si 

Supervisor II     : Diannita Harahap, M. Si 

Keywords     : Oil degradation, extraction, waste degradation, 

        soil bacteria, waste oil. 

 

 

Waste oil contains heavy metals (iron, tin, cadmium, manganese) which are non-

biodegradable and toxic compounds such as poly chlorinated biphenyls (PCBs) and 

polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). Hydrocarbons from waste oil can cause 

various disease risks, so efforts to restore the environment by bioremediation using 

microorganisms. Hydrocarbon degradation can be done with the help of 

microorganisms, one of which is bacteria. This study aims to determine the 

characteristics and potential of bacteria in degrading hydrocarbons. The sample used 

workshop soil contaminated with used oil waste. Isolation was carried out by pour 

plate method on NA (Nutrient Agar) media and obtained as many as 15 bacterial 

isolates, there were 3 isolates of gram negative bacteria and 12 isolates of gram 

positive bacteria, all of the bacterial isolates came from the genus Pseudomonas and 

genus Bacillus. Based on the oil degradation potential test, these two isolates were 

able to grow at each oil concentration of 1%, 2% and 3%. isolate BO 14 (Bacillus) 

showed the highest absorbance at a concentration of 1%, the highest absorbance value 

in isolate BO 13 was 1,650, the highest absorbance value was at isolate BO 14 was 

1,357. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

I.1. Latar Belakang 

Oli merupakan zat kimia yang berupa cairan yang digunakan pada mesin intik 

mengurangi keausan mesin kendaraan akibat gaya gesekan. Oli juga digunakan 

sebagai pendingin mesin dari panas akibat dari gesekan, oli dibuat dari zat-zat dasar 

oli yang ditambah dengan campuran zat-zat kimia yang biasa disebut aditif yang 

berfungsi untuk meningkatkan mutu agar memenuhi standard kinerja (Siskayanti et 

al., 2017) 

Limbah oli mengandung logam berat (besi, timah, kadmium, mangan) yang 

bersifat non biodegradable  dan senyawa yang bersifat toksik seperti: poly 

chlorinated biphenyls (PCBs) dan polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) yaitu 

senyawa hidrokarbon dengan panjang rantai karbon kurang dari 9 yang sulit diurai 

(Welan et al., 2019). Hidrokarbon dari limbah oli dapat menyebabkan berbagai resiko 

penyakit, sehingga upaya untuk memulihan lingkungan harus dilakukan. Suatu 

bentuk upaya pemulihan yang dapat dilakukan adalah dengan bioremediasi dengan 

menggunakan mikroorganisme. Bakteri merupakan mikroorganisme yang paling 

berpotensi dalam proses bioremediasi (Ahda et al., 2017). Puspitasari et al., (2020) 

menyatakan bahwa bakteri yang mampu mendegradasi senyawa yang terdapat di 

dalam hidrokarbon disebut bakteri hidrokarbonoklastik. Bakteri ini memanfaatkan 

senyawa tersebut sebagai karbon dan energi yang diperlukan dalam pertumbuhannya. 

Penelitian sebelumnya telah menunjukkan 3 strain Bacillus.  
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Bioremediasi salah satu strategi detoksifikasi polutan yang terdapat dalam 

lingkungan dengan bantuan mikroba, tumbuhan, atau enzim sebagai biokatalisator 

baik dari enzim mikroba atau tumbuhan. Penurunkan tingkat beracun (detoksifikasi), 

proses ini terjadi akibat enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme mengubah 

polutan beracun hal ini menyebabkan perubahan pada struktur kimia polutan tersebut. 

Proses ini dinamakan biotransformasi. Perubahan struktur kimia pada saat proses 

degradasi  polutan beracun strukturnya menjadi tidak kompleks, dan akhirnya 

menjadi metabolit yang tidak berbahaya (Waluyo, 2018). Bioremediasi bertujuan 

memecah zat berbahaya dan mendegradasi zat tersebut untuk menjadi bahan yang 

kurang beracun atau tidak beracun seperti karbondioksida dan air (Muslimah, et al., 

2017). 

Terdapat tumpahan limbah oli pada lingkungan sekitar bengkel, pada tanah 

atau pada lantai bengkel, isolasi bakteri pendegradasi  hidrokarbon pada tanah 

bengkel dapat dilakukan karena tanah bengkel memiliki berbagai macam jenis bakteri 

yang memiliki kemampuan yang berbeda. Bakteri hidrokarbonoklastik ini memiliki 

karakteristik yang tidak dimiliki oleh mikroba lain yaitu kemampuannya dalam 

mengekspresikan enzim hidroksilase, yaitu enzim pengoksidasi hidrokarbon sehingga 

bakteri ini mampu memotong rantai hidrokarbon menjadi lebih pendek (Yani et al., 

2020). 

Menurut hasil penelitian Ahda et al., (2019), dari hasil identifikasi morfologi 

dan biokimia diketahui bahwa isolat/konsorsium bakteri hasil kegiatan seleksi dan 

isolasi bakteri pendegradasi senyawa hidrokarbon ini, terdiri dari Pseudomonas 
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putida. Pseudomonas fluorescens, Bacillus insolitus dan Bacillus marinus, 

merupakan konsorsium bakteri yang berpotensi untuk dikembangkan dan diterapkan 

dalam bioremediasi lahan tercemar minyak bumi.  

Mikroba indigen yang mampu tumbuh dalam media yang tercemar logam 

berat  mempunyai  indikasi  bahwa  bakteri  tersebut  dapat  mengakumulasi  logam 

berat dalam dinding selnya. Ion logam yang bermuatan positif secara elektrostatik 

akan  terikat  pada  permukaan  sel.  Interaksi  yang  terjadi antara  ion logam  dengan 

bakteri  Bacillus  sp.,  menunjukkan  bahwa  adanya  peranan  gugus  karboksil  pada 

peptidoglikan  dan  gugus  fosforil  pada  polimer  sekunder  asam  teikoat  dan 

teikuronat.  Nilai  pH  lingkungan  juga  berpengaruh  terhadap  kemampuan 

mikroorganisme  untuk  menjalankan  fungsi  selular,  transport  membran  sel, 

maupun  keseimbangan  reaksi  yang  dilakukan  oleh  mikroorganisme (Maulana et 

al., 2017) 

Yudono et al., (2020) menyatakan bahwa Brevundimonas diminuta and 

Pseudomonas citronellolis kedua bakteri ini mampu mendegradasi minyak bumi. 

Menurut Prakasita et al., (2018) hasil isolasi bakteri dari limbah sludge minyak bumi 

dari area terkontaminasi minyak bumi, umumnya jenis bakteri peteofilik  yang 

didominasi oleh genus Pseudomonas. Sedangkan mikrobia lainnya seperti 

Enterobacter sp., Citrobacter sedlakii, Alcaligenes sp. dan Brevundimonas diminuta 

memiliki tingkat degradasi sebesar 12,4% selama 30 hari (Nuryana, 2017). 
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I.1. Rumusan Masalah 

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah : 

1. Bagaimana karakteristik bakteri dari tanah bengkel pendegradasi senyawa 

hidrokarbon pada limbah oli? 

2. Bagaimana potensi bakteri dari tanah bengkel dalam mendegradasi 

senyawa hidrokarbon pada limbah oli? 

I.2. Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah : 

1. Untuk mengetahui karakter bakteri pendegrasi senyawa hidrokarbon pada 

limbah oli yang dapat diidentifikasi pada tanah bengkel motor 

2. Untuk mengetahui efektifitas bakteri dalam mendegradasi senyawa 

hidrokarbon pada limbah oli. 

