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V. Kesimpulan

Dari penelitim ini dapat diambil beberapakesimpulm sebagai berikut :

1. Anhrobacter ry AK1SC2, Pseudomona-s sp BCI-I dn Psandomonas sp Dn4CP

mampu hmbuh dan menggunrt- ,riy"*a 4-klorofenol (a-CP) sebagai srmber karbon

dan energi unhrk pertnnbuhannya dengan wakhr generasi masing-masing sebesar 50,6

jam; 51,6 jam dan 88,4 jam serta kecepatzn pertrmbuhan spesifik (p) bertrrut-tnrt

sebesar 0,009 jarn-l; 0,008 jami dan 0,005 j*-t;

2. Aktivitas dehalogenasi ke tiga isolat bakteri dengan melepas ion klorida ke dalam

medinm masing-masing sebesar : Arthrobacter sp AKTSCz 8,3 o/o, Pseudomona.s sp

BCI-I 5,3o/o dan Pseudomonas sp Dn-4CP 9,7 o/o;

3. Eksfak bebas sel (CFE) sbain Pseudomonas sp Dn-4CP memiliki aktivita^s

dehalogenase tertinggi sebesar 0,1259 pmol mg-lprot'r, kemudian diikuti starin

Anhrobacter sp AK1SC2 sebesar 0,0904 ;rmol mg-lprot-l dan isolat Pseudomona.s sp

BCI-1 sebesar 0,0777 punol mg-rprot-r.
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RINGKASA].I

Penggunaon secara luas senyawa aromatik terklorinasi, seperti 4-klorofenol

sebagai biosida" pengawet kayu dan prekursor organik dalarn sintesis herbisida

klorofenoksiasetat menyebabkan terjadinya akunrulasi di linghrngan Kecendenrngan

senyawa aromatik terhalogenasi untuk terakurnulasi di linglarngar dikarenakan sifbtoiyayang

rekalsikan, sehingga kemungkinan akan mengalarni biomagrifikasi atau biokonsenbasi

dalam hrbuh hewan tingkat tinggi melalui jalur rantai makanan.

Walarptm senyawa monoklorofenol (4-klorofenol) bersifat rekalsitran, sbain

bakteri tertenhr telah menunujukkan kemampuan mendegradasinya Proses degradesi dan

deklorinasi senyawa terhalogenasi oleh milaobia mempunyai peran yang sangat penting

unhrk detoksifikasi.

Tujuan dari penelitian ini adalah tmhrk mempelqimi kemampuur tiga isolat

"indigenou^s" stain AK1sc2, BCI-I dan Dn-4cP dalam menggmakan senyawa 4-

klorofenol sebagai sumber krbon hmggal dan sumber energi, serta besarnya aktivitas

dehal ogenas i se I ama pro se s degradas i 4 -kl orofeno l.

Penelitian ini diawali dengan purifikasi bakteri pengguna senyawa terhalogenasi

sederhana (l-kloropentan4 l-kloroheksana dan klorpirifos) dengan teknik koloni sel

htnggal ("singgle cell colony"). Trh"p skrining mikrobia dilalrukan berdasarkan

kemampuan [mbuh dalam medium SBA dengan indikator BTB ("Bromo thymol blue")

ymg ditambah 4-klorofenol (200 ppm). Koloni yang membenhrk "zone jernih" kekuningan

paling besar dipilih sebagai isolat terpilih. Kinetika pertumbuhan bakteri ditentukan dengan
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percobzqn kultivasi pada mediurn cair yq\g mengmdtmg 4-klorofenol 200 pprn Tahap

inokulasi disiapkm dengan "resting cell incabation" dan kondisi kulfur dilak'kan pada

temperafirr 3/C selama 7 hari inkubasi dalarn sebuah "shaker incubator,, 150 rprn

Aktivitas perturnbuhan bakteri dipantau dengan pengukrnan absorbarsi (oDem), jgmlah ion

klorida terlepas secara *p"Lofotomekik (OD*o) dan perubahan nilai pH mediwr-

Pengujian aktivitas dehalogenase ditakukan dengan berbagai sediaan (CFE, Debris,

Supernatan kulhr dan Kulhr cair), berdssarkan ion klorida yang dilepaskan ke dalam

substat pertumbuhan dengan menggunakan metode Sallis et al., (1990). pengamatan

terhadap hasil degradasi 4-klorofenol secara kualitatif dilakukan dengan menggunakan

kromatograli gas dengan detektor penangkap elekhon (,,ECD-).

