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Genes are like the story, and 

DNA is the language that the story is written in. 

-Sam Kean- 
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PRAKATA 

Bismillahirohmanirohim. Puji syukur penulis panjatkan pada Allah Swt., yang 
telah memberikan waktu dan kesempatan kepada penulis untuk 
menyelesaikan naskah ilmiah ini sebagai buku pegangan untuk orasi ilmiah 
yang diselenggarakan oleh Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung. 

Penulis menyampaikan terima kasih dan penghargaan yang tinggi kepada 
ketua dan sekretaris Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung, berserta 
semua pihak terkait yang telah memfasilitasi dan memberikan dukungan 
untuk terselenggaranya orasi ilmiah ini. Naskah berjudul ‘Eksplorasi 
Haloasan Dehalogenase dari Bakteri Endogenus Indonesia’ ini 
menyampaikan garis besar hasil penelitian untuk salah satu topik yang 
penulis tekuni selama menjalankan tugas Tri Dharma Perguruan Tinggi, 
sebagai dosen biokimia dan bioteknologi di Program Studi Kimia, Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut Teknologi Bandung. 

Topik dehalogenase, dalam hal ini haloasam dehalogenase dari bakteri, 
merupakan salah satu fokus penelitian yang telah penulis lakukan bersama 
dengan mahasiswa tingkat sarjana dan pascasarjana, mengintegrasikan 
penelitian dengan kepentingan pembelajaran bagi para mahasiswa. Berbagai 
teknik laboratorium terkait kimia, biokimia, dan bioteknologi telah digunakan 
untuk memberikan pemahaman tentang struktur dan fungsi biomolekul. 
Hasil penelitian terkait haloasam dehalogenase ini telah banyak 
dipublikasikan di berbagai jurnal ilmiah bereputasi, baik di tingkat nasional 
maupun internasional. Pada kesempatan ini, penulis juga menyampaikan 
terima kasih kepada para mahasiswa yang telah berkontribusi pada 
keberhasilan penelitian dalam topik ini. 

Haloasam dehalogenase merupakan kelompok enzim yang mengkatalisis 
pemutusan ikatan kovalen antara atom halogen dengan atom karbon dalam 
senyawa organik haloasam. Dalam kaitan ini, penulis telah mempelajari 
haloasam dehalogenase dari empat galur bakteri lokal. Untuk memfasilitasi 
pemahaman terkait posisi haloasam dehalogenase dibandingkan 
dehalogenase secara menyeluruh, maka uraian singkat tentang 
organohalogen dan dehalogenase disampaikan di bagian awal buku ini. 
Produksi dan penggunaan senyawa organohalogen yang dilakukan 
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masyarakat secara masif dan sifat toksik yang diakibatkan oleh limbah 
organohalogen, terutama senyawa organik haloasam, merupakan faktor 
pendorong bagi penulis untuk melakukan penelitian ini. 

Uraian rinci terkait strategi dan alur logis tahap-tahap penelitian juga 
penulis sampaikan untuk salah satu bakteri yang diteliti. Hal ini dimaksudkan 
untuk memberikan gambaran yang lengkap terkait metode dan logika 
penggunaan berbagai metode terkait untuk memfasilitasi pencapaian tujuan 
dalam mempelajari keterkaitan struktur dan fungsi biomolekul, dari gen 
hingga protein.  

Semoga naskah singkat ini dapat memberikan gambaran kepada 
masyarakat dan memicu para praktisi industri untuk mengolah limbah 
beracun senyawa organohalogen sebelum dibuang ke lingkungan, yang salah 
satunya dapat dilakukan melalui bioremediasi. Tulisan singkat ini juga 
diharapkan dapat memotivati para mahasiswa, baik di level sarjana maupun 
pascasarjana, untuk mulai memanfaatkan dan mengeksplorasi organisme 
endogenus Indonesia guna berkontribusi secara aktif pada pengembangan 
keilmuan dan mempromosikan pemanfaatan enzim sebagai biokatalis di 
berbagai bidang. Pengembangan dan penerapan ilmu kimia dan bioteknologi, 
penggunaan hasil-hasil penelitian untuk diterapkan di industri, penyelesaian 
permasalahan industri, dan pembuangan limbah industri secara aman ke 
lingkungan, merupakan aspek keluaran penting yang sangat diharapkan. 
Semoga tulisan ini dapat memberikan manfaat bagi kita semua. 

