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ABSTRAK

Kajian pemencilan, pencirian, dan penskrinan pendegrad fenol yang berpotensi daripada
sumber enapcemar minyak tulen dijalankan dengan menggunakan dua teknik iaitu teknik
penyebaran terus dan teknik pengkayaan. Daripada teknik penyebaran terus, sebanyak 16
strain dapat dipencilkan manakala 22 strain dapat dipencilkan melalui teknik pengkayaan.
Media Ramsay dan Nutrien telah digunakan untuk pertumbuhan strain pada suhu 30°C
selama 24 jam. Selepas mengklasifikasikan strain terpilih berdasarkan ciri-ciri koloninya,
terdapat lima strain terpilih sahaja yang diberi kod RMOSP-D8, RMOSP-E30, NAOSP-
E9, NAOSP-E11 dan NAOSP-E24. Kelima-lima strain ini kemudiannya dijalankan ujian
biokimia untuk tindak balas aktiviti enzim iaitu katalase, motiliti, H,S, pewarnaan spora,
pewarnaan Gram dan morfologi sel. Selepas ujian biokimia dijalankan, pencirian untuk
kelima-lima strain terpilih ini dijalankan iaitu warna, konfigurasi, margin dan ketinggian.
Analisis penskrinan dijalankan dan didapati bahawa kelima-lima strain terpilih ini
berupaya tumbuh atas agar Ramsay dan agar Nutrien serta dalam kaldu Ramsay dan
kaldu Nutrien yang mengandungi kepekatan 2.5mM, 3.0mM, 3.5mM dan 4.0mM fenol.
Antara kelima-lima strain terpilih ini, strain NAOSP-E24 mempunyai pertumbuhan yang
paling tinggi. Dua strain terpilih iaitu NAOSP-E11 dan NAOSP-E24 telah dipilih untuk
mengukur kadar pertumbuhan strain selama 23 jam dengan menggunakan
spektrofotometer UV pada keamatan optikal 600nm. Didapati kadar pertumbuhan
NAOSP-E24 adalah lebih tinggi daripada NAOSP-E11. Ciri-ciri bagi strain NAOSP-E24
adalah berwarna kuning, berkonfigurasi kedut, bermargin berbulu, umbonat, berkatalase

positif, motiliti negatif, H,S negatif, pewarnaan spora negatif, Gram negatif dan
berbentuk rod.



ISOLATION, CHARACTERIZATION AND SCREENING OF POTENTIAL
BACTERIA DEGRADERS FOR PHENOL FROM PURE OIL SLUDGE

ABSTRACT

The study of isolation, characterization and screening of potential bacteria degraders from
pure oil sludge have been done using two techniques which were direct technique and
enrichment technique. From direct technique, there were 16 isolated strains while 22
strains isolated from enrichment technique. The Ramsay and Nutrient media were used to
conduct the analysis for the growth of strain at temperature of 30°C for 24 hours. After
these strains classify according to its colony characteristic, there were only five strains
isolated from the analysis which were coded as RMOSP-D8, RMOSP-E30, NAOSP-E9,
NAOSP-E11 and NAOSP-E24. Afier that, biochemical test for enzyme activity such as
catalase, motility, H2S, spore stain, Gram staining and cell morphology have done. The
characteristic analysis such as color, configuration, margin and elevation for selected
strain were observed. Screening test was done and found that all the five selected strains
were able to grow on the Ramsay and Nutrient agar and in the Ramsay and Nutrient broth
which contain concentration of phenol 2.5mM, 3.0mM, 3.5mM and 4.0mM. Between
these five selected strains, strain NAOSP-E24 has the highest growth. Two strains
NAOSP-E11 and NAOSP-E24 were chosen for 23 hours growth curve using UV
spectrophotometer at optical density 600nm. The growth curve of strain NAOSP-E24 was
highest than NAOSP-E11. The characteristic of strain NAOSP-E24 were yellow,
wrinkled configuration, wooly margin, umbonate, positive catalase, negative motility,
negative H2S, negative spore stain, negative Gram staining and in rod shape.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1  Pengenalan

Mikroorganisma boleh didapati dimana sahaja di muka bumi. Di persekitaran kita, aktiviti
mikroorganisma sentiasa berlaku tanpa kita sedari. Mikroorganisma termasuklah bakteria,
fungi (yis dan kulat), protozoa dan mikroskopik alga. Ia juga termasuk virus, iaitu

organisma yang tidak berselular (Tortora et al., 2007).

