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POTENSI Rhodococcus pyridinovorans GLBS SEBAGAI BIOKATALIS DALAM
KONVERSI SENYAWA METHIL SIANIDA DAN PHENIL SIANIDA
[Potential of Rhodococcus pyridinovrans GLBS as Biocatalistin Methyl

and Phenyl Cyanide Conversion|

Nunik Sulistinah™, Rini Riffiani dan Bambang Sunarko
Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi-LIPI
Cibinong Science Center, JI Raya Jakarta-Bogor Km 46 Cibinong
email: nuniksulistinah@gmail.com

ABSTRACT

Nitrile and amide bioconversion have received increasing attention due to their ability to provide a range of commercially important
chemicals. The experiment was conducted to investigate the potential of bacterial isolate GLBS to convert methyl cyanide and phenyl
cyanide. The samples were collected from various industrial waste. Selection of isolates to utilize these substrates as a sole source of
energy, carbon and nitrogen was conducted on 96 whell microtitter plates, based on the growth ability using INT (Iodo nitrotetrazolium
chloride) reagent. Based on the growth pattern, it showed that the bacterial isolate GLBS grew well and it was capable of utilizing methyl
and phenyl cyanide compound as the sole source of carbon and nitrogen. The isolate GLB5 was isolated from industrial waste of Batik
factory in Cirebon, and identified as Rhodococcus pyridinovorans. Bioconversion of methyl cyanide using whole cells of R. pyridinovorans
GLBS5 showed that ethanamide (C,HsNO) and ethanoic acid (C,H40,) were detected. Formation of ethanamide and ethanoic acid as the
product of bioconversion, indicated that the nitrile hydratase and amidase enzymes involved in the bioconversion process. Phenyl carbox-
amide (C;H;NO) as the product of phenyl cyanide bioconversion was also detected, although in low concentration. In this study, R. pyri-
dinovorans GLB5 was capable of completely converting 300 mM methyl cyanide to + 140 mM ethanoic acid in relatively short times (<60
minutes).

Key words: bioconversion, methyl cyanide, phenyl cyanide, Rhodococcus pyridinovorans GLBS5, enzymes-converting nitrile.

ABSTRAK

Saat ini biokonversi mikrobial senyawa nitril dan amida semakin menjadi perhatian industri oleh karena kemampuan mikroba
pengkonversinya secara komersial memberikan manfaat untuk sintesis senyawa-senyawa kimia penting. Penelitian ini dilakukan untuk
menguji potensi/kemampuan bakteri GLBS5 dalam mengkonversi senyawa methil dan phenil sianida. Sampel dikoleksi dari beberapa limbah
industri tambang, lemigas. Seleksi mikroba yang mampu menggunakan substrat uji sebagai satu-satunya sumber karbon dan nitrogen
dilakukan pada mikrotitter plate (96 whell). Pengujian dilakukan berdasarkan kemampuan tumbuhnya menggunakan reagen INT
(Iodonitrotetrazolium chloride). Isolat yang menunjukkan pertumbuhan baik selanjutnya dikonfirmasi ulang dengan menumbuhkannya
kembali pada medium minimal yang mengandung subtrat uji. Bedasarkan kemampuan tumbuhnya, menunjukkan bahwa isolat bakteri GLB5
mampu tumbuh dengan baik dan menggunakan methil dan phenil sianida sebagai satu-satunya sumber karbon dan nitrogen. Isolat bakteri
GLBS5 yang diisolasi dari limbah industri batik Cirebon, terindentifikasi sebagai Rhodococcus pyridinovorans. Biokonversi methil sianida
menggunakan sel utuh (whole cells) dari R. pyridinovorans GLB5 menunjukkan, bahwa senyawa ethanamida (C,HsNO) dan asam ethanoat
(C,H40,) sebagai produk teridentifikasi. Terdeteksinya senyawa-senyawa tersebut mengindikasikan, bahwa enzim nitril hidratase dan
amidase terlibat dalam proses biokonversi tersebut. Sedangkan phenyl karboxamida juga terdeteksi sebagai produk biokonversi phenil
sianida, meskipun dalam konsentrasi yang relatif sangat rendah. Dengan demikian, dapat ditunjukkan bahwa R. pyridinovorans GLB5
mampu mengkonversi secara total 300 mM methil sianida dan menghasilkan ethanamida sebesar = 140 mM dan asam ethanoat +140 mM
dalam waktu yang relatif singkat (<60 menit).

Kata kunci: biokonversi, methil sianida, phenil sianida, Rhodococcus pyridinovoransGLBS5, enzim pengkonversi senyawa nitril.

