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KINETIKA BIOTRANSFORMASI SUKSINONITRIL OLEH Pseudomonassp.l
[Succinic acid Biotransfor mation Kinetic by Pseudomonas sp.]

Nunik Sulistinah®* dan Bambang Sunarko
Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi-LIPI
Jin Raya Jakarta-Bogor Km 46, Cibinong 16911
eemail: listin_ar@yahoo.com

ABSTRACT
Succinic acid (HOOC(CH,),COOH) is commercia compound that primarily used in food products. This compound aso used in
textile industry for colouring process, drugs industry, paint, pernist and photography slice. Succinic acid usually produced in
industry by chemical reaction and produce cyanide acid as by product. The objective of this research was to study the utilization
of Pseudomonas sp. in produce succinic acid and to characterize of involved enzymes. The results showed that the enzyme
optimally produce in log phase. The production rate of succinic acid formation was 0,982 mM/ml.h with the decrease of substrate
consumption was 1,235 mM/ml.h. The yield of succinic acid during 81 hours fermentation was 81%. The optimum pH, temperature,

Km and Vs, were 7, 27 °C, 90 mM, and 0,0002 mM/ml.h.

Kata kunci:

PENDAHULUAN

Nitril (RCN) banyak digunakan sebagai resktan
dalamberbagai industri, seperti industri cat, pelapisan
logam, fotografi, herbisida, elektronik, dan
pertambangan (Hodgson dan Patricia, 1978; Banerjee
et al., 2002). Adanya gugus sianida pada stuktur
molekulnya membuat nitril sangat toksik dan sebagian
besar bersifat karsinogenik, mutagenik, dan
teratogenik. Salah satu senyawa difatik dinitril yang
banyak digunakan dalam industri kimia untuk sintesis
asam-asam organik adalah suksinonitril.

Asam suksinat (CNCH,CH,CN) yang
merupakan hasil hidrolisis dari suksinonitril adalah
senyawa komersial yang banyak digunakan dalam
industri pangan, seperti industri kecap, sari buah, dan
produk-produk susu. Selain itu, asam suksinat juga
digunakan dalam industri tekstil, pewamaan, industri
obat, cat, dan fotografi. Penggunaan asam suksinat
yang cukup luas menyebabkan kebutuhan akan
senyawa tesebut semakin meningkat. Pada umumnya,
asam suksinat yang diproduksi secara industri melalui
serangkaian reaks kimiamenghasilkan produk samping
yangtoksik, seperti asam sianida, sehinggaberdampak
negatif terhadap lingkungan.

Perkembangan bioteknologi atau bioproses
memberikan alternatif dalam sintesis asam suksinat,
yaitu melalui biokonversi dengan menggunakan

'Diterima: 03 September 2009 - Disetujui: 08 Oktober 2009

biotransformasi, kinetika, suksinonitril, Pseudomonas sp

mikroba untuk menghasilkan asam suksinat dari
substrat yang cukup melimpah dan murah, terutama
substrat yang berasal dari limbah industri. Sintesis
asam suksinat secara mikrobiologis, menggunakan
mikroba yang mampu mengkonversi substrat dengan
melibatkan reaks enzimatik. Prosesini memiliki banyak
keuntungan dibandingkan reaksi kimia biasa, karena
menghasilkan produk dengan tingkat kemurnian tinggi,
hemat energi, biaya produksi rendah, serta aman
terhadap lingkungan. Asam-asam amino dapat
diproduksi melalui hidrolisis senyawa nitril oleh
Rhodococcus sp AJ270 (Wang et al., 2005)

Reaks hidrolisis/biotransformasi senyawa nitril
secaraenzimatisdilaporkan melaui duaaur reaksi. Alur
reaks pertamamelibatkan duamacam enzimyaitu enzim
nitril hidratase (NH-ase) dan amidase. Nitril hidratase
menghidrolisis senyawa nitril menjadi amida,
sedangkan enzim amidase menghidrolisis amida yang
terbentuk menjadi asam kaboksilat dan ammonia
(Nagasawa et al., 1987; Drauz dan Wadman 1995;
Mart'ynkov'a dan Mylerov'a, 2003). Alur resks kedua
melibatkan satu macam enzim yaitu nitrilase yang
menghidrolisis senyawa nitril langsung menjadi asam
karboksilat dan ammoniatanpamembentuk amida.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mempelgjari
kinetika biotransformasi suksinonitril oleh
Pseudomonas sp.
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Sulidinah dan Sunarko - Kinetika Biotransformas Suksinonitril oleh Pseudomonas sp.

