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ABSTRACT

Three bacterial isolates (ICBB 1168, ICBB 1169, ICBB 1170), being capable to utilizing phenol
as sole carbon and energy source, were isolated from Buntal Lake of Central Kalimantan. Growth of
all isolates were optimum at 37°C. Optimum pH for growth and phenol degradation of ICBB 1168,
ICBB 1169, and ICBB 1170 were 7-8, 6, and 6-7, respectively. Among the isolates, ICBB 1170

- showed best phenol degrading activity. ICBB 1170 able to degrade 16 mM phenol to 0.71 mM in 4
days. Phenol degradation ability of ICBB 1170 could be increased by adding 0.01-0.1% yeast extract.
Addition of 0.05-0.1% glucose in medium inhibited phenol degradation by ICBB 1170. Cell-free
extracts of ICBB 1170 had specific activity 2.92 U/mg. Degradation of benzoate by ICBB 1170 was

studied. However, the ability to degrade phenol were higher than that of benzoate.
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PENDAHULUAN

Fenol merupakan senyawa hidrokarbon
aromatik yang sebagian besar terdapat dalam
limbah industri, antara lain industri batu bara,
kilang minyak, produksi plastik, sintesis
kaprolaktam, sintesis resin, sintesis zat warna,
desinfektan, dan obat-obatan (ATSDR, 1989;
Suhartono, 1989). Penggunaan fenol dan
turunannya dalam industri mengakibatkan
tercemarya lingkungan oleh senyawa beracun
tersebut dan memberikan ancaman terhadap
lingkungan. Senyawa fenol memberikan
dampak gangguan kesehatan sejalan dengan
peningkatan tingkatan dan lama pencemaran.
Gangguan kesehatan yang timbul antara lain
intasi paru-paru, kejang otot, kehilangan
koordinasi, luka pada hati, ginjal, jantung,
menimbulkan  kanker, melepuhkan dan
membakar kulit, bahkan dapat menyebabkan
kematian (ATSDR, 19889).

Senyawa fenol termasuk diantara pencemar
air tanah terbesar. Badan Perlindungan

Lingkungan Amerika Serikat (EPA) menetapkan
ambang batas kandungan fenol dalam air
sungai dan danau sebesar 0,3 mg/l (ATSDR,
1989; Bell et al., 1999). Berkaitan dengan hal
itu, perlakuan untuk menurunkan kandungan
fenol dalam limbah sangat diperlukan sebelum
limbah dimasukkan dalam perairan umum.
Salah satu upaya untuk mengatasi pencemaran
oleh fenol adalah dengan biodegradasi, yaitu
menguraikan pencemar menjadi produk yang
tidak berbahaya melalui reaksi enzimatik yang
dilakukan oleh mikroba (Mitchell, 1992).

Salah satu lingkungan yang diperkirakan
menyimpan sejumlah mikroba yang berpotensi
mendegradasi fenol adalah Danau Buntal, yang
termasuk dalam kawasan ekosistem air hitam
di Kalimantan Tengah. Santosa ef al. (1998)
menyatakan bahwa ekosistem air hitam
mengandung berbagai senyawa toksik seperti
fenol, H.S, dan logam berat (Mn, Zn, dan Pb)
dengan kondisi air yang berwarna merah
kehitaman, jernih, tidak berbau, berpH rendah,
dan kaya akan bahan organik. Kandungan
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fenol dan-.senyawa..turunannya. -yang tinggi
mengisyaratkan adanya sejumiah mikroba yang
~ampu.;. mendegradasi... - pepcemar... herupa
-Senyawa . berfenal ataupun: senyews-senyawa
shidrokarbon:- lain,;~yang hingga saat:/ini
imerupakan -.pencemar.:: lingkungan . utama.
+Mikroba. yang -mampy hidup.dalam Jingkungan
berfenol: .. tinggi - sangat-:: menarik:: .perhatian,
karena dapat dipastikan mempunyai suatu
mekanisme untukanenetratkan ::toksisitas atau
mempunyai enzim-enzim yang tidak

‘terdenaturasi oleh:suasena fenol: yang: tinggi.

