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KERAGAMAN BAKTERI PENGHASIL ENZIM PENGHIDROLISIS NITRIL
DI PULAU ENGGANO BENGKULU
[Diversity of Nitrilase Producing Bacteria in Enggano Island, Bengkulu]

Rini Riffiani® dan Nunik Sulistinah
Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi-LIPI
J1. Raya Jakarta-Bogor Km 46, Cibinong
email : riniriffiani@gmail.com

ABSTRACT

Potential nitrile degrading microbes have been isolated from marine sponge, marine water and soil in Enggano Island. Nitrilase enzyme has
a function in degrading nitrile compund. Nitrilases are important industrial enzymes because of their ability to produce biologically active to
degrade enantiomers, such as S-(+)-1-(4’-isobutylphenyl) propionic acid (S-(+)-ibuprofen) and R-(-) mandelic acid. Mandelic acids, which
are important as pharmaceutical intermediates, can be produced in enantiomerically pure form by the hydrolysis of their corresponding
nitrile. The aim of the study was to explore the diversity of nitrile degrading bacteria in Enggano Island, and their ability to utilize nitrile as a
substrate growth. Screening of such microbes were carried out by using microtitter plate method based on growth ability tested by INT
(Todonitrotetrazoliumchloride). Degradation product was determined by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Seventy nine
bacteria were able to grow on acetamide, acetonitrile, benzonitrile, adiponitrile, mandelonitrile, succinonitrile, lactonitrile, dan benzilcyanide
as the sole source of carbon and nitrogen. Two isolates, YIM 56238 and PO69, have shown to enantioselectively hydrolyze racemic
mandelonitrile to mandelic acid. Based on 16S rRNA gene identification, these bacteria have the highest sequence similarity to Microccous
endophyticus strain YIM 56238 and Rhodococcus pyridinivorans strain PO69.

Key words: nitrile, sponge, marine bacteria, microtitter plate, nitrile-degrading enzymes, (R)-(-)-mandelic acid

ABSTRAK

Beberapa mikroba potensial pendegradasi senyawa nitril telah diisolasi dari berbagai sumber, yaitu sponge laut, air laut, dan tanah di Pulau
Enggano. Enzim yang terlibat dalam degradasi senyawa nitril yaitu enzim nitrilase. Enzim nitrilase merupakan Nitrilases adalah enzim yang
penting dalam industri karena kemampuan menghasilkan enantiomer biologis aktif, seperti S - (+) - 1- (4'-isobutilfenil) propionat (S - (+) -
ibuprofen) dan R - (-) mandelic acid. Asam mandelic merupakan produk farmasi dalam bentuk intermediet, dapat diproduksi dalam bentuk
enansiomer murni oleh hidrolisis senyawa nitril. Tujuan dari kegiatan penelitian ini mengetahui keragaman bakteri di Enggano, terutama
bakteri pendegradasi nitril dan mempelajari potensinya dalam menggunakan senyawa nitril sebagai substrat pertumbuhannya Penapisan
mikroba berpotensi dalam mendegradasi senyawa nitril (RCN) dilakukan menggunakan metode microtiter plate, berdasarkan kemampuan
tumbuh yang diuji dengan INT (Iodo nitrotetrazoliumchloride). Produk degradasi di analisa menggunakan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Pengujian pada media selektif tersebut menghasilkan 79 isolat bakteri yang mampu tumbuh pada 8 senyawa nitril
(asetamida, asetonitril, benzonitril, adiponitril, mandelonitril, suksinonitril, laktonitril dan bensilsianida) sebagai sumber karbon dan
nitrogen, bahkan dua isolat yaitu YIM 56238 dan PO69menunjukkan kemampuan menghidrolisis secara enansioselektif senyawa rasemat
mandelonitril menjadi (R)-(-)-asam mandelat yang merupakan senyawa kiral penting untuk produksi farmaseutikal dan agen pemecah
(resolving agent). Berdasarkan gen 16S rRNA, bakteri tersebut teridentifikasi sebagai Micrococcus endophyticus strain YIM 56238 dan
Rhodococcus pyridinivorans strain PO69.

Kata kunci : nitril, sponge, bakteri laut, microtitter plate, enzim-pendegradasi nitril, (R)-(-)-asam mandelat

PENDAHULUAN

Peran enzim sebagai biokatalis dalam sintesis
senyawa kimia semakin meningkat dalam sepuluh
tahun terakhir. Enzim dianggap sebagai katalis yang
bersih, ekonomis dan dalam beberapa hal
mampu menjembatani reaksi-reaksi yang tidak
mudah dilakukan dengan metode kimia biasa.
Senyawa nitril dan produk hidrolisisnya (amida dan
asam karboksilat turunannya), terutama dalam
bentuk enansiomer murni telah dan akan
diaplikasikan secara luas dalam industri farmasi dan
kimia (Kaul, 2007).

Sampai saat ini telah banyak dilaporkan tentang
eksploitasi beberapa mikroba pendegradasi nitril dan
amida untuk mensintesis senyawa-senyawa penting
komersial, misalnya akrilamida, asam
nikotinat, L-alanin, R-(-)-asam mandelat, dan S-(+)-

se€cara

Ibuprofen (Yamamoto et al., 1990).

