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Thirthy-four anoxygenic photosynthetic bacteria and 7 other environmental isolates were exanlined for their 
ability to grow anaerobically in light in monocyclic aromatic compound, including benzoate, salysilate (2- 
hydroxybenzoate), phenol, gentisate (2,s-dihydrosybcnzoate), and catechol (l,?-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 gencratiori time. 
The ability of purple non-sulfur bacteria to grow in gentisate might be firstly reported. \Ye also observed that hIR1.2 
a a s  the only Gram positive isolate of the aerobic bacteria capable of growing in atrazine (2-chloro-4-ethylanlino-6- 
isopropylaniino-1,3,5-triazine). 
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Banyak bakteri menunjukkan kernarnpuan rnenguraikan 
senyswa hidrokarbon arornatik secara aerob (Miethling & 
Karlson 1996), narnun galur bakteri Pseudorlior~as dan Bacil- 
lus rnerupakan galur yang telah dipelajari secara intensif, baik 
kernarnpuan degradasi (Shen & Wang 1995) rnaupun 
genetikanya (Williams &Sayers 1994). Di sarnping itu, beberapa 
jenis ganggang (Semple & Cain 1996) dan cendawan (Spadaro 
er 01.1992) juga rnernpunyai kemarnpuan rnenguraikan senyawa 
hidrokarbon arornatik secara aerob. 

Tidak seperti degradasi aerob, aspek degradasi anaerob 
senyawa arornatik rnonosiklik lebih sedikit rnendapat perhatian. 
Meski dernikian beberapa laporan rnenunjukkan kemampuan 
yang baik dari beberapa bakteri untuk melakukan degradasi 
secara anaerob. Kernarnpuan bakteri fotosintetik anoksieenik 
untuk turnbuh pada beberapa senyawa arornatik rnonosiklik, 
baik secara aerob rnaupun anaerob telah rnernungkinkan 
kelornpok ini digunakan sebagai agens biodegradasi senyawa 
arornatik secara luas (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 juga rnenunjukkan kemarnpuan bakteri fotosintetik 
anoksigenik dalam rnengkatabolisrne senyawa arornatik selain 
benzoat. Blasco & Castillo (1992) melihat bahwa Rhodobncter 
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cnpsulatus E l F l  dapat rnendegradasi mononitrofenol dan 
dinitrofenol rnenggunakan asetat sebagai surnber karbon. 
Rhodopseudot?~or~as palustl-is dapat rnemanfaatkan banyak 
jenis fenolat, asam arornatik terhidroksilasi dan termetoksilasi, 
aldehida arornatik, dan asarn hidroarornatik (Harwood &Gibson 
1988), dan juga rnengkatabolisrne senyawa piridin dan pirazin 
(Sasikala etal .  1994). 

Penelitian ini bertujuan untuk rnenyeleksi dan mengisolasi 
bakreri 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 p a d a  
Senyawa Hidrokarbon  Aromat ik .  Penapisan bakteri 
fotosintetik anoksigenik dilakukan dengan cara rnenurnbuhkan 
bakteri yang berasal dari koleksi laboratorium Mikrobiologi 
dan Biokirnia, Pusat Penelitian Bioteknologi, Institut Pertanian 
Bogor dan dari lingkungan pada media Sistrorn yang 
dimodifikasi dalarn tabung ulir 10 rnl yang diisi penuh. Dalarn 
2 000 ml media rnengandung 5.44 g KYPO;, 0.39 g NH4CI, 1 g 
NaCI, 0.6 g MgS0,.7H,O, 0.0884 g CaC1,.2H,O, 0.004 g 
~ e ~ 0 , . 7 H , 0 , 4 0 ~ 1  NH,-rnolibdat I%, 0.2 ml unsur kelurnit (0.1765 
rngl EDTA, 0.1540 rng1 MnS04.2H,0, 0.5 m d l  ZnS04.7H,0, 
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0.0392 mg/i CuS04.5Y0, 0.0248 mg/i Co(N03),.6H20, clan 0.0 1 1 
mgml YBO,), dan 0.2 ml vitamin (1 mgml asam nikotinat, 0.5 
mg/ml tiamina, dan 0.01 mdml biotina), dengan 1 mM dan 5mM 
Na-benzoat, 0.1 mM fenol, 5 mM Na-salisilai (2-hidroksi- 
benzoat), dan 0.5 mM katekol sebagai sumber karbon. Penguji- 
an beberapa isolat murni pada 5 mM gentisat (2,5-dihidroksi- 
benzoat) menggunakan media agar-agar Sistrom modifikasi 
dengan kondisi pertumbuhan sama dengan media cair. 