I.3. Manfaat 

Manfaat dari penelitian ini adalah : 

1. Peneliti memberikan informasi kepada masyarakat tentang karakter 

mikroorganisme pada tanah yang memiliki potensi sebagai pendegradasi 

senyawa hidrokarbon pada limbah oli 

2. Peneliti dapat mengetahui perbedaan efektifitas dari dari masing-masing 

bakteri tanah dalam mendegradasi senyawa hidrokarbon pada limbah oli. 

3. Peneliti dapat memberikan  referensi bagi peneliti lanjutan. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

II.1. Limbah Oli 

Oli bekas adalah limbah yang dihasilkan oleh  kendaraan  bermotor  dan  

dapat dimanfaatkan sebagai bahan bakar. Limbah B3 (oli  bekas)  merupakan  

termasuk  salah  satu limbah berbahaya menurut kandungan yang ada didalamnya.  

Sifat  dari  limbah  B3  ini  sangat merusak  secara  masif  pada  sektor  lingkungan, 

karena  didalamnya  terkandung  banyak  jenis bahan  berbahaya  dan  beracun  yang  

sangat eksploitatif  pada  hilangnya  unsur-unsur  yang baik pada lingkungan, oli  

memiliki ciri-ciri fisik antara lain (Siskayanti et al., 2017) : 

1. Viskositas 

Viskositas atau kekentalan suatu minyak pelumas dapat diukur pada saat 

cairan minyak pelumas mengalir hal ini dihitung dalam ukuran standard semakin 

besar perlawanannya untuk mengalir maka semakin tinggi kadar viskositasnya begitu 

pula sebaliknya. 

Viskositas merupakan suatu unsur yang berkaitan dengan kekentalan dari oli 

atau besarnya resistensinya untuk mengalir. Kekentalan oli berkaitan dengan 

bagaimana oli dapat  berfungsi sebagai pelumas atau pelindung benturan antar logam 

mesin. Oli akan mengalir secara cukup agar terjamin pasokannya pada saat suhu 

mesin ambient ke komponen-komponen yang bergerak (Mardyaningsih et al., 2018). 
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2. Indeks viskositas 

Perubahan suhu dapat menunjukkan tinggi dan rendahnya angka indeks 

minyak pelumas. Nilai indeks viskositas ini terbagi 3 golongan, yaitu: High Viscosity 

Index (HVI) di atas 80, Medium Viscosity Index (MVI) 40–80, Low Viscosity Index 

(LVI) di bawah 40.  

Berdasarkan viskositas atau kekentalan yang dinyatakan dalam nomor-nomor 

Society of Automotive Engineer (SAE). Angka SAE yang lebih besar menunjukkan 

keterangan minyak pelumas yang lebih kental. 

a. Oli monograde, yaitu oli yang indeks kekentalannya dinyatakan hanya satu 

angka. Contoh DEO SAE 30. 

b. Oli multigrade, yaitu oli yang indeks kekentalannya dinyatakan dalam lebih 

dari satu angka. Contoh DEO SAE 15W-40. 

Jumlah  transportasai  baik  kendaraan motor  maupun  mobil  yang  semakin 

meningkat  dipicu  oleh  pertumbuhan  populasi penduduk  sehingga  mendorong  

jumlah kegiatan  usaha  bengkel  yang  ada  sebagai tempat yang menyediakan jasa 

perawatan dan perbaikan,  terlebih  khususnya  di  kota-kota besar  yang  ada  di  

Indonesia.  Sejalan  dengan perkembangan  jumlah  kendaran  tersebut, maka  volume  

oli  bekas  akan  terus  meningkat (Azharuddin et al., 2020) Dampak dari kegiatan 

diatas yaitu pelumas bekas yang dihasilkan merupakan golongan limbah B3, karena 

pelumas bekas dapat menyebabkan tanah menjadi tandus dan kehilangan unsur 

haranya. Sedangkan sifatnya yang tidak dapat larut dalam air dapat menyebabkan 

pencemaran air, selain itu pelumas juga mudah terbakar (Rahmat, 2017). 
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Kota  Banda  Aceh  merupakan  salah  satu  kota  yang  terletak  di  daerah  

pesisir  dengan perkembangan  pembangunan  yang  pesat.  Perkembangan  tersebut  

diikuti  dengan meningkatnya  aktifitas  penduduk  yang  memungkinkan  terjadinya  

pencemaran  terhadap lingkungan.  Salah  satu  pencemaran  perairan  yang  diduga  

memberi  dampak  negatif  terhadap lingkungan dan ekosistem pesisir di Kota Banda 

Aceh yaitu di muara Krueng Aceh. Wilayah perairan  muara  Krueng  Aceh  diduga  

telah  menerima  beban  berat  bahan  pencemar  baik berupa  limbah  domestik,  

organik,  industri,  logam  berat  maupun  tumpahan  minyak  yang cenderung  

meningkat  dari  waktu  ke  waktu  hingga  dikhawatirkan  telah  melebihi  daya 

dukungnya (Hadi et al., 2018) 

Salah satu cara mengatasi limbah oli adalah dengan menggunakan teknik 

bioremediasi, umumnya proses degradasi limbah dalam bioremediasi  menggunakan 

aktivitas dari mikroorganisme. Limbah oli merupakan salah satu masalah yang terus 

ada dalam lingkungan manusia. Banyaknya limbah yang telah mencemari lingkungan 

dapat menimbulkan dampak serius bagi lingkungan itu sendiri dan juga berdampak 

pada kesehatan manusia. Upaya yang perlu segera dilakukan adalah mengelola 

limbah tersebut agar dapat diminimalisasi dampaknya ataupun dimanfaatkan kembali 

(Yahya, 2019).  

Limbah minyak pelumas ini memiliki kandungan berbahaya yang sangat 

tinggi mulai dari abu, residu karbon, bahan asphaltenik, logam, air, dan bahan kotor 

lainnya yang dihasilkan selama pelumas berada di dalam mesin. Penambahan 

beberapa senyawa dengan molekul itu berbeda jauh dari resin dalam hal ukuran dan 
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stuktur oleh karena itu parameter kelarutan, menggeser keseimbangan yang ada di 

bagian non-asphaltene minyak (Ramadhan, 2017). 

Beberapa logam yang terdapat pada limbah oli: 

               Tabel II.1. Kandungan Logam dalam limbah oli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Sumber: (Hasyim, 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

Logam 
Pelumas Bekas 

(mg/kg) 

Besi (Fe) 15 

Aluminium (Al) 4 

Krom (Cr) 4 

Tembaga (Cu) 7 

Timbal (Pb) 138 

Timah (Sn) <1 

Perak (Ag) 7 

Nikel (Ni) <1 

Vanadium (V) <1 

Titanum (Ti) <1 

Cadmium (Cd) <1 

Mangan (Mn) 1 

Molibdenum (Mo) 7 

Sillikon (Si) 11 

Boron (B) 3 

Natrium (Na) 13 

Barium (Ba) <1 

Kalsium (Ca) 1667 

Magnesium (Mg) 51 

Phospor (P) 632 

Seng (Zn) 780 
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II.2. Hidrokarbon 

a. Senyawa hidrokarbon alifatik, alisiklik dan aromatik 

Alifatik adalah senyawa hidrokarbon dengan struktur rantai karbon terbuka. 

Senyawa yang termasuk hidrokarbon alifatik antara lain : alkana (senyawa golongan 

ini banyak terdapat dalam minyak bumi), alkena dan alkuna. Senyawa hidrokarbon 

alisiklik merupakan hidrokarbon yang memiliki struktur rantai karbon tertutup. 