Proses hidrolisis nitril secara enzimatik dapat
dilakukan melalui beberapa tahapan reaksi yang
melibatkan nitrilase (EC. 3.5.5.1), atau nitril
hidratase/NH-ase (EC. 4.2.1.83), dan amidase
(EC. 3.5.1.4). Nitrilase mengkatalis hidrolisis nitril
secara langsung menjadi asam karboksilat dan
ammonia. Sedangkan nitril-hidratase mengkatalis
hidrolisis nitril secara bertahap menjadi amida, dan
selanjutnya amida dikonversi menjadi asam
karboksilat oleh enzim amidase. Secara umum reaksi
hidrolisis senyawa nitril dapat dilihat pada
Gambar 1.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
keragaman dan untuk mengungkap potensi bakteri
asli dari Enggano sebagai bakteri penghidrolisis
senyawa nitril, baik alifatik maupun aromatik. Selain

*Diterima: 30 Juni 2015 - Diperbaiki: 30 September 2016 - Disetujui: 24 Maret 2017
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Amidase

> RCOOH + NH;

+H-,0 Asam Karboksilat

Nitril hidratase

RCN > R-CONH,

Nitril +H,0 amida
Nitrilase

RCN > RCOOH + NH;
+H,0

Gambar 1. Reaksi hidrolisis nitril secara enzimatis (Nitrile enzymatic hydrolysis reaction) (Asano et al., 1980)

itu dalam penelitian ini juga dipelajari enzim yang
terlibat dalam proses hidrolisis tersebut.

Pemilihan lokasi eksplorasi untuk mengkoleksi
bakteri penghidrolisis senyawa nitril dilakukan
berdasarkan mempertimbangkan berbagai aspek.
Enggano merupakan pulau yang tidak pernah bersatu
dengan pulau-pulau besar seperti Sumatera, sehingga
diharapkan tingkat endemisitasnya tinggi. Namun
data mengenai mikroba di Pulau Enggano belum
pernah dilaporkan. Dari kegiatan penelitian ini
diharapkan diperoleh mengenai data
mikroba potensial khususnya pendegradasi senyawa
nitril dari ekosistem pulau Enggano. Kedepannya
diharapkan = mikroba-mikroba  tersebut  dapat
diaplikasikan dan dimanfaatkan sebagai biokatalis
untuk produksi enzim dalam bidang lingkungan,
industri farmaka dan kimia.

informasi

BAHAN DAN CARA KERJA
Koleksi sampel di lapangan

Sampel yang dikoleksi dari Pulau Enggano
adalah berupa tanah, air laut, sedimen laut, pasir laut,
dan  sponge. Untuk  mengisolasi  mikroba
penghidrolisis nitril, sampel langsung diperkaya
menggunakan media mineral dalam eppendorf
volume 1,5 ml dan kemudian ditambahkan senyawa
nitril (asetonitril, benzonitril, adiponitril,
mandelontril, suksinonitril, laktonitril, dan
benzilsianida) dengan konsentrasi tertentu tergantung
dari toksisitas senyawa nitril yang digunakan.

Pengujian Laboratorium

Isolasi Mikroba Laut dari sponge

Isolasi mikroba laut dilakukan dengan menggunakan
berbagai metode sebagai berikut :

Metode 1 : Isolasi langsung dari sponge (tanpa
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sterilisasi) melalui pengenceran bertingkat (10" s/d
107). Selanjutnya, 100 ul sampel diinokulasikan
pada media Marine Agar dan diinkubasi pada suhu
ruang (28 — 30 °C).

Metode 2 : Sampel sponge direndam dalam alkohol
70% selama 5 menit, kemudian dibilas dua kali
menggunakan akuades steril. Sampel sponge
sebanyak 1 gram dilarutkan dalam 9 ml NaCI
Fisiologis. Selanjutnya dilakukan pengenceran
bertingkat menggunakan NaCl fisiologis, dan
diinokulasi pada media Marine Agar dengan metode

spread.

Metode 3 : Sponge yang telah disterilkan dengan
alkohol 70% dipotong-potong, kemudian langsung
ditanam secara aseptis pada media Marine Agar dan
diinkubasi pada suhu ruang.

Media Isolasi dan Kultivasi Mikroba Laut

Media yang digunakan untuk isolasi mikroba
laut adalah Marine Agar, dengan komposisi: 5,0 g
pepton, 1,0 g yeast extract, 0,1 g ferri sitrat, 19,45 g
sodium klorida, 8,8 g MgCl,, 3,24 g sodium
sulfat, 1,88 g kalsium klorida, 0,55 potasium
klorida, 0,16 g sodium bikarbonat, 15,0 g agar, 34,0
mg stronsium klorida, 22,0 mg asam borat, 4,0 mg
sodium sillikat, 2,4 mg sodium flourid, 1,6 mg
ammonium nitrat, dan 8 mg disodium fosfat, dan
aquadest 1000 ml. pH media diatur 7,4 + 0,2.