BAHANDANMETODE
Mikroorganisme

Pseudomonas sp yang digunakan dalam
penelitian ini diisolasi dari kilang minyak Plaju Sungai
Gerong Palembang
Media Tumbuh Pseudomonas sp

Media yang digunakan untuk menumbuhkan
Pseudomonas sp adalah media mineral dengan
komposisi sebagai berikut : Na,HPO,2H,0 0,4475 g;
KH,PO, 0,1 g; MgSO,.7H,0 0,1 g; CaCl,.2H,0 0,001
g; FeSO.TH,0 0,001 g; yeast ekstract 0,001 g,
mikroelemen 1,0 ml dan ditambahkan aquadest sampai
1000 ml. Sedangkan komposisi mikroelemen adalah
sebagai berikut : ZnSO,.7H,0 0,1 g; MnCL,.4H,0 0,003
g H,BO, 0,3 g; CoCL.6H,0 0,2 g; NiCL.2H,0 0,02 g;
Na,M04.2H,0 0,9 g; Na,§,0, 0,02 g, dan ditambahkan
akuades sampai dengan 1000 ml (Meyer ef al., 1985;
Pfennig 1974)

Pola pertumbuhan Pseudomonas sp.

Pertumbuhan Pseudomonas sp dilakukan
dengan cara menginokulasikan 45 ml inokulan ke dalam
Erlenmeyer 2,0 liter berisi 800 ml media pertumbuhan
yang mengandung 90 mM suksinonitril. Kultur
selanjutnya diinkubasi di atas mesin pengocok pada
suhu kamar (# 28 °C). Setiap 3 jam sampel diambil untuk
diamati pertumbuhannya (OD 600 nm), perubahan pH,
aktivitas enzim, kadar protein, konsentrasi ammonium
dan asam suksinat yang terbentuk.

Penentuan ammonium

Ammonium yang terbentuk selama proses
biokonversi ditentukan dengan menggunakan metode
Nessler (Gerhardt et al., 1994 ). Konsentrasi ammonium
dalam supernatan sampel dihitung berdasarkan kurva
standar.

Produksi Biomassa Sel

Biomassa sel diproduksi dalam 3 liter Fermentor
berisi 1,5 liter media pertumbuhan yang mengandung
90 mM suksinonitril. Fermentor diinkubasi pada suhu
kamar (+ 28 °C) dan sel dipanen pada saat produksi sel
optimum. Pemanenan sel dilakukan dengan
mensentrifugasi kultur sel dengan kecepatan 10.000
rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C. Pelet yang
diperoleh dicuci sebanyak 2 kali dengan 50 mM buffer
fosfat (KH,PO, - NaOH), pH 7,2. Pelet (sel) yang
diperoleh digunakan untuk karakterisasi enzim dalam

sdl utuh {whole cells).
Penentuan Aktivitas Enzim Nitril Hidratase

Campuran reaksi yang mengandung 15 % b/v
sdl dan suksinonitril dalam 50 mM buffer fosfat (KHjPO,
- NaOH) pH 7,2 diinkubasi selama 15 menit pada suhu
kamar (£ 28 °C). Aktivitas enzim dihentikan dengan
penambahan 0,20 ml HC14N. Larutan resks kemudian
disentrifugas dan kadar ammonium dalam supernatan
ditentukan dengan metode Nesder (Gerhard et al, 1994).
Biokonvers Suksinonitril Menggunakan Sel Utuh.