PENDAHULUAN industri kimia, obat, kosmetika, parfum, fotografi,

Senyawa nitril (RCN) merupakan senyawa
penting untuk sintesa amine, amida, asam-asam kar-
boksilat, ester, aldehida, ketone dan senyawa-
senyawa heterosiklik. Strukturnya sangat stabil dan
hidrolisis secara kimiawi memerlukan kondisi yang
ekstrim, seperti misalnya pemanasan dengan asam
atau basa dengan konsentrasi tinggi. Disamping itu,
produk sampingan yang dihasilkan seperti misalnya
HCN juga berpotensi sebagai pencemar lingkungan.
Dilaporkan, produksi atau konsumsi asetonitril/
methil sianida dan akrilonitril per tahun mencapai
40.000 dan 4.000 ton per tahun (Hakansoon, 2005).
Seperti diketahui, methil sianida banyak digunakan
untuk preparasi berbagai senyawa dalam industri-

*Diterima: 30 Juni 2015 - Disetujui: 14 Desember 2015

sedangkan phenil sianida yang merupakan salah satu
kelompok nitril aromatik banyak digunakan sebagai
bahan aktif pestisida, dan juga untuk produksi mela-
min (Ramakrishna et al., 1999). Penggunaan senya-
wa nitril secara ekstensif di industri-industri kimia,
obat, menyebabkan nitril berpotensi sebagai pence-
mar lingkungan (Banerjee et al., 2002).

Meskipun demikian, beberapa mikroba
(bakteri, jamur) banyak dilaporkan sebagai katalis
hidrolisis senyawa nitril (Kaul et al., 2004; Dadd et
al., 2001). Oleh karena itu, degradasi secara mikro-
bial merupakan cara effisien untuk meminimalisir/
mendetoksi senyawa toksik nitril dari lingkungan
(Santoshkumar et al., 2010). Enzim pengkonversi
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nitril (nitrilase, nitril hidratase, dan amidase) yang
diisolasi dari mikoba potensial pengkonversi senya-
wa nitril juga berpotensi dimanfaatkan sebagai bio-
katalis untuk agen bioremediasi maupun untuk
produksi senyawa-senyawa penting. Penelitian untuk
mengeliminasi senyawa nitril telah banyak di-
lakukan, namun demikian masih dirasa perlu
mendapat perhatian, khususnya di Indonesia oleh
karena studi di area ini masih sangat terbatas semen-
tara peluang untuk memperoleh isolat mikroba
unggul sebagai pendegradasi senyawa-senyawa nitril
baik alifatik maupun aromatik cukup besar.

Dalam sepuluh tahun terakhir ini ketertarikan
industri untuk menggunakan dan memanfaatkan
enzim yang diisolasi dari mikroba potensial sebagai
biokatalis untuk memproduksi senyawa farmaka/
kimia yang bernilai ekonomi tinggi semakin berkem-
bang dengan cepat. Beragam mikroorganisme berpo-
tensi sebagai pendegradasi nitril maupun amida dan
enzim yang disintesisnya telah banyak dimanfaatkan
dan diaplikasikan dalam industri untuk memproduksi
senyawa-senyawa amida, asam organik yang pen-
ting, seperti misalnya akrilamida, nikotinamida,
asam akrilat, asam mandelat, asam metakrilat, dan
(S)-asam piperasin karboksilat (Velankar et al.,
2010), dan bahkan salah satu diantaranya telah di-
produksi secara komersial untuk produksi akrilami-
da oleh Mitsubishi-Rayon Chemical Co (Nagasawa
et al., 1993). Biokatalis menjadi sangat penting oleh
karena enzim pendegradasi mampu mengkonversi
beragam senyawa nitril ke dalam berbagai senyawa
amida dan karboksilat dibawah kondisi yang relatif
simpel dan aman (Kaul et al., 2004; Banerjee et al.,
2006; Velankar et al., 2010). Sejauh ini, dilaporkan
lebih dari 3.000 enzim telah diidentifikasi spesifik
fungsinya (Kaushik ez al., 2014). Oleh karena itu,
riset untuk memanfaatkan dan mengungkap potensi
mikroba dan enzim yang disintesisnya sangat diper-
lukan untuk pengembangan dan aplikasi lebih
lanjut.Tujuan dari penelitian ini adalah mempela-
jarikemampuan/potensi isolat bakteri GLBS5 dalam
mengkonversi/transformasi
susnya methil dan phenil sianida.

senyawa nitril, khu-

BAHAN DAN CARA KERJA
Mikroorganisme.

Delapan isolat bakteri yang diujidalam
penelitian ini berasal dari koleksi kerja kelompok
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penelitian nitril (Kelti Biokimia Mikroba, Bidang
Mikrobiologi, Puslit Biologi-LIPI) yang diisolasi
dari berbagai limbah industri di wilayah Jawa Barat.
Mikroba pendegradasi nitril/sianida  seringkali
ditemukan pada area limbah-limbah industri tersebut

Media Isolasi/kultivasi mikroba pendegradasi nitril/
sianida.

