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Thirthy-four anoxygenic photosynthetic bacteria and 7 other environmental isolates were examined for their
ability to grow anaerobically in light in monocyclic aromatic compound, including benzoate, salysilate (2-
hydroxybenzoate), phenol, gentisate (2,5-dihydroxybenzoate), and catechol (1,2-benzenediol). Five aerobic bactcria
were tested for aerobic utilization of the monocyclic aromatic compound. Twenty-seven out of 41 of isolated anosygcnic
photosynthetic bacteria (65.8%) were able to grow in 5 mM benzoate. DS-1, DS-4, and Cas-13 of the anoxygenic
photosynthetic bacteria and DS-8, MR1.2, and PG9.1 of the aerobic bacteria showed relatively short generation time.
The ability of purple non-sulfur bacteria to grow in gentisate might be firstly reported. Wi also observed that hIR1.2
was the only Gram positive isolate of the aerobic bacteria capable of growing in atrazine (2-chloro-4-ethylanlino-6-

isopropylaminoe-1,3,5-triazine).
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Banyak bakteri menunjukkan kernarnpuan rnenguraikan
senyawa hidrokarbon arornatik secara aerob (Miethling &
Karlson 1996}, narnun galur bakteri Pseudonionas dan Bacil-
lus rnerupakan galur yang telah dipelajari secaraintensif, baik
kernarnpuan degradasi (Shen & Wang 1995) rnaupun
genetikanya(Williams& Sayers1994). Di sarnping itu, beberapa
jenisganggang (Semple & Cain 1996) dan cendawan (Spadaro
et al. 1992) jugarnernpunyai kemarnpuan rnenguraikan senyawa
hidrokarbon arornatik secara aerob.

Tidak seperti degradasi aerob, aspek degradasi anaerob
senyawaarornatik rnonosiklik lebih sedikit rnendapat perhatian.
Meski dernikian beberapa laporan rnenunjukkan kemampuan
yang baik dari beberapa bakteri untuk melakukan degradasi
secara anaerob. Kernarnpuan bakteri fotosintetik anoksigenik
untuk turnbuh pada beberapa senyawa arornatik rnonosiklik,
baik secara aerob rnaupun anaerob telah rnernungkinkan
kelornpok ini digunakan sebagai agens biodegradasi senyawa
arornatik secaraluas (Harwood & Gibson 1988).

Benzoat dan turunannya rnerupakan salah satu senyawa
yang paling umum dilaporkan dapat diuraikan oleh bakteri
fotosintetik anoksigenik (Harwood & Gibson 1988). Beberapa
penelitian jugarnenunjukkan kemarnpuan bakteri fotosintetik
anoksigenik dalam rnengkatabolisrnesenyawa arornatik selain
benzoat. Blasco & Castillo (1992) melihat bahwa Rhodobncter
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capsulatus E1F1 dapat rnendegradasi mononitrofenol dan
dinitrofenol menggunakan asetat sebagai surnber karbon.
Rhodopseudomonas palustris dapat rnemanfaatkan banyak
jenisfenolat, asam arornatik terhidroksilasi dan termetoksilasi,
aldehidaarornatik, dan asam hidroarornatik (Harwood & Gibson
1988), dan juga rnengkatabolisrnesenyawa piridin dan pirazin
(Sasikala et al. 1994).

Penelitian ini bertujuan untuk rnenyeleksi dan mengisol asi
bakieri yang mampu rnenguraikan senyawa benzoat, fenol,
salisilat, gentisat, katekol, dan atrazin. Dari penelitian ini
diharapkan dapat diperoleh isolat bakteri yang mampu
rnenguraikan senyawa hidrokarbon arornatik rnonosiklik.

BAHAN DAN METODE

Penapisan Bakteri Fotosintetik Anoksigenik pada
Senyawa Hidrokarbon Aromatik. Penapisan bakteri
fotosintetik anoksigenik dilakukan dengan cara rnenurnbuhkan
bakteri yang berasal dari koleksi laboratorium Mikrobiol ogi
dan Biokimia, Pusat Penelitian Bioteknologi, Institut Pertanian
Bogor dan dari lingkungan pada media Sistrorn yang
dimodifikasi dalarn tabung ulir 10ml yang diisi penuh. Dalam
2000 m! mediarnengandung 5.44 g KH,PO,,0.39 gNH,Cl, 1¢
NaCl, 0.6 g MgSO,.7H,0, 0.0884 g CaCl,.2H,0, 0.004 g
Fe50,, TH, 0, 4011 NH,-molibdat 1%, 0.2 m! unsur kelumit (0.1765
mg/l EDTA, 0.1540mg/l MnSO,.2H,0, 0.5 mg/l ZnSO,.7TH,0,
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0.0392mg/1 CuSO,.5H,0,0.0248 mg/l Co(NO,),.6H,0, dar 0.011
mg/ml H,BO,), dan 0.2 m! vitamin (1 mg/ml asam nikotinat, 0.5
mg/ml tiamina, dan 0.01 mg/ml biotina),dengan 1 mM dan SmM
Na-benzoat, 0.1 mM fenol, 5 mM Na-sdlisilai (2-hidroksi-
benzoat), dan 0.5 mM katekol sebagai sumber karbon. Penguji-
an beberapa isolat murni pada5 mM gentisat (2,5-dihidroksi-
benzoat) menggunakan media agar-agar Sistrom modifikasi
dengan kondisi pertumbuhan samadengan mediacair.