Terdapat banyak mikroorganisma yang boleh membahayakan manusia dan
terdapat juga mikroorganisma yang boleh memberi manfaat kepada kita, misalnya
mengekalkan keseimbangan dalam organisma hidup dengan kimia dalam persekitaran
kita. Mikroorganisma marin dan akuatik membentuk asas rantai makanan dalam laut,
sungai dan tasik. Mikrob tanah pula membantu dalam menguraikan sisa dan gas nitrogen

dari udara kepada kompaun organik, dan demikian juga kitar semula unsur kimia di
dalam tanah, air dan udara.



Pencemaran persekitaran sentiasa berlaku dan pencemaran ini boleh terdapat
dalam pelbagai bentuk. Pencemaran ini termasuklah pencemaran air, udara, tanah, dan
bunyi. Semua pencemaran ini akan menyumbang kepada masalah kesihatan dan kualiti
hidup yang rendah. Terdapat pelbagai toksik kompaun yang berbeza telah mencemari

tanah, tasik, sungai dan laut (Alexander, 1981). Dan salah satu toksik ini adalah fenol.

Kompaun fenol adalah juzuk biasa yang banyak terdapat dalam air kumbahan
industri. Kompaun ini sangat toksik melalui pemakanan, sentuhan dan pernafasan,
mahupun pada kepekatan yang rendah. Simptom-simptom yang berkaitan dengan
penyedutan fenol termasuklah anorexia, kekurangan berat, sakit kepala, gayat,

pengeluaran air liur dan air kencing berwarna gelap.

Fenol adalah kompaun yang semulajadi dan hasil buatan kompaun aromatik.
Kompaun semulajadi fenol ini boleh terdapat dimana sahaja dalam persekitaran kita.
Kajian terhadap ketoksikan fenol kepada sedimen bakteria dalam kawasan pencemaran
fenol telah menunjukkan bakteria boleh mengadaptasi kepada persekitaran kepekatan

fenol tetapi apabila kepekatan fenol meningkat, ia akan mengurangkan biodegradasi fenol
secara keseluruhannya (Dean-Ross, 1989; Rahimi, 1995).

Oleh sebab itu, penggunaaan mikroorganisma dalam usaha membersihkan
kawasan persekitaran yang tercemar dengan fenol adalah salah satu cara yang mudah,
efektif dan melibatkan kos yang murah (Singleton, 1994) apabila dibandingkan dengan

kaedah kimia dan fizikal yang mana ia kurang berkesan serta melibatkan kos yang tinggi.




Mikroorganisma yang berlainan jenis dipercayai menggunakan fenol sebagai sumber
karbon dan tenaga.

Proses biodegradasi telah menjadi pilihan dan tumpuan orang ramai dalam
menguraikan fenol di persekitaran. Ini kerana ia mudah dijalankan di samping dapat
mengurangkan pencemaran lain seperti pencemaran udara, air dan tanah. Proses
biodegradasi ini adalah secara berterusan sepanjang waktu. Biodegradasi kompaun fenol
oleh bakteria telah dikaji dan terdapat banyak bakteria penguraian fenol telah dipencilkan

(Monteiro et al., 2000; Begona Prieta et al., 2002; El-Sayed ef al., 2003).
12  Objektif Kajian

Tujuan kajian ini adalah untuk menyelidik kebolehan mikroorganisma untuk

mengurai fenol dengan objektif spesifik seperti berikut:

. Menentukan bilangan populasi bakteria dalam enapcemar minyak tulen melatui

teknik penyebaran terus dan teknik pengkayaan.

Pemencilan, pencirian dan penskrinan bakteria bagi pendegrad fenol daripada

sumber enapcemar minyak tulen.



BAB2

KAJIAN LITERATUR

2.1 Bakteria

Bakteria majoriti termasuk dalam kumpulan prokaryotik yang sangat luas. Apabila
prokaryotik ini dikelaskan sebagai bakteria ia sebenarnya lebih berhubung kait dengan
eukaryotik dan termasuk dalam domain Archaea. Kebanyakan bakteria mempunyai rupa
bentuk yang berbeza. Bakteria ini boleh terdiri daripada bentuk bulat, basillus iaitu
berbentuk rod (biasanya terdiri daripada satu rod sahaja atau boleh membentuk satu rantai

yang panjang) dan bentuk spiral (Campbell, 2005).

