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Abstract-- DDT is a pesticide that persistent in the environment and has risk to human health. In
this study, the effect of addition of Bacillus subtilis on biodegradation of DDT by Phlebia
brevispora was investigated. B. subtilis was added at 1, 3, 5, 7, and 10 mL (1 ml = 6,7 x 108
bacteria cell/ml culture). The highest degradation of DDT was shown in the addition of 10 mL of
bacteria about 75% during 7-day incubation, and compared the results of that by P. brevispora
without the addition of bacteria was 64%. DDD, DDE and DDMU were detected as metabolic
products. This study indicated that addition of B. subtilis can enhance DDT degradation by P.
brevispora.

Keywords : Biodegradation, DDT, Phlebia brevispora, Bacillus subtilis

Abstract-- DDT merupakan pestisida yang bersifat persisten di lingkungan, dan memiliki resiko
kesehatan bagi manusia. Pada penelitian ini, pengaruh penambahan bakteri Bacillus subtilis pada
biodegradasi DDT oleh jamur Phlebia brevispora telah diteliti. B. subtilis ditambahkan pada
volume 1, 3, 5, 7, dan 10 mL (1 ml = 6,7 % 10® sel bakteri / ml kultur). Hasil degradasi DDT oleh P.
brevispora tanpa penambahan bakteri adalah 64%. Degradasi tertinggi DDT diperoleh pada
penambahan 10 mL bakteri sekitar 75% selama masa inkubasi 7 hari. DDD, DDE and DDMU
terdeteksi sebagai produk metabolit. Penelitian ini menunjukkan bahwa penambahan B. subtilis
dapat meningkatkan degradasi DDT oleh P. brevispora.

Katakunci : Biodegradasi, DDT, Phlebia brevispora, Bacillus subtilis

hormon, gangguan imunologi, kerusakan DNA
dalam sel, dan mampu menurunkan kemampuan
reproduksi atau menyebabkan cacat pada janin [2].
Residu DDT hingga kini masih ditemukan di
lingkungan terutama di lokasi yang dekat dengan
aktivitas manusia seperti pelabuhan, dan area
pertanian. Mengingat dampak negatif yang

I. Pendahuluan

Dikloro-difenil-trikloroetana (DDT) merupakan
insektisida sintetik pertama yang memiliki
peranan penting dalam membasmi nyamuk
malaria selama Perang Dunia ke Il. Efek DDT
sebagai pestisida ditemukan oleh Paul Muller

pada tahun 1939, dimana DDT dijuluki bahan
kimia ajaib (the wonder chemical), yang
menyelamatkan ribuan hektar tanaman dari
serangan hama serangga. Akan tetapi, DDT
memiliki sifat larut dalam lemak, sehingga
residunya terus terbawa dalam rantai makanan dan
menumpuk dalam jaringan lemak [1]. Residu
DDT dapat menimbulkan masalah kesehatan
seperti kanker payudara, gangguan metabolisme

ditimbulkan dari DDT, diperlukan suatu metode
yang dapat menghilangkan atau mengurangi
residu DDT dan produk metabolitnya.

Beberapa metode untuk proses degradasi DDT
telah diterapkan, termasuk secara fisikokimia dan
biologi. Pada umumnya, proses kimia dan fisika
lebih cepat dibandingkan dengan biologi, akan
tetapi berdampak pada kondisi tanah dan
memerlukan biaya yang relatif tinggi [3,4].
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Biodegradasi merupakan metode paling aman,
efisien dan lebih murah dalam mendegradasi
beberapa polutan organik dengan menggunakan
mikroorganisme (jamur atau bakteri) sebagai agen
pendegradasi dengan cara mengubah senyawa
tersebut menjadi senyawa yang kurang toksik atau

senyawa tidak toksik yang ramah lingkungan [5,6].

Salah satu jamur pelapuk putih yang mampu

mendegradasi DDT adalah Phlebia brevispora [7].

P. brevispora hanya mampu mendegradasi 30%
DDT selama 21 hari masa inkubasi [7], dimana
hasil ini relatif rendah dan membutuhkan waktu
yang lama, sehingga perlu dilakukan modifikasi
kultur  yang tepat untuk  meningkatkan
kemampuan P. brevispora dalam mendegradasi
DDT.

