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ABSTRAK 

Kajian dijalankan ke atas tanah yang dicemari minyak kenderaan bagi mengenalpasti ciri

ciri fizikal bakteria yang wujud dan mengkaji kebolehan bakteria-bakteria ini 

mendegradasi hidrokarbon ringkas di dalam minyak kenderaan iaitu heksana. Lima 

koloni bakteria berjaya dipencilkan daripada sampel tanah ini. Kelima-lima koloni 

bakteria merupakan bakteria Gram negatif dan menunjukkan ketiga-tiga morfologi asas 

mikroorganisma iaitu rod, kokus dan berpilin. Ini dikenalpasti hasil daripada ujian 

pewarnaan Gram yang dijalankan. Ciri-ciri fizikal koloni bakteria dikenalpasti melalui 

pengkulturan bakteria di atas media nutrien agar (NA). Ciri-ciri fizikal yang diperhatikan 

adalah dari segi warna, konfigurasi, margin dan ketinggian koloni. Ujian kebolehan 

bakteria mendegradasi heksana dijalankan mengikut kaedah Saadoun (2004) yang 

bergantung kepada penghasilan enzim monooxygenase oleh bakteria bagi mendegrad 

heksana kepada alkohol. Perubahan warna biru larutan ujian, yang terdiri daripada 

campuran lima bahan iaitu DCPIP, 5-MPMS, heksana, nicotonamide adenine 

dinucleotide (NAD) dan sel bakteria diperhatikan pada selang masa 1, 2, 6, 8 dan 24 jam. 

Perubahan warna larutan kepada warna kuning menandakan bakteria dapat mendegradasi 

heksana manakala warna selain kuning dianggap tidak dapat mendegradasi hidrokarbon 

ringkas ini. Namun, bagi ujian pengkulturan bakteria di atas media yang mengandungi 

heksana, kelima-lima bakteria dapat tumbuh dengan baik. Ini menunjukkan walaupun 

bakteria tidak dapat mendegradasi heksana melalui kaedah ini tetapi ia mungkin 

menggunakannya sebagai nutrien. Justeru, kajian lebih lanjut perlu dijalankan bagi 

memastikan kebolehan sebenar bakteria-bakteria ini dalam proses degradasi hidrokarbon 

ringkas, heksana. 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIA IN FUEL-OIL 

POLLUTED SOIL AND THE STUDY OF THEIR CAP ABILITY TO DEGRADE 

HEXANE 

ABSTRACT 

This study was carried out to identify physical characteristic of bacteria that exist in the 

fuel-oil polluted soil and to study their capability to degrade short chain hydrocarbons, 

hexane. Five bacteria colonies have been cultured from the soil sample using nutrient 

agar (NA). From Gram staining test, it shows that all bacteria are Gram negative and they 

consist of three main morphology that are rod, coccus and spiral. Physical characteristic 

that were identified for the bacterial colonies are colonies color, configuration, margin 

and elevations. The study of bacteria capability to degrade hexane was carried out using 

Saadoun (2004) method. It depends on the enzymatic pathway (mono oxygenase enzyme) 

that the bacteria utilize to degrade hexane and produce alcohol. This ability is indicated 

by the color change at the end of the reaction time that is after 24 hours. Formation of 

yellow color from blue color shows the capability of bacteria to degrade hexane. The test 

solution for this test consist of five items, which are DCPIP, 5-MPMS, hexane, 

nicotonamide adenine dinucleotide (NAO) and bacteria cell. Unfortunately, five bacteria 

isolated from the soil samples do not have the capability to degrade hexane. However, 

these bacteria can grow in the media containing hexane. It shows that the bacteria have 

the probability to use hexane for their growth even though they do not degrade hexane. 

Further studies should be carried out to understand the real capability of these bacteria in 

degrading short chain hydrocarbons, which is hexane. 
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BAB1 

PENDAHULUAN 

1.1 Pencemaran hidrokarbon 

Pencemaran persekitaran boleh ditakrifkan sebagai persekitaran yang mengandungi 

bahan-bahan di dalam kuantiti dan kepekatan tertentu akan membahayakan semua 

hidupan samaada secara langsung atau tidak langsung. Pencemaran hidrokarbon berlaku 

secara semulajadi dan akibat tindakan manusia. Pencemaran hidrokarbon dari tindakan 

manusia sering memberi kesan buruk pada persekitaran. Pencemaran hidrokarbon ini 

berpunca antaranya dari pengunaan pestisid di kawasan pertanian, hasil industri dan 

penggunaan hasil petroleum. Pencemaran hidrokarbon petroleum menjadi tumpuan 

kerana penggunaannya yang luas di dalam kehidupan. 