Penapisan Bakteri Aerob pada Senyawa Hidrckarbon 
Aromatik. Penapisan bakteri aerob dilakukan dengan cara 
menumbuhkan bakteri yang berasal dari lingkungan pada me- 
dia garam modifikasi yang dalam 1 000 ml media mengandung 
0.5 g YHPO,, 5 g NaCI, 1 g N W I ,  1 g MgS04.7Y3, 2 0 ~ 1  NH,- 
molibdat I%, 0.2 mi unsur kelumit (0.1765 m g l  EDTA, 0.1540 
mgll MnS0,.2H20, 0.5 mgll ZnS04.7H,0, 0.0392 mgll 
CuS04.5H20, 0.0248 mgll Co(N03),.6H20, dan 0.01 1 mglml 
H,B03), dan 0.05 ml vitamin (1 pgml asam nikotinat, 0.5 pgml  
tiamina, dan 0.01 p g m l  biotina), 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 
pada 5 mM Na-gentisat, 1 mM fenol, 5 mM Na-salisilat, dan 1 
mM atrazin (2-kloro-4-etilamino-6-isopropilarnino- 1,3,5-triazin) 
(kzmurnian 90%) dilihat dengan cara menggores koloni tunggal 
pada media agar-agar garam modifikasi dengan sumber C 
senyawa hidrokarbon aromatik tersebut. Kecuali fenol semua 
senyawa aromatik disterilkan mengr~nakan filter. 

Uji Kemampuan Tumbuh Isolat pada Benzoat. Uji 
kemampuan penggunaan benzoat dari isolat hasil penapisan 
aerob dilakukan dalam labu Erlenmeyer 250 ml berisi 50 ml me- 
dia garam modifikasi yang mengandung 5 mM Na-benzoat 
dengan penggoyangan 200 putaran per menit pada suhu 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 pada jarak 30 cm dari 
kultur. Kernasaman awal semua media diatur sekitar 7.2. 
Densitas sel diukur sebagai absorbansi pada panjang 
gelombang 660 nm (Harwood & Gibson 198s) menggunakan 
spektrofotometer hlovaspec I 1  (Phat-t~~ncirc). Jumlah sel awal 
setiap pengujian dalam media sekitar 5. lo6 seVml. 

HASIL DAN PEMBA-dSAN 

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, 12 isolat (29.3%) tumbuh lambat, 
dan 14 isolat (34.1%) tidak dapat tumbuh. Meskipun beberapa 
isolat tumbuh lambat, persentase jumlah isolat uji termasuk 
isolat lingkungan yang mampu menggunakan benzoat cukup 
tinpgi (65.S%) (Tabel 1 .).Hal ini menunjukkan bahwa kelompok 
bakteri fotosintetik anoksigenik yang diuji merupakan 

Tabel I .  Data kemampuan tumbuh bakteri pada senyawa aromatik 
pada kondisi anaerob dengan penyinaran lampu Tungten 40  W berjarak 
30 cm. 

Nama Isolat Asal 5mM 5mM 0.5mM O.lmM 5mM GT pada 
Benzoat Salisilat Katekol Fenol Gentisat Benzoat (jam) 

Laboratorium 

MB-7 
Cas- 1 
C a s 3  
Cas-3 
Car-4 
Cas-5 
Cas-6 
Cas-7 
Cas-8 
Cas-9 
Cas-10 
Cas-l 1 
Cas-12 
Cas- 13 
PG-9 
IVaduk Permai 
MT-2 
BW17A 
SKX121 
BW12 
Cikamdl 
MR- 1 
PC-5 
PC-I 
MB- I 
MB-2 
MB-3 
M9-12.1 
MB-15 
MB-18 
MB-21.2 
MB-31 
MB-60 
MB-61 