Penapisan Bakteri Aerob padaSenyawa Hidrckarbon
Aromatik. Penapisan bakteri aerob dilakukan dengan cara
menumbuhkan bakteri yang berasal dari lingkungan pada me-
diagaram modifikasi yangdalam 1000 ml media mengandung
0.5gK,HPO,,5gNaCl, 1 gH Cl, 1gMgS0, TELD, 20 HINH, -
molibdat 1%, 0.2 m! unsur kelumit (0.1765 mg/l EDTA, 0.1540
mgll MnSO,.2H,0, 0.5 mgll ZnSO,.7H,0, 0.0392 mgl!
CuS0,.5H,0, 0.0248 mgll Co(NO,),.6H,0, dan 0.011 mg/ml
H,BO,), dan 0.05 ml vitamin (1 #g/ml asam nikotinat, 0.5 pg/ml
tiamina, dan 0.01 ppfm! bioting), dengan 5 mM Na-benzoat
sebagai sumber karbon. Hasil penapisan digores pada media
agar-agar garam modifikasi yang mengandung 5 mM benzoat
untuk memperoleh isolat murni. Kemampuan tumbuh isolat
pada5 mM Na-gentisat, 1 mM fenol, 5 mM Na-sdlisilat, dan 1
mM atrazin (2-kloro-4-etilamino-6-isopropilarninot,3,5-triazin)
(kemurnian 90%) dilihat dengan caramenggores koloni tunggal
pada media agar-agar garam modifikasi dengan sumber C
senyawa hidrokarbon aromatik tersebut. Kecuali fenol semua
senyawa aromatik disterilkan menggunakan filter.

Uji Kemampuan Tumbuh Isolat pada Benzoat. Uji
kemampuan penggunaan benzoat dari isolat hasil penapisan
aerob dilakukan dalam labu Erlenmeyer 250 ml berisi 50ml me-
dia garam modifikasi yang mengandung 5 mM Na-benzoat
dengan penggoyangan 200 putaran per menit padasuhu 30°C.
Untuk isolat bakteri fotosintetik anoksigenik, uji serupa
dilakukan dalam tabung 100 ml yang diisi penuh dengan media
Sistrom modifikasi dengan 5 mM Na-benzoat. Kultur’
ditumbuhkan secara anaerob fototrof dengan pencahayaan
lampu Tungsten 40 W yang diletakkan padajarak 30 cm dari
kultur. Kernasaman awal semua media diatur sekitar 7.2.
Densitas sel diukur sebagai absorbansi pada panjang
gelombang 660 nm (Harwood & Gibson 1988) menggunakan
spektrofotometer Novaspec If { Fliarmiacia). Jumlah sel awal
setiap pengujian dalam mediasekitar 5. 1 sel/ml.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengujian kemampuan tumbuh bakteri fotosintetik
anoksigenik pada media Sistrom modifikasi dengan 5 mM
benzoat sebagai sumber C menunjukkan 15 isolat (36.6%)
mampuh tumbuh dengan baik, 12isolat (29.3%) tumbuh lambat,
dan 14isolat (34.1%) tidak dapat tumbuh. Meskipun beberapa
isolat tumbuh lambat, persentase jumlah isolat uji termasuk
isolat lingkungan yang mampu menggunakan benzoat cukup
tinpgi (65.8%) (Tabel 1.).Hal ini menunjukkan bahwakelompok
bakteri fotosintetik anoksigenik yang diuji merupakan
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Tabel |. Data kemampuan tumbuh bakteri pada senyawa aromatik
pada kondisi anaerob dengan penyinaran lampu Tungten 40 W berjarak
30 cm.