Bakteri yang berhasil dipilih sebagai "dehalogenatot'' Arthrobacter sp AK1SC2,

Pseudomonas sp BCI-I dan Pseudomonas sp Dn-4CP mampu fumbuh dan menggunakan

senyawa 4-klorofenol (4-CP) sebagai sumber karbon dan energi unhrk perfumbuharury4

dengan waktu generasi masing-masing sebesar 50,6 ja4 51,6 jam dan gg,4 jam serta

kecepatan perttunbuhan spesifik (p) berhrut-hnrt sebesar 0,009 j*-t; 0,00g jun'l dan

0,005 jarn-r. Aktivitas dehalogenasi ke tiga isolat bakteri dengan melepas ion klorida ke

dalarr medium masing-masing sebesar : Arthrobacter sp AKTSCz 8,3 o/o, pseudomonas ry

BCI-I 5,3 oh dan Pseudomonas sp Dn-4cp 9,7 o/o. Ekshak bebas sel (cFE) sbain

Pseudomona.s sp Dn-4CP memiliki aktivitas dehalogenase tertinggi sebesar 0,1259 Fmol

mg'rprot-r, kemudian diikuti starinArthrobactersp AK1SC2 sebesar 0,0904 pmol mg-lprot-l

dan isolat Pseudomonas sp BCI-l sebesar 0,0777 pmol mg-lprot-I.
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Aktivitas spesifik dehalogenase yuiglebih tinggi pada sediaan supernatan kulhr dan larlhrr

cair dibmdingkan dengan debris sel, menunjulil<an bahwa ensim 4-klorofenol dehalogenase

bekerja di luar sel (ensim ekshaseluler).



DAFTAR PUSTAKA

Apqialahti, JIIA and Salonen, S. 198?. Dechlorination and parahydrorylation of

polychlorinated phenols by Rhodococcu{i chlorophenolicus. J. Bacteriol 169 :

675 - 681.

M.1999. Biodegradation and Bioremedia.tioq Second Editior\ Academic

Press, USA. p.22-38.

Atlas, RM. and Bartha R.l993.Microbial Frcolory : Ftmdamentals and Applications. Third

Edition. The Benjarnin/Cunnnings ppllishing Company,Inc., USA p 386-397.

Balfanz, J and Rehm, HJ.1991. Biodegradation of 4-chlorophenol by adsorptive

immobilizedAlcaligenes sp A7-2 in soil. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35:

662-668.

Ba-tels, L, Knaclsnuss, IIJ. and Reineke, W. 1984. Suicide inactivation of catechol 2,3-

dioxygenase from Pseudomonas putida mt-2 by 3-halocathechols. Appl.

Environ. Microbiol. 47: 500-505.

Bedard, DL., Unterman, R, Bopp, LlL, Brennan, MJ. and Johnson, C.1986. Rapid assay

for screening and characterising microorganisms for the ability to degrade

polychl orinated b iphenyl. App l. Environ M i crob i ol, 5 | : 7 6l -7 68'

Bollag, JM. 1974. Microbial tansformation of pesticides. Adv. Appl. Microbiol 18: 37-

75 .

Crypucino, JG. and ShermarU N. 1983. Microbiology : a laboratory manual. Addison-

Wesley Publisihing Company, Inc.

Dorn, E. and Knacknuss,IIJ.lg?8. Chemical struchre and biodegr"dability of halogenated

aromatic compounds; substituent effects on l,2-dioxygenation of catechol.

B iochem. J .174:85-94.

Farrel, A and Quilty, B. 1999. Degradation of mono-chlorophenols by a mixed microbial

community via a me t a-c I e avage pathway. B i o degradati on I 0 : 3 53 -3 67.

Fav4 F., Armenante, PM., KalkewitaD. and Marchetti, L. 1995. Inlluence of organic and

inorganic growtr supplement on the aerobic biodegrdation of chlorobenzoic

acids. Apll.Microbiol Biotechnol. 43 : 171-17'1.

s., Muller, R. & Lingens, F. 1992. Purffication and some properties of 2-

halobenzoate 1,2-dioxygenase, a two component of en4trne system from

Psandomonas cepacia 2CBS. J. Bachiol 174 279-290.