Pembersihan pencemaran ini boleh dilakukan secara teknologi konvensional atau sistem 

biologi. Sistem biologi lebih menjadi keutamaan kerana teknologi konvensional seperti 

pembakaran menggunakan insinerator dan tapak pelupusan bahan pencemar melibatkan 

kos yang tinggi dan kebanyakkannya tidak memusnahkan bahan pencemar tetapi 

mengubahnya ke persekitaran yang lain. Penggunaan mikroorganisma untuk 
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menguraikan bahan pencemar yang berbahaya kepada suatu bentuk yang lebih ringkas 

secara biologi, dikenali sebagai proses biodegradasi atau bioremediasi. Sistem pemulihan 

secara biologi telah digunakan untuk mengurangkan kesan buruk bahan pencemar kepada 

tiga media persekitaran yang utama iaitu tanah, air dan udara (Eweis et al., 1998). 

Teknologi biodegradasi telah berkembang sejak 20 tahun lalu dan menjadi salah satu 

teknologi yang diguna untuk pembersihan bahan pencemar terutamanya hidrokarbon 

petroleum. 

Mikroorganisma yang sering dianggap membahayakan sebenarnya sangat penting bagi 

kehidupan manusia dan organisma lain. Pada tahun 1988, saintis telah mula 

menggunakan mikroorganisma untuk membersihkan bahan pencemar dan bahan toksik 

yang dihasilkan dari pelbagai jenis industri (Tortora et al. , 2004). Antara 

mikroorganisma yang sering digunakan adalah bakteria dari genus Pseudomonas dan 

Bacillus. 

Pada tahun 90-an, proses degradasi banyak ditumpukan pada tanah yang dicemari 

dengan produk-produk petroleum. Ini disebabkan kebanyakan hidrokarbon petroleum 

secara relatifnya mudah untuk didegradasi dan juga disebabkan terlalu banyak kawasan 

yang dicemari hidrokarbon pertroleum terutama disebabkan oleh kebocoran tangki 

simpanan petroleum bawah tanah (Eweis et al. , 1998). 
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1.2 Objektif kajian 

Kajian ini mempunyai dua objektif penting iaitu: 

1. Pencirian ciri fizikal bakteria yang dipencilkan dari tanah dicemari minyak kenderaan 

merangkumi warna, konfigurasi, margin dan ketinggian koloni, morfologi dan jenis 

Gram bakteria. 

2. Menguji kebolehan bakteria yang telah dikenalpasti untuk mendegradasi heksana. 

Kajian ini penting bagi mengenalpasti ciri-ciri bakteria yang berpotensi mendegradasi 

hidrokarbon petroleum, di mana ia mungkin boleh digunakan dalam teknologi 

biodegradasi bahan pencemar di Malaysia secara lebih efektif. 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Tanah 

Tanah merujuk kepada bahagian paling luar bumi iaitu kerak bumi yang terbentuk hasil 

daripada proses luluhawa yang berlaku terhadap batuan di bawah lapisan kerak bumi. 

Bagi perspektif pertanian, tanah merupakan kawasan yang menjadi penyokong kepada 

hidupan tumbuh-tumbuhan, di mana tanah merupakan sumber nutrien dan penyokongnya 

secara mekanikal. Dari perspektif kimia,tanah terdiri daripada bahan-bahan organik yang 

tidak dijumpai di strata bumi di bawahnya. Manakala, dari perspektif mikrobiologis, 

tanah merupakan suatu persekitaran yang unik. Ia terdiri daripada pelbagaijenis bakteria, 

fungi, alga dan protozoa; tanah merupakan bahagian yang paling dinamik di mana 

berlakunya tindakan biologi dan biokoimia dengan bahan-bahan organik, proses luluhawa 

batuan dan wujudnya sumber nutrien yang penting untuk pertanian dan pertumbuhan 

tumbuh-tumbuhan (Alexander, 1977 Buseot dan Vanna, 2005). 
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Tanah terbentuk daripada lima komponen utama iaitu bahan mineral, bahan organik, air, 

udara dan organisma hidup. Kuantiti bagi kelima-lima komponen ini di dalam tanah 

adalah berbeza dari satu kawasan ke satu kawasan yang lain. Ekologi mikroorganisma 

didapati wujud dan bertindak aktif di permukaan tanah, pada kedalaman 1 sehingga 10 

em. (Alexander, 1977 ; Dobbins, 1995 ; Tate, 2000). Mengikut profil tanah yang 

dibahagikan kepada enam horizon iaitu horizon 0, A, E, B, C dan D, tanah pada 

kedalaman ini berada di dalam horizon O. Horizon 0 adalah horizon permukaan tanah, 

iaitu lapisan yang kaya dengan aktiviti biologi dan lapisan yang paling banYak 

mengandungi haiwan-haiwan keeil, mikroorganisma dan akar-akar tumbuhan (Salomon 

dan Stigliani ,1995). Horizon -horizon tanah ini boleh dilihat pada Rajah 2.1 di bawah. 