Nama |olat Asal 5mM  5mM  0.5mM 0.lmM 5mM  GT pada

Benzoat Salisilat Kateko! Fenol Gentisat Benzoat (jam)

Laboratorium

MB-7 Kalreng + - + ?
Cas-1 Maluku +++ - td 52
Cas-2 Maluku  +++ - - + 61
Cas-3 Maluku +++ - - td 58
Car-4 Maluku ik - - + 106
Cas5 Maluku  + - + ?
Cas-6 Maluku - - - td 63
Cas-7 Maluku — +++ - - + 65
Cas-8 Maluku  +++ - - td 52
Cas-9 Maluku +++ - - td 545
Cas-10 Maluku  + td ?
Cas-11 Maluku + - td ?
Cas-12 Malukc +++ - td 52
Cas-13 Maluku e+ - - + 285
PG-9 Kalteng — +t+ - - + 552
Waduk Permai  Kalbdr - - td

MT-2 Kaleng  + - td 7
BWITA Kalteng - - td

SKX121 Kareng - - td

BWI12 Kalteng - - td

Cikamal Jawa Barat - td

MR-1 Kalteng + - td

PG5 Kalteng + td

PG-1 Kalteng td ?
MB-| Kalteng - - td

MB-2 Kalteng - - td

MB-3 Kalteng - - td

MB-12.1 Kalteng - - td

MB-15 Kalteng - - td

MB-18 Kalteng T - td ?
MB-21.2 Kalteng - - td

MB-31 Kalteng - - td

M B-60 Kalteng - - td

MB-61 Kalteng - - td

Contoh Lingkungan (air atau tanah)

DSi Jawa Barat ++++ - - + 38
DS-2 JawaBarat ++ - - td 85
DS3 DIY + - td ?
DA DIY b - - + 47
DS5 DIY - - td 64
DS6 DIY + - td ?
DS7 oy + - td ?
A-l DIY

A-2 DIY

A-3 DIY

A-4 DIY

A-5 DIy

A-6 DIY

A-7 DIY

A-8 DIY

Kalteng: Kalimantan Tengah; Kalbar: Kalimantan Barat; ++++:
tumbuh sangat baik; +++: tumbuh baik; ++. tumbuh sedang; +: tumbuh
kurang baik; -: tidak tumbuh; td: tidak diuji; 2 tumbuh sangat lambat,
waktu generasi (GT) tidak dihitung. Contoh lingkungan dengan kode A
tidak tumbuh pada penapisan 1 mM benzoat.

kelompok yang umumnya dapat menguraikan benzoat. Bakteri
fotosintetik anoksigenik yang diuji diperkirakan memiliki gen

yang bertanggung jawab terhadap degradasi benzoat melalui
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Gambar 1. Grafik pertumbuhan beberapa isolat bakteri fotosintetik
sumber C.

jalur anaerob (Pelletier & Harwood 1998}, Tidak seperti
pernecahan senyawaaromatik monosiklik padabakteri aerob
yang sering menghasilkan intermediet katekol atau turunannya
yang dilanjutkan dengan penyigarau cincin aromatik (Williams
&2 Sayers 1994), pernecahan senyawa arornatik monosiklik
melalui jalur anaerob menghasilkan intermediet 2-
ketosikloheksana-1-karboksil-KoA tepat sebelurn penyigaran
cincin (Pelletier & Harwood 1998). Dari kelornpok bakteri
totosintetik anoksigenik, R palustris rnerupakan bakteri yang
paling banyak dilaporkan rnarnpu menggunakan benzoat
sebagai sumber C (Harwood & Gibson 1988).

Waktu generasi (GT) bakteri fotosintetik anoksigenik pada
5 mM benzoat tercepat ditunjukkan olehisolat Cas-13, DS-1,
dan DS-4 masing-masing 28.5 jam, 38 jam, dan 47 jam. Isolat
dengan GT yang dapat dihitung ditampilkan pada Gambar 1.
Tujuh dari 15 contoh lingkungan menunjukkan kernampuan
turnbuh pada penapisan dengan 1 mM dan 5 mM benzoat
(Tabel 1). Meskipun dernikian, dalarn contoh tersebut bukan
berarti tidak ada bakteri fotosintetik anoksigenik. Tidak semua
kelompok bakteri ini mampu menggunakan benzoat seperti
yang diperlihatkan oleh beberapaisolat laboratorium. Bakteri
ini rnerupakan bakteri yang distribusinya sangat luasdi habi-
tat tanah dan air (Kobayashi et al. 1967).