Media Penapisan Mikroba Pendegradasi Nitril
Media penapisan yang digunakan adalah media
mineral dengan komposisi: Na,HPO, 0,357 g,
KH,PO, 0,1 g, MgS0,.7H,0 0,1 g, CaCl,.2H,0O
0,01 g, FeSO,.7H,O 0,001 g, yeast extract 0,01 g,
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mikroelemen 1,0 ml, dan aquadest hingga mencapai
volume 1000 ml (Meyer dan Schlegel, 1983;
Pfennig, 1974). Adapun komposisi mikroelemen
adalah sebagai berikut: 0,1 g Zn SO,.7H,0, 0, 1 g
MnCl,.4H,0, 0,3 g H;BO;, 0,2 g CoCl,.6H,0, 0,2 g
CuCL.2H,O0, 0,02 g NiCL.6H,0, 0,020
Na,M0,.2H,0, 0,02 g Na,SeO; dilarutakan dalam
aquadest 1000 ml.

Penapisan Mikroba Pendegradasi Nitril dan
Amida secara cepat

Penapisan = mikroba  pendegradasi  nitril
dilakukan dengan menumbuhkan isolat bakteri hasil
isolasi ke dalam macrotitter plate steril (24 well)
yang berisi 1000 pl media mineral dengan substrat
asetonitril/asetamida 100 mM dan benzonitril/
benzamida 25 mM. Macrotitter plate tersebut
diinkubasi pada suhu ruang + 28 °C menggunakan
mesin pengocok dengan kecepatan 110 rpm selama
72 jam. Setelah 72 jam inkubasi, pertumbuhan
mikroba diuji dengan penambahan larutan
Iodonitrotetrazolium (INT) sementara aktivitasnya
diuji dengan reagen Nessler (Oliver ef al., 1989).
Pengujian  Pertumbuhan  Mikroba
Kualitatif

Sebanyak 100 pl kultur ditambah dengan 14 pl
larutan INT (0,5 mg/ml). Perubahan warna yang

secara

terbentuk mengindikasikan adanya pertumbuhan
mikroba.

Pengujian Aktivitas Enzim Pendegradasi Nitril
berdasarkan penentuan NH4"

Sebanyak 198 ul NaOH 0,1 N ditambahkan ke
dalam 2 pl kultur, kemudian dihomogenkan dan
setelah itu ditambahkan 4 pul reagen Nessler.
Selanjutnya, sampel diinkubasi pada suhu ruang

+ 28 °C selama 20 menit. Aktivitas yang tinggi
ditandai dengan terbentuknya warna kuning hingga
kuning kecoklatan.

Produksi Biomassa

Biomassa dari isolat bakteri terpilih diproduksi
dalam erlenmeyer volume 1000 ml yang berisi
500 ml media tumbuh yang mengandung 100 mM
asetonitril atau benzonitril (25 mM) dan 4-6% (v/v)
isolat terseleksi. Campuran diinkubasi pada shaker
dengan suhu ruang (+ 28 °C) selama 72 jam (fase
eksponensial). Sel dipanen dengan sentrifugasi pada
kecepatan 8000 rpm selama 15 menit pada suhu
4 °C. Sel yang diperoleh dicuci dua kali dengan 50
mM fosfat buffer (KH,POs, pH 7,2). Sel yang
diperoleh kemudian disimpan pada -4 °C sebelum
digunakan untuk pengujian berikutnya.

Biotransformasi (R,S)-Mandelonitril dan Analisis
Produk

Biotransformasi senyawa rasemat mandelonitril
dilakukan dengan menggunakan media degradasi (50
mM buffer fosfat KH,PO,, pH 7,2) yang
ditambahkan 50 mM mandelonitril (6pl/ml). Sel utuh
bakteri uji dimasukkan ke dalam media biotrans-
formasi dengan konsentrasi 0,3 g sel basah/ml media
degradasi. Proses biotransformasi
selama 17 jam, dan

berlangsung

dilakukan
sentrifugasi pada sampel yang dihasilkan Supernatan
kemudian diekstraksi untuk mengisolasi asam
mandelat

selanjutnya

berdasarkan  metode Banerjee ef al.
(2003). Selanjutnya produk biotransformasi yang
dihasilkan dianalisis dengan HPLC Agilent 1100
menggunakan kolom Cyg (Supelco, 5 um; 15 cm x
4.6 mm) dengan komposisi fase gerak buffer fosfat
0.1 M pH 4,8 : methanol adalah 70:30, flow rate

diatur pada 1 mL/menit 254 nm.

Tabel 1. Primer spesifik untuk mendeteksi gen nitrilase (Specific primer for detecting nitrilase gene)

. Urutan 0 o h3
(;):iin:}fs ) (Sequence) Tm(°C) % GC (Pb) base
Pl 5-AGGTACGCATATGGTCGAATACACAA---3’ 63 42.3 26
P2 5’-TACAAGCTTCGAGTCAGATGGAGGC-3’ 66 52 25

267



Berita Biologi 16(3) - Desember 2017

Identifikasi
Terpilih
Identifikasi isolat bakteri unggulan dilakukan
secara molekuler berdasarkan analisis sekuens
parsial 16S rRNA. Amplikasi PCR dilakukan
menggunakan primer universal yaitu Primer 27F dan
Primer 1492R ( Lane, 1991). Pencarian homologi
dilakukan secara on-line pada pusat data DNA DDBJ
(http://www.ddbj.nig.ac.jp).

dan Analisis Filogenetik Isolat

Deteksi Penyandi Gen Nitrilase Menggunakan
Real Time PCR

Isolat-isolat bakteri yang mampu mendegradasi
senyawa nitril akan dilakukan uji konfirmasi untuk
mendetekasi adanya gen nitrilase menggunakan
primer spesifik seperti yang tercantum pada Tabel 1.