Media yang digunakan untuk mengisolasi
mikroba pendegradasi nitril adalah minimal media
dengan komposisi sebagai berikut Na,HPO,
0,357g, KH,PO, 0,1g, MgS0,.7H,0 0,1g,
CaCl,.2H,O0 0,01g, FeSO47H,0 0,001g, Yeast
Extract 0,01g, Mikroelemen 1,0 ml, Aquadest
ditambahkan sampai volume 1000 ml (Meyer &
Schlegel, 1983; Pfennig, 1974). Adapun komposisi
mikroelemen: Zn SO,.7H,0, MnCl,.4H,0,
H;BO; , CoClL.6H,0O , CuCl,.2H,0, NiCl,.6H,0,
Na,MO4.2H,0, Na,SeO;, Aquadest 1000 ml.
Sebagai sumber karbon dan nitrogen digunakan
senyawa nitril/sianida (Meyer dan Schlegel,1983;
Pfennig,1974)

Isolasi mikroba pendegradasi methil sianida dan
Dphenil sianida.

Satu ml sampel limbah diinokulasikan ke
dalam Erlenmeyer volume 100 ml yang berisi 50 ml
minimal media yang masing-masing mengandung
methil sianidal% (v/v) dan phenil sianida 0,1% (v/
v). Selanjutnya kultur diinkubasi di atas mesin
pengocok (shaker) pada suhu ruang (£28 °C) selama
tujuh hari.  Setelah tujuh hari, 1- 2 ml kultur
diinokulasikan ulang ke dalam Erlenmeyer yang
berisi 50 ml fresh media minimal yang mengandung
senyawa methil sianida atau phenil sianida dengan
peningkatan konsentrasi (200 mM untuk methil
sianida dan 25 mM untuk phenil sianida), kemudian
diinkubasi kembali pada suhu ruang (28 °C) selama
tujuh hari. Setelah itu, £ 50 pl kultur di spreaddalam
media nutrient agar dan isolat yang tumbuh diisolasi
dan dimurnikan untuk pengujian selanjutnya.
Seleksi mikroba pendegradasi methil dan phenil
sianida dengan metode penapisan cepat

Isolat-isolat bakteri hasil isolasi ditumbuhkan/
diinokulasikan ke dalam makrotitter plate steril (24
whell) yang berisi 1000 pl minimal media yang
mengandung 100 mM senyawa methil sianida atau
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25 mM phenil sianida, dan diinkubasi di atas mesin
pengocok pada suhu ruang selama 72 jam. Selanjut-
nya, 100 pl kultur dipindahkan ke dalam mikrotitter
plate baru (96 whell) dan ditambahkan 14 pl INT.
Perubahan warna diamati, perubahan warna menjadi
pink pekat menunjukkan pertumbuhan mikroba.

Pengujian konfirmasi pertumbuhan isolat hasil
seleksi pada methil sianida dan phenil sianida.
Konfirmasikemampuan tumbuh isolat-isolat
hasil seleksi dalam memanfaatkan senyawa methil
sianida maupun phenil sianida untuk substrat
pertumbuhan dilakukan dengan menumbuhkan
ulang /menginokulasi isolat terpilihtersebut ke dalam
labu erlenmeyer (100 ml) dengan volume media
sebesar 50 ml (pH 7,2). Konsentrasi methil sianida
dan phenil sianida yang diberikan sebesar 200 mM
untuk methil sianida dan 25 mM untuk phenil
sianida. Kultur kemudian di inkubasi di atas mesin
pengocok dengan kecepatan +120 rpm pada suhu
ruang (28 °C) selama tujuh hari. Pertumbuhan
bakteri ditentukan dengan mengukur kerapatan optis
kultur (OD) pada panjang gelombang 436 nm pada
hari ke 0, 4, dan 7 hari. Kultur yang mampu tumbuh
dengan  baik  pada  media
tersebut,disimpan untuk pengujian

pertumbuhan
selanjutnya.

Identifikasi molekuler isolat bakteri terpilih.
Identifikasi dilakukan secara molekuler ber-
dasarkan 16S rDNA. Analisis molekuler yang di-
lakukan berupa ekstraksi DNA, PCR amplifikasi dan
sekuensing. Ekstraksi DNA menggunakan intra gene
matrix kit (Biorad), dilanjutkan dengan amplifikasi.
Hasil optimasi PCR diperoleh dengan komposisi per
reaksi 25 pl dengan menggunakan primer 9F (5'
GAGTTTGATCCTGGCTCG) dan 1510R
(5'GGCTACCTTGTTACGACTT).