Salah satu metode untuk mengoptimalkan
degradasi DDT oleh jamur adalah dengan
penambahan bakteri. Bakteri mampu hidup pada
berbagai habitat dan mampu menguraikan
senyawa-senyawa kompleks menjadi senyawa-
senyawa yang lebih sederhana untuk memperoleh
zat-zat tertentu yang dibutuhkan dalam rangka
mempertahankan hidupnya. Beberapa bakteri
tanah telah diketahui mampu mendegradasi
senyawa-senyawa polutan dimana salah satunya
adalah Bacillus subtilis. B. subtilis dapat
medegradasi DDT sebesar 65% selama 14 hari
masa inkubasi dalam kondisi anaerob [8]. Selain
itu, B. subtilis juga pernah dilaporkan dapat
memproduksi biosurfaktan surfactin [9,10] yang
dapat digunakan untuk meningkatkan kelarutan
polutan organik. Berdasarkan hal tersebut,
penambahan bakteri B. subtilis pada kultur jamur
P. brevispora diharapkan dapat meningkatkan
biodegradasi DDT, dimana B. subtilis akan
memproduksi biosurfaktan untuk meningkatkan
kelarutan DDT yang bersifat nonpolar sehingga
dapat lebih mudah diakses oleh jamur untuk
didegradasi. Selain itu B. subtilis dapat membantu
mendegradasi DDT dan produk metabolit yang
dihasilkan oleh jamur.

Penggunaan kultur campuran jamur dan bakteri
untuk meningkatkan kemampuan degradasi DDT
telah dilaporkan sebelumnya. Optimasi degradasi
DDT oleh jamur dengan penambahan bakteri telah
dilakukan oleh Hermansyah [11], dimana kultur
bakteri B. subtilis ditambahkan pada kultur jamur
Pleurotus ostreatus pada biodegradasi DDT dan
diperoleh peningkatan degradasi sebesar 42%
selama 7 hari inkubasi. Peningkatan degradasi
DDT oleh jamur Pleurotus eryngii dengan

penambahan bakteri B. subtilis juga pernah
dilaporkan dapat meningkatkan degradasi sebesar
88% [12]. Selain itu, bakteri B. subtilis juga dapat
meningkatkan degradasi DDT oleh jamur pelapuk
coklat Daedalea dickinsii dan Fomitopsis pinicola
masing-masing sebesar 74% dan 86% [13,14].
Berdasarkan uraian diatas, pada penelitian ini
diteliti pengaruh penambahan B. subtilis pada
degradasi DDT oleh jamur P. brevispora.

1. Metodologi
2.1 Alat dan Bahan

Alat dan instrumentasi yang digunakan pada
penelitian ini yaitu: erlenmeyer berpenutup, gelas
beker, neraca digital, corong pisah, labu bundar,
corong kaca, jarum ose, cawan steril, botol ampul,
suntikan (syringe), pompa penyedot, ultrasonic
cleaner, evaporator, autoclave, autoshacker,
kertas saring Whatman 0,2 um diameter 110 mm,
HPLC terdiri dari pompa Integral PU-1500 (Jasco,
Jepang) dan detector UV-Vis MD-1510 (Jasco,
Jepang) dilengkapi dengan kolom Inertsil ODS-3
(150 mm) dengan diameter dalam 4,6 mm (GL
Science, Jepang). GC/MS dengan system GC HP
6890 (HP, USA) terhubung dengan detektor mass-
selective HP 5973 (HP, USA) dengan kolom DB-
5MS (30 m, J &W Scientific, CA, USA).