58

FeEner, S. and fingens, F. 1994. Bacterial dehalogenases : Biochemislry, genetics and
biotechrological applications. Microbiol Rev 58: 641-685.

Forster, CF. md Wase, DAI.1987. Enviromrental Biotechnolog. Ellis Horwood Limited,
hrbl, Chicester.

Frobisher, M., Hinsdill, Crabtee md Goodheaft L974. Flndarnentals of microbiologr.
nin0r edition, WB Saunders Coryany, Philadelphia p. 139-141.

Goldman" P., Milne, GWA and Pignalaro, MT. 1967. Fluorine containing metabolites
formed from 2-fluorobenzoic acid by Pseudomonas species. Archs Biochem.
Biophys. 118: 178-1&1.

Gossef RW., Brown" DA and Young, DR 1983. Predicting tre bioaccumulation of
organic compounds in mrine organism using octanoUwater partition
coeffcients. Marine Pollution Bulletin 14: 387 -392.

HaggblorL MM. 1990, Mechanism of bacterial degradation and hansformation of
chlorinated monoaromalic compound. J. Basic Microbiol. 30: 115-141.

Haggblorn, MM. 1992. Microbial breakdown of halogenated aromatic pesticides and
related cornpound,IIEMS Microbiologr Review 103 :29-72.

Haggblom, MM. and VaIo, R.I. 1995. Microbial h'ansfonnation and degradation of toxic
chemicals, Wiley & Sons, New Yorlg p. 389.

Hardman, DJ. 1991. Biohansformation of halogenated compounds. Critical Review on
Biotechnolog5r, CRC Press Inc. Greal Britain. p. 1-39.

Hardman, DJ. and Slater, JH. 1981. Microbial ecolory in the laboratory : Experimental
system. In : Ecperimental microbial ecology (Burns RG and Slater JII eds), p.
255-274.

Hardman, DJ.1991. Biotansformation of halogenated compounds. Crit. Rev in Biotechnol
1 l : 11 -40 .

Hollender, J., Hopp, J. md Dott, W.1997. Biodegradation of 4-chlorophenol via the meta-
cleavage pathway by Co mmamo n as t e st ot e r o n i JH5. App l.Environ. M i crobi ol.
63:4567-4572.

Holt, JG.19'77.The shorter Bergey's manual of determinative bacteriolory. Eight edition.
Williarns & Wilkins Baltimore.



59

Horowitz, A, sulfita, JM. md Tiedje, JM. 1982. Redrctive dehalogenation of
halobenzoates by rraerobic lake sedimenta microorgaism- Ap;L Environ-
Microbiol. 45: 1459-1461.

King GId.1986' Inhibition of microbial activig in marine sediments by a bromophenol

Kleck4 G}{. and Gibson, DT. 1981. Inhibition of catrechol 2,3-diorygenase from
Psandonnnas putida by 3-cholorocarhecol. Appl.Environlvficrobiol. 4l:
I  159-1 165.

Leisinger, T. urd Bader, R 1993. Microbial dehalogenation of synilretic organohalogen
compounds : Hydrolityc dehal ogenases. chim iz 47 : I I 6- l 2 l.

L"*g, I{t, futwnpdli, D., cassidy, M., r,ee, rr and Trevors, JT. 1997. Modern soil
microbiologr. Marcel Delcker, Inc. , IJSA p. 5g5.

;4b' KC' and Wang, SJ. 1998. Enhancement biodegradation of phenol and a nongrowth
subshate 4-chlorophenol by medium augmentation with conventional carbon
source. Biodegradation 8: 329-339.

\(a-s AE., Kasberg T., van Agteren, MH., Janssen, DB.
degradation of chloroaromatics : Use of
mineralization of chlorobenzene. J.Bacteriol.

Vlartani, E. 1991. Bioteknologi Ling|<ungan. pusat
Universitas Gadjah Madq yoryakarta

and Reineke, W.1997. Microbial
the meta-cleavage pathway for
179:45304537.