Biokonversi methil sianida dan phenil sianida
menggunakan whole cell (sel utuh) isolat bakteri
terpilih meliputi :

Preparasi  inokulum isolat terpilih. Pembuatan
inokulum dilakukan dengan menumbuhkan isolat
bakteri terpilih ke dalam Erlenmeyer (100 ml) yang
berisi 50 ml media yang mengandung 100 mM
methil sianida. Kultur diinkubasi di atas mesin
pengocok (shaker) pada suhu kamar (28 °C-30 °C)

selama 72 jam(fase ekponensial).

Produksi  biomassa. Untuk  produksi
biomassa sel isolat terpilih, sebanyak 4% (v/v)
inokulum tersebut di atas diinokulasikan ke dalam
erlenmeyer volume 1000 ml yang berisi 500 ml
media pertumbuhan yang mengandung 100 mM
methil sianida dan diinkubasi pada suhu kamar . Sel
dipanen pada waktu pertumbuhan menunjukkan
produksi sel optimum (72 jam). Pemanenan sel
dilakukan dengan mensentrifuse kultur dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4
°C. Pelet/ sel yang diperoleh dicuci dengan 50 mM
buffer fosfat (KH,PO,) pH 7,2 sebanyak dua kali,
supernatan dibuang dan sel dikumpulkan. Sel (whole
cells) yang diperoleh digunakan untuk pengujian
proses biotransformasi/biokonversi methil dan phenil
sianida.

Penentuan aktivitas enzim pendegradasi nitril. Ak-
tivitas enzim pendegradasi nitril ditentukan dengan
mengukur penurunan konsentrasi substrat (methil
sianida dan phenil sianida) dan peningkatan konsen-
trasi produk biokonversi (ethanamida, asam ethanoat,
phenil karboxamida serta ammonium). Sel utuh
(whole cell) sebanyak 10% (bb/v) dilarutkan dalam
25 ml buffer fosfat pH 7,2 kemudian ditambahkan
methil sianida (500 mM) ke dalam substrat, campu-
ran reaksi tersebut dihomogenkan dan diinkubasi
selama 60 menit pada suhu kamar. Pengambilan
sampel sebanyak 2 ml dilakukan secara periodik
pada menit ke 0, 15, 30, 45, dan 60 menit. Aktivitas
enzim dihentikan dengan penambahan 0,20 ml HCL
4N/ml. Sampel-sampel tersebut kemudian disen-
trifuse selama 10 menit dan supernatan yang di-
peroleh digunakan untuk penentuan konsentrasi sub-
strat (methil sianida) ditentukan dengan GC dan
(phenil sianida) ditentukan dengan HPLC, sedangkan
kadar NH4" ditentukan dengan reagen Nessler.

Pendeteksian substrat (methil sianida dan phenil
sianida) dan produk transformasinya. Analisis sub-
strat (methil sianida) dan produk transformasinya
(ethanamida dan asam ethanoat) ditentukan dengan
Gas Chromatografi dengan kondisi : kolom parapac
Q, suhu kolom 225 °C, injektor dan detektor masing-
masing dengan temperatur 240°C. Volume sampel
(supernatan) yang diinjeksikan adalah 1 pl. Se-
dangkan untuk substrat phenil sianida (50 mM) dan
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produk transformasinya ditentukan dengan HPLC
Shimadzu LC 20 AB, dengan kondisi: Kolom Ascen-
tis C18 (15cm x 4.6mm x S5um) from Supelco, suhu
kolom 25 °C, detector UV (254 nm), fase gerak
Asetonitril (A) dan H;PO4 0,2% (B),laju alir fase
gerak 1 ml/menit .

HASIL
Pertumbuhan isolat bakteri hasil seleksi pada sen-
yawa methil sianida dan phenil sianida

Hasil pengujian kemampuan tumbuh terhadap
delapan isolat bakteri hasil seleksi yang diisolasi dari
berbagai limbah industri menunjukkan bahwa dari
keseluruhan isolat bakteri yang diuji (delapan isolat),
empat isolat bakteri diantaranya yaitu isolat bakteri
GLBS, Micc, 23A2 dan 26 A2 menunjukkan kemam-
puan tumbuh yang lebih baik pada methil sianida
dibanding isolat-isolat lainnya (Gambar 1), se-
dangkan kemampuan tumbuh delapan isolat bakteri

pada phenil sianida, hanya isolat GLBS5 me-
nunjukkan pertumbuhan yang paling baik (Gambar
2). Isolat bakteri dengan kode GLBS5 lebih unggul
dibandingkan 3 isolat bakteri lainnya (Micc, 23 A2,
dan 26 A2). (Gambar 1) Dengan demikian, isolat
GLB5 mempunyai keunggulan dalam menggunakan
methil sianida dan phenil sianida sebagai substrat
untuk pertumbuhannya. Hal ini, merupakan indikasi
awal bahwa isolat tersebut mampu menghidrolisis
senyawa tersebut.

