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Abstrak

Bintan dikenal sebagai wilayah dengan kawasan hutan mangrove yang luas, hamun berpotensi
mengalami cemaran minyak karena letaknya yang berbatasan dengan jalur perairan internasional. Bakteri
indigen pendegradasi minyak memainkan peranan penting dalam proses bioremediasi tumpahan minyak di
lingkungan. Penelitian ini bertujuan mengeksplorasi bakteri indigen dari sedimen mangrove Bintan yang
memiliki kemampuan mendegradasi minyak mentah dan polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH). Sampel
sedimen mangrove diambil pada bulan Maret 2018, dari empat jenis tumbuhan mangrove yang berbeda,
yaitu Rhizopora apiculata, Xylocarpus granatum, Ceriops tagals dan Lumlitzera littorea. Isolasi bakteri
pendegradasi minyak dilakukan menggunakan media pengayaan melalui penambahan crude oil ALCO.
Sebanyak 45 isolat bakteri pendegradasi minyak berhasil diisolasi dari sedimen mangrove. Melalui tes
degradasi dengan metode sublimasi, sebanyak 13 isolat bakteri diketahui juga menunjukkan kemampuan
mendegradasi PAH dengan jenis yang berbeda, diantaranya phenanthrene, acenaphthene, dibenzothiophene
dan fluorene. Berdasarkan analisis 16s rRNA, 13 isolat bakteri diidentifikasi berasal dari enam genus, yaitu
Rhodococcus, Bacillus, Sphingopyxis, Rhizobium, Mycobacterium, dan Gordonia.

Kata kunci: bakteri pendegradasi minyak, polisiklik aromatik hidrokarbon, sedimen mangrove,
biodegradasi, Bintan

Abstract

Isolation of Crude Oil and Polycyclic Aromatic Hydrocarbon-Degrading Bacteria from
Mangrove Sediments in Bintan. Bintan is known for its extensive mangrove areas, but it is prone to
pollution from oil spills due to it is close to the international shipping lane. Indigenous bacteria plays
important roles in bioremediation of oil spills in the natural environment. This research aims to explore
indigenous bacteria from Bintan’s mangrove sediments which may have ability to degrade crude oil and
polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH). The mangrove sediment samples were taken in March 2018 from
the sediments near four different mangrove plant species, i.e. Rhizophora apiculata, Xylocarpus granatum,
Ceriops tagal and Lumnitzera littorea. Isolation of oil degrading bacteria was carried out using enrichment
media supplemented with crude oil ALCO. A total of 45 strains of oil degrading bacteria were successfully
isolated from the sediment samples. By using sublimation method, 13 bacterial isolates showed the ability to
degrade various PAHSs, including phenanthrene, acenaphthene, dibenzothiophene and fluorene. Sequencing
analysis of 16s rRNA genes confirmed that the 13 isolated bacteria belong to the genera Rhodococcus,
Bacillus, Sphingopyxis, Rhizobium, Mycobacterium, and Gordonia.

Keywords: oil degrading bacteria, polycyclic aromatic hydrocarbon, mangrove sediments, biodegradation,
Bintan
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Pendahuluan

Minyak bumi sebagai sumber utama
senyawa hidrokarbon merupakan campuran dari
berbagai senyawa diantaranya hidrokarbon jenuh,
aromatik  hidrokarbon, resin dan aspalten
(Barnum, 2005; Head et al., 2006). PAH atau
polisiklik aromatik hidrokarbon merupakan salah
satu jenis senyawa hidrokarbon yang terdiri dari
dua atau lebih cincin benzena. PAH bersifat
toksik, mutagenik, dan beberapa senyawa
antaranya juga bersifat karsinogen terhadap
manusia. Selain itu, senyawa ini juga cenderung
recalsitrant atau sulit didegradasi dalam waktu
yang singkat (Kanaly & Harayama, 2000).