Tidak ada perturnbuhan bakteri fotosintetik anoksigenik
ditunjukkan dalarn 1 mM fenol, 5 mM salisilat, dan 0.5 mM
katekol. Pengujian sernbilan isolat terhadap 5 mM gentisat
rnernperlihatkan adanya pertumbuhan. Meskipun Harwood &
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anoksigenik dalam media Sistrom modifikast dengan 5 mM benzoat sebagai

Tabel 2. Data kemampuan tumbuh bakteri padn senyawa aromatik
pada kondisi e,

Nama Asal SmM 5mM ImM 1mM 5mM G pads
fsotsl Benzoat Salisitat  Fenol Awazin Gentisat Benzoat (jam)
DE-8  Jawa Barat ++++  ++ 44+ - + 11.4
MR1.2 Kalteng  ++++ T 444t 4gr  F 9.3
PG9.1 Kalteng  ++++ *+ . + 12
MR1.1 Kalteng ++ + + 9

DS-9  lawa Barat t+ - + t 26.6

Kalteng: Kalimantan Tengah; ++++: tumbuh sangan baik; +++:
turnbuh baik; ++. tumbuh sedang; +: tumbuh kurnng baik; -: tidak tumbuh.

Gibson (1988) melaporkan kernampuan R. palustris
mengkatabolisme beberapa asam arornatik terhidroksilasi,
kernampuan turnbuh bakteri fotosintetik anoksigenik pada
gentisat (2,5-dihidroksibenzoat) mungkin pertama kali
dilaporkan.

Kemampuan rurehuih bakten aecob dalam berbagal senyawa
aromatik monosiklik ditunjukkan dalam Tabel 2. Umurnnya
degradasi senyawa ini oleh bakteri aerob pada tahap awal
menghasilkan intermediet katekol atau turunannya(Williams
& Sayers 1994), narnun Altenschrnidt et al. (1993) rnelihat
bakteri denitrifikasi Preadomones sp. KB740 padatahap awal
Jalur oksidasi benzoat rnelewati benzoil-koenzim A dan 3-
hidroksibenzoil-koenzim A. Tahap ini lebih mirip tahap awal
degradasi anaerob oleh bakteri fotosintetik anoksigenik
(Pelletier & Harwood 1998).

Seperti halnya bakteri fotosintetik anoksigenik (Garnbar 1.),
respons isolat aerob yang berbeda terhadap penggunaan
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Gambar 2. Grafik pertumbuhan isolat bakteri aerob dalam media
garam modifikasi dengan 5 mM benzoat sebagai sumber C.

benzoat sebagai sumber C ditunjukkan oleh fase laz dan ST
yang bcrbeda untuk masing-masing isolat (Gambar 2). Waktu
generasi PGY.1 dan DS-8dalam 5 mM benzoat berturut-turut
12 jam dan 11.4 jam. Meskipun dapat menggunakan benzoat
sebagai sumber C, isolat DS-9 rnerupakan isolat yang relatif
tambat tumbuh dibandingkan isolat aerob lain (Garnbar 2). Isolat
Cirwin positif MR 1.2 tumbuh dengan baik pada semua senyawa
aromatik yang diujikan dengan GT padabenzoat 9.3 jam. Sangat
disayangkan isolat ini tidak dapat dianalisis lebih lanjut karena
mati. Isolat DS-Shanya tidak dapat tumbuh pada | mM atrazin.
tsolat PG9.1 tidak tumbuh pada 1 mM fenol dan 1 mM atrazin.

Semua isolat uji dapat tumbuh pada salisilat dan gentisat.
Hal ini mungkin mengindikasikan bahwa gentisat rnerupakan
intermediet dal am katabolisme salisilat seperti yang dilaporkan
Grund et al. 1990 dan Fuenmayor ez nl. 1998. Beberapakajian
biokimia degradasi salisilat dan gentisat memang telah
dilakukan (Altenschmidt er al. 1993, Fuenmayor et al. 1998,
Werwmh et af. 1998), namun tetap dirasa belum memadai
(Werwath et al. 1998).

Isolat Gram negatif MR1.l meskipun pada penapisan dalam
media agar-agar caram modifikasi dengan S mM benzoat dapat
tumbuh, namun ketika diuji dalam mediacair pertumbuhannya
terhambat. Warna coklat kehitaman yang ditimbulkan karena
konversi benzoat mengindikasikan isolat ini hanya mampu
mengkonversi benzoat sampai ke katekol atau derivatnya saja,
mengesampingkan Yemungkinan isolat ini mengkonversi
benzoat menjadi senyawa berbahaya seperti protoanemonin
seperti yang dilaporkan oleh Blasco et al. (1997) terhadap
degradasi senyawa4-klorobifenil.lsolat MR 1.1 mungkin tidak
rnemiliki enzim untuk tahap pemecahan cincin aromatik yang
mampu meneruskan degradasi setelah katekol intermediet (Wil-
liams & Sayers 1994).
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