Komposisi reaksi untuk amplifikasi gen nitrilase
adalah SsoAdvanced SYBR green supermix (10 pL),
1 puL primer PI-F (10uM ), 1 pL primer P2-R
(10uM), RT-PCR grade water (7 pL) dan DNA
template (1 pL), ddH20 wuntuk NTC (kontrol
negatif). Profil reaksi real time PCR adalah
denaturasi pada suhu 95 °C selama 30 detik,
annealing pada suhu 55 °C selama 30 detik, dan
ekstensi pada suhu 60 °C selama 45 detik dengan
jumlah siklus mencapai 40 siklus.

HASIL
Isolasi dan Penapisan Bakteri Penghasil Enzim
Penghidrolisis Nitril

Berdasarkan isolasi bakteri pendegradasi nitril
dari berbagai sumber yang berbeda (tanah, sedimen,
sponge dan air laut), diperoleh sebanyak 79 isolat
bakteri (Gambar 2 dan Tabel 3). Seluruh isolat dapat
tumbuh, baik pada media mineral yang mengandung
asetonitril maupun benzonitril.

Pertumbuhan ditandai oleh kekeruhan pada
media tumbuh setelah kultur diinkubasi selama 72
jam. Sedangkan warna yang timbul merupakan
refleksi warna dari koloni isolat bakteri yang
diinokulasikan (Gambar 3). Isolat-isolat tersebut
selanjutnya diamati pertumbuhannya secara visual
dan diseleksi/ditapis secara kualitatif (rapid
screening) berdasarkan kemampuan per-
tumbuhannya, menggunakan microtitter plate (96
well) dengan menambahkan senyawa
iodonitrotetrazolium (INT).

Hasil penapisan tersebut menunjukkan, bahwa
dari  seluruh isolat, 47 isolat diantaranya
menunjukkan reaksi positif. Reaksi positif
ditunjukkan oleh adanya perubahan warna menjadi
pink setelah penambahan INT (Gambar 4 A dan B).
Sedangkan uji aktivitas enzim penghidrolisis nitril

Gambar 2. Pertumbuhan Bakteri yang diisolasi dari sampel yang telah diperkaya dengan senyawa nitril
seperti benzonitrile (A), laktonitril (B,C), asetonitril (D), dan adiponitril (E-F) (Bacterial growth
of sampels enriched with nitrile compounds, such as benzonitrile (A), laktonitrile (B,C),

acetonitrile (D), adiponitrile (E-F)
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Tabel 1. Jumlah bakteri yang tumbuh pada media pengkayaan dengan penambahan berbagai senyawa nitril.
(The number of bacteria grown on media enriched by nitrile compounds)

Substrat (substrate) (Nitrile) Jumlah
Lokasi .. . .. S N bakteri
No (location) Asetonitril  Laktonitril ~ Benzonitril ~ Suksinonitril ~ Adiponitril ~ (Number
(C,H;3N) (C5HsNO) (C/HsN) (C4H4N») (C¢HgNy) of
bacteria)
1 Desa Meog 2 3 1 3 2 11
2 Taman Buru 3 - 3 1 1 9
3 Sungai 1 - - 3
Kuala Besar
4 Perkebunan 4 2 1 - 2 9
Jengkol
5 Perairan 3 - 2 2 1 8
Kahabi
6 Air  Terjun 4 1 1 1 3 10
Pulau Buru
7 Lamun - 2 1 - - 3
Payau
Kahabi
8 Lamun 5 3 3 - 3 17
9 Peraian 2 1 2 4 2 11
Banjarsari
Jumlah (Total) 79

.. .8 )

J.\/.\/‘ \W,‘

Gambar 3. Pertumbuhan mikroba hasil isolasi pada medium mineral yang mengandung asetonitril (100 mM)
dan benzonitril (25 Mm) dalam macrotitter plate (Growth of microbial isolated in mineral medium
containing acetonitrile (100 mM) and benzonitrile (25mM) in macrotitter plate)

dilakukan berdasarkan terbentuknya ammonium
sebagai salah satu produk hidrolisis senyawa nitril.
Hasil positif ditandai oleh perubahan warna dari
kuning hingga kecoklatan setelah pemberian reagen
Nessler (Gambar 4 C dan D).

