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ABSTRAK

PEMENCILAN, PENYARINGAN DAN PENCIRIAN BAKTERIA PENGURAI
HIDROKARBON DAN KESAN BIOREMEDIASI MINYAK DIESEL OLEH
KONSORTIA BAKTERIA YANG DIFORMULASIKAN

Masalah pencemaran oleh petroleum semakin berleluasa berikutan peningkatan
dalam permintaan terhadap produk petroleum. Bioremediasi merupakan alternatif
utama dalam menangani masalah yang berlaku. Sebanyak sebelas strain bakteria
pengurai hidrokarbon berjaya dipencilkan dari sampel minyak mentah, enapcemar
tulen dan enapcemar terawat yang diperoleh dari Labuan Crude QOil Terminal. Tujuh
daripada bakteria tersebut merupakan bakteria Gram positif berbentuk rod,
manakala bakinya adalah bakteria Gram negatif berbentuk rod dan kokus. Kesemua
bakteria berupaya menggunakan minyak mentah, diesel dan fenol sebagai sumber
tenaga untuk pertumbuhan. Bioremediasi enapcemar diesel telah dijalankan secara
skala makmal menerusi aplikasi olah tanah dalam masa enam bulan menggunakan
konsortia Dd-6. Konsortia tersebut terdiri daripada Pseudomonas sp. ReCO-Cr2,
Bacillus sp. RAPOS-Crl, Enterobacter cloacae RePOS-W1, Bacillus sp. ReTOS-Cr2,
Pseudomonas sp. ReTOS-Cr3 dan Bacillus sp. ReTOS-Cr4. Profil biodegradasi
menunjukkan konsortia Dd-6 berjaya mendegradasi 95.9% diesel dengan
penurunan TPH dari 11.7% ke 0.5%. Suhu di plot olah tanah berada di antara 26°C
hingga 31°C dengan kelembapan di antara 14.5% hingga 21.5%. Keadaan tanah
berubah dari berasid ke alkali iaitu dari pH 5.52 ke 8.71. Populasi bakteria juga
meningkat iaitu dari 1.71 x 10° CFU/mL hingga 1.31 x 10° CFU/mL. Berdasarkan
analisis GC-MS, didapati komponen hidrokarbon di semua plot semakin berkurang
dengan bertambahnya masa rawatan. Konsortia Dd-6 telah menguraikan hampir
kesemua komponen hidrokarbon alifatik (C;; hingga C,) di sepanjang tempoh
kajian. Kesimpulannya, konsortia Dd-6 berjaya mendegradasikan enapcemar diesel
menggunakan teknik olah tanah dalam masa enam bulan. Ternyata penggunaan
bakteria secara konsortia berupaya mendegradasikan pencemar hidrokarbon
dengan lebih efektif serta mesra alam kerana kebolehannya menggunakan
komponen tersebut.



ABSTRACT

Environmental pollution by petroleum has become serious due to high demand on
petroleum product. Bioremediation is an important alternative to solve the problem.
Eleven new hydrocarbon-degrading bacteria have been isolated from environmental
samples namely crude oil, pure oil sludge and treated oil sludge derived from
Labuan Crude Oil Terminal. Seven of the bacterial strains are Gram-positive rod;
meanwhile the rest were Gram-negative rod and coccus. These strains were
capable to utilize crude oil, diesel and phenol as carbon source. Bioremediation of
diesel-sludge by hydrocarbon degrading consortium Dd-6 were carried out by
laboratory scale experiments via landfarming technique in six month. The
consortium consists of Pseudomonas sp. ReCO-Cr2, Bacillus sp. RdAPOS-Crl,
Enterobacter cloacae RePOS-W1, Bacillus sp. ReTOS-Cr2, Pseudomonas sp. ReTOS-
Cr3 and Bacillus sp. ReTOS-Cr4. The Dd-6 consortium degraded up to 95.6% of
applied diesel which equivalent to decreasing of TPH content from 11.7% to 0.5%
after six month time. The condition of temperature monitored at the treatment plot
between 269C to 319C with soil moisture in the range of 14.5% to 21.5%. The soil
condition also changed from acidic to alkaline from pH 5.52 to 8.71. Microbial
population in the soil increased from 1.71 x 10° CFU/mL to 1.31 x 1° CFU/mL
during the treatment. Observation suggested that all hydrocarbon components
were reduced during the treatment period based on GC-MS analysis. The Dd-6
consortium degraded almost all the aljphatic hydrocarbon (C;, until C,4) during the
period. From the results obtained, it can be concluded that Dd-6 consortium
successtully degraded diesel-sludge via landfarming technique in six month period.
This support the idea that microbial communities could degrade hydrocarbon
pollutants more effectively and environmental friendly due to its specific ability to
metabolize hydrocarbons.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Pengenalan