~ 
Horizon 0 terdiri daripada bahan-bahan organik termasuk daun-daun dan ranting pokok ~ 

en 
Zoe:: 

yang belum diurai serta hidupan-hidupan kecil. Tanah di horizon ini selalunya berwarn~ ~ 
~::l 

eoklat atau hitam (Tate, 2000 ; Botkin dan Keller, 2003). 

o 
A 

E 

B 

C 

D 

Rajah 2.1 Horizon-horizon tanah 

\:./).~ 
=:>::§: 
Q... 

ffi 'E 
Q...~ 

\.,IJ 

?;z: 
:::;) 

UMS 
UNIVERSITI MALAYSIA SABAH 



6 

Tanah dikenalpasti sebagai habitat utama bagi mikroorganisma. Didapati 108 sel bakteria 

yang boleh dikultur terdapat di dalam gol tanah pertanian. lni hanya mewakili 10 % 

daripada jumlah populasi mikroorganisma, kerana terdapat banyak lagi yang tidak dapat 

dikultur dan dikenalpasti (Jan Dirk van Elsas et al., 1997). 

Di antara genera bakteria yang sering ditemui di dalam tanah termasuklah Acinetobacter, 

Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Caulobacter, 

Cellulomonas, Clostridium, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, 

Mycobacterium, Pseudomonas, Staphylocccus dan Xanthomonas (Alexander, 1977). 

Peratus koloni genera bakteria yang ditemui di dalam tanah ditunjukkan di dalam jadual 

di bawah (Jadua12.1). 

Jadual 2.1 Peratusan koloni bakteria mengikut genus di dalam tanah(Alexander, 1977) 

Genus Peratusan ( % ) 

Arthrobacter 5-60 

Bacillus 7-67 

Pseudomonas 3 -15 

Agrobacterium 1-20 

Alcaligenes 1-20 

Flavobacterium 1-20 

Corynebacterium 2-12 

Micrococcus 2-10 

Staphylococcus Kurang daripada 5 

Xanthomonas Kurang daripada 5 

Mycobacterium Kurang daripada 5 
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Keadaan tanah yang sesuai seperti kandungan aIr, suhu, pH dan kelembapan 

mempengaruhi pertumbuhan dan kuantiti mikroorganisma yang wujud di dalam sesuatu 

jenis tanah. 

2.1.1 Faktor-faktor yang mempengarubi pertumbuban mikroorganisma dalam 

tanab 

Pertumbuhan dan kepelbagaian mikroorganisma yang wujud di dalam tanah dipengaruhi 

banyak faktor. Faktor-faktor yang dapat dikenalpasti boleh digunakan dalam 

membiakkan sesuatu spesis mikroorganisma terutamanya pembiakan mikroorganisma 

yang berguna kepada manusia seperti mikroorganisma pengurai nitrogen dan 

mikroorganisma yang boleh mendegradasi xenobiotik (Jan Dirk van Elsas et al., 1997). 

Pengetahuan ini juga berguna untuk mengawal pembiakan mikroorganisma yang 

memberi kesan buruk pada manusia dan sekitaran seperti patogen kepada manusia, 

haiwan dan tumbuhan. 

Faktor-faktor yang mempengaruhi aktiviti, ekologi dan populasi mikroorganisma di 

dalam tanah boleh dibahagikan kepada dua iaitu faktor kimia dan faktor fizikal. Faktor 

kimia merujuk kepada karbon , iaitu sebagai sumber tenaga mikrob, nutrien dan oksigen. 

Faktor fizikal adalah suhu, pH dan air (Suthersan, 1999; Tortora et ai., 2004). 
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2.1.1.1 Faktor flZikal 

Pertumbuhan mikroorganisma mengikut suhu boleh diklasiftkasikan kepada tiga 

kumpulan iaitu psikroftl, rnikrob yang hidup pada suhu yang rendah antara -10 sehingga 

10 ·e, mesoftl, mikroorganisma yang hidup pada suhu antara 10 sehingga 50·e dan 

kumpulan terakhir iaitu termofil, rnikrob yang hidup pada suhu yang tinggi iaitu pada 

suhu SO ·e ke atas. Tanah secara umumnya terdiri daripada mikroorganisma yang 

bersifat mesoftlik iaitu yang hidup pada suhu sederhana antara 20°C hingga 30°C. 

(Tortora et al., 2004). Suhu tanah yang berbeza mempengaruhi spesis dan kuantiti 

bakteria yang wujud di dalam sesuatu kawasan. 