-- - -- 

Kalreng + - + ? 
Maluku +++ - - td 5  2 
Maluku ftt - - + 6  1 
Maluku +++ - - td 5 8 
Maluku ++ - - + 106 
Maluku + - + ? 
Maluku +++ - - td 6  3 
Maluku +++ - - + 6 5  
Maluku +++ - - td 5 2  
Maluku +++ - - td 545 
Maluku + - td ? 
Maluku + - td ? 
Malukc +++ - - - td 5 2  
Maluku +f+C - - + 285 
Kalteng +t+ - - + 552 
Kalbdr - - td 
Kaltcng + - td 7 

Kalteng - - td 
Kalreng - - td 
Kalteng - - td 
JawaBarat - - td 
Kalteng + - td ? 
Kalteng + - td ? 
Kalteng + - td ? 
Kalteng - - td 
Kalteng - - td 
Kalteng - - td 
Kalteng - - td 
Kalteng - - td 
Kalteng + - td ? 
Kalteng - - td 
Kalteng - - td 
Kalteng - - td 
Kalteng - - td 

Contoh Lingkungan (air atau tanah) 

DS- I JawaBarat ++tt - - + 3 8 
DS-2 JawaBarat ++ - - td 8 5 
DS-3 DIY + - td ? 
DS-4 DIY - - + 47 
DS-5 DIY +tt - - td 6 4  
DS-6 DIY + - td ? 
DS-7 Dl Y + - 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 
kura'ng baik; -: tidak tumbuh; td: tidak diuji; ?: 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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Garlrbar 1. Grnfik pcrtumbuhau bebcnpa i soh t  bakteri fotosintrtik anoksigenik dalam media Sistrom modifikasi dcrlgan 5 mM bcozoat scbagal 
sunlber C. 

jalur anaerob (Pelletier & Harwood !99S). Tidak seperti Tabel 2. Data kernnrnpuan tumbuh bakrcr~ padn senyawa a romnt~h  

pernecahan senyawa aromatik monosiklik pada bakterl aerob aerob. 

yang sering menghasilkan intermediet katekol atau turunannya Ndma Asal 5 mM 5 mM I mM 1 mM 5 mM (3Tp~d.i  

yang dilanjutkan dengan penyigarall cincin aromatik (Williams ISo1" Benzoat Salisitat Fenol Atrazin Gentisnt Benzont (jam) 

82 Sayers 1994), pernecahan senyawa arornatik monosiklik DS-8 Jawa Barat ++++ ++ ++++ - + 11 .4  

rnelalui jalur anaerob menghasilkan intermediet  2 -  
ketosikloheksana-I-karboksil-KoA tepat sebelurn penyigaran 
cincin (Pelletier Pr Harwood 1998). Dari kelornpok bakteri 
btosintetik anoksigenik, R. pal~istris rnerupakan bakteri yang 
paling banyak dilaporkan rnarnpu menggunakan benzoat 
sebagai surnber C (Harwood &Gibson 1988). 

Waktu generasi (GT) bakteri fotosintetik anoksigenik pada 
5 mM benzoat tercepat ditunjukkan oleh isolat 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 rnM dan 5 mM benzoat 
(Tabel 1). Meskipun dernikian, dalarn contoh tersebut bukan 
berarti tidak ada bakteri fotosintetik anoksigenik. Tidak sernua 
kelompok bakteri ini mampu menggunakan benzoat seperti 
yang diperlihatkan oleh beberapa isolat laboratorium. Bakteri 
ini rnerupakan bakteri yang distribusinya sangat luas di habi- 
tat tanah dan air (Kobayashi et nl. 1967). 

Tidak ada perturnbuhan bakteri fotosintetik anoksigenik 
ditunjukkan dalarn 1 mM fenol, 5 rnM salisilat, dan 0.5 mM 
k~tekol.  Pengujian sernbilan isolat terhadap 5 rnM gentisat 
rnernperlihatkan adanya pertumbuhan. Meskipun Harwood & 

M R 1 . 2  Kalteng ++++ ++ ++++ ++++ + 9.3  
PG9.1 Kalteng ++++ + - + 1 2  
M R 1 . I  Kalteng ++ + + '? 
DS-9 J a w  Barat ++ - + + 26.6 

Kalteng: Kalimantan Tengah; +++t: tumbuh sangan bnik; +++. 
turnbuh baik; ++: tumbuh sedang; +: ~umbuh kurnng baik; -: tidak tu~nbuh. 