Contok dari senyawa ini adalah siklopronana (C3H6) dan senyawa hidrokarbon 

aromatik merupakan hidrokarbon dengan rantai tertutup dan mengandung dua atau 

lebih ikatan rangkap yang letaknya berselang-seling. Contoh senyawa hidrokarbon 

aromatik adalah benzene (C6H6) (Marzuki dkk., 2010). 

b. Penggolongan berdasarkan ikatan 

Penggolongan senyawa hidrokarbon dapat dikelompokkan berdasarkan 

kejenuhan ikatan menjadi senyawa hidrokarbon jenuh dan senyawa hidrokarbon tidak 

jenuh.  Senyawa hidrokarbon jenuh mempunyai ciri antar atom C berikatan tunggal 

(C-C), senyawa-senyawa yang  termasuk kelompok ini antara lain senyawa etana 

(C2H6). Sedangkan senyawa hidrokarbon tidak jenuh mempunyai ciri antar atom C 

berikatan rangkap (C=C), yaitu mempunyai ikatan rangkap dua atau rangkap tiga 

(   ), senyawa yang termasuk kelompok ini antara lain etana (C2H4) (Marzuki 

dkk., 2010). 
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II.3. Mikroba Pendegradasi Limbah Oli 

Potensi mikroba dalam proses degradasi hidrokarbon telah dieksploitasi dari 

tahun 70-an dan 80-an pada lahan pertanian yang tercemar pembuangan minyak. 

Mikroba dari kultur tunggal dan kultur campuran digunakan untuk degradasi 

memiliki kemampuan dalam mendegradasi minyak bumi. Mikroba yang digunakan 

biasanya memiliki kemampuan degradasi yang lebih tinggi apabila digunakan sebagai 

kultur konsorsium atau kultur campuran (Holifah et al., 2018).  

Dampak  pencemaran  minyak  bumi  di  perairan  dan  di  daratan  baik  

dalam konsentrasi rendah  maupun  tinggi  cukup  serius, sumber kontaminasi  

biasanya  berasal  dari  tumpahan  disengaja,  tempat  pembuangan  sampah tidak  

terkendali  atau  penyimpanan  tidak  benar  dan  kebocoran  tangki  penyimpanan.  

Biodegradasi  adalah  alternatif  pemulihan  lingkungan  lebih  murah  dari segi  biaya  

dan  berwawasan  lingkungan  dari  segi  kelestarian  lingkungan  dibanding metode 

fisika maupun kimia (Sumiardi, 2021). 

Proses  biodegradasi  senyawa  hidrokarbon  dipengaruhi  oleh  faktor  kimia  

kaitannya  dengan  kekurangtersediaan/bioavailabilitas suatu  nutrien,  tidak  adanya  

senyawa  penunjang  pertumbuhan  dan  tidak  ada  induktor enzim  yang  diperlukan, 

juga dipengaruhi oleh  faktor  lingkungan  berkaitan  dengan  kondisi  fisik  yang 

ekstrim  (pH,  suhu,  redoks  potensial)  dan  ketidaktersediaan  donor  electron, dan  

faktor mikroorganisme  kaitannya  dengan  ketidakberadaan  populasi  

mikroorganisme pendegradasi polutan hidrokarbon dan kepadatan populasi 

mikrorganisme pendegradasi polutan hidrokarbon yang rendah (Sumiardi, 2021). 
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Inti dari bioremediasi adalah fungsional, mikroorganisme membutuhkan 

energi yang cukup yang sesuai dengan lingkungannya. Secara umum, hidrokarbon 

minyak bumi diperlukan sebagai substrat oleh bakteri pendegradasi hidrokarbon, 

bakteri memanfaatkan sumber karbon sebagai energi alternatif. Fungsi bakteri 

pendegradasi hidrokarbon tergantung pada enzim dan efektifitasnya yang berkaitan 

erat dengan aktifitas fisiologis (Mukherjee et al., 2017). Mekanisme kontak fisik 

bakteri dengan hidrokarbon meliputi :  

a. Fimbriae atau flagella bakteri menempel pada minyak bumi 

b. Biosurfaktan yang di ekresi oleh bakteri mengemulsi minyak bumi 

c. Protein, lipid dan molekul-molekul kecil lainnya pada permukaan bakteri akan 

menempelkan minyak bumi 

d. Beberapa eksopolisakarida anionik pada permukaan bakteri akan mencegah 

bakteri menempel pada minyak bumi. 

 

Gambar II.1. Skema kontak fisik bakteri dan hidrokarbon  

minyak bumi (Xu et al., 2018). 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

III.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Waktu penelitian ini dilakukan pada September sampai November 2021. 

Pengambilan sampel tanah bengkel berasal dari perbengkelan di Kota Banda Aceh. 

Isolasi dan pengujian sampel dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Gedung 

Multifungsi Universitas Islam Negeri Ar-Raniry Banda Aceh. 

III.2. Jadwal Pelaksanaan Penelitian 

Pelaksanaan kegiatan penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi 

Gedung Multifungsi Universitas Islam Negeri Ar-Raniry Banda Aceh. 

Tabel III.1. Rincian Pelaksanaan Kegiatan Penelitian 

No Kegiatan 
September November 

1 2 3 4 1 2 3 4 

1 
Persiapan alat dan 

bahan 
      

  

        

2 
Sterilisasi alat dan 

bahan 
      

  

        

3 
Pengambilan sampel 

tanah 
      

  

        

4 Isolasi bakteri                 

5 
Karakterisasi dan 

morfologi 
      

  

        

6 Pemurnian isolat                 

7 Uji biokimia                 

8 Pemurnian isolat                 

9 
Uji degradasi 

hidrokarkon 
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III.3. Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan adalah pipa yang berdiameter 3 cm untuk 

pengambilan sampel tanah, cawan petri, pembakar spritus, jarum ose, spatula, labu 

Erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi, pipet volumetrik, inkubator, mikroskop cahaya, 

kaca preparat, spektrofotometer, timbangan analitik, autoklaf, vortex, hot plate, pH 

meter,  freezer, sarung tangan, masker, sendok steril, gunting, dan kamera digital. 

Bahan yang digunakan adalah  tanah bengkel, aquadest, media NA (Nutrient 

Agar), media NB (Nutrient Broth), media urea base agar, media TSIA (Triple sugar 

iron agar), media SIM (Sulfida indol motility), H2O2, NaCl, Kristal violet, larutan 

iodium, safranin dan alkohol. 

III.4. Prosedur Penelitian 

III.4.1. Metode Pengambilan Sampel Tanah Bengkel 

 

Sampel tanah bengkel yang tercemar limbah oli diambil pada perbengkelan 

otomotif di Banda Aceh. Sampel diambil secara purposive sampling yang merupakan 

metode pengambilan sampel secara purposif yang didasarkan pada suatu keadaan dan 

pertimbangan tertentu, pertimbangan yang diambil berdasarkan tujuan dari penelitian 

agar memperoleh hasil yang sesuai dengan penelitian. Sampel tanah diambil dari 

bengkel yang tidak memiliki tempat pembuangan khusus, tanah lalu diambil dengan 

kedalaman 5 – 20 cm dari permukaan menggunakan spatula steril lalu dimasukkan ke 

dalam Erlenmeyer. Tanah selanjutnya dibawa ke laboratorium untuk pembiakan 

bakteri (Ahda et al., 2017)  
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III.4.2. Tahap Isolasi, Seleksi, dan Pemurnian Bakteri Pendegradasi Minyak 

Isolasi bakteri pendegradasi hidrokarbon menggunakan dua kombinasi 

metode yaitu metode spread plate-enrichment culture dilakukan dengan megencerkan 

10 gram sampel tanah ke dalam 90 mL larutan fisiologis (NaCl 0,85%), lalu dishaker 

hingga homogen sehingga konsentrasi 10
-1

. Selanjutnya 1 mL dari konsentrasi 10
-1

 

dimasukkan ke dalam 9 mL larutan fisiologis, kemudian dihomogenkan dengan 

vortex sehingga didapatkan konsentrasi 10
-2

. Pengenceran dilakukan dengan cara 

yang sama hingga konsentrasi 10
-6

. 