-Mikroba;; yang--dilsolesi ., dari.- lingkungan...ini
diharapkan-memiliki..genetik yang stabit. karena
A@J&&mslamﬁmﬁﬁdam&m yang lama

dgn*smgel tanah ekosistem air hitam dtperoleh
ﬂqusglat yaitu PB 138, BB 288, dan OM 343,
amng—masmg ‘mampu. mendegradasi ::fenol
dengan kepekatan 16, 11, dan 10 mM. Pada
isolasi sampel tanah Danau Buntal yang
terletak .di hulu .Sungai Air Hitam. Puning,
dlperoleh isolat . yang -.mampu tumbuh pada
‘medium Luria Bertani. (LB) dengan: konsentrasi
fenol 2000.: ppm (21,25 mM), namun, tidak
mampu tumbuh. pada.medium. minimal.dengan
Pﬁnambahan fenol (data tidak-dipublikasitkan).
Hal .inididuga, - karena: isalat tersebut :tidak
mampu,menggunakan fenol. sebagai. sumber
Karbon.dan-energi bagi-periumbuhannya, tetapi
hanya resisten terhadap:-fenol. Adanya -data
tersebut...;menyebabkan- periunya. . dilakukan
isolagi dan karakterigasi techadap mikroba yang
mampu men@gmdaat fano} dengan. keneketan

Mlkrobmlogi dan Blokumia_;; 4 ;,)Panﬁlma@
Bioteknologi - . Institut . Pertanian . -Boger, . .dan
Labqratanum Mikrobiologi - dan ‘Bioteknologi
Llngkungan . Pusat. Pgnektugn -Lingkungan
Instrtut Pertanian .. Bogor; Bahm SYang
d;g akan .adalah. . 4-aminoantipyrin, ... bovin
serum.. albumm (BSA); - ‘bufer- fosfat, fenol,
glukosa, medium minimal cair g/ (KaHPO« 0,51
Mq§o4:-7HgO 0,02;. NH,Cl 1; ekstrak khamir
G,Zt dan. frace. element.1 mi), medium.minimal
agar (medcum mlmmal + agar. 20 gA); natium
benzoate, NH,OH, /- KiFe(CN)s, .+~ reagen
coomassie blue 001% sampel tanah Danau
Buntal.

124y mM:-sehagai : sumber -karbon: -
+ditakukanpada:suhu: 379C dengan keeépatanf-‘i-
.1480zrpmyvisélama @ had:'Sebanyak: 1: i :biakan
i dipindahkan: ke dalaim: 10 mi :medium. minimal
?’a;cmﬁmug banr:dan diinkabasi : pada-:kondisi
- yang!:sama:«(tbpi:ink dilakukan ‘tiga: kati).

“dengan n!etode koioﬁmank (Greenberg“ 't“al

- Isolasi Makmomamsma Pendegradaai Fenel

Satu ose tanah Danau Buntal dnmasukkan ke
Aabung reaksi: ‘yang berisi .10 mi.-medium
minimal cair dengan kepekatan akhir fenol 20-
wInkubasi

‘Seldnjitrya, 1001 kultdr disebar padd medium

-minimat - agar >dan: odilakakan pevhumtan
terhadap’koloni: yangmmbtm

Ujl Kemampuan Mendegradas: Fenol

«Semua |solat yang d;perole*h ditumbuhkan
“dalam medium minimal cair yang meéngandung
‘fenol dengan kepekatan 1500-pprv (15,94 mM),
ipH 7, diinkubasi selama 45 jam:pada suhu

-37°C. Kepekatan - feirol Setelah inkubas ‘drukur

1992).

Penentuan Suhu dan pH Optrmum

‘Suhu ideal yang diperiukan oleh mikroba untuk
‘degradasi-fenol ''séeara dpﬁmaf‘ ‘ditentukan
‘dengan - cara>’ mehuribemkan - “isolat’ pada
Thedium minimal cair daivmedium minimalagér
‘yang mengandiing’ 10-mM fenol dén ditrkubasi
‘pdda’ siir-30°€, 37°¢ ! ‘dan 435"(’:. YPénentuan
pH: opﬁmmfdilamkén déﬂgan ménumbahkan
‘isolat:-pada mediuny ‘yang safa: pada: berbagai
PH; yaitu 4,58, T-dan 8. Inkubasi dilakukan
‘Selarha 451am Pertumbtihan: biomassa bakteri
diuke¥:- mengirkur ‘rapat ‘optis' biakdn ' dengen
spektrofotometer padé parfang: gélombarg: 800
nm dan kemampuan degradasi fenol dengan
metodekolonmeme,_ seribeit erai 1992):

‘§;“;