Kemampuan tumbuh isolat GLBS5 tersebut,
dikonfirmasi kembali pada methil sianida secara
kualitatif dengan peningkatan konsentrasi yang lebih
tinggi yaitu sebesar 500 mM, sedangkan GLBS5 tidak
mampu tumbuh pada phenil sianida pada konsentrasi
yang > 25 mM. Hasil konfirmasi nampak bahwa
isolat bakteri uji GLBS5 tetap tumbuh dengan baik
pada methil sianida (Tabel 2).

6000 - en
= [ ]
© 5000 - anke
S 4000 mhari ke 4
£
E 3000 harike 7
S 2000 -
y :ﬂj u t
o
0 =
N N T N
g 9 $ P & o F
4% ,_,vs’ & o € PP
+ ¥
Isolat

Gambar 1. Pertumbuhan 8 isolat bakteri pada 200 mM methil sianida (Growth of eight bacterial isolates

on 200 mM methyl cyanide)

Pertumbuhan

Isolat

mhanke O

mhar ke 4

harke 7

Gambar 2. Pertumbuhan 8 isolat bakteri pada 25 mM phenil sianida (Growth of eight bacterial isolates

on 25 mM phenyl cyanide)
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Tabel 2. Pertumbuhan isolat bakteri GLB5 pada 500 mM methil sianida dan 25 mM phenil sianida
(Growth of bacterial isolate GLB5 on 500 mM methyl cyanide and 25 mM phenyl cyanide)

Waktu (day) Pertumbuhan GLB5 pada : (Growth of GLB5 on :)
Kontrol Methil sianida (Methyl cyanide) Phenil sianida (Phenyl
(Control) (500 mM) cyanide) (25 mM)
0 + + +
3 + ++ +
7 + e e
Keterangan : ++++ =sangat baik; +++ = baik; ++ =sedang; + =kurang; - = tidak tumbuh
(Notes) o+t =well, +++ =good; ++ =fair; + =less; - =no grow)

Dalam penelitian ini juga diuji kemampuan
tumbuh isolat bakteri GLB5 pada berbagai senyawa
nitril/sianida dan amida (Tabel 3). Hasil pengujian
pertumbuhan yang ditampilkan pada Tabel 3 menun-
jukkan bahwa isolat GLB5 juga mampu tumbuh pada
berbagai senyawa nitril dan amida kecuali mandelo-
nitril, pertumbuhan terbaik ditunjukkan pada senya-
wa methil sianida dan phenil sianida serta senyawa
amida.

Ketidakmampuan isolat bakteri GLB5 untuk
tumbuh pada mandelonitril kemungkinan disebabkan
oleh karena struktur molekul mandelonitril sangat
komplek  sehingga  mikroba  sulit  untuk
mendegradasinya.

Identifikasi isolat bakteri terpilih (GLBS5)

Analisis penjajaran urutan nukleotida parsial
gen pengkode 16S rDNA melalui  program
pelacakan database Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) pada National Institute for Health
USA (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Isolat bakteri
dengan kode GLB5 mempunyai tingkat kesamaan
tertinggi dengan Rhodococcus pyridinivorans dengan
persentasi kesamaan 99%. (Janda & Abbott, 2007)

Diskripsidan karakteristik fisiologis isolat terpilih
(Rhodococcus pyridinovorans GLBS)

Rhodococcus pyridinovorans termasuk dalam
subordo Corynebacterianeae dan famili Nocardiace-
ae. Genus Rhodococcus merupakan bakteri gram
positif, aerob, berbentuk batang, non motil dan non
sporulasi (http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/
Rhodococcuspyridi-nivorans). Dilaporkan bahwa
Rhodococcus pertama dikultur dari limbah industri
di Korea. Nama spesies dari isolat bakteri ini

(pyridinivorans) dikaitkan dengan kemampuannya
dalam mendegradasi piridin (Yoon ef al., 2000).