Ekosistem mangrove berada pada lahan
basah di daerah intertidal dan memiliki peranan
penting dalam sistem estuari dan pesisir.
Ekosistem mangrove didukung oleh biodiversitas
bakteri yang tinggi dan berperan dalam berbagai
siklus nutrien. Di samping itu, mangrove juga
rentan terhadap pengaruh antropogenik yang
tinggi, seperti tumpahan minyak. Kabupaten
Bintan memiliki luasan dan kelimpahan mangrove
yang cukup tinggi, diantaranya Xylocarpus
granatum dan Rhizopora apiculata termasuk
spesies mangrove dominan di wilayah tersebut
(Dharmawan & Ulumudin, 2014). Ancaman
terhadap ekosistem mangrove di wilayah Bintan
berasal dari  tekanan  antropogenik  dan
pencemaran minyak di pesisir Bintan yang terjadi
hampir setiap tahun pada musim-musim tertentu
(Komisi VII DPR RI, 2018; Rizgan, 2019; Sulma
et al., 2019). Pencemaran minyak di ekosistem
pesisir merupakan masalah lingkungan yang
sangat erat kaitannya dengan aktivitas transportasi
kapal, distribusi minyak oleh kapal tanker,
kebocoran minyak akibat penggunaan bahan
bakar minyak dan juga proses kilang minyak.

Penggunaan teknik bioremediasi untuk
mengatasi pencemaran minyak  dengan
memanfaatkan  mikroorganisme  pendegradasi
minyak dan turunannya, baik dengan metode
biostimulasi maupun bioaugmentasi dinilai lebih
efektif dan telah banyak dilaporkan (Darmayati &
Afianti, 2018; Darmayati et al., 2015; Roy et al.,
2014). Mikroorganisme memiliki peranan penting
dalam mendegradasi senyawa hidrokarbon secara
sempurna, yaitu dengan memanfaatkan senyawa
hidrokarbon dari minyak mentah secara
keseluruhan ataupun sebagian untuk proses
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metabolismenya. Bakteri memiliki gen pengkode
enzim oksigenase yang berperan dalam
mendegradasi senyawa hidrokarbon. Beberapa
penelitian telah melaporkan mengenai komunitas
bakteri pendegradasi hidrokarbon pada berbagai
lingkungan, termasuk sedimen  mangrove.
Dominasi  Alteromonadales,  Burkholderiales,
Pseudomonadales, Rhodobacterales
and Rhodocyclales  diperolen  dari  sedimen
mangrove di Guanabara Bay, Brazil (Marcial
Gomes et al., 2008), kelompok Actinobacteria dan
Bacteriodes dominan di hutan mangrove Florida
(lkenaga et al., 2010), sedangkan Pseudomonas
dan Burkholderia dari sedimen mangrove di
Okinawa, Jepang menunjukkan dominansinya
sebagai bakteri pendegradasi minyak (Bacosa et
al.,, 2013). Dominansi bakteri pendegradasi
minyak yang berbeda-beda di setiap kawasan
menunjukkan bahwa agen pendegradasi minyak
yang langsung diisolasi dari habitat asalnya
(bakteri indigenous) dapat mempercepat periode
bioremediasi.

Pada penelitian ini, dilakukan isolasi bakteri
pendegradasi minyak dari sedimen di ekosistem
mangrove Bintan. Uji kemampuan isolat bakteri
juga dilakukan untuk mengetahui potensinya
mendegradasi senyawa toksik polisiklik aromatik
hidrokarbon. lIdentifikasi isolat bakteri dilakukan
berdasarkan karakterisasi morfologi dan analisis
sekuens gen 16s rRNA.

Metodologi

Pengambilan Sampel Sedimen

Pengambilan sampel dilakukan pada bulan
Maret 2018 di hutan mangrove Kabupaten Bintan,
Provinsi Kepulauan Riau. Sampel sedimen
mangrove diambil dari empat spesies mangrove
berbeda, yaitu Rhizopora apiculata, Xylocarpus
granatum, Ceriops tagals dan Lumlitzera littorea
yang terletak di daerah Lagoi dan Kawal,
berdasarkan spesies mangrove dominan pada zona
tersebut. Peta lokasi pengambilan sampel sedimen
ditunjukkan pada Gambar 1. Pada masing-masing
zona, sampel sedimen diambil menggunakan pipa
dari tiga titik kemudian dihomogenisasi dan
dimasukkan secara aseptik ke dalam Falcon tube
15 ml. Sampel disimpan dalam ice box untuk
selanjutnya dilakukan analisis di laboratorium.
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Gambar 1. Peta lokasi pengambilan sampel.
Figure 1. Map of sampling sites.