Media Nutrient Agar (NA) disiapkan dan disterilisasi dengan autoklaf pada 

tekanan 121
o
C selama 20 menit, selanjutnya, media ditambahkan 1 mL oli sebagai 

sumber karbon lalu dituang ke cawan petri. Sebanyak 1 mL dari pengenceran 10
-6

 

disebar pada cawan petri secara aseptik di dalam Laminar Air Flow kemudian dilabel 

dan diinkubasi pada suhu ruang ( 28
o
C) kurang lebih selama 7 hari. Kemudian isolat 

yang tumbuh pada cawan petri diseleksi ke dalam media NA baru tanpa penambahan 

oli dan dimurnikan sampai mendapatkan single colony dan disimpan dalam agar 

miring sebagai stok kultur (Apriliya et al., 2020) 

Karakterisasi selanjutnya dengan pengujian biokimia meliputi uji pewarnaan 

Gram dan bentuk sel, uji TSIA, uji katalase, uji urease dan uji motilitas. Uji biokimia 

dilakukan mengikuti prosedur (Cappucino & Sherman, 2014). 
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a. Uji Gram dan Bentuk Sel  

Uji Gram dilakukan dengan mencampurkan satu lup isolat bakteri pada kaca 

benda kemudian ditetesi larutan  kristal violet 1-2 tetes, lalu dibilas dengan aquades 

kemudian ditetesi lagi dengan larutan iodium kemudian dibilas selanjutnya ditetesi 

lagi dengan safranin, preparat kemudian diamati dengan mikroskop. Bakteri Gram 

positif tampak berwarna biru keunguan sedangkan Gram negatif berwarna merah 

muda. Pada saat uji Gram ini, dilakukan pengamatan bentuk sel dari masing-masing 

bakteri. Pada pewarnaan Gram diperlukan empat jenis larutan yaitu zat warna basa 

(kristal violet), larutan iodium (lugol), alkohol dan safranin. 

b. Uji TSIA 

Uji TSIA bertujuan untuk melihat kemampuan bakteri dalam mengurai 

karbohidrat dengan menggunakan media Triple Sugar Iron Agar (TSIA). Uji ini 

dilakukan dengan menggoreskan isolat bakteri ke dalam medium agar miring TSIA, 

dan juga ditusuk tegak lurus di tengah medium. Media diinkubasi selama 18-24 jam 

pada suhu 37 
0
C. Jika bakteri tidak mampu memfermentasi laktosa dan sukrosa 

namun mampu memfermentasi glukosa maka pada lereng media akan berwarna 

kuning dan pada dasar media berwarna merah. Jika bakteri mampu memfermentasi 

ketiganya maka pada lereng media akan berwarna kuning namun jika sebaliknya 

makan bagian dasar dan lereng media akan berwarna merah. 

c. Uji Motilitas 

Biakan bakteri diambil dengan aseptik menggunakan jarum ose, kemudian 

inokulasikan secara vertikal pada media SIM (Sulfida Indol Motility) dan diinkubasi 
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selama 24 jam. Apabila hasil uji negatif maka terjadi pertumbuhan di sekitar tempat 

tusukan, sedangkan hasil uji positif ditandai dengan pertumbuhan bakteri yang 

menyebar. 

d. Uji Katalase 

Pengujian ini menggunakan teknik aseptik, biakan bakteri pada cawan petri 

diteteskan hydrogen peroksida (H2O2) pada koloni bakteri tersebut. Bila ada 

gelembung-gelembung udara pada media menunjukkan bahwa reaksi tersebut positif 

dan bila tidak terdapat gelembung udara pada tabung reaksi maka reaksi tersebut 

negatif. Reaksi positif menunjukkan bahwa biakan murni memiliki enzim katalase. 

e. Uji Urea (Urea Base Agar) 

Uji urea bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri mengubah urea 

menjadi amoniak. Uji urea menggunakan Urea Base Agar. Uji urea dilakukan dengan 

cara menusuk ose sampai sepertiga dasar tabung, kemudian media diinkubasi selama 

24-48 jam pada suhu 37
o
C. Hasil uji positif ditunjukkan dengan adanya perubahan 

warna media dari warna kuning menjadi merah muda.  

f. Uji Endospora  

Pewarnaan spora dilakukan dengan cara diambil 1 ose isolat dan digoreskan 

pada kaca preparat steril lalu dilakukan fiksasi. Kemudian setelah difiksasi 

permukaan preparat ditutupi dengan kertas saring lalu ditetesi malachite green 

sebanyak 1 tetes dan didiamkan selama 4 menit. Setelah itu, kertas saring dilepas dan 

preparat dibilas dengan air mengalir. Preparat dikeringkan di atas api spritus, setelah 

kering ditetesi 1 tetes safranin ke permukaan preparat lalu didiamkan selama 5 menit. 
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Kemudian preparat diamati menggunakan mikroskop dengan pembesaran 1000x 

(Amaliah et al., 2018) 

 

III.4.3. Pembuatan Konsentrasi Oli 

Pengenceran dilalukan dengan menyiapkan 3 tabung reaksi, masing-masing 

tabung diisi dengan NaCl 9 mL, kemudian konsentrasi oli yang akan digunakan  

dihitung terlebih dahulu menggunakan rumus M1V1=M2V2, setelah didapatkan jumlah 

oli yang digunakan, oli yang sudah dihitung konsentrasinya dimasukkan ke dalam 

tabung berisi NaCl lalu divortex selama 60 detik (Dewi, 2015).  

 

III.4.4. Uji Kemampuan Bakteri dalam Mendegradasi Limbah OLi 

Uji degradasi terlebih terlebih dahulu dengan membuat suspensi isolat bakteri 

10
-8

 CFU/mL dengan cara diambil 1-2 ose selanjutnya dimasukkan dalam tabung 

reaksi yang telah berisi larutan NaCl fisiologis 0,85%. Larutan tersebut 

dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Selanjutnya kekeruhan campuran 

tersebut dibandingkan dengan kekeruhan Mac Farland 0,5 standard Dixit et al., 

(2018). Setiap suspensi yang digunakan untuk pengujian selanjutnya diambil 

sebanyak 1 mL dan diinokulasikan ke dalam Erlenmeyer berisi 100 mL media 

Nutrient Broth NB yang mengandung oli dengan konsentrasi 1% (1 mL), 2% (2 mL) 

dan 3% (3 mL) secara terpisah, kultur diinkubasi selama 7 hari, lalu dilakukan diukur 

absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer UV, lalu dilakukan estimasi 

kepadatan bakteri setiap hari selama 7 hari (Majolagbe et al., 2019) 
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III.4.5. Analisa Data 

Analisa data dalam penelitian ini menggunakan analisis deskriptif kualitatif 

terhadap hasil pengamatan isolat bakteri yang diduga bakteri pendegradasi 

hidrokarbon. Data dari hasil penelitian yang diperoleh ditampilkan dalam bentuk 

tabel dan gambar. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

IV.1. Hasil 

IV.1.1. Karakteristik Bakteri dari Tanah Bengkel Pendegradasi Senyawa 

Hidrokarbon pada Limbah Oli 

Isolasi bakteri pendegradasi hidrokarbon dari tanah bengkel diperoleh 

sebanyak 15 isolat. Isolasi bakteri menggunakan media Nutrient Agar (NA), sampel 

dari pengenceran 10
-6

 diinokulasikan pada media Nutrient Agar (NA) dengan 

tambahan konsentrasi oli 1 mL, isolat yang tumbuh kemudian dimurnikan kembali 

pada media Nutrien Agar (NA) tanpa tambahan oli dan dibuat stok kultur untuk 

pengujian. Hasil pengamatan secara morfologi dari ke 15 isolat tersebut cenderung 

hampir sama keseluruhannya dari segi bentuk koloni, warna koloni, elevasi, tepian 

dan bentuk sel, ke 15 isolat tersebut diberi kode BO 1-BO 15 berdasarkan perbedaan 

morfologinya (Tabel IV.1 dan Gambar IV.1). 