Genus Rhodococcus mempunyai kedekatan
dengan Corynebacterium , dan genus ini seringkali
dijumpai pada limbah-limbah industri dengan kan-
dungan senyawa-senyawa xenobiotik.  Selaras
dengan hal tersebut, R. pyridinovorans GLB5 yang
digunakan dalam penelitian ini juga diisolasi dari
limbah industri batik Cirebon, Jawa Barat. Koloni
dari isolat GLBS berwarna orangepada kultur tua (72
jam). Dilaporkan, bahwa beberapa strain dari

R. pyridinivorans yang ditemukan (R. pyridi-
nivorans strain AK 37 danR. pyridinivoransP A) juga
mempunyai kemampuan mendegradasi senyawa-
senyawa toksik aromatik, seperti misalnya R. pyridi-
nivorans strain AK 37 yang diisolasi dari tanah
tercemar minyak mampu mendegradasi BTEX
(Benzene, Toluene, Ethylbenzene dan O-Xylene)
(Kriszt et al., 2011), dan R.pyridinivorans strain PA
mampu mendegradasi benzothialzole (Haroune ef al.,
2002). Genus Rhodococcus dilaporkan sebagai
mikroba pendegradasi senyawa nitril dan amida baik
alifatik maupun aromatik.

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
isolat bakteri GLBS5 dilaporkan mampu tumbuh
dengan baik pada media minimal yang mengandung
asetonitril dengan konsentrasi yang cukup tinggi
yaitu 1M, pada suhu ruang + 28 °C (Sulistinah &
Sunarko, 2010), dengan waktu penggandaan (td) dan
laju pertumbuhan (p) spesifik masing-masing se-
besar 26,0 jam dan 0,03. Namun dalam penelitian ini
R. pyridinovorans GLBS masih mampu tumbuh pada
senyawa methil sianida hingga konsentrasi 1500 mM
meskipun dengan waktu lag yang agak panjang.
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Tabel 3. Pertumbuhan isolat bakteri uji GLBS5 pada berbagai senyawa nitril/sianida dan amida turunannya
secara kualitatif (Growth of bacterial isolate GLBS5 on varoius nitrile and amide qualitatively).

Substrat Rumus Molekul Pertumbuhan Aktivitas
(Substrate) (Molecular formula) (Growth) (Activity)
Methil sianida C,H;N -+ +++
Ethanamida C,HsNO +++ +
Phenil sianida C;HsN +++ +++
Phenil karboxamida C;H;NO +++ +
Heksandinitril CgHgN2 ++ ++
Heksandiamida C¢H2N,0, +++ ++
Asetosianohidrin C;Hs;NO + -
Mandelonitril CgH,NO - -
Nikotinamida C¢HgN,O +++ +
Propionamida C;H;N,O +++ +
1,5 dimethil-2 pirokarbonitril C;H3;N, + -
Keterangan : ++++ = sangat baik; +++ = baik; ++ =sedang; + =kurang; - = tidak tumbuh
(Notes) : H++=well, +++ =good; ++ =fair; + =less; - =no grow)

Gambar 3. A. SEM isolat bakteri GLBS (Rhodococcus pyridinivorans GLBS5) [Scanning electron
micrograph of Rhodococcus pyridinovorans GLB5] B. Mikroskopis isolat bakteri GLB5
(perbesaran 1000x) [Microscopic of R. pyridinovorans GLBS ]
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Gambar 4. Biokonversi methil sianida (A) dan ethanamida (B) oleh sel utuh R hodococcuspyridinovorans

GLBS (Bioconversion of methyl cyanide (A) and ethanamide using whole cells of R. pyridinovorans
GLBY)
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Gambar 5. Kromatogram standar campuran (phenil sianida, karbonamida,dan benzene karboksilat.
(Standard chromatograme of phenyl cyanide, phenyl carboxamide,and benzene carboxylate)
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Gambar 6. Kromatogram R. pyridinovorans GLB5 dalam biokonversi phenil sianida pada menit ke 0
(Chromatograme of R. pyridinovorans GLBYS in bioconversion of phenyl cyanide at 0 minute)
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Gambar 7. Kromatogram R. pyridinovorans GLB5 dalam biotransformasi phenil sianida pada menit ke 30

(Chromatograme of R. pyridinovorans GLBYS in bioconversion process of phenyl cyanide at 30

minutes)

Biokonversi metil sianidadan phenil sianida
Biokonversi methil sianida

Hasil pengujian biokonversi/biotransformasi
methil mikrobial
menggunakan sel utuh (whole cells) R. pyridino-
voransGLBS5 menunjukkan bahwa proses biotrans-
formasi/biokonversi methil sianida menghasilkan

senyawa sianida  secara

produk antara yaitu ethanamida dengan melibatkan
nitril hidratasedan selanjutnya ethanamida yang ter-
bentuk tersebutdiubah menjadi asam ethanoat oleh
enzim amidase. Proses biotransformasi 300 mM se-
nyawa methil sianida menunjukkan bahwa methil
sianida terkonversi secara total dalam waktu kurang
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Gambar 8. Biokonversi 50 mM phenyl cyanide menggunakan sel utuh R. pyridinovorans GLBS5
(Bioconversion of 50 mM phenyl cyanide using whole cells of R. pyridinovorans GLB5]

dari 60 menit (Gambar 4A) dan asam ethanoat yang
terbentuk relatif cukup tinggi (> 140 mM). Se-
dangkan hasil yang ditampilkan pada Gambar 4B
menunjukkan, enzim amidase yang berperan dalam
mengkonversi ethamida menjadi asam ethanoat yang
konsentrasinya lebih rendah (£75 mM)