 

 

Bandung, 27 Januari 2024 

Penulis, 
Enny Ratnaningsih 

  



 

Prof. Enny Ratnaningsih  | ix 

SINOPSIS 

Naskah orasi ilmiah Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung ini 
menyampaikan garis besar hasil penelitian penulis selama menjalankan tugas 
sebagai dosen di kelompok keahlian Biokimia, Program Studi Kimia, Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut Teknologi Bandung. Topik 
dehalogenase, dalam hal ini haloasam dehalogenase dari bakteri, merupakan 
salah satu fokus penelitian yang telah penulis lakukan selama hampir 30 
tahun, bersama dengan banyak mahasiswa tingkat sarjana dan pascasarjana. 
Hasil penelitian terkait haloasam dehalogenase ini telah banyak 
dipublikasikan dalam berbagai jurnal ilmiah bereputasi, baik di level nasional 
maupun internasional. 

Organohalogen, merupakan senyawa organik yang minimal mempunyai 
satu atom halogen yang terikat secara kovalen pada atom karbon dalam 
molekul. Senyawa ini dapat terbentuk secara alami, mempunyai beragam 
sifat fisik, dan menunjukkan berbagai aktivitas biologi yang menguntungkan 
manusia. Oleh sebab itu, seiring dengan perkembangan dan kemajuan 
peradaban kehidupan manusia, organohalogen juga disintesis secara masif 
untuk memenuhi kebutuhan komersial dan menunjang kesejahteraan 
kehidupan manusia. Data yang ada menunjukkan bahwa sintesis 
organohalogen dan ragam penggunaannya dalam kehidupan manusia, 
semakin hari semakin luas dan selalu meningkat dari waktu ke waktu. Fakta 
ini mengakibatkan melimpahnya limbah dan sampah organohalogen yang 
dibuang ke lingkungan. 

Senyawa organohalogen, terutama organohalogen sintetis, banyak yang 
bersifat toksik, bioakumulatif, memberikan efek negatif bagi kesehatan, sulit 
didegradasi, dan membahayakan kehidupan dalam jangka panjang. Senyawa 
ini digolongkan sebagai antropogenik, polutan, dan xenobiotik. Efek negatif 
yang ditimbulkan oleh organohalogen sangat bervariasi bergantung pada 
struktur, sifat, dan kadar senyawa yang berkontak dengan manusia. Sebagian 
besar senyawa organohalogen dapat menyebabkan iritasi, bersifat 
neurotoksik, imunotoksik, teratogenik, dan bahkan karsinogenik. 

Data yang ada menunjukkan bahwa di daerah yang terkontaminasi 
organohalogen ternyata bisa ditemukan organisme yang mampu beradaptasi 



 

x |  Forum Guru Besar Institut Teknologi Bandung 

dengan sifat racunnya dan mampu mendegradasi, mentransformasi, atau 
memineralisasi organohalogen menjadi senyawa lain yang lebih sederhana 
dan aman bagi lingkungan dan kehidupan. Organisme-organisme ini 
diketahui menghasilkan dehaloganase, suatu kelompok enzim yang 
mengkatalisis pemutusan ikatan kovalen antara atom kabon dan atom 
halogen, sehingga mengubah atau mendegradasi organohalogen menjadi 
senyawa lain yang tidak beracun. Dengan demikian, organisme penghasil 
dehalogenase sangat potensial untuk digunakan dalam bioremediasi 
organohalogen. 

Haloasam dehalogenase merupakan salah satu kelompok dehalogenase 
yang mengkatalisis degradasi senyawa organohalogen golongan haloasam, 
menghasilkan asam hidroksi karboksilat dan ion halida. Seperti halnya enzim-
enzim lain, haloasam dehalogenase bekerja secara spesifik pada substrat 
haloasam tertentu. Dalam kelompok ini, 2-haloasam dehalogenase yang 
dihasilkan oleh bakteri merupakan enzim yang paling banyak dipelajari. 
Istimewanya, enzim ini bekerja secara stereospesifik, sehingga selain untuk 
bioremediasi, 2-haloasam dehalogenase juga berpotensi untuk digunakan 
dalam sintesis kimia yang memerlukan stereoselektifitas. Variasi mekanisme 
katalisis oleh enzim ini di tingkat molekul telah dipelajari secara ekstensif.  