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian
ini yaitu: jamur P. brevispora TMIC34596 dan
bakteri B. subtilis NBRC 3009 yang diperoleh dari
koleksi jamur Laboratorium Kimia
Mikroorganisme Jurusan Kimia FMIPA ITS,
DDT, Potato Dextrose Agar (PDA), Potato
Dextrose Broth (PDB), Nutrient Borth (NB),
Nutrient Agar (NA), aseton, Aqua DM,
Na,SO4.xH,0, n-heksana, dimethyl sulfoxide
(DMSO), metanol, trifluoro acid (TFA), pirena,
DDE, DDD, dan DDMU. Semua bahan-bahan
kimia adalah PA grade (99%) yang didapatkan
secara komersil dari PT Mitra Gemilang Surabaya

2.2 Regenerasi Jamur Phlebia brevispora

Jamur pelapuk putih dari spesies P. brevispora
merupakan jamur yang digunakan dalam
penelitian ini. Miselium jamur P. brevispora
diinokulasikan pada medium PDA dalam cawan
petri berdiameter 9 cm, dan di pre-inkubasi secara
statis pada suhu 30 °C selama 7 hari.

2.3 Persiapan Kultur Cair Jamur

Miselium jamur P. brevispora hasil regenerasi
(diameter 1 cm) diinokulasikan ke dalam labu
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erlenmeyer 100 mL, yang berisi media 10 mL
medium PDB, dengan menggunakan jarum ose
secara aseptis, kemudian dipre-inkubasi selama 7
hari pada suhu 30°C [15-20].

2.4 Regenerasi Bakteri

Pada penelitian ini digunakan bakteri B.
subtillis yang diperoleh dari NITE Biological
Resource Center (NBRC, Jepang). Masing-masing
bakteri diregenerasi dengan cara diinokulasi ke
dalam cawan petri yang berisi medium NA dan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam [21].

2.5 Persiapan Kultur Cair Bakteri

Sebanyak 1 koloni bakteri diinokulasikan ke
dalam labu erlenmeyer (100 mL) yang berisi 60
mL medium NB. Kultur bakteri diinkubasi ke
dalam inkubator dengan shaker pada kecepatan
180 rpm dan suhu 37 °C selama 20 jam.

2.6 Biodegradasi DDT oleh Jamur pelapuk putih
Phlebia brevispora

Setelah pre-inkubasi selama 7 hari, sebanyak 10
mL PDB medium ditambahkan ke dalam kultur
Jamur P. brevispora (volume akhir 20 mL), dan
kemudian ditambahkan 50 pL DDT 5 mM dalam
DMSO (konsentrasi akhir: 0,25 mmol DDT/labu).
Tiap labu diberi oksigen dan ditutup dengan
sumbat kaca serta diselotip untuk mencegah
penguapan DDT. Kultur diinkubasi secara statis
selama 7 hari pada suhu 30°C. Sebagai kontrol,
kultur dinonaktifkan dengan autoclave pada suhu
121°C selama 10 menit sebelum ditambah DDT.

2.7 Biodegradasi DDT oleh Bakteri Bacillus
subtilis

Setelah pre-inkubasi selama 20 jam, kultur
bakteri dengan variasi volume 1, 3, 5, 7, dan 10
mL (1 ml = 6,7 x 10® sel bakteri / ml kultur)
dinokulasikan ke dalam PDB medium (volume
total 20 mL), dan kemudian ditambahkan 50 pL
DDT 5 mM dalam DMSO (konsentrasi akhir: 0,25
mmol DDT/labu). Tiap labu diberi oksigen dan
ditutup dengan sumbat kaca serta diselotip untuk
mencegah penguapan DDT. Kultur diinkubasi
secara statis selama 7 hari pada suhu 30°C.
Sebagai kontrol, kultur dinonaktifkan dengan
autoclave pada suhu 121°C selama 10 menit
sebelum ditambah DDT.

2.8 Penambahan Bakteri Bacillus subtilis pada
Biodegradasi DDT oleh Phlebia brevispora

Setelah pre-inkubasi, B. subtilis diinokulasi
pada variasi volume 1, 3, 5, 7 dan 10 mL secara
terpisah ke dalam 10 mL kultur P. brevispora,

kemudian ditambahkan PDB sampai didapatkan
volume akhir 20 mL. Pada masing-masing labu
yang berisi kultur campuran jamur dan bakteri
ditambahkan 50 mL DDT 5 mM dalam DMSO
(konsentrasi akhir: 0,25 mmol DDT/labu). Tiap
labu diberi oksigen dan ditutup sumbat kaca serta
diselotip untuk mencegah penguapan DDT. Kultur
diinkubasi secara statis selama 7 hari pada suhu
30°C.  Sebagai  kontrol  negatif,  kultur
dinonaktifkan dengan autoclave terlebih dahulu
pada suhu 121°C selama 10 menit sebelum
ditambah DDT.