Kemampuan Tumbuh dan Degradas: pada )
«Bbrbagamapeka?én Feﬁol bt

Kemampuah twnbuh dan degradasi pada
berbagai - kepekatén fenol dilakokan dén‘gan
menwnbuhkarn - kiftur pada edium ™ ‘minimal
cair peda: suhu “dan’ pH - oﬁtimumn?a dé?am
berbagai korisehtrasi: fenol (10" mM -~ 22 miA);
dan- diinkubsi -selarhi’ 45 Jam. " ‘Pengamatar
dhakukan dengan mengukur rapat optis’ kultar
fersbbut - dehgan - spekirofotometer ‘padd
panjang gelombéng 800 nify-dan keman
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. degradasi fenol dengan metode kolorimetri
(Greenberg et al., 1992).

Kapasitas Degradasi Fenol dari Isolat Terpilih

Isolat bakteri yang telah diketahui kemampuan
degradasi fenol serta kondisi abiotik untuk
pertumbuhan optimal (pH dan suhu),
ditumbuhkan dalam medium minimal cair yang
mengandung fenol dengan  kepekatan
maksimal (dimana isolat bakteri masih bisa
tumbuh) serta kecepatan pengocokan 150 rpm.
Inokulasi dilakukan selama 4 kali berdasarkan
pengukuran biomassa dan analisis fenol yang
terdegradasi setiap 24 jam.

Isolat-isolat ‘'yang telah diketahui kemampuan
mendegradasi fenol pada suhu dan pH optimal
diuji lebih lanjut. Kurva pertumbuhan dibuat
dengan mengukur rapat optis biakan pada
panjang gelombang 600 nm dan kurva
degradasi fenol dibuat dengan cara mengukur
konsentrasi fenol dalam kultur secara
kolorimetrik  (Greenberg ef al, 1992).
Pengukuran dilakukan setiap 24 jam.

Uji Aktivitas Enzim Fenol Hidroksilase

Persiapan ekstrak sel untuk analisis enzim
fenol hidroksilase dilakukan dengan metode
Kim and Oriel (1895). Aktivitas enzim fenol
hidroksilase diukur dengan metode
Gurujayelakshmi and Oriel (1989). Satu unit
aktivitas enzim fenol hidroksilase didefinisikan
sebagai jumiah enzim yang mengkonversi 1
pumol fenol per menit pada 37°C. Kepekatan
protein dari enzim diukur dengan metode
Coomassie Blue (Bradford, 1976) dengan
menggunakan larutan bovin serum albumin
(BSA) sebagai larutan standar.

Pengaruh Penambahan Glukosa dan Ekstrak
Khamir terhadap Degradasi Fenol ,

Pengujian dilakukan dengan menumbuhkan
isolat dalam meduim minaml cair pada
kepekatan fenol 10 mM yang ditambahkan
glukosa atau ekstrak khamir 0,01%, 0,02%,
0,05%, dan 0,1%. Kultur kemudian diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37° C. Pengamatan
dilakukan dengan mengukur rapat optis kultur
dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 600 60/100 x 3 = 1,8 dan
kemampuan degradasi fenol dengan metode
kolorimeter (Greeberg et. al, 1992).
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Uji Potensi Degradasi Benzoat.

Isolat-isolat yang telah diketahui kemampuan
degradasi terhadap fenol pada berbagai kondisi
diujikan pertumbuhannya serta
kemampuannya mendegradasi benzoat.
Pembiakan dilakukan pada medium minimal
cair yang mengandung 6 mM benzoat.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari hasil isolasi sampel tanah Danau Buntal,
diperoleh 13 isolat yang mampu tumbuh pada
medium minimal agar dengan penambahan
fenol. Hasil  pengujian - kemampuan
mendegradasi fenol menunjukkan -hanya tiga
isolat yang mampu mendegradasi fenol di atas
10 mM dalam waktu 45 jam, yaitu ICBB 1168,
ICBB 1169, dan ICBB 1170. Pengujian
selanjutnya dilakukan terhadap tiga isolat
tersebut.

Pada pengujian kemampuan tumbuh dan
mendegradasi fenol pada berbagai tingkatan
pH didapatkan hasil bahwa isolat ICBB 1170
mempunyai  pertumbuhan optimum dan
kemampuan degradasi fenol mencapai hampir
100% pada kisaran pH 6 dan 7, sedangkan
isolat ICBB 1168 mempunyai kondisi pH
optimum pada kisaran pH 7 dan 8 dan isolat
ICBB 1169 hanya pada pH 6. Hasil pengujian
menunjukkan bahwa ketiga isolat tersebut
mampu tumbuh dan mendegradasi fenol pada
pH rendah antara (4.0 - 5.0). Hal ini
memungkinkan pemanfaatan ketiga isolat untuk
digunakan dalam mengatasi limbah berfenol
dalam lingkungan yang asam.