Tabel IV.1. Karakterisasi Isolat Bakteri Pendegradasi Hidrokarbon dari Tanah 

                   Bengkel. 

Isolat Bentuk       Elevasi Tepian Warna              Permukaan 

BO 1 Bulat Rata Rata 
Putih 

kekuningan 
Halus 

BO 2 Tidak beraturan Cembung Rata Putih Halus 

BO 3 Tidak beraturan Rata Rata 
Putih 

kekuningan 
Halus 

BO 4 Bulat 
Timbul 

datar 
Rata Putih Halus 

BO 5 Titik-titik Rata Rata Putih Halus 

BO 6 Bulat Rata Rata Putih Halus 

BO 7 Titik-titik Cembung Rata Putih Halus 

BO 8 Bulat Cembung Rata Putih Halus 
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Isolat Bentuk       Elevasi Tepian Warna              Permukaan 

BO 9 Bulat Cembung Bergelombang 
Putih 

kekuningan 
Halus 

BO 10 
Tidak 

beraturan 
Rata Bergelombang 

Putih 

kekuningan 
Halus 

BO 11 
Tidak 

beraturan 
Rata Bergelombang Putih Halus 

BO 12 
Tidak 

beraturan 
Membukit Bergelombang Putih Licin halus 

BO 13 Bulat Rata Bergelombang Putih Halus 

BO 14 
Tidak 

beraturan 
Cembung Bergelombang Putih Halus 

BO 15 
Tidak 

beraturan 
Cembung Bergelombang                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        Putih Halus 

 

 

                                                          

Gambar. IV.1.  Hasil isolasi bakteri dari tanah bengkel. 
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Tabel IV.2. Hasil Uji Biokimia Isolat Bakteri Pendegradasi Hidrokarbon. 

Isolat Gram 
Uji TSIA 

Katalase Urease SIM Endospora 
Glukosa Laktosa Sukrosa Gas H2S 

BO 1 + - - - - - + + - + 

BO 2 + - - - - - + + - + 

BO 3 + - - - - - + - - + 

BO 4 + + - - + - + + + + 

BO 5 + - - - - - + - - + 

BO 6 + + - - + - + + + + 

BO 7 + - - - - - + - + + 

BO 8 + - - - - - + + + + 

BO 9 + - - - - - + - - + 

BO 10 + + - - + - + + + + 

BO 11 - - - - - - + - + - 

BO 12 - - - - - - + + - - 

BO 13 - - - - - - + - - - 

BO 14 + + - - + - + - + + 

BO 15 + + - - + - + - + + 
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        Pengamatan uji biokimia guna untuk mengetahui kemampuan masing-masing 

isolat dan penentuan genus. Uji biokimia yang digunakan adalah uji pewarnaan Gram, 

uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA), uji Sulfit Indol Motility (SIM), uji katalase, uji 

urease dan uji endospora. Uji pewarnaan Gram menunjukkan 12 isolat merupakan 

bakteri Gram positif dan 3 isolat merupakan bakteri gram negatif. Hasil uji biokimia 

dapat dilihat pada Tabel IV.2.  

 

 a.  b. c.

             

Gambar. IV.2. a. Bakteri gram negatif. b. Bakteri gram positif. c. Endospora. 

 

IV.1.2. Potensi Bakteri dari Tanah Bengkel dalam Mendegradasi Senyawa 

Hidrokarbon pada Limbah Oli 

 

Hasil pengujian isolat bakteri terhadap kemampuannya dalam mendegradasi 

hidrokarbon dilakukan dengan menumbuhkan bakteri pada media Nutrien Agar (NA) 

dengan tambahan oli sebagai sumber karbon, setelah bakteri dapat tumbuh bakteri 

tersebut diinokulasikan kembali pada media Nutrient broth (NB) dengan tambahan 

oli dengan konsentrasi 1%, 2% dan 3% sebagai media yang digunakan untuk 

mengukur tingkat kemampuan isolat bakteri dalam mendegradasi hidrokarbon. 
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Pengukuran dilakukan dengan spektrofotometer untuk melihat tingkat absorbansi 

oleh bakteri. Hasil uji degradasi dapat dilihat pada Tabel IV.3. 

Tabel. IV.3. Hasil Absorbansi Oleh Isolat BO 13 dan Isolat BO 14. 

 Genus % 
Hari 

0 1 2 3 4 5 6 7 

BO 13 

1% 0.021 0.811 0.608 1.129 1.560 1.555 1.650 1.583 

2% 0.033 1.603 1.190 1.412 1.264 1.213 1.299 1.342 

3% 0.047 1.402 1.125 1.353 1.005 1.015 1.335 1.185 

BO 14 

1% 0.087 1.061 0.537 0.662 0.713 0.752 0.828 1.357 

2% 0.030 0.993 1.254 1.343 1.285 1.244 1.269 1.330 

3% 0.048 1.153 1.242 1.396 1.207 1.133 1.100 1.188 

 

Uji degradasi hidrokarbon oleh isolat BO 13 dan BO 14 dilakukan dengan 

membuat suspensi bakteri dengan dengan kerapatan sel 10
-8 

CFU/mL kemudian 

dibandingkan dengan kekeruhan larutan Mac Farland 0.5. Isolat kemudian 

diinokulasikan pada media Nutrient Broth (NB) dengan konsentrasi berbeda, lalu 

diinkubasi selama 7 hari. Kurva pertumbuhan isolat BO 13 1 % (Gambar IV.3), BO 

13 2 % (Gambar IV.4), BO 13 3 % (Gambar IV.5)   dan BO 14 1% (Gambar IV.6.), 

BO 14 2% (Gambar IV.7.) dan BO 14 3% (Gambar IV.8.). 
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Gambar IV.3. Kurva pertumbuhan isolat BO 13 pada media 

   NB dengan konsentrasi 1 % 

 

 

Gambar IV.4. Kurva pertumbuhan isolat BO 13 pada media  

  NB dengan konsentrasi 2 % 

 

 

Gambar IV.5. Kurva pertumbuhan isolat BO 13 pada media  

  NB dengan konsentrasi 3 % 
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Gambar IV.6. Kurva pertumbuhan isolat BO 14 pada media  

  NB dengan konsentrasi 1% 

 

 

Gambar IV.7. Kurva pertumbuhan isolat BO 14 pada media  

  NB dengan konsentrasi 2% 

 

 

Gambar IV.8. Kurva pertumbuhan isolat BO 14 pada media  

  NB dengan konsentrasi 3% 
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IV.2. Pembahasan 

IV.2.1. Karakteristik Bakteri dari Tanah Bengkel Pendegradasi Senyawa 

Hidrokarbon pada Limbah Oli       

 

Isolasi dan pemurnian bakteri pendegradasi hidrokarbon menggunakan media 

Nutrient Agar (NA) dengan tambahan oli diperoleh sebanyak 15 isolat, berdasarkan 

pengamatan morfologi semua isolat memiliki ciri morfologi bentuk koloni tidak 

beraturan, bulat dan titik,  warna koloni putih dan kekuningan, tepian koloni rata dan 

bergelombang, elevasi koloni cembung, timbul dan datar, permukaan koloni halus 

(Tabel IV.1.). Menurut Walid et al., (2019) karakteristik pada isolat bakteri yang 

berbeda-beda disebabkan oleh perbedaan lingkungan biotik dan abiotik serta faktor 

tempat tumbuh seperi medium pertumbuhan dan suhu lingkungan. 