Isolasi bakteri pendegradasi minyak

Isolasi bakteri pendegradasi minyak dari
sedimen mangrove dilakukan melalui metode
pengayaan dengan menggunakan media mineral
medium (4,5 g K:HPO4; 0,2 g MgS04.7H20; 0,1 g
CaCl; 0,1 g NaCl; 0,002 g FeCls; 01 ¢
(NH4)2SOq4; 1 L aquades) yang mengandung 1%
crude oil ALCO (Arabian Light Crude Qil). Tiga
gram sedimen mangrove dari masing-masing
sampel komposit dimasukkan ke dalam 30 ml
mineral medium dan 1% (v/v) ALCO dalam
Erlenmeyer 100 ml. Sampel diinkubasi pada suhu
ruang dengan agitasi 120 rpm dan suhu 27°C.
Setiap 2 minggu, 3 ml kultur supernatan ditransfer
ke 27 ml media mineral medium baru dengan
tambahan 1% ALCO. Untuk memperoleh
konsorsium bakteri pendegradasi minyak yang
stabil, pengayaan dilakukan berulang selama 3
bulan.

Bakteri pendegradasi minyak didapatkan
melalui teknik spread plate dengan menginokulasi
0,1 ml aliqguot pada media ONR7 padat
mengandung 75 pl ALCO steril. Selanjutnya,
cawan diinkubasi pada suhu 27°C hingga
terbentuk zona bening. Koloni bakteri yang
membentuk zona bening diisolasi, dimurnikan dan
disubkultur pada media MA miring sebagai kultur
stok. ldentifikasi dasar dilakukan berdasarkan
karakterisasi morfologi koloni, sel dan pewarnaan
Gram.

Penapisan bakteri pendegradasi PAH
Penapisan kemampuan bakteri
pendegradasi PAH untuk mendapatkan bakteri
potensial dilakukan dengan metode sublimasi
(Alley & Brown, 2000) menggunakan media

ONR7 agar. Lima jenis PAH yang diuji yaitu
dibenzotiofen, fenantrena, fluorene, acenaphthene
dan naftalena. Isolat bakteri yang memiliki
kemampuan mendegradasi PAH pada tes
sublimasi akan menunjukkan salah satu indikator
yaitu perubahan warna media dan/atau zona

bening di sekitar

isolat.

Tabel 1. Kondisi uji degradasi PAH dengan
metode sublimasi.
Table 1. Condition for PAH degradation by
sublimation methods.

pa_[Temersure] | e
Dibenzothiophene 100 5
Phenanthrene 100 5
Fluorene 100 5
Acenaphthene 60 10
Naphtalene 75 1

Media yang telah diinokulasikan bakteri
diletakkan di atas cawan yang berisi serbuk
polisiklik aromatik hidrokarbon yang disublimasi
untuk menangkap gas dari proses penguapan
polisiklik aromatik hidrokarbon, sesuai dengan
kondisi pada Tabel 1. Sampel diinkubasi pada
suhu 27°C sekitar dua minggu hingga muncul
zona bening atau terjadi perubahan warna pada
media. Perlakuan diulang sebanyak dua kali.

Identifikasi bakteri

Isolat  bakteri  diidentifikasi  dengan
menggunakan analisis sekuensing gen 16s rRNA.
Ekstraksi total DNA bakteri dari kultur cair
dilakukan dengan menggunakan metode ekstraksi
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DNA yang dimodifikasi. Sebanyak 2 ml sampel
dipresipitasi selnya dan dibilas menggunakan 50
mM EDTA. Pelet sel ditambahkan dengan 200 pl
bufer lisis (20% sukrosa, 10 mg/ml lisozim) dan
diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C. Pada
suspensi ditambahkan 200 pl SDS 20% kemudian
diinkubasi pada 56°C selama 1 jam. Kloroform
sebanyak 250 pl ditambahkan ke dalam suspensi,
kemudian divortex dan disentrifugasi pada
13.000g selama 1 menit. Supernatan diambil dan
ditambah 1 kali volume isopropanol, divortex
kemudian disentrifugasi pada 12.000g selama 5
menit pada 4°C. Supernatan dibuang dan
dilakukan pencucian pelet dengan menggunakan
200 pl etanol 70%. Selanjutnya sampel
disentrifugasi pada 13.000 rpm selama 1 menit.
Supernatan dibuang dan tube dibiarkan hingga
kering. Pada pelet DNA ditambahkan 50 pl TE
buffer. Ekstrak DNA disimpan pada suhu -20°C.