Antar Universitas Bioteknologi,

Mccullar, MV., Brenner, v., Adam, Rtt and Fochl DD. 1994. conskuction of a novel
polychlorin!"d biphenyl-degrading bacteriurn: utilizarion of 3,4-
dichlorobiphenyl by P seudomonas acidovorans M3GY. Appl.Env.Micro. 60 :
3833-3839.

Neidleman, SL. and Geigert, J. 1986. Biohalogenation : principles, basic roles and
applications. Ellis Horwood Limited, England. p. l3-34, 46_12l,l56_125.

Saber, DL. and Crawford, RL. 1985. Isolation and characteizalion of Flavobacterium
sbains that degrade pentachlorophenol. Appl.Environ.Microbiol 50: 1512-
1518 .

Saez' PB' & Ritfnann,.BE.l99l. Biodegradation kinetics of 4-chlorophenol, an inhibitory
co-metabol ite. Res. J. water. po I lut. conhol. Fed. 63 : g3 g-&t 7.



60

Sallis, PJ., Armfield, lI., Bull, AT. and Hmdmaa DJ.1990. Isolation and characterizarion
of a haloalkane halidotrydrolase from Rhodococcas erythropolis Y2. J. Gen
Microbio l ,  136:  115-120.

Schmidt E., Helwigg, M. and Knaclanuss, ILI. 1983. Degradation of chlorophenol by a
defi ned mixed microbial cormnunity. Appl.EnvironMicrobiol. 46 : I 03 8- 1 044.

Slater, JlL 1994. Microbial dehalogenation of haloaliphatic compounds. In : Biochemistry
of microbial degradation. Kluwer Academic Publisher, Dordrecht. The
Netherlands. p. 3?9-421.

Soetarto, E.S. 1995. Dehalogenaling bacteria from Indonesian wlcanic source. Thesis
Report, October 1995.

Soetarto, E.S. and Djohan, TS. 1999. Biohansformasi residu pestisida organoklorin oleh
bakteri tanah, Laporan penelitian IIB VII, Falilltas Biologi, UGM, Yogakarta

Spokes, JR and Walker, N. 1974. Chorophenol and chlorobenzoic acid co-metabolism by
different genera of soil bacteria Arch. Microbiol 96: 125-134.

Sbotmann, U. and Roschenthaler, R.198?. A method for screening bacteria : aerobically
degrading chlorinated short-chain hydrocarbons. Current Microbiory 15: 159-
163 .

Sung Bp, IL, l,ee, JM., Bae Kjfi,Y. and Lee, ST.1996. Biodegradalion of the mixhre of
4-chlorophenol and phenol by Commamonas testoteroni CPW 301.
Biodegradation 7 : 463 -469,

Sumarno and Wilcock, T. 1992. Uji aktivitas dehalogenase mikrobia Pseudomonds sp
isolat dari sarnpel tanah asal Ujung Kulon. Mqialah Farmasi Indonesi4 Vol 3.
No. 3.

Topp, E., Crawford, RL. and Hanson, RS. 1988. Irdluence of a readily metabolizable
carbon on pentachlorophenol metabolism by a pentachlorophenol-degrading
Fl avobacte ri um sp. App l. Environ. Microb iol. 5 4 : 24 52-74 59 .

van der Meer, JR. L994. Genetic adaptation of bacteria to chlorinated aromalic
comp ounds. FEM S Microbi ol ogl Review s L 5 : 239 -249.

yan Pee, K.tI1996. Biosynthesis of halogenated metabolites by bacteria
Annu.Rev.Microbiol 5 0 : 375-3 99.



61

Weiser, M., Eberspacher, J., Volgler, B. and Lingens, F.1994. Metabolism of 4-
chlorophenolby,4mtobacter sp GP1: Skuchrre of the meta-cleavage prodrct
of 4-chlorocathecol. FEMS Microbi l.Lett 1 I 6 : 73 -7 8.

Weisheier, F. and Rehm, IIJ. 1987. Degradation of 4-chlorophenol in mmicipal
wastewater by adsorptiv imrnobilized Alcaligenes sp. A7-7.
Appl.Microbiol.Biotechnol. 26 : 78-83.

Wijgaard, AJ., Janssen, DB. and Wittrolt, 8.1989. Degradation of epichlorohydrin and
halohydrins by bacterial culh.re isolated Aom freshwater sediment. Journal of
general microbiolory, Great Britain p. 241-25 5.

I