Hasil penelitian Marzuki dkk, (2019) diperoleh isolat bakteri yang diisolasi 

dari tanah yang tercemar minyak bumi,  diantaranya isolat bakteri dengan karakter 

morfologi yang berbeda terpilih sebagai bakteri yang berpotensi mendegradasi 

hidrokarbon. Andhini et al., (2018) juga telah mengisolasi isolat bakteri dengan 

karakter yang berbeda yang memiliki kemampuan dalam mendegradasi hidrokarbon 

dari sampel air laut. 

Umumnya genus Pseudomonas memiliki karakteristik koloni bulat dan tidak 

beraturan, warna koloni putih kekuningan, tepian koloni bergerigi dan bergelombang, 

dan elevasi koloni rata, datar dan membukit, hal ini sesuai dengan pernyataan 

Andhini et al., (2018) menyatakan bahwa genus Pseudomonas memiliki koloni 

dengan bentuk yang juga bulat, dengan pinggiran berbentuk gerigi, permukaannya 
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rata dan berwarna putih. Genus Bacillus memiliki karakteristik bentuk koloni bulat 

tidak beraturan, warna putih kekuningan tepian rata dan bergelombang rata dan 

cembung, sesuai dengan pernyataan Larasati, et al.,  (2018) yaitu Bacillus memiliki 

ciri karakteristik bentuk koloni bulat, berwarna putih, krem dan bening, serta 

memiliki elevasi yang cembung dan datar. 

Penambahkan penggunaan bakteri sebagai agens bioremediasi yang berperan 

dalam perombakan bertujuan untuk menghilangkan atau mengubah bahan cemaran 

yang berbahaya menjadi senyawa sederhana yang tidak berbahaya dari bahan-bahan 

alam yang didegradasi seperti tanah, lumpur, air tanah atau air permukaan limbah 

industri yang tercemar minyak bumi. Bakteri secara spesifik menggunakan karbon 

dari hidrokarbon minyak bumi sebagai nutrisi (Wignyanto, 2020). 

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi dan pengujian biokimia 

teridentifikasi bakteri dengan golongan kode isolat BO 1, BO 2 (Bacillus), kode isolat 

BO 3, BO 5, BO 9 (Bacillus), kode isolat BO 4, BO 6 BO 10 (Bacillus), kode isolat 

BO 7 (Bacillus), BO 8 (Bacillus), kode isolat BO 11 (Pseudomonas), BO 12 

(Pseudomonas) dan BO 13 (Pseudomonas). 

Genus Bacillus bisa dalam proses biodegradasi menghasilkan surfaktan 

(Fengycin, Iturin A dan surfactin), surfaktan yang paling kuat adalah Lipopeptide 

siklik surfactin. Mekanisme biodegradasi hidrokarbon oleh Bacillus adalah dengan 

menggunakan hidrokarbon sebagai sumber karbon dan energi. Proses ini akan 

menghasilkan CO2, H2O dan biomassa sel, selama proses berlangsung bakteri akan 

mengeluarkan metabolit-metabolit kedalam media berupa asam, surfaktan dan gas 
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yang dapat menurunkan pH dan tegangan media yang menyebabkan minyak 

terdispersi. Bakteri selanjutnya memproduksi enzim yang dapat mendegradasi 

hidrokarbon tersebut dengan cara mengeksploitasi kebutuhan energi. Selama 

pertumbuhan bakteri akan mengeluarkan  enzim yang bergabung dengan substansi 

membentuk senyawa kompleks kemudian terurai membentuk produk lain. Tingkat 

kemudahan degradasi tergantung pada panjang rantai hidrokarbon (Gultom, 2019) 

Hasil penelitian Shaumi (2018), diperoleh beberapa isolat dari genus bacillus, 

degradasi tertinggi dengan konsentrasi 1% dan 3% ditunjukkan oleh Bacillus cereus 

dan untuk konsentrasi 2% ditunjukkan oleh Bacillus sp.  Menurut  Sayuti et al., (2022) 

Bacillus cereus juga mampu mendegradasi hidrokarbon pada tiga kondisi salinitas 

yang berbeda dilihat dari persentase TPH terdegradasi selama waktu inkubasi 15 hari 

sebanyak 24,9% dalam medium dengan kadar salinitas 0,3, 23,4% dalam medium 

dengan kadar salinitas 9,4, dan 21% dalam medium dengan kadar salinitas 19,6. 

Hasil penelitian Novianty et al., (2020) menyatakan bahwa hidrokarbon crude 

oil dapat didegradasi oleh Pseudomonas sp. selama waktu inkubasi 16 hari dengan 

persentasi 52,20% adalah bakteri paling unggul jika dibandingkan dengan isolat 

lainnya. Genus Pseudomonas adalah bakteri gram negatif yang berbentuk batang. 

Pseudomonas biasanya hidup di tanah dan air, bakteri ini mampu mendegradasi 

hidrokarbon polisiklik aromati. dan memanfaatkan sumber karbon sebagai energi dan 

pertumbuhan mampu menggunakan respirasi aerob dan anaerob dan mampu tumbuh 

dalam nutrient yang sedikit (Wayoi, 2018). 
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Masing-masing isolat bakteri Bacillus dan Pseudomonas memiliki resistensi 

yang berbeda-beda terhadap logam berat yang diujikan. Salah satu mekanisme 

resistensi terhadap logam berat yang dimiliki genus Bacillus cereus dan 

Pseudomonas putida adalah biosorpsi. Kemampuan biosorpsi bakteri Bacillus cereus 

dan Pseudomonas putida karena adanya eksopolisakarida berupa alginat yang 

mengandung gugus karboksil sebagai tempat pengikatan logam berat. Hampir semua 

mekanisme resistensi bakteri dikode di dalam plasmid dan transposon. Plasmid 

merupakan molekul DNA di luar kromosom yang membawa beberapa gen. 

Sedangkan transposon adalah fragmen DNA (gen) yang mampu melepaskan diri 

berpindah pada bagian lain genom suatu organisme dan hal itu memungkinkan 

transfer gen atau mutasi spontan yang menyebabkan bakteri resisten terhadap logam. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri B.cereus dan P.putida mampu menyerap 

logam berat (Fe, Cu dan Zn) dalam tanah tercemar minyak bumi sehingga 

menurunkan konsentrasi logam (Fe, Cu dan Zn) di dalam semua media perlakuan 

(Lailiya, 2021). 

Berdasarkan hasil uji katalase kedua isolat yaitu BO 13 dan BO 14 

menunjukkan hasil uji positif adanya gelembung oksigen. Bakteri katalase akan 

memecahkan hidrogen peroksida  (H2O2) menjadi H2O dan O2 dimana parameter 

yang menunjukkan adanya aktivitas katalase tersebut adalah munculnya gelembung-

gelembung udara (Susana, 2017). Uji katalase positif isolat bakteri ditandai dengan 

gelembung-gelembung oksigen yang menbunjukkan bahwa organisme yang 
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bersangkutan menghasilkan enzim katalase yang mengubah hidrogen peroksida 

menjadi air dan oksigen. 

Hasil uji Sulfat Indol Motility (SIM) isolat BO 13 menunjukkan hasil uji 

negatif karena karena pertumbuhan bakteri hanya terjadi di sekitar tusukan dan tidak 

terbentuknya lapisan (cincin) berwarna merah muda pada permukaan media karena 

bakteri ini tidak membentuk indol dari triptophan sebagai sumber karbon dan dapat 

diketahui dengan menambahkan larutan kovaks. Sedangkan isolat BO 14 

menunjukkan hasil uji positif karena terlihat pertumbuhan bakteri yang menyebar 

pada media yang artinya bakteri ini bergerak (motil) (Gultom, 2019). 