Kepekatan ion hidrogen di dalam tanah atau pH turut memberi kesan terhadap populasi 

mikroorganisma tanah. Keadaan berasid atau beralkali yang sangat tinggi boleh 

merencatkan pertumbuhan mikroorganisma (Alexander, 1977). Bagi tanah yang berasid, 

pH di bawah 5.S, populasi fungi adalah lebih banyak berbanding bakteria. Manakala 

bakteria mendominasi tanah yang berkeadaan menghampiri neutral iaitu pada pH antara 

6.5 hingga 7.5 (Sutbersan, 1999 ; Tate, 2000). 

Kelembapan tanah yang tinggi akan menyebabkan pengurangan kuantiti oksigen, ini 

disebabkan oleh air yang berlebihan mengisi ruang dan menghadkan gas oksigen yang 

terkandung di dalam tanah. Had optimum kelembapan tanah bagi aktiviti 

mikroorganisma yang aktif adalah 50 hingga 75 · % (Alexander, 1977). Kelembapan 

sangat berkait rapat dengan jumlah populasi bakteria yang wujud di dalam tanah. Selain 
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faktor fizikal, faktor kimia turnt mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisma iaitu 

nutrien, oksigen dan karbon. 

2.1.1.2 Faktor kimia 

Tiga faktor kimia yang mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisma di dalam tanah 

adalah nutrien, oksigen dan karbon. Faktor pertama ialah nutrien. Tiga nutrien yang 

penting adalah nitrogen , fosforus dan sulfur. Penambahan nutrien-nutrien ini 

dikenalpasti dapat menambahkan pertumbuhan mikroorganisma yang dikehendaki, 

namun pengkayaan nutrien yang berlebihan juga boleh mereneatkan pertumbuhan dan 

aktiviti mikroorganisma ini. Contohnya aktiviti penguraian lignin oleh Phanerochaete 

Chrysosporium tereneat disebabkan kelebihan nutrien nitrogen (Jan Dirk van Elsas et al., 

1997). Kajian bagi tanah yang dicemari minyak petroleum didapati mengandungi sumber 

nutrien nitrogen. fosforus dan sulfur yang dapat menyebabkan pertumbuhan bakteria dan 

fungi di dalamnya. Kajian ini dilakukan menggunakan pemeriksaan unit pembentukan 

koloni bakteria dan fungi (CFU) pada kedalaman tanah 0 hingga 5 em (Tate dan Klein, 

1985). 

Mikroorganisma yang menggunakan oksigen; aerob, untuk mendapatkan nutrien 

menghasilkan lebih tenaga daripada mikrob anaerob iaitu yang tidak menggunakan 

oksigen. Mikroorganisma boleh dibahagikan kepada tiga jenis mengikut kepeduan 

oksigen untuk pertumbuhan iaitu aerob obligat, anaerob fakultatif dan obligat fakultatif. 
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Penerangan bagi ketiga-tiga jenis keperluan oksigen untuk: pertumbuhan mikroorganisma 

diringkaskan seperti di dalam jadual di bawah (Jadual 2.2). 

Jadual 2.2 Keperluan oksigen untuk: pertumbuhan mikroorganisma 

(Tortora et al., 2004) 

Keperluan oksigen Penerangan 

Aerob obligat Mikroorganisma yang memerlukan 

untuk: pertumbuhan dan hidup. 

Anaerob fakultatif Mikroorganisma yang boleh hidup 

oksigen 

dengan 

adanya oksigen dan juga tanpa kehadiran 

oksigen. 

Obligat fakultatif Mikroorganisma yang tidak boleh hidup atau 

tumbuh dengan adanya oksigen. ~ 
~ 
c.I:l 

~~ 
~~ (/) 

Faktor kimia yang terakhir adalah karbon sebagai sumber tenaga. Karbon wujud di dal~. = 
U.l t:: 
0- (/) 

persekitaran sebagai komponen kimia dari keadaan gas; metana (CH4) dan karbon ffi 

dioksida (C02), kepada cecair seperti petroleum dan minyak tumbuhan sehiugga ke 

~ 

5 

bentuk. pepejal seperti gula polimerik dan tar (Bossert dan Compeau, 1995). Penambahan 

karbon ke dalam tanah dapat meningkatkan pertumbuhan mikroorganisma, namun 

pertumbuhan ini akan kembali kepada asal apabila sumber karbon habis digunakan. 

Sumber karbon di dalam tanah kebiasaanya didapati daripada hasil reputan tumbuhan dan 

haiwan (Jan Dirk van Elsas et aI., 1997). Namun kehadiran karbon lain secara berlebihan 

seperti hidrokarbon yang terkandung di dalam petroleum telah menimbulkan masalah 

pencemaran. Hidrokarbon ini wujud hasil dari aktiviti antropogenik seperti tumpahan 
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