Biokonversi phenil sianida

Biokonversiphenil sianida menggunakan sel
utuh (whole cells) R. pyridinovorans GLBS ditampil-
kan pada Gambar 6-7. Pada gambar tersebut, terlihat
bahwa proses biokonversi senyawa phenil sianida
oleh R. pyridinovorans GLBS5 berlangsung sangat
lambat. Hal ini ditunjukkan, selama 30 menit reaksi,
phenil karboxamida yang terbentuk dari proses bio-
konversi tersebut masih dalam konsentrasi yang sa-
ngat rendah (< 10 mM) dan bahkan benzene kar-
boksilat sebagai produk biokonversi juga belum ter-
bentuk (Gambar 7 dan 8).

Dari hasil tersebut tampak bahwa, enzim yang
berperan dalam biokonversi phenil sianida menjadi
phenil karboxamida dan benzene karboksilat aktivi-
tasnya lebih rendah dibandingkan pada methil siani-
da meskipun aktivitas tidak terukur secara kuanti-
tatif.

PEMBAHASAN

Isolasimikroba potensial dari lingkungan
tercemar, seperti misalnya senyawa nitril/sianida
yang berpotensi sebagai polutan lingkungan merupa-
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kan poin penting dalam pengembangan bioremediasi
(Pandey et al., 2009). Beberapa cksperimen yang
telah dilakukan dalam skala laboratorium yang meli-
puti tahapan isolasi, seleksi/penapisan, hingga di-
perolehnya mikroba yang tepat/unggul merupakan
suatu tantangan yang sulit, sementara peluang untuk
memperoleh mikroba potensial sebagai pendegradasi
senyawa-senyawa toksik di alam adalah sangat besar.

Isolasi beberapa mikroba dari berbagai limbah
industri telah dilakukan dalam penelitian ini, hasil-
nya menunjukkan bahwa isolat bakteri GLB5 yang
teridentifikasi sebagai R. pyridinovorans GLBS,
merupakan isolat yang mampu tumbuh dengan san-
gat baik dan menggunakan methil sianida dan phenil
sianida sebagai satu-satunya sumber energi, karbon,
dan nitrogen untuk substrat pertumbuhannya. Dalam
pengujian juga ditunjukkan, bahwa isolat GLBS5
mampu tumbuh pada keseluruhan senyawa nitril dan
amida uji kecuali mandelonitril. Ketidakmampuan
tumbuh R. pyridinovorans GLBS5 pada senyawa man-
delonitril bisa dipahami oleh karena mandelonitril
merupakan senyawa nitril aromatik dengan toksisitas
sangat tinggi dibanding senyawa nitril uji yang lain
sehingga mikroba terhambat pertumbuhannya atau
bahkan sulit untuk tumbuh (Chen et al., 2009; Ange-
lini et al., 2015). Namun demikian, dilaporkan A lkal-
igenes faecalisATCC 8750, mampu mengkonversi
senyawa rasemat mandelonitril menjadi (R)-(-)-asam
mandelat (Yamamoto et al., 1991).Sebagian besar
genus Rhodococcus juga banyak dilaporkan mampu
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mendegradasi senyawa-senyawa toksik seperti hidro-
karbon, piridin, nitril baik alifatik maupun aromatik
(Yoon et al, 2000; Haroune et al., 2002).

Isolat bakteri GLB5dilaporkan mampu tum-
buh dengan baik pada minimal media yang mengan-
dung asetonitril hingga konsentrasi 1000 mM dan
menggunakan senyawa tersebut sebagai sumber kar-
bon dan nitrogen,dengan waktu penggandaan
(doubling time) : 26 jam dan p : 0.03 (Sulistinah &
Sunarko, 2010). Dalam penelitian ini juga dilaporkan
bahwa ternyata isolat mampu tumbuh pada methil
sianida pada konsentrasi hingga 1500 mM, meskipun
dengan waktu log yang agak panjang (data tidak di-
tampilkan).