Analisis di level gen dan struktur molekul protein 2-haloasam 
dehalogenase juga telah banyak dilaporkan, termasuk berbagai modifikasi 
residu asam amino dalam molekul enzim, yang umumnya dilakukan untuk 
mempelajari cara kerja enzim dalam memutuskan ikatan kovalen antara atom 
karbon dan atom halogen dalam substrat 2-haloasam secara enzimatis untuk 
mendukung upaya peningkatan kinerja enzim. Dalam buku orasi ilmiah ini 
penulis melaporkan hasil-hasil penelitian menggunakan berbagai teknik 
mutakhir bioteknologi untuk mempelajari 2-haloasam dehalogenase dari 4 
bakteri endogenus Indonesia, yaitu Bacillus cereus IndB1, Pseudomonas 
aeruginosa ITB1, Klebsiella pneumoniae ITB1, dan Pseudomonas putida. Urutan 
nukleotida gen haloasam dehalogenase dari tiga bakteri yang dipelajari telah 
didokumentasikan dalam GenBank NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) dengan kode akses KU498039.1 untuk Bacillus cereus IndB1, kode 
akses KX898150.1 untuk Klebsiella pneumoniae ITB1, dan kode akses 
OK203790.1 untuk Pseudomonas aeruginosa ITB1. Urutan asam amino dalam 
protein haloasam dehalogenase dari K. pneumoniae ITB1 dapat dilihat dengan 
kode akses AQT27349.1.  
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Buku ini menyampaikan hasil pekerjaan yang mengintegrasikan 
penelitian dengan pembelajaran. Bagian awal buku ini menguraikan berbagai 
aspek terkait senyawa haloasam, terutama terkait penggunaan dan dampak 
yang dapat ditimbulkannya. Sesuai dengan profesi penulis sebagai dosen, 
maka peran ilmu kimia, biokimia, dan bioteknologi dalam mengantisipasi 
dampak yang ditimbulkan oleh penggunaan haloasam juga diuraikan secara 
singkat. Salah satu upaya yang banyak diadopsi untuk mengatasi dampak 
negatif yang ditimbulkan oleh haloasam adalah memanfaatkan dehalogenase. 
Oleh sebab itu, uraian terkait berbagai aspek tentang dehalogenase, 
khususnya haloasam dehalogenase, juga disampaikan. Selanjutnya, penulis 
menyampaikan hasil-hasil penelitian untuk mempelajari haloasam 
dehalogenase dari empat bakteri endogenus Indonesia. Uraian rinci terkait 
strategi, alur logis, dan hasil-hasil yang telah diperoleh disampaikan hanya 
untuk satu bakteri saja, dimaksudkan untuk memberikan gambaran riil 
tentang tahap-tahap pekerjaan yang dilakukan. Pekerjaan dan hasil-hasil 
untuk tiga bakteri lainnya disampaikan secara singkat, dengan tetap 
menyampaikan perbedaan strategi yang telah dilakukan. Secara keseluruhan, 
buku ini memberikan gambaran tentang adopsi berbagai metode kimia, 
biokimia, dan bioteknologi untuk mempelajari haloasam dehalogenase. 

Uraian singkat dalam buku ini diharapkan dapat memberikan gambaran 
dan motivasi kepada semua pihak untuk memanfaatkan biodiversitas dan 
kekayaan alam Indonesia dalam menunjang pengembangan ilmu 
pengetahuan dan industri. Buku ini juga diharapkan dapat memberikan 
gambaran kepada para praktisi industri tentang pentingnya pengolahan 
limbah, salah satunya melalui bioremediasi, untuk mengurangi tingkat 
pencemaran lingkungan akibat senyawa organohalogen. 
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1 PENDAHULUAN 

1.1 Organohalogen 

Organohalogen merupakan senyawa organik yang molekulnya mengandung 
minimal satu atom halogen, umumnya berupa fluor (F), khlor (Cl), brom (Br), 
atau iod (I). Organohalogen yang mengandung F disebut sebagai 
organofluorida, yang mengandung Cl disebut organokhlorida, yang 
mengandung Br merupakan organobromida, dan yang mengadung I disebut 
sebagai organoiodida. Organohalogen mempunyai variasi struktur yang 
sangat beragam, dengan sifat fisik yang juga beragam, dan banyak di 
antaranya yang mempunyai aktivitas biologis tertentu. Senyawa ini banyak 
digunakan untuk memenuhi berbagai kebutuhan manusia, mulai dari 
pertanian, farmasi, elektronik, plastik, peralatan rumah tangga, pelarut, dan 
berbagai keperluan lain dalam industri.  