Sebanyak 15 % blv sl Pseudomonas sp dan
90 mM suksinonitril ditambahkan ke dalam erlenmeyer
beris 50mM buffer fosfat (KH"O, - NaOH), pH 7,2.
Larutan kemudian diinkubasi di atas mesin pengocok
dan padainterval waktu tertentu sampel di ambil untuk
penentuan konsentrasi amonium.
Penentuan Suhu dan pH optimum

Pengaruh suhu terhadap aktivitas Nitril
Hidratase ditentukan dengan caramenambahkan 1,5%
sel b/v kedalam 10 ml 50 mM buffer fosfat (KH,PO,4-
NaOH), pH 7,2. Suksinonitril kemudian ditambahkan
ke dalam larutan tersebut dan diinkubasi pada kisaran
suhu 5-60 °C dalam Erlenmeyer tertutup. Aktivitasenzim
ditentukan dengan cara yang telah disebutkan.
Pengaruh pH terhadap aktivitas Nitril Hidratase
dilakukan seperti pada penentuan suhu.
Penentuan K danV

m maks

Sebanyak 1,5% sel b/v ditambahkan ke dalam
10 ml 50 mM buffer fosfat (KH,PO,- NaOH) pH 7,2
pada suhu kamar (+ 28°C). Substrat (suksinonitril)
kemudian ditambahkan dengan berbagai konsentrasi
(0-120 mM). Aktivitasenzim Nitril Hidratase ditentukan
dengan cara yang telah disebutkan.
Penentuan Kadar Protein

Kadar protein ditentukan dengan menggunakan
metode Biuret. Konsentrasi sampel ditentukan
berdasarkan kurvastandar BSA (Bovin Serum Albumin)
Penentuan asam suksinat

Konsentrasi suksinonitril dan asam suksinat
ditentukan dengan kromatografl cair kinerja tinggi
(KCKT). Sebelum diinjeksikan supernatan (hasil
fermentasi) dilarutkan dalam metanol. Konsentrasi
suksinonitril dan asam suksinat dihitung dengan
membandingkan kurva standar suksinonitril atau asam
suksinat.



HASIL

Pola pertumbuhan Pseudomonas sp. pada 90
mM suksinonitril, perubahan pH, dan pembentukan
produk degradasinya (asam suksinat dan ammonium)
ditampilkan pada Gambar 1. Pseudomonas sp tumbuh
tanpa melalui fase lag dengan fase log yang cukup
panjang. Pertumbuhan memasuki fase stasioner pada
jam ke-66. Waktu penggandaan (td) dan laju
pertumbuhan spesifik (1) Pseudomonas sp. dapat
ditentukan masing-masing selama duajam dan 0,346
jam®.

Selama pertumbuhan, tampak ada penurunan
konsentrasi substrat (suksinonitril), kenaikan produk
degradasi (asam suksinat dan amonium) dan nilai pH
(Gambar 1). Pola pembentukan produk degradasi
tampak mengikuti polapertumbuhan Pseudomonas sp.
dengan konsentrasi tertinggi asam suksinat dan
amonium yang terbentuk masing-masing sebesar
79,872 mM dan 11,262 mM. Sdainitu, pH medium terus
meningkat, dari pH 6,2 di awal pertumbuhan menjadi
pH 8,1 di akhir masainkubasi. Lgju rata-rata penurunan
suksinonitril dapat ditentukan sebesar 0,91 mM/jam,
sedangkan lgu kenaikan produk degradasi masing-
masing sebesar 1,106 mM/jam asam suksinat dan 0,335
mM/jam ammonium.
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Aktivitas enzim Pengkonversi Suksinonitril

Seperti tampak pada Gambar 2, aktivitas enzim
nitril hidratase, baik aktivitas total maupun aktivitas
spesifik, mempunyai pola yang sama dengan pola
pertumbuhan Pseudomonas sp. Aktivitas enzim nitril
hidratase mencapai puncaknya pada pertengahan fase
log pertumbuhan, yang kemudian terus menurun
sampai akhir masainkubasi. Aktivitastotal dan spesifik
nitril hidratase tertinggi masing masing dapat
ditentukan sebesar 0,9 U/min dan 32 uM/min.mg.
Pengaruh pH dan temperatur pada Aktivitas Nitril
Hidratase