Hasil pengujian juga menunjukkan bahwa
pertumbuhan dan aktivitas isolat-isolat bakteri uji
pada asetonitril relatif lebih baik dibandingkan pada

benzonitril (Tabel 2). Dari 30 isolat yang
menunjukkan reaksi positif, sebanyak 2 isolat dengan
kode strain 11 Eng dan 12 Eng menunjukkan hasil
yang paling baik dibanding isolat-isolat lainnya.
Oleh karena itu pengujian selanjutnya difokuskan
pada isolat bakteri strain 11 Eng dan 12 Eng karena
dianggap potensial sebagai pendegradasi senyawa
nitril.
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Gambar 4. Penapisan cepat berdasarkan uji pertumbuhan dengan INT (A dan B) dan pengujian aktivitas enzim
penghidrolisis nitril dengan Nessler reagent (C dan D) [ Rapid screening based on growth testing by
using INT (A and B) and Nitrile-hydrolyzing enzymes activity testing by using Nessler reagent (C
and D) ].

Tabel 2. Pertumbuhan dan aktivitas 47 isolat yang menunjukkan reaksi positif pada asetonitril 100 mM dan ben-
zonitril 25 mM (Bacterial growth and activity of 47 isolates showing positive reaction on mineral
media containing 100 mM acetonitrile and 25 mM benzonitrile in macrotitter plate)

Asetonitril Benzonitril
No Isolat (Isofates) Pertumbuhan Aktivitas Pertumbuhan Aktivitas
(Growth) (Activity) (Growth) (Activity)
1 Strain 11. Eng -+ -+ -+ o+
2 Strain.12. Eng -+ - -+ o
3 Strain.71. Eng +H+++ +H+++ +++ +++
4 Strain.70. Eng +++ +++ +++ -+
5 Strain.76. Eng +++ +++ +++ +++
6 Strain.55. Eng ++++ -+ +++ +++
7 Strain.56. Eng ++++ - +++ 4+
8 Strain.48. Eng ++++ +++ ++t++ ++++
9 Strain.49. Eng ++++ 4+ -+ ++++
10 Strain.08. Eng ++++ +H+ -+ ++
11 Strain 37 Eng +++ +++ -+ 4+
12 Strain.05. Eng ++++ ++ e -+
13 Strain.19. Eng ++ +++ +++ +++
14 Strain.33. Eng e +++ +++ +++
15 Strain.43. Eng ++++ ++++ +++ +++
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Tabel 2. Pertumbuhan dan aktivitas 47 isolat yang menunjukkan reaksi positif pada asetonitril 100 mM dan ben-
zonitril 25 mM (Bacterial growth and activity of 47 isolates showing positive reaction on mineral
media containing 100 mM acetonitrile and 25 mM benzonitrile in macrotitter plate) (continued)

Asetonitril Benzonitril

No Isolat (Isolates) Pertumbuhan Aktivitas Pertumbuhan Aktivitas

(Growth) (Activity) (Growth) (Activity)
16 Strain 44. Eng ++++ ++++ +++ +++
17 Strain.15. Eng +++ +++ At +++
18 Strain.07. Eng +++ ++ +++ ++
19 Strain 32 Eng +++ +++ +++ -
20 Strain 37 Eng +++ +++ -+ 4+
21 Strain01. Eng +++ ++ ++ +
22 Strain 59 Eng +++ ++ ++ ++
23 Strain 47 Eng +H +++ - -
24 Strain 04. Eng ++ ++ ++ ++
25 Strain 06. Eng ++ ++ ++ ++
26 Strain 02 Eng ++ + ++ +
27 Strain 18. Eng ++ ++ + +
28 Strain 20. Eng ++ + + +
29 Strain 26 Eng ++ ++ + +
30 Strain 40 Eng ++ ++ + +
31 Strain 45 Eng ++ ++ + +
32 Strain 52 Eng ++ ++ + +
33 Strain 53 Eng ++ ++ ++ ++
34 Strain 54 Eng ++ ++ + +
35 Strain 58 Eng ++ ++ ++ ++
36 Strain 64 Eng ++ ++ ++ ++
37 Strain 68 Eng ++ ++ _ -
38 Stain 69 Eng ++ + - -
39 Strain 03 Eng + + + +
40 Strain 10 Eng + + + +
41 Strain 17 Eng + + + +
42 Strain 24 Eng + + + +
43 Strain 35 Eng + + + +
44 Strain 38 Eng + + + +
45 Strain 63 Eng + + + +
46 Strain 65 Eng + + + +
47 Strain 67 Eng + + - -

Keterangan: ++++ :tumbuh sangat baik ; +++:baik; ++ :sedang; + :kurang
(Notes): ++++ Grow very well ; +++:good ; ++ :moderate; + :less
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Identifikasi Isolat Enggano Terpilih dan Deteksi
Gen Nitrilase Menggunakan Real Time PCR
Analisis  penjajaran  berdasarkan  urutan
nukleotida parsial gen pengkode 16S rDNA
menunjukkan bahwa isolat unggulan yang memiliki
kemampuan dalam mendegradasi senyawa nitril
dengan kode strain 11 Eng dan 12 Eng berturut-turut
teridentifikasi sebagai endophyticus
strain YIM 56238 dan Rhodococcus pyridinivorans
strain PO69 (Gambar 5). Untuk mengkonfirmasi

Microccous

isolat bakteri yang memiliki gen nitrilase, dilakukan
amplifikasi dengan primer spesifik menggunakan
real time PCR. Hasil dari real time PCR belum di-
paparkan pada bagian ini (Gambar 6).