Organohalogen dapat terbentuk secara alami, baik melalui proses 
abiogenik maupun biogenik. Senyawa ini banyak dihasilkan oleh proses 
dalam gunung berapi, terbentuk saat kebakaran hutan, dan dihasilkan secara 
geogenik pada berbagai proses geotermal (Gribble, 2010). Dalam kaitan ini, 
organohalogen merupakan senyawa yang terlibat dalam siklus halogen di 
udara, darat, dan air. Selain itu, hampir semua organisme hidup juga 
menghasilkan organohalogen, mulai dari bakteri, jamur, tanaman, insekta, 
hewan tingkat tinggi, hingga manusia (Gribble, 2004a). 

Organisme laut merupakan penghasil alami utama yang memproduksi 
organohalogen. Organohalogen banyak ditemukan sebagai metabolit utama 
dan metabolit sekunder dalam berbagai jalur metabolisme organisme laut 
(Carrol et al., 2021; Al-Adilah et al., 2022). Air laut mengandung khlor dan brom 
dalam konsentrasi tinggi, sehingga organisme laut cukup mudah untuk 
mengambil dan memasukkan halogen ini ke dalam berbagai jalur 
metabolismenya. Pada organisme laut, organohalogen umumnya memegang 
peran penting dalam mekanisme pertahanan hidup. Pada organisme tingkat 
tinggi, organohalogen menunjukkan sifat sebagai antivirus, antibakteri, 
antijamur, antiserangga, dan antikanker, selain juga berperan sebagai 
hormon dan feromon. Berbagai variasi bioaktivitas senyawa organohalogen 
ini telah memicu banyak studi dan penelitian untuk memanfaatkan 
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organohalogen dalam dunia pertanian, farmasi, dan kedokteran (Gribble, 
2004b).  

Organohalogen sangat menarik untuk dipelajari, karena senyawa ini 
mempunyai sifat fisik dan sifat kimia yang banyak memberikan manfaat 
untuk meningkatkan kualitas hidup manusia. Eksplorasi, identifikasi, dan 
karakterisasi organohalogen sebagai bahan alam, terus menerus dilakukan. 
Pada tahun 1968, dikenal hanya sekitar 25 senyawa organohalogen alami, 
namun saat ini telah dikenal lebih dari 8000 senyawa organohalogen, sebagian 
besar merupakan organokhlorida dan organobromida (Gribble, 2023). 

Sejalan dengan kemajuan industri, dan didorong oleh banyaknya variasi 
struktur organohalogen yang masing-masing menawarkan manfaat istimewa 
dalam meningkatkan kualitas hidup manusia, senyawa organohalogen juga 
marak disintesis untuk memenuhi kebutuhan komersial. Sayangnya, 
introduksi senyawa organohalogen sintetis ini telah memicu banyak masalah 
lingkungan karena organohalogen sintetis bersifat persisten di lingkungan, 
sulit didegradasi, dan bersifat racun bagi makhluk hidup 

Organohalogen dikenal sebagai antropogenik, istilah untuk menyatakan 
aktivitas manusia, baik sengaja maupun tidak sengaja, yang dilakukan secara 
terus menerus sehingga memberikan dampak buruk bagi masyarakat karena 
memicu atau mempercepat terjadinya bencana (Gill dan Malamud, 2017). 
Sintesis dan penggunaan organohalogen secara masif telah menyebabkan 
polusi serius pada lingkungan. Oleh sebab itu, sintesis organohalogen dan 
penggunaannya perlu mempertimbangkan keseimbangan antara keuntungan 
yang diperoleh dengan kemungkinan efek negatif yang ditimbulkannya 
terhadap lingkungan (Gribble 2010). 