Hasil uji urease BO 13 dan BO 14 menunjukan hasil negatif hal ini ditandai 

dengan tidak terjadinya perubahan warna media merah-jingga menjadi merah-ungu 

yang artinya bakteri ini tidak memiliki enzim urease untuk menghidrolisis urea 

menjadi ammonium dan CO2. 

Pengujian biokimia menunjukkan sifat metabolisme dari bakteri. Hal ini 

menjadi dasar identifikasi pada bakteri. Hasil identifikasi bakteri dapat dilihat pada 

Tabel IV.4. 
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Tabel IV.4. Karakteristik dan Uji Biokimia Bakteri Pendegradasi Hidrokarbon. 

Karakteristik Pseudomonas (BO 11)   Pseudomonas (BO 12)   Pseudomonas (BO 13)    

Gram - - - - - - 

Bentuk Sel Batang Batang Batang Batang Batang Batang 

Warna Putih-kekuningan Putih Putih-kekuningan Putih Putih-kekuningan Putih 

Bentuk 
    

 
 

Koloni Bulat 
Tidak-  

beraturan 
Bulat 

Tidak 

beraturan 
Bulat Bulat 

Tepian Bergerigi Bergelombang Bergerigi Bergelombang Bergerigi Bergelombang 

Elevasi Datar Rata Datar Membukit Datar Rata 

SIM + + - - - - 

Urease - - + + - - 

TSIA 
    

 
 

Glukosa - - - - - - 

Laktosa - - - - - - 

Sukrosa - - - - - - 

Gas - - - - - - 

H2S - - - - - - 

Katalase + + + + + + 

Endospora - - - - - - 

  

Sudrajat, (2015) 

Mujahid, (2015) 

Hasyimuddin, 

(2016)   

Sudrajat, (2015) 

Mujahid, (2015) 

Hasyimuddin, 

(2016)   

Sudrajat, (2015) 

Mujahid, (2015) 

Hasyimuddin, 

(2016)   
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Karakteristik Bacillus 
(BO 1, BO 

2)   
Bacillus 

(BO 3, BO 5,                  

BO 9)                          
Bacillus 

(BO 4, BO 6,                 

BO 10)                        

Gram + + + + + + 

Bentuk Sel Batang Batang Batang Batang Batang Batang 

Warna Putih 
Putih-

kekuningan 
Kuning 

Putih-   

kekuningan 
Kuning 

Putih-

kekuningan 

Bentuk 
      

Koloni Bulat 
Bulat-Tidak 

beraturan 
Tidak beraturan Bulat-Titik-titik Bulat 

Bulat-Tidak 

beraturan 

Tepian Rata Rata Bergerigi 
Rata-

Bergelombang 
Rata 

Rata-

Bergelombang 

Elevasi Cembung 
Rata-  

Cembung 
Cembung Rata-Cembung Cembung Cembung-Datar 

SIM 
 

- 

 

- + + 

Urease 
 

+ - - 

 

+ 

TSIA 
  

 
 

 
 

Glukosa - - - - + + 

Laktosa - - - - - - 

Sukrosa - - - - - - 

Gas 
 

- 
 

- 

 

+ 

H2S - - - - - - 

Katalase + + + + + + 

Endospora + + + + + + 

  

Ganjar, (2018) 

Sudrajat, (2015) 

Lima (2020) 

Hasyimuddin, 

2016)   

Ganjar, (2018) 

Sudrajat, (2015) 

Lima (2020) 

Hasyimuddin, 2016) 
  

Ganjar, (2018) 

Sudrajat, (2015) 

Lima (2020) 

Hasyimuddin, 

2016)   
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Karakteristik Bacillus (BO 7)                        Bacillus (BO 8)             Bacillus (BO 14, BO 15)              

Gram + + + + + + 

Bentuk Sel Batang Batang Batang Batang Batang Batang 

Warna Putih Putih Putih Putih Putih Putih 

Bentuk 
      

Koloni 
Tidak 

beraturan 

Tidak 

beraturan 
Bulat Bulat 

Tidak 

beraturan 

Tidak        

beraturan 

Tepian Rata Rata Rata Rata Bergerigi Bergelombang 

Elevasi Cembung Cembung 

 

Cembung Cembung Cembung 

SIM + + + + + + 

Urease - - 

 

+ - - 

TSIA 

 
 

 
 

 
 

Glukosa - - - - + + 

Laktosa - - - - - - 

Sukrosa - - - - - - 

Gas 

 

- 

 

- 

 

+ 

H2S - - - - - - 

Katalase + + + + + + 

Endospora + + + + + + 

  

Ganjar, (2014) 

Sudrajat, 

(2015) Lima 

(2020) 

Hasyimuddin, 

2016)   

Ganjar, (2014) 

Sudrajat, 

(2015) Lima 

(2020) 

Hasyimuddin, 

2016)   

Ganjar, (2014) 

Sudrajat, 

(2015) Lima 

(2020) 

Hasyimuddin, 

2016)   
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IV.2.2. Uji Potensi Bakteri dari Tanah Bengkel dalam Mendegradasi Senyawa 

             Hidrokarbon pada Limbah Oli 

 

Bakteri yang diperoleh dari hasil isolasi selanjutnya dilakukan pengujian 

kemampuan bakteri dalam mendegradasi hidrokarbon. Kurva pertumbuhan bakteri 

digunakan untuk melihat aktifitas bakteri dalam mendegradasi hidrokarbon selama 

pengujian. Metode yang digunakan dalam pengukurannya menggunakan 

spektrofotometer UV dengan panjang gelombang 540 nm. Pengukuran dilakukan 

setiap hari selama 7 hari masa inkubasi, adanya perubahan kekeruhan dan aktivitas 

pada media uji menandakan terjadinya degradasi hidrokarbon dan penggunaan 

sumber karbon oleh bakteri.  

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi isolat bakteri untuk pengujian 

dipilih berdasarkan ukuran besar koloni, dari 15 isolat yang ada bakteri dengan kode 

isolat BO 13 dan isolat BO 14 terpilih sebagai isolat yang akan dilakukan pengujian 

potensinya dalam uji degradasi. Kurva pertumbuhan isolat BO 13 dengan konsentrasi 

oli 1% (Gambar IV.3.) menunjukkan fase lag terjadi pada hari ke 0-48 jam masa 

inkubasi, kemudian fase eksponensial terjadi pada jam 48-120 jam, dan fase stasioner 

terjadi pada 144  jam kemudian fase kematian terjadi pada jam 168. 

Kurva pertumbuhan BO 13 dengan konsentrasi oli 2% (Gambar IV.4.) fase 

lag dan fase eksponensial terjadi pada hari ke 0-24 jam, fase stasioner terjadi pada 24-

48 jam, kemudian pertumbuhan bakteri terjadi naik dan turun. Perbedaan waktu 
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generasi tergantung pada komponen penyusun media kultur, semakin kompleks 

medium pertumbuhan semakin lama waktu generasi dibutuhkan.  

Kurva pertumbuhan isolat BO 13 3% (Gambar IV.5.) fase lag dan 

eksponensial terjadi pada hari ke 0-24 jam, fase stasioner pada 24-48 jam, dan tidak 

terjadi fase kematian karena nutrisi pada media masih tersedia sehingga bakteri masih 

dapat tumbuh dengan baik. Menurut Sari et al., (2021), kenaikan nilai absorbansi 

menunjukkan bakteri dalam fase eksponensial. Penambahan jumlah bakteri 

menunjukkan bakteri dapat memenuhi nutrisi dan memanfaatkan substrat yang ada. 