Pertumbuhan Isolat Bakteri terpilih (strain 11
Eng dan 12 Eng) pada Benzonitril serta
pembentukan ammonium selama pertumbuhan
Pengujian pengaruh penambahan berbagai
konsentrasi benzonitril sebagai substrat terhadap

100 Bacillus tequilensis strain 10 b RN.08
Bacillus substilis sub sp substilis RN.15

100

67

_EBachus substilis sub sp substilis strain DSM RN.15A
98 Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232.RN.35
Exiguobacterium aestuarii strain TF-16.RN37

Rhodococcus pynidinivorans strain PO69 RN.12
58 @ccous endophyticus strain YIM 56238 RN 11
85 Microbacterium oxydans strain DSM 20578.RN.26

Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348 RN 04

Achromobacter marplatensis strain B2.RN.44

58

100

Burkholderia cepacia strain BC111.RN.43
Shewanella seohaensis strain S7-3 RN 01

Pseudomonas entomophila strain L48.RN.23

Beijerinckia fluminensis strain UQM 1685.RN.49

revundimonas olei strain MJ15.RN.09

10 Yangia pacifica strain DX5-10 RN.07
84 E B

100 Brevundimonas nasdae strain PVS12 RN.19

P
0.05

Chryseobacterium hispalense strain AG13-2 RN.05

Gambar 5. Pohon kekerabatan bakteri potensial bakteri pendegradasi senyawa nitril yang dianalisis
dengan metode Neighbor-Joning dan analisis bootstrap dengan pengulangan 1000 kali
menggunakan software Mega 5 (Family tree of potential degrading nitrile bacteria were analyzed
by using Neighbor-Joning and bootstrap analysis with 1000 repetitions using software Mega 5)
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Gambar 6. Grafik amplifikasi gen nitrilase menggunakan real Time PCR (dmplification of nitrilase

gen using Real Time PCR)
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pertumbuhan  kedua isolat (strain 11 dan 12)
menunjukkan bahwa pertumbuhan terbaik kedua
isolat dicapai bila isolat-isolat tersebut ditumbuhkan
pada 25 mM  benzonitril. Isolat ~mampu
menggunakan senyawa tersebut sebagai satu-satunya
sumber karbon dan nitrogen. Konsentrasi ammonium
yang terbentuk selama pertumbuhan (Gambar 7 dan
8) menunjukkan bahwa NH4" yang dihasilkan oleh

{) wantra
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[= TR

[Grawth (0D 436 nm) |
Fertum buhan (Q0436 nm )
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kedua isolat mempunyai pola yang sama. Beberapa
pustaka menunjukkan bahwa NH4" merupakan salah
satu produk dari hidrolisis senyawa nitril. Dengan
demikian, ada indikasi bahwa enzim yang berperan
dalam hidrolisis bekerja dengan baik. Aktivitas
enzim pendegradasi benzonitril secara kuantitatif
umumnya ditentukan dengan mengukur konsentrasi
substrat dan menganalisis produk hidrolisis yang
dihasilkan menggunakan GC, HPLC.
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Gambar 7. Profil pertumbuhan Micrococcus endophyticus strain 11 Eng (A), dan konsentrasi ammonium
selama pertumbuhan pada bezonitril (B) [Growth profile of Micrococcus endophyiticus strain
11 Eng (A), and ammonium concentration during growth on benzonitrile (B)]
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Gambar 8. Profil pertumbuhan Rhodococcus pyridinivorans strain 12 Eng (A), dan konsentrasi ammonium
selama pertumbuhan pada benzonitril (B) [ Growth profile of Rhodococcus pyridinivorans strain
12 Eng (A), and ammonium concentration during growth on benzonitrile(B)]
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Biotransformasi Senyawa Rasemat Mandelonitril
Biotransformasi mandelonitril oleh isolat bakteri
terpilih  yaitu
endophyticus) dan 12 Eng
pyridinivorans) menunjukkan, bahwa asam mandelat
terdeteksi dalam ekstrak (Gambar 9), meskipun
dalam konsentrasi yang relatif rendah.

strain 11 Eng (Micrococcus

(Rhodococcus

PEMBAHASAN
Isolasi dan Penapisan Bakteri Penghasil Enzim
Penghidrolisis Nitril

Isolasi dan seleksi bakteri penghasil enzim
penghidrolisis nitril dilakukan secara kualitatif
berdasarkan pertumbuhan dan aktivitas mikroba.
Perubahan warna yang terbentuk menjadi kemerahan
atau pink tua mengindikasikan kemampuan tumbuh
mikroba. Semakin pekat warna yang terbentuk,
kemampuan tumbuh mikroba pada substrat juga
semakin tinggi. Perubahan warna yang terjadi
berkorelasi positif dengan pertumbuhan.