DNA vyang telah diekstraksi dari sampel
digunakan sebagai cetakan (template) dalam
proses amplifikasi gen 16s rRNA yang berukuran
sekitar 1400 pb menggunakan pasangan primer
27F (5>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan
1429R  (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3”). Proses PCR dilakukan dengan volume reaksi
25 uL terdiri atas 12,5 pLL DreamTaq Green PCR
Master Mix, 1 uM primer reverse dan forward, 2
uL template DNA dan 9,5 pL ddH.O. Kondisi
PCR diatur dengan kondisi suhu denaturasi awal
96°C selama 1 menit, dilanjutkan dengan 30 siklus
suhu denaturasi 96°C selama 1 menit, suhu
annealing 55°C selama 30 detik dan elongasi pada
suhu 72°C selama 30 detik. Setelah itu,
dilanjutkan dengan tahap elongasi akhir pada suhu
72°C selama 1,5 menit dan penyimpanan pada
suhu 4°C. Produk amplifikasi fragmen 16s rRNA
dikirim ke penyedia jasa Macrogen Singapura
untuk dilakukan sekuensing. Hasil sekuensing
dianalisis menggunakan BLAST untuk menguji
kemiripan sekuens isolat dengan sekuens pada
database genebank NCBI. Sekuens bakteri hasil
BLAST dilakukan proses Multiple Sequence
Alignment  (MSA) menggunakan  aplikasi
ClustalX. Konstruksi pohon filogenetik dibuat
dengan  software  Mega-X  menggunakan
neighbour joining (Saitou & Nei, 1987) dan
1000x bootstrap.
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Hasil

Isolasi bakteri pendegradasi minyak dan PAH

Bakteri pendegradasi minyak diisolasi dari
sampel sedimen mangrove dengan jenis yang
berbeda, yaitu Rhizopora apiculata, Xylocarpus
granatum, Ceriops tagals dan Lumlitzera littorea.
Pemilihan jenis mangrove didasarkan pada spesies
dominan di lokasi penelitian. Sedimen mangrove
diisolasi bakteri pendegradasi minyaknya dengan
menggunakan metode pengayaan medium melalui
penambahan minyak mentah ALCO. Empat puluh
lima strain bakteri berhasil diisolasi dari empat
jenis sedimen mangrove yang berbeda sesuai
dengan Tabel 2. Seluruh isolat bakteri memiliki
kemampuan mendegradasi minyak yang ditandai
dengan adanya zona bening di sekitar koloni pada
media padat mengandung minyak mentah. Isolat
bakteri pendegradasi minyak terbanyak ditemukan
pada sedimen mangrove Lumlitzera littorea, yaitu
15 isolat bakteri.

Isolat bakteri pendegradasi minyak ini diuji
pula kemampuannya dalam  mendegradasi
senyawa toksik PAH, sebanyak 13 isolat bakteri
mampu mendegradasi  beberapa jenis PAH
berdasarkan hasil positif uji degradasi PAH
dengan metode sublimasi (Tabel 3). Dari
ketigabelas isolat tersebut, enam isolat bakteri
mampu mendegradasi acenaphthene, enam isolat
mampu mendegradasi fenantrena, delapan mampu
mendegradasi dibenzotiofen dan enam mampu
mendegradasi fluorena. Sementara itu, tidak ada
satupun isolat bakteri yang mampu mendegradasi
naftalena. Kemampuan mendegradasi PAH tidak
ditemukan pada isolat bakteri yang diisolasi dari
sedimen mangrove Xylocarpus granatum.