Perkembangan industri mikrobiologi serta bioteknologi banyak menyumbang dalam
aktiviti harian masyarakat umum seperti dalam bidang perubatan, sektor pertanian,
industri berasaskan makanan dan minuman fermentasi, industri kimia, industri
perlombongan serta industri petroleum (Ibrahim, 1994). Namun, dengan setiap
kemajuan yang dikecapi negara, masalah masih lagi timbul. Masalah utama yang
dihadapi pada masa kini adalah pencemaran serta kontaminasi pada tanah, air
bawah tanah, sedimen, air larian permukaan dan udara oleh bahan kimia toksik
yang berbahaya.

Produk petroleum merupakan antara bahan kimia yang digunakan secara
meluas di kebanyakan negara dan permintaan terhadap minyak semakin meningkat
berikutan perkembangan sektor perindustrian dan automobil. Ini menyebabkan
berlakunya peningkatan dalam jumlah minyak yang perlu diproses, disimpan dan
dieksport, di mana masalah kemalangan dan kebocoran juga tidak dapat dielakkan.
Industri berasaskan petroleum biasanya menghasilkan kuantiti air sisa bercampur
minyak berserta enapcemar berkepekatan tinggi semasa operasi penyimpanan,

penapisan dan pemprosesan minyak.

Pencemaran alam oleh produk petroleum merupakan kelaziman kerana sisa
industri dibuang ke persekitaran dalam kuantiti yang banyak. Punca utama
kontaminasi petroleum adalah dari kebocoran tangki simpanan atau dari saluran
paip bawah tanah, tumpahan semasa proses penghantaran produk, tapak stesen
minyak terbiar, pelepasan sisa perindustrian serta pembuangan sisa enapcemar

secara haram (Sarkar et al., 2005).

Petroleum merupakan campuran antara hidrokarbon alifatik, aromatik, resin

dan asfalt yang kompleks (Atlas, 1981; Leahy dan Colwell, 1990). Ia mengandungi



bahan kimia merbahaya seperti benzena, toulena, etilbenzena, xylene dan
naftalena. Pencemaran petroleum adalah merbahaya kerana mampu mengancam
kesihatan manusia, haiwan dan tumbuhan serta mengganggu ekosistem darat dan
marin (Atlas, 1981; Van Hamme et al., 2003; Sarkar et al., 2005)

Jabatan Alam Sekitar Malaysia bersama agensi lain turut memantau
pencemaran yang berlaku di sekitar perairan negara. Berdasarkan laporan,
pencemaran yang berlaku berpunca dari tumpahan minyak dari kapal dagangan di
laut, pelabuhan dan terminal serta dari aktiviti penerokaan dan carigali dijalankan.
Selain itu, peningkatan permintaan terhadap produk berasaskan petroleum juga
mengakibatkan berlakunya masalah seperti pembuangan air sisa ke dalam sungai
dan laut serta kejadian tumpahan minyak. Penyelidikan secara intensif banyak

dijalankan bagi mencari penyelesaian untuk mengatasi masalah ini.

Menurut Sarkar et al (2005) tanah yang dicemari minyak dapat dirawat
melalui tiga proses iaitu secara fizikal, kimia dan biologi. Proses fizikal termasuklah
pembuangan di tapak pelupusan sanitari atau pembakaran insinerator, namun cara
ini memerlukan kos perbelanjaan yang tinggi. Rawatan secara kimia melibatkan
suntikan terus bahan kimia pengoksida ke dalam tanah atau kawasan tadahan air
bawah tanah yang tercemar. Rawatan secara biologi pula merangkumi proses
penguraian atau biodegradasi bahan tercemar kepada keadaan tidak bertoksik
berdasarkan aktiviti mikrobiologi.

Biodegradasi adalah proses penguraian bahan organik oleh organisma hidup
yang sering dikaitkan dengan ekologi, pengurusan sisa pepejal atau bioremediasi.
Sebatian petroleum hidrokarbon menjalani proses degradasi melalui dua cara iaitu
degradasi oleh bakteria atau tindakbalas kimia, dan menghasilkan metana, karbon
dioksida dan air (Atlas, 1981; Wong et al, 1997). Menurut Atlas (1981), banyak
kajian dibuat berkenaan aktiviti mikroorganisma ke atas hidrokarbon dan
mendapati terdapat banyak bakteria berupaya menggunakan hidrokarbon sebagai
sumber utama tenaga untuk pertumbuhan. Penggunaan hidrokarbon oleh mikrob

bergantung kepada faktor persekitaran dan sifat kimia semulajadi sebatian itu.