Gibson (1988) melaporkan kernampuan R. pnlustr is 

mengkatabolisme beberapa asam arornatik terhidroksilasi, 
kernampuan turnbuh bakteri fotosintetik anoksigenik pada 
gentisat (2,5-dihidroksibenzoat) n~ungkin pertama kali 
dilaporkan. 

Kemarnpuan t~l.rrlbuh Salcten aeiob dalam berbagai senyawa 
aromatik monosiklik ditunjukkan dala~n 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 Pseudonzc!zns sp. KB740 pada tahap 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 l.j, 
respons isolat aerob yang berbeda terhadap penggunaan 
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Gambar 2. Cirafik pcrtumbuhan isolat bakteri aerob dalam media 
gxam modifikas~ dengan 5 mM benzoat sebagai sumber C. 

benzoat sebagai sumber C ditunjukkan oleh fase lag dan S T  
yang bcrbeda untuk masing-masing isolat (Gambar 2). LVakttt 
generasi PS9 .1  dan DS-8 dalam 5 m M  benzoat berturut-turut 
12 jam dan 11.4 jam. Meskipun dapat menggunakan bznzoat 
sebagai sumber C, isolat DS-9 rnerupakan isolat yang relatif 
lambnt tumbuh dibandingkan isolat aerob lain (Garnbar 2). Isolat 
Gram positif MR1.2 tumbuh dengan baik pada semua senyawa 
aromatik yang diujikan dengan G T  pada benzoat 9.3 jam. Sangat 
disayangkan isolat ini tidak dapat dianalisis lebih lanjut karena 
rnati. Isolat DS-S hanys tidak dapat tumbuh pada 1 rnhl atrazin. 
:solat PG9.1 tidak tumbuh pad; 1 m M  fen01 dan 1 mM atrazin. 

Scmua isolat uji dapat tumbuh pada salisilat dan gentisat. 
I-lal ini mungkin mengindikasikan bahwa gentisat rnerupakan 
intermediet dalam katabolisme salisilat sepeiti yang dilaporkan 
Grund er al. 1990 dan Fuenmayor et nl. 1998. Beberapa kajian 
biokimia degradasi salisilat dan  gentisat mernang telah 
di1:lkukan (Altenschmidt et al. 1993, Fuenmayor et nl. 1998, 
\Veru/ath et a[. 1998), namun tetap dirasa belum memadai 
(\Ver\vatli et al. 1998). 

Isolat Gram negatif MR1.l meskipun pada penapisan dalam 
media agar-agar garam rnodifikasi dengan 5 m M  benzoat dapat 
tumbuh, namun ketika diuji dalam media cair pertumbuhannya 
terhambat. Warna coklat kehitaman yang ditimbulkan karena 
konversi benzoat mengindikasikan isolat ini hanya lnampu 
mengkonversi benzoat sampai ke katekol atau derivatnya saja, 
mengzsampingkan kenlungkinan isolat ini mengkonversi 
benzoat menjadi senyawa berbahaya seperti protoanemonin 
seperti yang dilaporkan oleh Blasco et al. (1997) terhadap 
degradasi senyawa 4-klorobifenil. Isolat MR1.1 mungkin tidak 
rnemiliki enzim untuk tahap pemecahan cincin aromatik yang 
mampu meneruskan degradasi setelah katekol intermediet (Wil- 
liams 9r Sayers 1994). 

DAFTAR PUSTAKA 

Altenschmidt ,  U., U. Oswald,  E. Steiner ,  [I .  I I e r r n ~ a n n  & G .  
Fuchs. 1995. New aerobic benzoate oxidation pathway via ben- 
zoyl-coenzyme A and 3-hydroxybenzoyl-coenzyme A in a denitri- 
fying Pseudotnonas sp. J. Bucferiol. 175:4851-4858. 

Blasco, R. & F. Castillo. 1992. Light-dependent degradation of 
nitrophenols by the phototrophic bacterium Rhodobacrer 
cnpsu!atus El  FI . Appl. Environ. Microbiol. 58:690-695. 