2.9 Perolehan Ulang (Recovery) DDT dan
Identifikasi Produk Metabolit

Masing-masing kultur hasil inkubasi ditambah
20 mL metanol dan 50 pL pirena 5 mM. Sampel
dicuci dengan 5 mL aseton. Kultur disaring
menggunakan kertas saring Whatman 41 (GE
healthcare life Science, UK) 0,2 um diameter 110
mm. Filtrat dievaporasi pada suhu 64°C dan
diekstrak dengan 200 mL n-heksana. Fasa organik
dipisahkan, lalu dikeringkan dengan Na,SO,4
anhidrat, dan kemudian dievaporasi pada suhu
68°C hingga tersisa sekitar 1 mL. Konsentrat
sampel dianalisis menggunakan GCMS dengan
gas pembawa Helium, volume injeksi 1 pL, aliran
spilt 54 mL/menit, dan suhu oven diatur 80°C
selama 3 menit, dinaikkan hingga 320°C, ditahan
selama 2 menit dengan kenaikan konstan 20°C per
menit, kemudian suhu diturunkan menjadi 300°C
dan ditahan selama 5 menit. Sisa sampel
dievaporasi kembali hingga kering dan ditambah 1
mL metanol. Sampel dihomogenkan dengan
ultrasonic cleaner, kemudian dianalisis
menggunakan HPLC, dan dielusi dengan 82%
metanol dan 18% air (1% TFA) dengan laju alir 1
ml/min [15,22,23].

I11. Hasil dan Pembahasan

3.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
dan Pembuatan Kurva Kalibrasi

P. brevispora telah dilaporkan memiliki
kemampuan untuk mendegradasi DDT masing-
masing sekitar 9% dan 30% selama inkubasi 7 dan
21 hari pada media low nitrogen (LN) [7]. Akan
tetapi, hasil degradasi tersebut relatif rendah dan
membutuhkan waktu inkubasi yang panjang. Oleh
karena itu, kemampuan P. brevispora dalam
mendegradasi DDT perlu ditingkatkan dengan
penambahan bakteri B. subtilis. Bakteri ini telah
dilaporkan  sebagai  bakteri yang dapat
memproduksi biosurfaktan, yang dapat digunakan
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untuk meningkatkan kelarutan zat organik
hidrofobik termasuk DDT, untuk mengoptimalkan
akses penyerapan oleh jamur [24-26].

Dalam penelitian ini, P. brevispora memiliki
kemampuan untuk mendegradasi DDT sekitar
64% selama inkubasi 7 hari dalam media PDB.
Dalam penelitian ini, hasil degradasi (64%) lebih
tinggi dibandingkan dengan hasil degradasi yang
telah dilaporankan sebelumnya (9%) oleh Xiao et
al. [7], pada konsentrasi DDT (konsentrasi akhir:
0,25 mmol DDT/labu) dan waktu inkubasi (7 hari)
yang sama. Dalam penelitian ini, media PDB
digunakan sebagai media P. brevispora, dimana
media PDB ini mengandung nutrisi yang lebih
lengkap dibandingkan dengan media LN,
sehingga P. brevispora lebih cocok untuk tumbuh
dan dapat mendegradasi DDT yang lebih tinggi.
Hasil ini menunjukkan bahwa komposisi media
pertumbuhan berpengaruh dalam meningkatkan
kemampuan P. brevispora untuk mendegradasi
DDT.

Hasil dari degradasi DDT oleh B. subtilis
ditunjukkan dalam Tabel 1. Bakteri mendegradasi
DDT masing-masing sekitar 35%, 66%, 80%,
84% dan 86% pada volume 1, 3, 5, 7, dan 10 mL
bakteri dalam media PDB. Hasil ini menunjukkan
bahwa semakin banyak jumlah bakteri B. subtilis
pada media PDB, semakin tinggi juga jumlah
DDT vyang terdegradasi. Kantachote et al. [27]
telah melaporkan bahwa Bacillus sp. mampu
menurunkan DDT oleh 51% dalam kultur cair
selama masa inkubasi 7 hari. Bacillus cereus,
Bacillus coagulans, B. subtilis, Escherichia coli
dan Enterobacter aerogenes juga dapat
mendegradasi DDT [28]. Selain itu, B. subtilis
juga telah dilaporkan mampu mendegradasi
beberapa polutan organik yang persisten (POPS),
termasuk DDT [8,28,29]. Hal ini menunjukkan
bahwa bakteri B. subtilis memiliki kemampuan
untuk mendegradasi DDT selain menghasilkan
biosurfaktan.