Pengaruh pH dan temperatur padaaktivitasnitril
hidratase Pseudomonas sp ditunjukkan pada Gambar
3. Aktivitas maksimum nitril hidratase ditunjukkan pada
pH 7,0 (Gambar 3a) dan suhu 30° C (Gambar 3b).
Penurunan pH satu satuan dari pH optimum
menurunkan aktivitas relatifhya rata-rata sebesar
26,13%, sedangkan kenaikan pH satu satuan dari pH
optimum menurunkan aktivitas relatifhya rata-rata
sebesar 16,11%. Sdlainitu, penurunan suhu satu satuan
menurunkan aktivitas relatifhya rata-rata sebesar
32,72%, sedangkan kenaikan suhu satu satuan
menurunkan aktivitasnya rata-rata sebesar 37,13%.
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Gambar 1. Polapertumbuhan Pseudomonas sp (¢) dalam 90 mM Suksinonitril, perubahan pH (A), penurunan
suksinonitril (B)dan pembentukan produk degradasi: yaitu asam suksinat (D) dan amonium ()«
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Gambar 2. Aktivitas total dan aktivitas spesifik enzim nitril hidratase dari Pseudomonas sp. selama pertumbuhan
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Gambar 3. Pengaruh pH (a) dan temperatur (b) terhadap aktivitas enzim nitril hidratase dalam sel
Pseudomonas sp.

KinetikaBiotransformas Suksinonitril Km dan Vs
NH-asedan Amidase

Pengaruh substrat terhadap kecepatan reaksi
enzimatik nitril hidratase dapat dilihat pada Gambar 4.
Nilai Km dan Vmaksenzim didapat dengan caramemplot
kurvapada Gambar 4a ke dalam persamaan Line-Wever
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Burk (Gambar 4b). Nilai Km nitril hidratase
Pseudomonas sp dapat ditentukan sebesar 50 mM dan
Vmaks0,0025 uM/ml.min.

Biotransformasi Suksinonitril

Pola pembentukan amonium, sebagai produk
biotransformasi suksinonitril dan suksinamida oleh sd
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Gambar 4. Km dan Vmaks enzim nitril hidratase dan amidase
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Gambar 5. Polabiotransformasi suksinonitril oleh Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp. ditampilkan padaGambar 5. Seperti
tampak dalam gambar tersebut konversi suksinonitril
selama 180 menit menghasilkan amonium (NH;")
sebesar 59,68 mM dengan lgju degradasi sebesar 0,33
mM/ml.min. dengan kecepatan pembentukan relatifhya
berkisar antara’51,51 -100 %.

PEMBAHASAN
Daam penelitian ini dapat ditunjukkan bahwa
Pseudomonas sp. mampu tumbuh pada suksinonitril

100 mM dan sekaligus memanfaatkan senyawa nitril
tersebut sebagai satu-satunya sumber karbon, energi
dan nitrogen untuk pertumbuhannya. Ini terbukti dari
pola pertumbuhan Pseudomonas sp yang diikuti
dengan penunman suksinonitril selama pertumbuhan
(Gambar 1). Dari Gambar tersebut ditunjukkan pula
bahwa pertumbuhan Pseudomonas sp tanpa melalui
fase lag, dan langsung fase log. Hal ini
mengindikasikan bahwa Pseudomonas sp. cukup
toleran terhadap substrat yang relatif toksik bagi
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kebanyakan bakteri.

Waktu penggandaan (td) dan lgju pertumbuhan
spesifik (p) untuk Pseudomonas sp. masing-masing
ditentukan sebesar 2,0jam dan 0,346 jam-*. i merupakan
nila yang spesifik dan sangat ditentukan oleh jenis
mikroba, substrat, dan kondisi pertumbuhan.
Sedangkan waktu penggandaan dan lgju pertumbuhan
untuk Pseudomonas sp. BP3 (diisolasi dari limbah
pabrik cat) yang ditumbuhkan pada substrat adiponitril
(100mM)adalah sebesar2jamdan 0,346jam™ (Sunarko
dan Suligtinah, 2008). Dengan demikian td dan |Jyang
dicapai oleh Pseudomonas sp adalah sama dengan td
dan p dari Pseudomonas sp. BP3.