Isolat bakteri pendegradasi fenantrena lebih
banyak diperolen dari sedimen mangrove
Rhizopora apiculata (Tabel 3). lIsolat bakteri
RCO_NS110 dari sedimen mangrove tersebut
menunjukkan diameter zona degradasi fenantrena
paling besar yaitu 12 mm. Bakteri pendegradasi
acenaphthene lebih banyak ditemukan pada
sedimen mangrove Ceriops tagal, salah satunya
adalah isolat bakteri RCO_NS35 yang mampu
menghasilkan zona degradasi paling besar yaitu 6
mm. Bakteri pendegradasi dibenzotiofen dan
fluorena didapatkan merata sekitar 1-3 isolat
bakteri pada ketiga jenis sedimen mangrove.
Seluruh isolat bakteri pendegradasi dibenzotiofen
menunjukkan perubahan warna media di sekitar
koloni bakteri pada tes sublimasi.
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Tabel 2. Perolehan isolat bakteri dari sampel sedimen mangrove.
Table 2. Number of bacterial isolates from mangrove sediments.

Mangrove sediment Sites Station Amo_unt air el . Amou_nt o PAH.'
degrading bacteria degrading bacteria
Rhizopora apiculata Lagoi SPRM1 11 4
Xylocarpus granatum Lagoi SPRM2 7 -
Ceriops tagal Lagoi SPRM3 12 6
Lumlitzera littorea Kawal KWLM3 15 3
Total 45 isolates 13 isolates

Tabel 3. Kemampuan isolat bakteri dalam mendegradasi PAH berdasarkan tes sublimasi.
Table 3. Capability of PAHs degradation by bacterial isolates based on sublimation test.

. Biodegradation capability (mm)
Sediments source Isolate code - -
Acenaphthene | Phenanthrene | Dibenzothiophene | Fluorene

Rhizopora apiculata | RCO_NS14 - 3 3 i,
RCO_NS18 - 6 - 2
RCO_NS110 - 12 4 -
RCO_NS111 - 3 3 -

Ceriops tagal RCO_NS31 - 3 -
RCO_NS34 - - - 2
RCO_NS35 6 - 4 3
RCO_NS37 4 - - -
RCO_NS39 3 - 4 2
RCO_NS312 4 - - -

Lumlitzera littorea | RCO_NK33 4 - - ;
RCO_NK314 - 3 3
RCO_NK317 2 - 4

Note : Biodegradation capability based on diameter of clear zone (CZ) or colour change (CC)

Identifikasi isolat bakteri

Hasil pewarnaan Gram menunjukkan
bahwa pada sedimen mangrove ditemukan lebih
banyak bakteri Gram positif dibandingkan Gram
negatif (Tabel 4). Hasil analisis molekuler dan
konstruksi pohon filogenetik menunjukkan bahwa
ketigabelas isolat bakteri pendegradasi minyak
dan PAH yang didapatkan teridentifikasi dalam
kelompok filum Alphaproteobacteria,
Actinobacteria, dan Firmicute. Berdasarkan
penjajaran dengan database GenBank pada Tabel
5, diperoleh homologi berkisar antara 95-100%

dengan enam genus dan 8 spesies bakteri. Genus
bakteri pendegradasi minyak dan PAH yang
paling banyak didapatkan dari sedimen mangrove
berturut-turut adalah Rhodococcus (empat isolat),
Bacillus (empat isolat), Sphingopyxis (dua isolat),
Rhizobium (satu isolat), Mycobacterium (satu
isolat), dan Gordonia (satu isolat). Konstruksi
pohon filogenetik menunjukkan kekerabatan antar
jenis bakteri (Gambar 2). Angka-angka pada node
menunjukkan  persentase  sampel  bootstrap
(1000x).

159




Afianti, Febrian dan Falahudin

Table 4. Morfologi sel dan koloni isolat bakteri pendegradasi minyak dan PAH.

Tabel 4. Colony and cell morphology of oil and PAH degrading bacteria isolates.