Pertumbuhan bakteria bergantung kepada suhu persekitaran. Bakteria ini boleh
terbahagi kepada empat kumpulan besar iaitu psychrophiles, mesophiles, thermophiles
dan extreme thermophiles atau hyperthermophiles. Kumpulan psychrophiles adalah
organisma yang berkeupayaan hidup pada suhu 0°C. Manakala organisma dengan suhu

yang optimum hampir dengan 37°C adalah dikenali sebagai mesophiles. Kumpulan



thermophiles adalah organisma yang terdapat pada kawasan panas dan dapat hidup pada
optimum antara 45°C hingga 70°C. Terdapat juga organisma yang suka pada kawasan
yang sangat ekstrem dan organisma ini berkeupayaan hidup pada suhu optimum iaitu

80°C dan boleh mencapai sechingga suhu maksimum iaitu 115°C (Todar, 2007).

2.2 Fenol

Fenol adalah kompoun organik yang banyak digunakan sebagai pelarut dan banyak
terdapat dalam air kumbahan industri. Fenol ini dibebaskan ke dalam persekitaran
daripada bahan pembuangan industri (Keith, 1976; Jungclaus et al., 1978; Parkhurst et al.,

1979; Pfeffer, 1979) dan tumpahan (Delfino & Dube, 1976).

Fenol digunakan secara meluas dalam banyak industri dan merupakan

pencemaran utama yang hadir dalam beberapa jenis air kumbahan industri, contohnya

dari kilang penapisan batu arang, industri resin, cat, bahan pencelup, petrokimia, teksil,
pulpadan kilang kertas (Kumaran & Paruchuri, 1997). Fenol ini dihasilkan dalam kuantiti

yang banyak untuk kegunaan sebagai bahan pelarut, dan bahan permulaan untuk sintesis
kimia (Budavani, 1996).

Fenol yang terdapat dalam air dan tanah boleh diuraikan oleh tindakbalas abiotik
dan juga aktiviti mikroorganisma, dan penting untuk berubah menjadi karbon dioksida

dan metana. Nisbah biodegradasi kepada keseluruhan penguraian fenol ditentukan oleh
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banyak faktor, seperti kepekatan, kesesuaian iklim, suhu, dan kehadiran kompoun yang

lain.
2.2.1 Identiti, Ciri-Ciri Fizikal Dan Kimia Fenol

a. Identiti Fenol

Fenol juga dikenali sebagai asid karbolik (Gardner et al., 1978). Ia merupakan molekul
aromatik yang mengandungi kumpulan hidrosil (-OH) dan terikat kepada struktur cincin
benzena (Rajah 2.1). Formula kimia untuk fenol ialah C¢HsOH. Fenol mempunyai jisim

molar 94.11gm/mol (Lide, 1993).

OH

Rajah 2.1 Struktur kimia fenol
b. Ciri-Ciri Fizikal Dan Kimia Fenol

Fenol mempunyai takat lebur 43° C dan melebur apabila bersentuh dengan air. Manakala

takat didihnya pula ialah 182° C. Fenol juga digambarkan membentuk kristal putih



kepada kristal tanpa warna (Budavari et al., 1989) dan berubah kepada pepejal merah

jambu atau cecair tebal (NIOSH, 1985; HSDB, 1998).

Fenol merupakan satu toksik. Ia mempunyai bau yang tajam dan membentuk
pepejal putih berhablur. Fenol ini boleh meruap pada suhu bilik. Keterlarutan fenol dalam
air adalah sangat tinggi dan terhad pada suhu bilik. Ia melarut dalam kebanyakkan pelarut
organik seperti hidrokarbon aromatik, alkohol, ketones, eter dan asid (Kirk & Othmer,

1980; Lide, 1993.). Fenol ini juga mempunyai keupayaan untuk membentuk ikatan

hidrogen dengan air.

23 Sumber Fenol

Fenol dalam persekitaran merupakan kompaun yang semulajadi dan kompaun buatan
aromatik. Kompaun fenol juga masuk ke dalam persekitaran sebagai perantaraan semasa
biodegradasi polimer semulajadi yang mengandungi cincin aromatik, seperti lignin dan
tannin, dan daripada asid amino aromatik. Tambahan pula, fenol juga boleh masuk ke

dalam persekitaran sebagai perantaraan semasa biodegradasi kompaun xenobiotik (van

Schie & Young, 1998).
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