Pengujian pertumbuhan bakteri dilakukan
dengan menggunakan senyawa nitril alifatik yaitu
asetonitril dan senyawa nitril aromatik yaitu
benzonitril.  Proses hidrolisis nitril  aromatik
umumnya menggunakan hidrolisis secara langsung
yang melibatkan enzim nitrilase, sedangkan
hidrolisis nitril alifatik secara bertahap yaitu
melibatkan nitril hidratase menjadi amida dan
selanjutnya menkonversi menjadi asam karboksilat
oleh enzim amidase. Bakteri Rhodococcus sp.,

*Ekstrak strain Engg 11

12623

Bacillus  smitthii dan Rhodococcus rhodochrous
memiliki kemampuan dalam menghidrolis senyawa
nitril dalam bentuk alifatik dan aromatik (Almawatah
et al., 1999)

Secara umum, hasil pengujian mikroba pada
asetonitril memperlihatkan lebih banyak  reaksi
positif dibandingkan benzonitril. Hal ini dapat
dipahami karena asetonitril (CH3CN) merupakan
senyawa alifatik yang paling sederhana dengan rantai
karbon yang pendek sehingga mudah dihidrolisis
oleh mikroba, sedangkan benzonitril (C;HsN)
merupakan salah satu senyawa nitril aromatik yang
toksisitasnya lebih tinggi dibandingkan asetonitril.

Dilaporkan juga bahwa benzonitril merupakan
salah satu bahan aktif pestisida/herbisida (3,5-
dichloro-4-hydroxybenzonitril,3,5-dibromo-4-hydro-
xybenzonitril), sehingga hanya sedikit mikroba yang
mampu tumbuh dan memanfaatkan benzonitril
sebagai sumber karbon dan nitrogen. Beberapa
mikroba yang dilaporkan mampu menghidrolisis
benzonitril, antara lain Fusarium, Rhodococcus
rhodochrous PA-34, Rhodococcus sp. NDB 1165,
Nocardia globerula NHB-2 (Harper et al., 1977;
Vesela et al., 2010). Adapun bakteri yang mampu
menghidrolisis asetonitril antara lain Pseudomonas
putida (Nawaz et al., 1989), Corynebacterium sp.
(Martikova et al, 1992), Microbaterium imperiale
(Chutchat et al., 2016). Dalam penelitian ini strain
11 Eng dan 12 Eng yang teridentifikasi secara
molekular sebagai Micrococcus endophyticus dan

sEkstrak strain Engg 12

mAl

10 =

12616

00 125 mn

Gambar 9. Kromatogram ekstrak produk biotransformasi mandelonitril dari isolat stzain Eng. 11 dan Eng 12
(Chromatograme extract biotransformation mandelonitrile product of Enggano isolates strain 11

and 12)
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Rhodococcus pyridinivorans juga mampu tumbuh
dengan baik baik pada benzonitril 25 mM.

Pertumbuhan isolat bakteri terpilih (strain Eng

11 dan Eng 12) pada benzonitril serta

pembentukan ammonium selama pertumbuhan
Penambahan konsentrasi benzonitril sampai

dengan 25 mM mampu meningkatkan pertumbuhan
isolat strain 11 dan 12 karena keduanya mampu
memanfaatkan benzonitril sebagai substrat untuk
pertumbuhan. Kemampuan tumbuh dan membentuk
NH;" merupakan indikasi adanya proses hidrolisis
benzonitril sekaligus mengindikasikan kemampuan
isolat dalam sintesis enzim penghidrolisis nitril,
khususnya benzonitril. senyawa
benzonitril pada mikroba melibatkan enzim nitrilase
yang mengkatalisis hidrolisis benzonitril langsung
menjadi asam benzoat dan ammonium tanpa
membentuk senyawa antara yaitu amida (Nagasawa
et al., 1988; Agarwal et al., 2010). Penelitian-
penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa selama
pertumbuhan mikroba terjadi peningkatan pH pada
media tumbuh. Peningkatan pH mengindikasikan
telah terjadi akumulasi ion-ion NH;" yang
merupakan salah satu produk hidrolisis/degradasi
senyawa nitril (Nagasawa et al, 1988; Sunarko,
1995).

Metabolisme

Identifikasi Isolat Enggano Terpilih dan Deteksi
Gen Nitrilase Menggunakan Real Time PCR
Hasil amplifikasi PCR  menggunakan primer
27F dan 1510 R menunjukkan bahwa sekuens 16S
isolat dengan kode strain 12 Eng terdiindentifikasi
sebagai Rhodococcus pyridinivorans, Microccous
endophytucys (Strain 11 Eng), Burkholderia sp.
(Strain 43 Eng) Bacillus substilis (Strain RN 15),
Brevundimonas  sp. (Strain RN 19), dan
Pseudomonas entolophila (Stain RN 23). Coffey et
al. (2009) melaporkan bahwa bakteri-bakteri tersebut
memiliki gen fungsional nitrilase yaitu nit/ yang
terdeteksi menggunakan real time PCR. Dari bebera-
pa isolat yang diuji aktivitas enzim nitrilasenya,
isolat bakteri 11 Eng memiliki homologi sebesar
100% dengan Micrococcus endophyticus dan 12
Eng memiliki 99% homologi dengan Rhodococcus
pyridinivorans.  Rhodococcus  spp.  diketahui
merupakan genus bakteri yang dilaporkan mampu
menghasilkan enzim pendegradasi nitril, terutama

R. rhodochrous dan R. erythropolis (Kobayashi, et
al., 1992; Luo, et al., 2010). Namun demikian, R.
pyridinivorans relatif jarang dilaporkan sebagai
pentransformasi nitril.