Colony Morphology Cell Morphology
Isolate code . . . Gram
Elevation Margin Colour Size Shape Staining Cell shape
RCO_NS14 convex entire yellowish p?)lir;]t circular - rod
RCO_NS18 convex entire White small circular - rod
RCO_NS110 convex entire Browish small circular + bacilli
RCO_NS111 convex entire deep yellow | medium | circular + bacilli
RCO_NS31 convex entire White medium | circular - rod
RCO_NS34 convex entire White medium | circular + coccus
RCO_NS35 convex irregular White small circular + coccus
RCO_NS37 convex entire Orange medium | circular + diplobacilli
RCO_NS39 convex entire White medium | circular + coccus
RCO_NS312 convex entire White small circular + bacilli
RCO_NK33 convex entire Cream small circular + bacilli
RCO_NK314 umbonate entire White small circular + bacilli
RCO_NK317 convex entire Cream medium | circular + coccus
Tabel 5 Identifikasi molekuler isolat bakteri berdasarkan sekuensing 16s rDNA.
Table 5. Molecular identification of bacterial isolates by 16S rDNA sequencing.
. Sequence | Query .
Isolate code | Accession no. Related species Phyl_o_ger_1et|c fragment | cover ety
affiliation A (%)
(bp) (%)
Sphingopyxis terrae strain .
RCO_NS14 NR113727.1 NBRC 15098 Alphaproteobacteria | 1356 100 98,89
Sphingopyxis terrae strain .
RCO_NS18 MF618306.1 ICM 10195 Alphaproteobacteria | 1357 100 98,90
RCO_NS110 | JN366785.1 | Bacillus licheniformis Firmicutes 1403 100 | 99,72
strain 30C1-1
RCO_NS111 | KY962908.1 Bacillus flexus strain FS-3 | Firmicutes 1394 100 99,78
RCO NS31 | NR116357.1 ;?;fgtgtrf‘lpetm'ea”“m Alphaproteobacteria | 1354 100 | 99,63
RCO_NS34 | NR1526431 | Rhodococcus gannanensis |  iinopacreria 1368 100 | 98,69
- strain M1
RCO_NS35 EU741198.1 Rhodococcus sp. 13663M | Actinobacteria 1378 100 99,20
RCO_NS37 | NRo28734.1 | Gordoniadesulfuricans | » oy s cteria 932 100 | 96,57
- strain 213E
RCO_NS39 EU741198.1 Rhodococcus sp. 13663M | Actinobacteria 1362 100 99,19
RCO_NS312 | NR11899e1 | Bacillus licheniformis | by o 1403 100 | 99,64
strain DSM 13
RCO NK33 | IN3667431 | bacillus licheniformis Firmicutes 1405 100 | 99,57
strain 30N2-2
Mycobacterium sp. . .
RCO_NK314 | KF682204.1 MUSC228T Actinobacteria 1329 100 99,85
RCO_NK317 | NR152643.1 i?;?}olfﬂofcus gannanensis | Actinobacteria 1341 100 | 98,88
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NR152643.1 Rhodococcus gannanensis strain M1
RCO NS34
RCO NS39
RCO NK317
7211 RCO NS35
— NR149271.1 Rhodococeus humicola strain UC33
NR149270.1 Rhodococeus pedocola strain UC12
NR109454 .2 Rhodococcus canchipurensis strain MBRL 353
100 )| NR136860.1 Rhodococeus agglutinans strain CFH 80262
g NR134799.2 Rhodococcus solf strain DSD51W
52 NR042352.1 Rhodococcus friatomae strain IMMIB RIV085
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Gambar 2. Pohon filogeni isolat bakteri berdasarkan analisis daerah 16s rRNA menggunakan metode

NR104984.1 Methanococcus maripaludis strain JJ

Neighbour-Joining (NJ).
Figure 2. Phylogenetic tree of bacterial isolates by analysis of 16s rRNA region using Neighbour-Joining