Hasil pengukuran pH pada akhir inkubasi
terlihat adanya penurunan pH medium menjadi
3,2 - 3,9 (Tabel 1). Hal ini disebabkan fenol
yang terdapat dalam medium telah terombak
guna pertumbuhan isolat menjadi senyawa
asam. Pada proses degradasi secara aerob,
fenol dikonversi secara enzimatik oleh fenol
hidroksilase menjadi katekol. Kemudian
melalui beberapa tahap reaksi, kateko! akan
diubah menjadi piruvat dan asetaldehid (jalur
meta/extradiol) atau menjadi suksinat dan
asetil-Ko-Enzim A (alur ortho/intradiol), yang
pada akhimya dapat memasuki siklus asam
trikarboksilat (TCA) (Glick and Pasternak,
1994; Schlomann, 1994). :
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Tabel 1. Hasil penentuan pH optimum pertumbuhan dan degradasi fenol

Isolat pH optimum OD 600nm pH akhir Penurunan konsentrasi fenol (%)
ICBB 1168 7-8 1,182 3,8 100 |
ICBB 1169 8 1,082 3,2 | 98,88
ICBB 1170 6-7 1,426 33 100

Hasil penentuan suhu optimum pertumbuhan
yang dilakukan pada suhu 30°C, 37°C, dan
45°C, menunjukkan bahwa ketiga isolat mampu
tumbuh dengan baik pada suhu 30°C dan 37°C.
Dengan pertumbuhan optimum terlihat pada
suhu 37°C, sedang pada suhu 45°C tidak
terlihat adanya pertumbuhan.

Pengujian pada berbagai kepekatan fenol
memperiihatkan bahwa isolat ICBB 1170
mempunyai kemampuan  tumbuh dan
mendegradasi fenol tertinggi . Pada kepekatan
fenol 18 mM isolat ICBB 1170 mampu
mendegradasi fenol sampai 93,5% dari total
yang diberikan, sehingga fenol yang terombak
sekitar 16,84 mM. Isolat ICBB 1168 dapat
tumbuh dan mendegradasi fenol sebesar
80,5% dari kepekatan fenol dalam medium
yang mengandung 18 mM fenol, sehingga
yang terombak sekitar 14,49 mM. Isolat ICBB
1169 merupakan isolat yang paling .rendah
dalam kemampuan tumbuh dan degradasi
fenolnya, dimana isolat ini hanya mampu
mendegradasi 92,1% dari kepekatan 14 mM
atau sebesar 12,89 mM.

Hasil pengamatan morfologi menunjukkan
bahwa ketiga isolat merupakan bakteri Gram
negatif dengan bentuk sel dan koloni bulat.
Bakteri pendegradasi fenol terbaik yang pernah
dilaporkan yaitu Pseudomonas sp strain CP4,
mampu hidup pada kandungan fenol sebesar
1500 ppm (15,94 mM) (Babu et al., 1995).

Uji kapasitas degradasi fenol dilakukan
terhadap isolat terpilih yaitu ICBB 1170 dengan
hasil seperti terlihat pada Gambar 1.
Pengamatan selama 4 hari dengan
pengambilan contoh setiap hari, menunjukkan
bahwa penurunan tajam kepekatan fenol terjadi
antara hari pertama dan kedua.

Aktivitas spesifik enzim fenol hidroksilase yang
diisolasi di medium pertumbuhan isolat bakteri
ICBB 1170 diperoleh sebesar 2,92 U/mg.
Kukor dan Oisen (1990) telah melakukan
pengujian enzim fenol hidroksilase bakteri
Gram negatif Pseudomonas picketti PKO1
yang ditumbuhkan pada kepekatan 5 mM.
Enzim tersebut mempunyai aktivitas spesifik
0,2 U/mg.
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan dan kurva degradasi fenol isolat ICBB 1170
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Penambahan glukosa pada medium minimum
yang mengandung fenol menunjukkan
fenomena antagonis (Gambar 2). Bila
kepekatan giukosa yang diberikan berkisar
antara  0,01-0,02%  giukosa tidak
mempengaruhi proses degradasi fenol.
Sedangkan penambahan 0,05-0,1% glukosa
menyebabkan degradasi fenol menurun.
Penurunan degradasi fenol diduga akibat
adanya represi katabolit oleh glukosa terhadap
pembentukan enzim yang diperiukan dalam
proses degradasi fenol.