Kemampuan jamur P. brevispora mendegradasi
DDT dengan penambahan bakteri B. subtilis
ditunjukkan dalam Tabel 1. Setelah inkubasi
selama 7 hari, masing-masing sekitar 56%, 58%,
60%, 66% dan 75% dari DDT terdegradasi oleh
campuran Kkultur jamur dan bakteri dengan
penambahan bakteri pada 1, 3, 5, 7, dan 10 mL
(Tabel. 1). Hasil ini menunjukkan bahwa
penambahan bakteri B. subtilis dapat meningkatan
degradasi DDT oleh P. brevispora. Hai et al. [30]
melaporkan bahwa kultur campuran bakteri dari

lumpur dan jamur pelapuk putih Coriolus
versicolor bisa menghilangkan pestisida aldicarb,
atrazin, dan alachlor masing-masing sebesar 82%,
77%, dan 67% setelah diinkuasi selama 7 hari.
Selain itu, kultur campuran jamur-bakteri juga
dapat menghilangkan pirena lebih tinggi (67%),
dibandingkan dengan kultur campuran jamur-
jamur (39%) dan campuran bakteri-bakteri (56%)
selama inkubasi 28 hari, serta dalam degradasi
fenantrena dan fluorantena [31]. Data ini
menunjukkan bahwa kultur campuran jamur-
bakteri bisa menurunkan polutan organik secara
efektif.

Penambahan B. subtilis dalam kultur jamur P.
brevispora memiliki pengaruh yang berbeda-beda
pada proses degradasi DDT. Degradasi DDT oleh
P. brevispora meningkat pada penambahan 7 dan
10 mL bakteri B. subtilis, sedangkan pada
penambahan 1, 3 dan 5 mL, mengakibatkan
penurunan jumlah degradasi DDT karena bakteri
tidak cukup untuk menghasilkan biosurfaktan.
Penambahan 10 ml bakteri B. subtilis pada kultur
jamur P. brevispora menghasilkan degradasi
paling tinggi sekitar 75%. B. subtilis
menghasilkan biosurfaktan lipopeptida yang
meningkatkan kelarutan zat non-polar [24,32].

3.2 ldentifikasi Produk Metbolit

Identifikasi produk metabolit dari DDT oleh P.
brevispora, B. subtilis dan kultur campuran,
dianalisa  menggunakan ~ GCMC  dengan
membandingkan waktu retensi dan spektrum
massa. Pada P. brevispora, produk metabolit dari
DDT teridentifikasi antara lain DDD (1,1-dikloro
2,2-bis (4-klorofenil) etana), DDE (1,1-dikloro
2,2-bis (4-klorofenil) etilen ) dan DDMU (1-
chloro 2,2-bis (4-klorofenil) etana) (data tidak
ditampilkan). Xiao et al. [7] telah melaporkan
bahwa P. brevispora mendegradasi DDT menjadi
DDD, dan kemudian mengkonversi DDD menjadi
2,2-bis (4-klorofenil) asam asetat (DDA) dan
kemudian diikuti menjadi 4,4-diklorobenzofenon
(DBP) dan 4,4 -diklorobenzihidrol (DBH) selama
masa inkubasi 21 hari. Dalam studi ini, DDD juga
terdeteksi sebagai metabolit utama, selain DDE
dan DDMU. Metabolit ini mungkin dihasilkan
selama degradasi awal, yang kemudian diubah
menjadi metabolit seperti dilaporkan oleh Xiao et
al. [7]. DDMU dihasilkan dari reduktif deklorinasi
reduktif DDD atau dehidroklorinasi dari DDE.
Dalam kasus B. subtilis, metabolit DDT
diidentifikasi seperti DDD dan DDMU (data tidak
ditampilkan). DDD juga terdeteksi sebagai
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metabolit utama, dimana DDMU dihasilkan dari
redukti deklorinasi dari DDD.