Bakteria mampu menjalankan proses biodegradasi dalam keadaan aerobik
atau anaerobik. Antara bakteria yang biasa digunakan termasuklah Pseudomonas,
Mycobacterium, Micrococcus dan Nocardia (Wong et al, 1997). Bartha dan Atlas
(1977) telah menyenaraikan beberapa spesies pengurai hidrokarbon yang diperoleh
dari persekitaran marin iaitu Acinetobacter, Achromobacter, Arthrobacter, Candida,
Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Nocardia, Vibrio,
Pseudomonas, Rhodotorula dan Sporobolomyces. Leahy dan Colwell (1990) turut
melaporkan beberapa bakteria yang berupaya mendegradasikan minyak petroleum
iaitu Achromobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia,
Pseudomonas dan Rhodococcus.

Bioremediasi didefinasikan sebagai penggunaan mikroorganisma hidup
untuk mengurai bahan pencemar kepada keadaan tidak bertoksik di dalam tanah,
air mahupun gas (Anderson, 1995). Secara amnya, bioremediasi diklasifikasikan
kepada dua kategori iaitu /n situ dan ex situ. Kaedah in situ melibatkan rawatan
bahan tercemar di tapak manakala kaedah ex sitv melibatkan perawatan bahan
tercemar di tempat lain. Antara contoh teknologi bioremediasi adalah bioreaktor,

bioaugmentasi, fitoremediasi, biokompos dan olah tanah.

Namun, teknik yang murah serta lebih mesra alam dalam merawat
enapcemar minyak serta pencemaran tanah oleh petroleum hidrokarbon adalah
dengan menggunakan aplikasi olah tanah. Olah tanah merupakan alternatif terbaik
dalam rawatan serta perlupusan sisa-sisa petroleum kerana lebih berjaya dari
teknik insinerator serta mesra alam. Kriteria penting yang perlu diambilkira dalam
aplikasi ini termasuklah persediaan plot rawatan yang dilapisi lapisan istimewa,
semburan bakteria pengurai hidrokarbon, penambahan nutrien bagi keperluan
mikrob, pembajakan di tapak rawatan serta siraman air yang dibuat secara berkala

bagi mengoptimumkan proses biodegradasi.

Lazimnya, selepas enapcemar minyak menjalani rawatan bioremediasi,
komponen hidrokarbon di dalamnya akan diuraikan menjadi bahan yang tidak
merbahaya dan keadaan tanah akan kembali pulih ke keadaan asal. Malah, tanah

tersebut selamat untuk digunakan semula bagi kegiatan pertanian.



1.2 Objektif Kajian

Tujuan utama kajian adalah untuk menentukan keupayaan bakteria tempatan yang
telah dipilih dari proses penyaringan, pemencilan dan pencirian bakteria pengurai
hidrokarbon untuk merawat enapcemar minyak melalui aplikasi olah tanah. Objektif

spesifik kajian adalah seperti berikut:

i. Untuk memencil, menyaring dan mencirikan bakteria pengurai hidrokarbon
dari minyak mentah, enapcemar minyak tulen dan enapcemar minyak
terawat.

ii. Untuk mengkaji tahap biodegradasi bakteria pengurai hidrokarbon ke atas
enapcemar minyak diesel.

iii. Untuk mengawalselia parameter yang mempengaruhi bioremediasi

enapcemar diesel selama enam bulan.

1.3 Kepentingan Kajian

Kepelbagaian aktiviti mikroorganisma dalam alam membawa banyak faedah serta
kebaikan kepada manusia, khususnya dalam bidang mikrobiologi industri. Bidang ini
merupakan cabang mikrobiologi gunaan yang menggunakan mikrob terpilih pada
peringkat industri untuk menghasilkan produk serta teknologi baru. Ia turut

melibatkan kajian tindakbalas mikrob dalam pengawalan keadaan semulajadi.