1.2 Efek Penggunaan Organohalogen 

Produksi berbagai senyawa organohalogen ditengarai selalu meningkat setiap 
tahun, terutama karena penggunaannya yang semakin beragam dan semakin 
luas. Saat ini, organohalogen banyak digunakan sebagai biosida, pestisida, 
herbisida, bahan pemlastis, prekursor, bahan dasar pembuatan polimer, 
obat-obatan, pelarut, zat penahan api (flame retardants) pada bahan polimer, 
pewarna tekstil, pewarna cat, dan sebagai bahan pembersih atau pemutih 
(Ameen et al, 2021). Plastik berbahan dasar organohalogen banyak digunakan 
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dalam berbagai peralatan modern, termasuk peralatan rumah tangga. 
Organohalogen dengan aktivitas biologis tertentu banyak digunakan dalam 
dunia kedokteran sebagai obat-obatan. Salah satu contohnya adalah 
vankomisin, dengan struktur yang ditunjukkan dalam Gambar 1, merupakan 
senyawa organohalogen yang digunakan sebagai antibiotik dengan spektrum 
luas, telah digunakan selama hampir 70 tahun. Hingga saat ini, vankomisin 
dan turunannya masih banyak digunakan untuk mengatasi berbagai penyakit 
infeksi. 

 
Gambar 1  Struktur molekul vankomisin. 

Setiap tahun selalu ditemukan senyawa organohalogen baru dengan 
fungsi spesifik yang lebih menguntungkan, sehingga memicu produksi dan 
kreasi penggunaannya. Penggunaan organohalogen secara masif dalam 
memenuhi kebutuhan hidup manusia berakibat meningkatnya jumlah 
sampah organohalogen yang dibuang ke lingkungan, sehingga sumbangan 
organohalogen sebagai polutan di lingkungan menjadi sangat signifikan. 
Organohalogen merupakan polutan terbesar di ekosistem hidrosfer dan 
atmosfer (Rompp et al., 2001), dan juga di ekosistem tanah. 

Keberadaan limbah organohalogen di lingkungan memberikan efek 
negatif bagi kesehatan makhluk hidup, termasuk manusia. Limbah 
organohalogen digolongkan sebagai xenobiotik karena bersifat racun, 
persisten atau sulit didegradasi (Atashgasi et al,. 2018). Limbah organohalogen 
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juga digolongkan sebagai antropogenik, karena dalam jangka panjang dapat 
memberikan efek negatif pada kesehatan manusia.  

Organohalogen dapat masuk ke tubuh manusia melalui berbagai jalur, 
antara lain akibat kontak secara langsung melalui kulit, terhisap melalui 
pernafasan, atau tertelan melalui makanan dan minuman yang 
terkontaminasi. Sebagian besar senyawa organokhlorida diketahui bersifat 
neurotoksik, imunotoksik, karsinogenik, menimbulkan efek negatif pada 
proses reproduksi, endokrin, dan berdampak pada perubahan perilaku satwa 
liar serta manusia (Loganathan dan Kodavanti, 2016). Beberapa senyawa 
organohalogen juga bersifat sebagai teratogenik dan mutagenik (Zhang et al., 
2021). 

Sebagai contoh, bioakumulasi dan kontaminasi PCBs (polichlorinated 
biphenyl) di lingkungan telah menyebabkan keracunan dan munculnya 
berbagai penyakit kulit ekstrem pada manusia, bahkan mengakibatkan 
kematian (Akahane et al., 2018). PCBs merupakan senyawa organokhlorida 
yang mempunyai rumus kimia C12H10-xClx dengan x adalah jumlah Cl dalam 
molekul. PCBs banyak diproduksi oleh industri, digunakan secara luas 
sebagai cairan dielektrik, bahan pendingin pada peralatan listrik, digunakan 
pada kertas penyalin tanpa karbon, dan merupakan cairan untuk transfer 
panas pada berbagai peralatan industri. Struktur molekul PCBs ditunjukkan 
pada Gambar 2. 