Kurva pertumbuhan isolat BO 14 1% (Gambar IV.6.)  fase lag terjadi pada 

hari ke 0, kemudian dilanjutkan dengan fase eksponensial pada jam 0-24 jam, fase 

stasioner terjadi pada 24 jam masa inkubasi, kemudian bakteri mengalami penurunan 

pertumbuhan dari 24-144 jam masa inkubasi. Menurut Puspitasari et al., (2020), 

penurunan jumlah bakteri pada akhir masa inkubasi menunjukkan bahwa kandungan 

nutrisi dalam media mulai berkurang, diantaranya adalah mutrient N dan P sebagai 

nutrisi untuk pertumbuhan bakteri.  

Penurunan jumlah nilai absorbansi pada masa inkubasi disebabkan oleh 

terjadinya akumulasi bahan bereacun (toxic) pada  medium pertumbuhan yang 

menyebabkan terhambatnya pertumbuhan bakteri, hal lain yang menjadi penyebab 

turunnya nilai absorbansi adalah penurunan jumlah atau kandungan nutrien dalam 

medium sehingga jumlahnya menjadi terbatas ( Nurcahyati et al., 2019). 

  Kurva pertumbuhan isolat BO 14 2% (Gambar IV.7.) menunjukkan fase lag 

terjadi pada hari ke 0-24 jam dan fase eksponensial terjadi pada masa inkubasi 24 jam 
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kemudian fase stasioner pada 48 jam masa inkubasi, pada kasus ini isolat belum 

mengalami fase kematian karena disebabkan oleh masih terdapatnya sumber nutrisi 

pada media. 

Kurva pertumbuhan isolat BO 14 3% (Gambar IV.8.) fase lag terjadi pada hari 

ke 0, fase eksponensial terjadi pada 0-24 jam masa inkubasi, fase stasioner terjadi 

pada 72 jam, kemudian bakteri mengalami penurunan pertumbuhan bakteri, hingga 

akhirnya tumbuh lagi pada hari terakhir masa inkubasi. Meningkat kenaikan nilai 

absorbansi pada hari ke 7 disebabkan oleh adanya bakteri yang masih hidup, yang 

menandakan bahwa bakteri memiliki masa pertumbuhan yang lama (Safitriani et al., 

2017).  

Bakteri mampu beradaptasi pada lingkungan yang tercemar hidrokarbon 

dengan beberapa cara, yaitu pembentukan bagian hidrofobik pada dinding sel 

sehingga meningkatkan afinitas sel terhadap hidrokarbon, menghasilkan surfaktan 

ektraselular yang dapat meningkatkan kelarutan hidrokarbon dan dapat melakukan 

modifikasi intraselular membran sitoplasmik yang berguna untuk mengurangi 

toksisitas hidrokarbon terhadap bakteri (Novianty et al., 2020). 

Kemampuan bakteri menghasilkan enzim yang mampu memecah senyawa 

organik komplek menjadi senyawa yang lebih sederhana. Enzim monoksigenase dan 

enzim dioksigenase yang dihasilkan oleh bakteri mampu membuka rantai ikatan 

karbon pada cincin aromatik dan menghasilkan alkohol primer. Enzim diogsigenase 

mampu mendegradasi PAH menjadi cis-dihidrodiol, molekul-molekul ini selanjutnya 
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akan digunakan oleh bakteri sebagai sumber nutrisi untuk pertumbuhan dan energi 

(Puspitasari et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

BAB V 

PENUTUP 

V.1. Kesimpulan 

1. Berdasarkan hasil isolasi bakteri pendegradasi limbah oli dari tanah bengkel 

diperoleh 15 isolat bakteri, yaitu BO 1, BO 2, BO 3, BO 4, BO 5, BO 6, BO 7, 

BO 8, BO 9, BO 10, BO 14 dan BO 15 yang teridentifikasi dari genus 

Bacillus dan isolat BO 11, BO 12 dan BO 13 teridentifikasi dari genus 

Pseudomonas. Karakteristik isolat bakteri pendegradasi limbah oli sel 

berbentuk batang terdiri dari Gram positif dan negatif, bentuk morfologi 

koloni berbentuk bulat dan tidak beraturan, tepian koloni bergerigi dan 

bergelombang, elevasi koloni rata dan membukit, warna koloni putih dan 

kekuningan. Hasil identifikasi kedua isolat pendegradasi limbah oli yaitu 

isolat BO 13 merupakan genus Pseudomonas dan isolat BO 14 merupakan 

genus Bacillus.  

2. Hasil uji potensi bakteri pendegradasi hidrokarbon adalah isolat BO 13 

memiliki pertumbuhan paling baik pada media Nutrient Broth dengan 

konsentrasi 1% pada hari ke lima dengan nilai absorbansi tertinggi 1.650. 

Isolat BO 14 pertumbuhan terbaik pada media Nutrient Broth dengan 

konsentrasi 3% dengan nilai absorbansi tertinggi 1.396 pada hari ke dua.   
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V.2. Saran 

Diharapkan kepada penelitian lanjutan untuk melakukan optimasi pertumbuhan 

bakteri pendegradasi dari hidrokarbon untuk mendapatkan kemampuan degradasi 

yang lebih baik. 
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Lampiran 2. Surat Izin Penelitian 
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Lampiran 3. Isolasi Bakteri 

 

  

Isolasi bakteri 

 

 

Bakteri dari tanah bengkel 
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Lampiran 4. Seleksi Bakteri 

 

  

Seleksi bakteri 

 

 

Isolat bakteri tanah bengkel 
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Lampiran 5. Hasil Uji Biokimia 

  

Uji TSIA     Uji SIM 

 

   

 Uji Urease      Uji Katalase 
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Lampiran 6. Uji Kemampuan Bakteri dalam Mendegradasi Hidrokarbon 

 

  

Penyiapan suspensi uji potensi    Media NB 100 mL 

 

 

Pengukuran absorbansi 
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Lampiran 7. Daftar Alat dan Bahan Penelitian 

 

Cawan petri 

 

Tabung reaksi 

 

Erlenmeyer 

 

Pipet volumetrik 

 

Inkubator 

 

Mikroskop 

 

Spektrofotometer 

 

Timbangan analitik 

 

Autoklaf 
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Vortex 

 

Hot plate 

 

Freezer 

 

Spatula 

 

Kaca benda 

 

Jarum ose 

 

pH meter 

 

Pembakar spritus 

 

Media Nutrient Broth 
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Media Nutrient Agar 

 

Media TSIA 

 

Media SIM 

 

Media Urea Base Agar 

 

H2O2 

 

Kristal violet 

 

Larutan Iodium 

 

Safranin 

 

NaCl 
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Oli Bekas 

 

Aquadest 

 

Alkohol 
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Lampiran  8. Harga Alat dan Bahan penelitian 

Banyaknya Alat/Bahan Harga Jumlah Harga 

16,74 gram Media Nutrient Agar Rp.5.000 Rp.83.7000 

21,2 gram Media Nutrient Broth Rp.5.000 Rp.106.000 

4,85 gram Media TSIA Rp.5.000 Rp.24.250 

3,63 gram Media SIM Rp.5.000 Rp.18.150 

63 ml NaCl Fisiologis Rp.100 Rp. 6.300 

27 ml NaCl Fisiologis Rp.100 Rp.2.900 

6 gram Media TSIA Rp.6.000 Rp.36.000 

15 ml H2O2 Rp.3.000 Rp.45.000 

15 ml Melachite Green Rp.3.000 Rp.45.000 

15 ml Safranin Rp.2.000 Rp.30.000 

15 ml Kristal Violet Rp.2.000 Rp.30.000 

15 ml Lugol Rp.3.000 Rp.45.000 

15 ml Safranin Rp.2.000 Rp.30.000 

Jumlah : Rp. 502.300 
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