Di Malaysia, masalah pencemaran dari kawasan perindustrian termasuklah
dari industri petroleum semakin berleluasa. Kini, banyak penyelidikan dijalankan
dalam usaha menangani masalah tersebut. Berdasarkan pembacaan, didapati
kajian biodegradasi hidrokarbon serta pengenalpastian spesies pengurai
hidrokarbon yang berpotensi di Malaysia masih sedikit. Oleh itu, hasil kajian ini
penting untuk tujuan rujukan pada masa kini dan masa hadapan. Kajian ini juga
membawa banyak kebaikan kepada masyarakat dan alam sekitar. Mikrob yang
diperoleh boleh dikomersialkan untuk merawat masalah berkenaan pencemaran
oleh petroleum hidrokarbon. Kini, enapcemar minyak dari industri petroleum dan
petrokimia boleh dirawat menggunakan kaedah yang lebih selamat, mesra alam
serta kos efektif apabila menggunakan kaedah olah tanah sebagai rawatan

pemulihan.



BAB 2

ULASAN PERPUSTAKAAN

2.1 Petroleum Hidrokarbon

Hidrokarbon terdiri dari komponen asas kumpulan sebatian organik iaitu elemen
hidrogen dan karbon. Ia terbahagi kepada dua kelas utama iaitu hidrokarbon
alifatik dan hidrokarbon aromatik serta unsur lain seperti sulfur, nitrogen dan
oksigen (Jadual 2.1). Hidrokarbon alifatik terdiri dari rantai lurus karbon dan
dikelaskan kepada tiga kumpulan iaitu alkana, alkena dan alkuna. Hidrokarbon
aromatik atau hidrokarbon alkil pula terdiri dari gelang benzena yang mengandungi
enam karbon dan disambung oleh ikatan tunggal atau ikatan ganda dua.

Jadual 2.1: Komponen-komponen hidrokarbon biasa

Jenis hidrokarbon Contoh komponen

Hidrokarbon (Alifatik) Alkana (metana, 2-metilbutana, siklobutana)
Alkena (etilena, 1-pentena, cis-1,2-dikloroetena)

Alkuna (asetilena)

Hidrokarbon (Aromatik) Monoaromatik (benzena)
Diaromatik (naftalena)
Poliaromatik (benzo(a)pyrena)

Bukan-hidrokarbon Sebatian sulfur (dibenzotiofena)

(Kumpulan terbitan) Sebatian nitrogen (acridine)
Sebatian oksigen (asid karboksilik siklopentana)
Asfalt [(C7Hg2N»S,0);3]

Sumber: Wong et al. (1997)

Petroleum merupakan campuran antara hidrokarbon alifatik, aromatik, resin
dan asfalt yang kompleks (Atlas, 1981; Leahy dan Colwell, 1990). Ia terdiri dari
hidrokarbon tepu, hidrokarbon tak tepu, hidrokarbon aromatik dan terbitannya iaitu
sebatian nitrogen dan sulfur. Petroleum memiliki beberapa ciri unik seperti sifatnya

yang cair, nilai kalori yang tinggi, menjadi pelbagai jenis bahan api, minyak pelincir



serta merupakan bahan petrokimia (Koesoemadinata, 1987). Kebanyakan produk
petroleum mempunyai nilai komersial tersendiri terutamanya dalam sektor

perindustrian.

2.2 Sejarah serta Pengeluaran Minyak Petroleum di Malaysia

Eksplorasi petroleum di Malaysia bermula pada abad ke-20 di Sarawak, di mana
minyak pertama telah ditemui pada tahun 1909 dan pertama kali dikeluarkan pada
tahun 1910 (Razmahwata, 2005). Pada tahun 1975, kerajaan telah mengizinkan
konsesi petroleum di mana syarikat minyak diberi hak eksklusif untuk mencarigali
serta mengeluarkan sumber petroleum. Malaysia mempunyai simpanan minyak ke-
25 terbesar di dunia dan simpanan gas ke-14 terbesar di dunia. Jumlah
keseluruhan simpanan mencecah 18.82 bilion tong minyak dengan kadar
penghasilan minyak mentah sebanyak 600 ribu tong sehari (Razmahwata, 2005; US
EIA, 2009). Rajah 2.1 merujuk kepada pengeluaran minyak mentah Malaysia dari
tahun 1968 sehingga 2002 (Razmahwata, 2005). Pengeluaran minyak mentah di
Malaysia didapati meningkat dengan peredaran masa berikutan perkembangan

dalam industri petroleum dan petrokimia serta peningkatan kenderaan bermotor.
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Rajah 2.1: Sejarah pengeluaran minyak mentah Malaysia, di mana; SB =
Sabah, SK = Sarawak, PM = Semenanjung Malaysia.
Sumber: Razmahwata (2005)