method.
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Pembahasan

Metode pengayaan dengan penambahan
crude oil pada media mineral medium dipilih
sebagai metode yang digunakan  untuk
mengisolasi bakteri pendegradasi minyak dari
sampel. Alfiansah et al. (2015) menyebutkan
bahwa media diperkaya minyak mentah lebih
efektif untuk mengisolasi bakteri pendegradasi
minyak dibandingkan metode isolasi secara
langsung dari sampel sedimen. Sedimen
mangrove kaya akan bahan organik juga
mengandung biodiversitas bakteri yang tinggi.
Metode isolasi bakteri dengan media pengayaan
akan menyeleksi jenis bakteri yang tumbuh dan
memperkaya jenis bakteri tertentu yang mampu
menggunakan media diperkaya sebagai sumber
karbonnya, dalam hal ini minyak mentah ALCO.
Oleh karenanya, bakteri dominan yang tumbuh
adalah bakteri pendegradasi minyak atau biasa
disebut juga dengan bakteri hidrokarbonoklastik.
Selain itu, pertumbuhan bakteri
hidrokarbonoklastik juga membutuhkan senyawa
makronutrien anorganik seperti nitrogen dan
fosfat untuk mendukung pertumbuhannya (Abioye
et al., 2010; Leys et al., 2005; Ron & Rosenberg,
2014). Sampel sedimen mangrove mengandung
senyawa organik dan anorganik yang tingagi,
sehingga isolasi langsung pada media sintetik
yang tidak menyediakan unsur esensial yang
cukup bagi pertumbuhan dapat menjadi faktor
pembatas pertumbuhan bakteri pendegradasi
minyak. Sedangkan, pada media pengayaan yang
digunakan terkandung unsur nitrogen dan fosfat
dalam bentuk K;HPO,; dan (NH.).SO. sebagai
pendukung pertumbuhan dalam kultur cair.

Dari penelitian ini, diperoleh 45 strain isolat
bakteri pendegradasi minyak yang berbeda
karakteristik morfologi koloni dan selnya. Selain
mampu mendegradasi minyak mentah, sebanyak
28,8% isolat bakteri diantaranya juga memiliki
kemampuan mendegradasi senyawa toksik PAH
yang berbeda. Kelimpahan bakteri pada sedimen
mangrove  didominasi  berturut-turut  oleh
Proteobacteria (47,1-56,3%), Firmicutes (10,5-
13,8%), Actinobacteria (5,4-12,2%),
Bacteroidetes (3,8-11,8%), Chloroflexi (1,3-
5,4%), Cyanobacteria (1,2-3,5%),
Planctomycetes (1,2-3,8%), Acidobacteria (0,0—
2,7%), dan Archaea (0-3,4%) (Andreote et al.,
2012). Isolat bakteri indegenous potensial untuk
bioremediasi yang berhasil diperoleh pada
penelitian ini termasuk dalam 3 filum dominan
tersebut, yaitu Alphaproteobacteria, Firmicutes
dan Actinobacteria. Penelitian Ramsay et al.
(2000) melaporkan bahwa bakteri indigen pada
sedimen mangrove memiliki potensi besar untuk
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mendegradasi senyawa hidrokarbon, dimana
tercatat bakteri pendegradasi alkana dan PAH
meningkat masing-masing mencapai 108 sel/g dan
10% sel/g selama proses bioremediasi di hutan
mangrove.

Bakteri dengan kemampuan mendegradasi
minyak dan PAH paling banyak diisolasi
termasuk dalam filum Actinobacteria. Isolat
RCO_NS35, RCO_NS39 dan RCO_NS317 yang
diidentifikasi berasal dari genus Rhodococcus
memiliki kemampuan mendegradasi jenis PAH
paling banyak yaitu, acenaphthene, dibenzotiofen
dan fluorena. Guo et al. (2005) juga berhasil
mengisolasi bakteri pendegradasi PAH dari Genus
Sphingomonas, Rhodococcus dan Paracoccus dari
sedimen mangrove yang diperkaya PAH. Filum
Actinobacteria lainnya yang berasal dari genus
Mycobacterium juga menunjukkan kemampuan
mendegradasi tiga jenis PAH. Isolat RCO_NK314
yang memiliki kemiripan 99,85% dengan
Mycobacterium sp. MUSC228T juga
menunjukkan  hasil  positif  mendegradasi
fenantrena, dibenzotiofen dan fluorena. Gen
pengkode enzim dioksigenasi telah dideteksi pada
Sphingomonas, Rhodococcus dan Mycobacterium
yang juga diisolasi dari sedimen mangrove (Zhou
et al., 2006). Selain itu, Gordonia desulfuricans
(RCO_NS37) yang pada penelitian ini mampu
menggunakan acenaphthene, juga dilaporkan
dapat menggunakan dibenzotiofen. Anggota
Genus Gordonia seperti G. alkanivorans telah
dimanfaatkan sebagai bakteri eksogen dalam
proses bioremediasi tanah dengan metode biopile.
Pada penelitian tersebut, jumlah bakteri indigen
G. desulfuricans juga meningkat selama perlakuan
(Linetal., 2010).