Pada pengujian biokonversi methil sianida
dan phenil sianida ditunjukkan, bahwa kemampuan
isolat bakteri GLB5 dalam mengkonversi senyawa
methil sianida jauh lebih baik dibandingkan phenil
sianida. Hal ini kemungkinan ada kaitannya dengan
tingkat toksisitas substrat yang dikonversinya. Se-
nyawa phenil sianida merupakan senyawa aromatik
yang cukup sulit untuk didegradasi dan tingkat
toksisitasnya juga lebih tinggi dibandingkan methil
sianida, sehingga untuk mengkonversinya mungkin
memerlukan waktu yang cukup lama. Disamping itu,
senyawa phenil sianida banyak digunakan sebagai
bahan aktif herbisida, seperti misalnya Dichlobenil,
Bromoxinil (Harper, 1977). Biokonversi senyawa
methil sianida oleh R. pyridinovorans GLB5 menun-
jukkan bahwa methil sianida terkonversi secara total
dalam waktu kurang dari 60 menit dan menghasilkan
ethanamida sebesar + 140 mM dan asam ethanoat
yang terbentuk juga relatif cukup tinggi yaitu > 140
mM (Gambar 4A). Terbentuknya ethanamida dan
asam ethanoat dalam konversi tersebut mengindi-
kasikan bahwa konversi methil sianida oleh
R.pyridinovorans GLBS melibatkan enzim nitril hid-
ratase dan amidase. Enzim nitril hidratase mengka-
talisis hidrolisis methil sianida menjadi ethanamida,
sedangkan amidase mengkatalisis hidrolisis eth-
anamida menjadi asam ethanoat dan ammonium
(Nagasawa et al., 1988). Hasil yang berbeda di-
tunjukkan pada biokonversi 300 mM ethanamida
menggunakan R. pyridinovorans GLBS5
menghasilkan asam ethanoat yang konsentrasinya
lebih rendah (75 mM) [Gambar 4B]. Dalam
penelitian ini biokonversi phenil sianida oleh R. pyri-

dinovorans GLB5 menghasilkan phenyl karboxami-
da, mengindikasikan konversi tersebut melibatkan
nitril-hidratase dan bukan enzim nitrilase. Hal ini
jarang ditemukan karena umumnya yang berperan
dalam konversi/perombakan senyawa nitril aromatik
adalah enzim nitrilase, misalnya dalam degradasi
phenil sianida oleh menjadi asam benzoat (benzene
karboksilat) olehR. rhodochrous (Harper, 1977)

Jenis induser juga dilaporkan berpengaruh
terhadap enzim yang terlibat dalam proses biokon-
versi (Yusuf et al., 2013). Nitril hidratase dan ni-
trilase merupakan enzim induktif. Enzim dapat
dideteksi hanya bila ada induser yang tepat/cocok.
Substrat, produk atau senyawa-senyawa analog
dengan substrat dapat berfungsi sebagai induser,
kecuali senyawa-senyawa nitril dengan toksisitas
yang sangat tinggi, seperti misalnya mandelonitril.
Dengan demikian, pemilihan induser mempunyai
peran dalam biokonversi dan dapat mempercepat
aktivitas enzim (Chen et al., 2009).

Atas dasar tersebut, senyawa methil sianida
merupakan substrat yang tepat untuk pertumbuhan R.
pyridinovorans GLBS5 dan mampu mengkonversi
methil sianida, Informasi dan kajian lebih dalam ter-
hadap potensi R. pyridinovorans GLBS dalam bio-
konversi senyawa nitril, amida baik alifatik maupun
aromatik sangat diperlukan, terutama yang berkaitan
dengan karakteristik enzim pengkonversi nitril, pH
dan suhu, pembakuan proses biokonversi sehingga
untuk pengembangan biokatalis dalam produksi
asam-asam karboksilat dalam skala yang lebih besar
dapat dipertimbangkan.

KESIMPULAN

Dalam penelitian ini dapat ditunjukkan bahwa
Rhodococcus pyridinovoransGLB5 mampu tumbuh
dengan baik dan menggunakan senyawa methil
sianida dan phenil sianida sebagai satu-satunya sum-
ber karbon, energi, dan nitrogen untuk pertum-
buhannya. Produk konversi methil sianida (300 mM)
oleh sel utuh (whole cells) R. pyridinorans GLBS5
menghasilkan = 140 mM ethanamida , = 140 mM
asam ethanoat dan ammonium 39.04 mM. 100 %
methil sianida mampu dikonversi oleh R. pyridino-
vorans GLBS dalam waktu kurang dari 60 menit
reaksi, sedangkan produk biokonversi phenil sianida
adalah phenil karboxamida, meskipun dalam kon-
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sentrasi yang sangat rendah. Dalam konversi phenil
sianida belum terbentuk benzene karboksilat . Bio-
konversi dari kedua senyawa tersebut melibatkan
enzim nitril hidaratase dan amidase. Atas dasar hasil
tersebut, ada kecenderungan R. pyridinovorans
GLB5 mempunyai peluang untuk dapat dimanfaat-
kan sebagai biokatalis untuk memproduksi asam
ethanoat atau asam-asam karboksilat yang lain.
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