Selama pertumbuhan, pH berangsur-angsur
meningkat sementara pembentukan asam suksinat
pada inkubas 72 jam adalah 77,28 mM lebih besar
dibandingkan ammonium (15,31 mM). Hal ini mungkin
terjadi karena Pseudomonas sp memanfaatkan asam
suksinat (sumber C dan E) lebih tinggi dibandingkan
ammonium (sumber N) untuk metabolismenya,
sehingga ammonium terakumulasi dalam medium
tumbuh, yang menimbulkan peningkatan pH. Nilai pH
medium sel ama pertumbuhan berkisar antara6,2-8,1 dan
nilai tersebut meningkat seiring dengan meningkatnya
waktu fermentasi. Nilai pH medium tersebut disebabkan
karena dihasilkan ammonium sebagai salah satu produk
biokonversi. Kecenderungan yang sama juga
dilaporkan oleh Fitri (2005), bahwa pH medium
fermentas menggunakan isolat bakteri Pseudomonas
sp dalam substrat adiponitril cenderung bersifat basa.

Penurunan suksinonitril dan kenaikan produk
degradasi (asam suksinat dan amonium) selama
pertumbuhan Pseudomonas sp juga mengindikasikan
bahwartelah terjadi proses degradasi suksinonitril oleh
isolat bakteri tersebut. Perolehan (yield) asam suksinat
dalam penélitian ini adalah sebesar 83% setelah 75 jam
fermentasi. Padafermentas sistem Batch menggunakan
Pseudomonas sp. dalam mengkonvers akrilamida62,5
mM membutuhkan waktu selama 24 jam, sedangkan
apabila sel Pseudomonas sp diimobilisasi dengan
menggunakan kalsium alginat konversi akrilamida
hanya membutuhkan waktu kurang dari 6 jam untuk
membentuk produknya (Nawaz et al, 1997). Terjadinya
proses degradasi ini juga mengindikasikan bahwa
Pseudomonas mampu mensintesis enzim nitril
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hidratase, yang berperan sebagai katalis dalam
degradasi suksinonitril menjadi produk tersbut.
Dugaan ini juga diperkuat dengan hasil pengukuran
aktivitas enzim, yang ditampilkan pada Gambar 2.

Terbentuknya ammonium dalam biotrans-
formas suksinonitril selain menunjukkan adanya enzim
NH-ase juga mengindikasikan bahwa enzim amidase
bekerja dengan baik. Hal ini sesuai dengan Wu & Li
(2002), yang mengatakan bahwa enzim pentransformasi
nitril biasanya optimum terbentuk pada fase log sdl.
Aktivitas total NH-ase tertinggi sebesar 1,04 U
.Meskipun tidak dilakukan pengukuran secara
kuantitatif namun diprediksi bahwa aktivitas total
amidase pada suksinonitril hampir sama dengan
aktivitas total amidase pada adiponitril yang juga
merupakan senyawa dinitril difatik jenuh. Fitri (2005)
mel aporkan bahwa dengan substrat adiponitril aktivitas
total amidase memiliki nilai 4 kali lebih tinggi dari
aktivitasNitril hidratase (NH-ase). Tingginyaaktivitas
amidase dapat diakibatkan karenakondis medium yang
menunjang aktivitas enzim amidase tersebut yaitu
suhu, pH, dan tekanan oksigen serta konsentrasi
substrat dan produk-produk yang terdapat dalam
media. Aktivitas total enzim NH-ase mempunyai pola
yang sama dengan pola pertumbuhan Pseudomonas
sp.

Aktivitas maksimum NH-ase dari Pseudomonas
sp ditunjukkan padapH 7,0. Nilai pH optimum dari NH-
ase dari sel Rhodococcus erythropi A 10 juga berada
padapH netral, yaitu pH 7,0 (Acharyadan Desai, 1997).
Suhu optimum untuk aktivitas NH-ase berada pada
kisaran suhu 25-30°C.