Mikroba yang mampu memanfatkan sumber
karbon selain glukosa, biasanya menggunakan
sistem jaringan cAMP-CAP. Bila ada glukosa
enzim adenilat siklase menjadi tidak aktif,
sehingga tidak mampu membentuk cAMP
(3',5'-adenosin monofosfat siklik). Hal ini
mengakibatkan CAP  (protein  pengaktif
katabolit) tidak dapat terikat pada DNA, karena
komplek CcAMP-CAP tidak terbentuk.
Pengikatan cAMP-CAP pada DNA penting
untuk  mengaktifkan  proses  transkripsi
(Neidhardt et al., 1990). Penelitian Zhou et al.
(1989) menunjukkan bahwa isolat khamir
mengalami_penurunan ‘kemampuan degradasi
senyawa aromatik trinitrotoluen setelah

NAH DAN LINGKUNGAN, OKTOBER 2000, h. 24-31 .
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penambahan glukosa 0,05-0,1% pada medium

pertumbuhannya.

Penambahan ekstrak khamir ke dalam medium
menunjukkan bahwa semakin tinggi kepekatan
ekstrak khamir yang ditambahkan (0,01 sampai
dengan 0,1%) pada medium minimal, akan
semakin meningkatkan pertumbuhan isolat dan
degradasi fenol (Gambar 3). Menurut Cowan
(1975), ekstrak khamir merupakan bahan yang
kaya asam amino dan vitamin B-komplek,
sehingga dapat memacu pertumbuhan isolat.
Hasil penelitian Zhou ef al. (1989) menunjukkan
bahwa semakin meningkatnya kepekatan
ekstrak khamir dari 0 sampai 0.1%, temyata
meningkatkan kemampuan isolat khamir untuk
mendegradasi senyawa aromatik trinitrotoluen.
Kemampuan untuk tumbuh dalam medium
minimal agar yang ditambah benzoat,
memperiihatkan bahwa isolat ICBB 1170
mampu tumbuh dengan baik.

Hal ini menunjukkan bahwa isolat tersebut
diduga mampu memanfaatkan benzoat yang
diberikan sebagai sumber karbon. Kurva
pertumbuhan  diisolat ICBB 70 yang
ditumbuhkan pada medium yang mengandung
benzoat dapat dilihat pada Gambar 4.

p o P f—
(o)} \O N W
L : 1

OD(600 nm)

<o
()

fenol terombak (mM)

0 } {
awal 0 0.01

; t 0
002 005 0.1

konsentrasi glukosa (%)
L—i— pertumbuhan isolat —a— degradasi fenol

Gambar 2. Pengaruh penambahan glukosa terhadap pertumbuhan isolat dan
degradasi fenol isolat ICBB 1170
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Pengaruh penambahan ekstrak khamir terhadap pertumbuhan isolat dan

degradasi fenol isolat ICBB 1170
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o
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.
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waktu inkubasi (hari)
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I —8—kurva pertumbuhan —&—kurva degradasi benzoat |

Gambar 4. Kurva pertumbuhan dan kurva degradasi benzoat isolat ICBB 1170

Hasil yang diperoleh menunjukkan isolat ICBB
1170 membutuhkan waktu 8 har untuk
menurunkan konsentrasi benzoat dari 6 mM
menjadi tinggal 1,31 mM. Beberapa penelitian
melaporkan mengenai kemampuan satu
mikroorganisme dalam mendegradasi beberapa
senyawa aromatik (fenol, benzoat, benzene,
dan turunannya), diantaranya Pseudomonas
sp. strain JS150 (Haigler ef al., 1992),
Rhodococcus opacus (Zaitsev et al., 1995), dan
Candida sp ICBB 1167 (belum dipublikasi).

Kemampuan isolat ICBB 1170 daiam
mendegradasi benzoat, menunjukkan bahwa
keduanya memiliki gen-gen yang menyandikan
enzim pendegradasi benzoat. Menurut
Altenschmidt ef al. (1993), benzoat akan

terdegradasi menjadi katekol (1,2
dihidroksibenzen), protokatekuat (3.4-
dihidroksibenzoat), atau gentisat  (2,5-
dihidroksibenzoat). ‘
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