Blasco, R., M. hlal lavar;~pau,  R. Wittich, K.N. Tin~rn is  & D.11. 
Pieper. 1997. Evidence that formation of protoanemonin from 
metabolites of 3-chlorobiphenyl degradation negatively ;~ffects the 
survival of 4-cholorbiphenyl-cometabolizing microorganisms. /\ppl. 
Enviror~. Microb;ol. 63:427-434. 

Fuenmayor, S.L., &I. \Vild, A.1,. Uoyes & ['..A. Willian~s.  1908. t\ 
gene cluster encoding skps in conversion of naphthalene to gentisate 
in Psirdortlorras sp. strain U2. J. Bacrrriol. 180:2522-2530. 

Grund,  E., C. Knorr & R. Eichcnl;~~~l>.  1990. Catabolism of benzoate 
and monohydroxylated benzoates by Att~ycolaropsis and Strepto- 
rtryces spp. Appl. Et~virr?!~. hlic-robioi. 56: 1359- 1464. 

Ilarwood, C.S. S: J. Gibson. 198s. Anaerobic and aerobic mct:iho- 
lism of diverse aromatic compounds by the photosynthetic bacte- 
rium Rlrodopseudottronns pnlr~srrrs. Appl. Envirorz, hlicrobiol. 
54:712-717. 

Kobay:~shi, hl., E. Takahashi & K. Ka\v:~guchi. 1967. Ilistribution 
of nitrogen-fixing microorganisms in paddy soils of Southeast Asia. 
Soil Science 104: I 13- 1 18; 

3Iiethling, K. S: U. E;:~rlson. I996 hccelcrated niincralizatiot~ of 
pentacliloroplie~~d in soil upon it~oculation with Alycobacteriitttc 
clrloropIterrolic.rrr,r PCP1 and .Splrit~gorttorrn.s chloroplrrr~c~lir~a KA7.  
Appl. Erli~irort. .Ilirrobiol. 62:436 1-4366. 

Pelleticr, 11.A. S: C.S. Ifar\rootl. 1998. 2-Uctocyclohexnnecarhos! l 
coenzymc h hydrolase. Llie rinp clcn\fape cnzym required for anaero- 
bic benzoate degradation by ~?liodop.ser~dor~~otta.~ palrtsrris. .4ppl. 
Eri~~irorl. itlicrohiol. lSO:?370-2336. 

Sasikala, C., C.V. Knn~ann S: 1'.K. Kao. 1994. I'hotometabolism of 
heterocyclic aromatic compounds by h'/totlopseudor!lorlas p a l ~ t s r r ~ \  
OIJ 11. Appl. Etri~irorr. Mic.robio1. 60:2187-2190. 

Sen~plc ,  K.'C S: R.U.  C;I~II. 1996, Riodegradation of phenols by t11c 
alga Oclrroirror~ns clntiicu. Appl. Grvirotr. illicrobiol. 62: 1264- 1273 

Shcn, 11. & Y. \\'ang, 1995. Simultaneous chromium reduction and 
phenol degradation in a coculture of E~scherichia coli S rCC 33456 
and Psrudorrlot~ns prtrirla DM P- I .  /\ppl. Ertvirorr. 12,licrobiol. 
61:2754-2758. 

Sp:rdaro, J.T., RI.11. Gold S- V. I ~ e ~ ~ g : ~ n a t h ; ~ r ~ .  1992. Ilegradation of 
azo dyes by thi. lipnin-dcgratlitig fungus P l r o ~ l r r o c l r o e ~ ~ ~  
rlrr~so.rporirr~~r. Appl. Glvirotr. Mirrobiol. 58:2397-2401. 

\Vcrwath, J., lI..-I. Arf'nlarln, D.11. Piepcr, K.N. l'inlniis & H. 
Wittich.  1998. Biochemical and genetic characterization of a 
gentisate I ,?-diosyynase from Sp11irt~ortrorrn.s sp. strain li\ir5. J 
b'acleriol. 180:117 1 - 1 1  76. 

\Villiams, I'A. & J.K. Sayers. 1994. The evolution of pathways for 
aromatic hydrocarbon oxidation in P.sricdor~~o~icz.s. U i o d c ~ r i ~ d  
5:195-217. 


	Seleksi Dan Isolasi Bakteri Pengurai Senyawa Hidrokarbon Aromatik