Kinetika Biotransformasi Suksinonitril

Penentuan nilai Km dan Vmaks berguna untuk
mengetahui kinetika enzim sehingga dapat diketahui
karakteristik dan kecepatan reaksi enzim dalam
menguraikan substrat, selain itu Km dan Vmaks dapat
digunakan untuk analisis lebih lanjut tentang
penghambatan aktivitas enzim dan untuk mengetahui
efisens aktivitas katalitik enzim. Pengaruh substrat
terhadap kecepatan reaksi enzimatik NH-ase dapat
dilihat pada Gambar 4. Enzim NH-ase memiliki
kecepatan reaksi (Vo) akan mengikuti polaMichagelis-
Menten. Fitri (2005) melaporkan bahwaamidase dengan
substrat adiponitril juga mengikuti pola Michaelis-



Menten sehingga dapat disimpulkan bahwa kedua
enzim tersebut bukan enzim alosterik

Nilal Km NH-ase sebesar 90 mM dan Vmaks
0,0025uM/ml.min. Nilai Kmyang tinggi dapat diartikan
bahwa enzim dapat dengan mudah membentuk
kompleks enzim substrat (E-S), sedangkan nilai Km
yang rendah menunjukkan bahwa energi yang
diperlukan untuk memulai terjadinyareaks enzimatik
lebih rendah sehinggareaksi lebih mudah terjadi.
Biotransformasi Suksinonitril

Pola biotransformasi suksinonitril dan
suksinamida oleh Pseudomonas sp. ditampilkan pada
Gambar 5. Secara stoikiometri ditunjukkan apabila
aktivitas amidase tinggi makajumlah asam suksinat
dan ammonium yang terbentuk menunjukkan aktivitas
NH-ase jugatinggi. Hal ini disebabkan karena suksinat
dan ammonium yang dihasilkan merupakan produk dari
aktivitas amidase yang mengurai suksinamida yang
merupakan produk hidrolisissuksinonitril oleh NH-ase.

Pada gambar tersebut juga dapat dilihat bahwa
konvers suksinonitril selama 180 menit menghasilkan
ammonium sebanyak 59,68 mM dengan produktivitas
sel sebesar 0,33 mM/ml.min. Pada biokonversi
suksinonitril kecepatan pembentukan relatifnya
berkisar antara 51,51-100 %. Sedangkan biokonversi
adiponitril dengan menggunakan isolat bakteri BA12
addah sebesar 4,44 mM pada menit ke 180 (Thontowi
et al.,, 2004). Dengan demikian kemampuan
Pseudomonas sp lebih tinggi dalam mengkonversi
adiponitril/sulsinonitril  dibandingkan isolat bakteri
BA12.

Pada menit pertamaammonium yang dihasilkan
dari biokonversi senyawa amida lebih banyak
dibandingkan senyawadinitril, tetapi pada menit-menit
berikutnya pembentukkan amonium dari biokonversi
dinitril lebih banyak dibandingkan amidase dan terus
menurun secara drastis pada menit-menit berikutnya
(Sunarko dan Sulistinah, 2008).

KESIMPULAN

Pseudomonas sp. mampu menggunakan
suksinonitril sebagali satu-satunya sumber karbon,
energi, dan nitrogen untuk substrat pertumbuhannya.
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Dari biotransformasi suksinonitril dapat ditentukan lgu
pembentukan asam suksinat sebesar 0,982 mM/ml.jam,
sedangkan lgju degradasi suksinonitril adalah 1,235
mM/ml jam.

Nilal pH optimum enzim NH-ase adalah 7,0 dan
suhu optimumnya 27 °C. Km dan Vmaks enzim NH-ase
adalah 90 mM dan 0,0002[jM/ml.min. Laju
pertumbuhan spesifik (u) Pseudomonas sp. adalah
sebesar 0,346 janT dan waktu penggandaan (td) adalah
2,0jam
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