Terdapat empat isolat bakteri Filum
Firmicutes yang termasuk Genus Bacillus pada
penelitian ini, yaitu satu strain Bacillus flexus dan
tiga strain Bacillus licheniformis. Salah satu strain
B. licheniformis menghasilkan zona degradasi
fenantrena paling besar diantara seluruh isolat
bakteri. Selain B. licheniformis, anggota genus
Bacillus lain seperti B. flexus, B.
amyloliquefaciens, B. firmus, B. Vietnamensis, B.
mojavensis, B. pumilus dan B. subtilis juga
mampu tumbuh, menggunakan serta
mendegradasi fenantrena (Sukhdhane et al., 2017;
Toledo et al., 2006). Bacillus juga diketahui
sebagai bakteri predominan pendegradasi PAH
yang diisolasi dari beberapa daerah di Indonesia,
yaitu Pulau Pari, Pelabuhan Muara Kamal dan
Teluk Cilacap (Yetti et al., 2016).

Proteobacteria merupakan bakteri dominan
pada sedimen mangrove (HuiJie et al., 2011,
Marcial Gomes et al., 2008). Pada penelitian ini
berhasil diisolasi dua spesies bakteri pendegradasi
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minyak dan PAH dari Subfilum
Alphaproteobacteria yang diidentifikasi sebagai
dua strain Sphingopyxis terrae dan satu strain
Rhizobium  petrolearium.  Alphaproteobacteria
dilaporkan lebih berperan mendegradasi PAH
seperti fenantrena dan naftalena dibanding minyak
mentah (Crisafi et al., 2016). Genus Sphingopyxis
sendiri juga diketahui memiliki kemampuan
mendegradasi jenis hidrokarbon lainnya seperti
diesel dan Kkerosin. Keberadaan Sphigopyxis
sangat menyebar pada berbagai lingkungan
diantaranya berhasil diisolasi dari air laut,
sedimen, air limbah dan tanah terkontaminasi
heksaklorosikloheksana (Kertesz & Kawasaki,
2010; Kim et al., 2014; Takeuchi et al., 2001). Hal
ini memungkinkan penggunaan bakteri tersebut
pada proses bioremediasi dengan kondisi
lingkungan yang sangat beragam. Bakteri
Rhizobium sp. yang berasosiasi dengan akar
tanaman dan berperan penting dalam ketersediaan
sumber nitrogen, juga berpotensi dalam
bioremediasi polisiklik aromatik hidrokarbon.
Rhizobium petrolearium dari sedimen lumpur
terkontaminasi minyak diketahui sebagai bakteri
pendegradasi fenantrena (Huang et al., 2016;
Zhang et al., 2012). Selain fenantrena, Rhizobium
petrolearium dapat menggunakan sumber karbon
lain seperti naftalena, fluorena, antrasena, piren,
1-naphthol dan asam gentisat. Isolat RCO_NS31,
kemiripan 99,63% dengan Rhizobium
petrolearium strain  SL-1, menunjukkan hasil
positif dalam mendegradasi fenantrena dan
dibenzotiofen. Terkait dengan sifatnya sebagai
bakteri endofit tanaman, keberadaan isolat bakteri
ini juga berpotensi membantu degradasi PAH
dalam tumbuhan pada proses fitoremediasi oleh
mangrove.

Kesimpulan

Pada penelitian ini berhasil diisolasi 45
isolat bakteri pendegradasi minyak dari empat
jenis sedimen mangrove. Tiga belas isolat
diantaranya merupakan kandidat potensial untuk
bioremediasi karena kemampuannya dalam
mendegradasi polisiklik aromatik hidrokarbon,
yaitu sebanyak enam isolat bakteri mampu
mendegradasi acenaphthene, enam isolat mampu
mendegradasi fenantrena, delapan isolat mampu
mendegradasi dibenzotiofen dan enam isolat
mampu mendegradasi  fluorena. Berdasarkan
analisis 16s rRNA, Kketigabelas isolat bakteri
tersebut berasal dari enam genus, Vyaitu
Rhodococcus, Bacillus, Sphingopyxis, Rhizobium,
Mycaobacterium, dan Gordonia.
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