Pada kultur campuran P. brevispora dengan
penambahan B. subtilis, metabolit DDT
teridentifikasi seperti DDD, DDE dan DDMU.
Kromatogram produk metabolit DDT ditunjukkan
pada Gambar. 1, dimana pirena digunakan sebagai
standar internal. Puncak dari pirena, DDD, DDE,
dan DDMU memiliki waktu retensi masing-
masing 11,7, 13,4, 12,2 dan 11,3 menit, yang
memiliki m/z masing-masing 202, 235, 246, 212.
Hasil ini menunjukkan bahwa produk metabolit

dari DDT oleh kultur campuran adalah produk
metabolit DDT oleh P. brevispora tanpa
penambahan bakteri. Hal ini menunjukkan bahwa
P. Dbrevispora merupakan biota utama pada
degradasi DDT oleh kultur campuran jamur-
bakteri. B. subtilis mungkin mendukung pada
produksi  biosurfaktan untuk  meningkatkan
degradasi DDT bukan untuk mendegradasi DDT
itu sendiri. Akan tetapi, penyelidikan tentang jalur
degradasi DDT oleh kultur campuran jamur-
bakteri memerlukan penyelidikan lebih lanjut.

Tabel 1. Degradasi DDT oleh jamur P. brevispora, bakteri B. subtilis dan kultur
campuran dalam media PDB selama inkubasi 7 hari.

Degradasi DDT (%)
Volume B. subtilis (mL) __
B. subtillis ‘ Kultur Campuran

(hanya P. brevispora) 64.25 £ 3.86

1 35.38 £ 6.36 55.73+£0.19

3 66.21 + 0.64 57.84 £ 0.98

5 79.51 £0.04 59.89 £ 0.27

7 84.06 £1.76 66.35 + 1.31
10 86.44 £ 1.64 75.00 £ 0.01

Analisa dilakukan menggunakan HPLC. Data merupakan rata-rata + standard deviasi (n = 3). 1 mL bakteri setara

dengan 6.7 x 10° sel bakteri /mL kultur.

Base peak intensity
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Gambar 1. Kromatogram hasil degradasi DDT oleh kultur campuran P. brevispora dan B. subtilis
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Jamur pelapuk putih termasuk beberapa spesies
Phlebia  merupakan  jamur yang dapat
menghasilkan ekstraselular enzim ligninolitik
seperti lakase, MnP dan LiP, yang bertanggung
jawab untuk mendegradasi lignin serta polutan
[33-36]. Namun, keterlibatan enzim ini dalam
degradasi DDT belum diketahui. Selain itu, enzim
intraseluler mungkin terlibat dalam degradasi
DDT, yang salah satunya adalah sitokrom P450
monooksigenase (P450). Enzim P450
mengkatalisis berbagai reaksi seperti hidroksilasi,

oksidasi, reduksi, dehalogenasi, dan dehidrogenasi.

P450 terlibat dalam degradasi beberapa polutan
[37-43]. Dalam  kondisi  aerobik, DDT
dimetabolisme menjadi DDD, dicofol dan 2,2-bis
(4-klorofenil) asam asetat (DDA) oleh P450
[44,45], dimana DDT monohydroxylation dari
cincin aromatik dengan P450 diusulkan sebagai
jalur metabolisme baru DDT biodegradasi [46].
Hal ini diasumsikan bahwa baik enzim
ekstraselular ligninolitik dan enzim intraselular
P450 memiliki peran penting dalam metabolisme
DDT.

IV. Kesimpulan

Penambahan bakteri B. subtilis dapat
meningkatkan degradasi DDT oleh P. brevispora
selama masa inkubasi 7 hari, dimana penambahan
10 mL B. subtilis menunjukkan degradasi DDT
tertinggi (75%). DDD, DDE dan DDMU
terdeteksi sebagai produk metabolik. Penelitian
menunjukkan bahwa B. subtilis dapat digunakan
untuk meningkatkan degradasi DDT oleh P.
brevispora.
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