Sejauh ini hanya Precigou et al. (2004) yang
melaporkan bahwa R. pyridinovorans
menghasilkan enzim nitril-hidratase. Rhodococcus

mampu

merupakan genus bakteri gram positif, non-motil,
tidak menghasilkan spora, dan bersifat aerob.
tumbuh  cepat dan  siklus
perkembangannya relatif sederhana, sehingga sering

Rhodococcus

dianggap sebagai sarana penelitian yang efisien.
Hasil deteksi gen nitrilase isolat 11 Eng (M. endo-
12 Eng (R. pyridinivorans)
menggunakan real time PCR menunjukkan hasil
positif, yaitu memiliki gen nitrilase, yang ditandai

phyticus) dan

oleh adanya akumulasi pada sinyal fluoresens hingga
melintasi base line threshold. Makin tinggi tingkat
ekspresi target gen maka deteksi emisi fluoresen
makin cepat terjadi (Kubista et al., 2006).

Biotransformasi Senyawa Rasemat Mandelonitril

Kemampuan tumbuh Micrococcus endophyticus
strain 11 Eng dan Rhodococcus pyridinivorans
strain 12 Eng juga diuji pada senyawa (R,S)-
mandelonitril. Hasil pengujian menunjukkan bahwa
kedua isolat tersebut tidak mampu tumbuh dengan
memanfaatkan senyawa
sebagai substrat tumbuhnya. Meskipun demikian,
data menunjukkan

rasemat mandelonitril
bahwa kedua isolat bakteri
tersebut ternyata mampu menghidrolisis senyawa
(R,S)-mandelonitril menghasilkan mandelamida dan
asam mandelat. Terdeteksinya senyawa asam
mandelat mengindikasikan bahwa konversi senyawa
(R,S)-mandelonitril oleh kedua isolat bakteri tersebut
melibatkan enzim nitril-hidratase dan amidase dan
bukan enzim nitrilase. Rendahnya konsentrasi asam
mandelat mungkin disebabkan oleh proses bio-
transformasi yang belum optimal. Dilaporkan juga
bahwa jenis induktor sangat berpengaruh terhadap
pembentukan asam mandelat yang dihasilkan.

Liu et al, 2011 melaporkan bahwa strain bakteri
Alcaligenes faecalis ZJUTB10 memiliki kemampuan
aktivitas nitrilase yang tinggi yaitu mencapai 350,8
U/g. Dengan aktivitas nitrilase yang tinggi, bakteri
tersebut mampu mengkonversi rasemat mandelo-
nitril menjadi R(-) asam mandelat. Asam mandelat

275



Berita Biologi 16(3) - Desember 2017

tersebut telah berhasil diisolasi dan dikarakterisasi,
sehingga bakteri Alcaligenes faecalis ZJUTB10
merupakan bakteri potensial untuk diaplikasikan di
industri untuk memproduksi asam mandelat dan
asam karboksilat. Adapun Bakteri Pseudomonas
putica  MTCC5110 dilaporkan juga memiliki
kemampuan dalam  menghidrolisis  rasemat
mandelonitril menjadi (R) asam mandelat. Gen
penyandi nitrilase yang diisolasi dari bakteri
Pseudomonas putica MTCC5110 telah berhasil
diisolasi dan diekspresikan. Bakteri rekombinan
nitrilase tersebut telah berhasil memproduksi asam
mandelat dalam skala bioreaktor (Banerjee et al.,
2009)

Beberapa pustaka menginformasikan bahwa
beberapa strain Rhodococcus mampu mendegradasi
senyawa-senyawa toksik yang bersifat
karsinogenik, misalnya piridin, stiren, biphenil
(Warhurst and Fewson, 1994; Yoon et al., 2000).
Meskipun kemampuan strain 11 Eng dan 12 Eng
dalam memproduksi asam mandelat masih rendah,
namun keduanya merupakan mikroba indigenous
pendegradasi nitril potensial dari pulau Enggano,
Indonesia. Rendahnya konsentrasi asam mandelat
mungkin disebabkan oleh proses biotransformasi
yang belum optimal. Namun, paling tidak telah
memperlihatkan indikasi bahwa kedua isolat
tersebut mampu menghasilkan asam mandelat.

KESIMPULAN

Sebanyak 79 isolat bakteri pendegradasi
senyawa nitril dari Enggano mampu tumbuh pada
delapan senyawa nitril, yaitu asetamida, asetonitril,
benzonitril, adiponitril, mandelonitril, suksinonitril,
laktonitril dan bensilsianida sebagai sumber karbon
dan nitrogen. Dua isolat bakteri menunjukkan
kemampuan menghidrolisis secara enansioselektif
senyawa rasemat mandelonitril menjadi (R)-(-)-
asam mandelat yang merupakan senyawa Kkiral
penting untuk produksi farmaseutikal dan agen
pemecah (resolving agent). Berdasarkan gen 16S
rRNA bakteri 11 Eng dan 12 Eng teridentifikasi
berturut-turut sebagai Micrococcus endophyticus
strain YIM 56238 dan Rhodococcus pyridinivorans
strain PO69.
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