Senyawa organohalogen lain yang banyak ditemukan di lingkungan 
adalah DDT (dichlorodiphenyltrichloroethane) dengan rumus kimia C14H9Cl5. 
Senyawa ini digunakan secara ekstensif sebagai pestisida untuk mengatasi 
hama insekta dalam pertanian. DDT juga banyak digunakan untuk membasmi 
nyamuk yang mengakibatkan wabah malaria di berbagai negara saat perang 
dunia II (Dagen, 2020). Namun, DDT ditengarai bersifat persisten dan sulit 
didegradasi, sehingga residu DDT banyak ditemukan di tanah dan perairan. 
Di samping itu, DDT juga dapat terakumulasi pada jaringan tubuh hewan dan 
manusia. DDT, dan juga senyawa organohalogen lain, diketahui bersifat 
lipofil sehingga banyak terbawa pada berbagai produk hewani, termasuk 
daging, minyak hewan, ikan, susu, dan telur (Junque et al., 2017). Hewan yang 
hidup di perairan yang terkontaminasi DDT ditengarai mengalami kegagalan 
untuk bereproduksi (Beckvar dan Lotufo, 2011), dan hal serupa dikhawatirkan 
juga dapat terjadi pada manusia. DDT ternyata juga ditransfer dari ibu hamil 
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kepada bayi yang dikandungnya dan mengakibatkan antropometrik, yakni 
bayi yang dilahirkan mempunyai berat yang jauh lebih besar dan ukuran yang 
jauh lebih panjang dibandingkan bayi normal (Bravo et al., 2019). Struktur 
molekul DDT ditunjukkan pada Gambar 2.  

 

 

DDT PCB 
 

Gambar 2  Struktur molekul DDT (dichlorodiphenyltrichloroethane) dan PCB (polichlorinated biphenyl). 

Sejak tahun 2001, penggunaan senyawa organohalogen yang 
membahayakan makhluk hidup, termasuk PCBs dan DDT, sudah dilarang di 
banyak negara maju (Stockholm Convention, 2001), bahkan sintesis DDT 
sudah ditekan sejak tahun 1976. Namun, permasalahan polutan 
organohalogen masih berlanjut hingga sekarang. Residu organohalogen 
masih ditemukan di lingkungan dalam konsentrasi cukup tinggi, dan 
pengaruh negatif polutan ini pada hewan dan manusia juga masih terdeteksi. 
Fakta ini disebabkan karena sifat persisten organohalogen yang ekstrim, 
sehingga residunya tetap berada di lingkungan hingga jangka waktu lama. 
Residu organohalogen bahkan juga teridentifikasi di negara atau daerah yang 
sama sekali tidak menggunakan senyawa terkait, karena organohalogen dapat 
terbawa melalui udara dan air, sehingga permasalahan polutan ini menjadi 
permasalahan global. 

1.3 Peran Ilmu Kimia dan Bioteknologi 

Perkembangan kehidupan masyarakat modern selalu membutuhkan banyak 
material baru dengan sifat yang unik dan mendukung kebutuhan kehidupan 
modern yang umumnya lebih praktis dan serba cepat, termasuk untuk 
melawan dan mengobati infeksi virus dan bakteri yang selalu bermutasi dan 
menjadi resisten terhadap antibiotik yang ada. Penelitian untuk 
mengekplorasi dan mengidentifikasi organohalogen dari berbagai sumber 
alam, masih terus dilakukan. Data yang ada menunjukkan bahwa setiap tahun 
ditemukan sekitar 100 hingga 200 senyawa organohalogen baru dari alam 
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(Gribble, 2004b), banyak di antaranya yang mempunyai bioaktivitas tertentu, 
terutama organohalogen yang ditemukan dari organisme laut (Gribble, 2015; 
Yamazaki, 2022).  

Sintesis kimia untuk mendapatkan senyawa organohalogen baru dengan 
sifat fisik unggul yang mendukung kehidupan manusia modern juga marak 
dilakukan. Berbagai metode sintesis kimia dengan bantuan alat-alat modern 
telah diterapkan untuk mendapatkan senyawa organohalogen baru dengan 
sifat fisik dan bioaktivitas yang diinginkan. Keberhasilan sintesis senyawa 
turunan polihaloakridon yang berpotensi sebagai antikanker telah dilaporkan 
(Huang et al., 2015). 

Introduksi senyawa organohalogen sintetis dalam kehidupan manusia 
ternyata menimbulkan masalah baru bagi lingkungan karena organohalogen 
sintesis umumnya bersifat persisten, tetap berada di lingkungan dalam jangka 
waktu lama (Kirkinci et al., 2021). Sampah organohalogen sebenarnya dapat 
didegradasi secara alami melalui fotodegradasi oleh cahaya matahari atau 
dibiodegradasi oleh berbagai mikroorganisme yang terdapat secara alami di 
lingkungan. Sayangnya, proses ini memerlukan waktu yang cukup lama dan 
tidak dapat mengatasi sampah organohalogen yang bervariasi dengan jumlah 
yang selalu meningkat. Beberapa jenis organohalogen sintetis, terutama yang 
mempunyai struktur sangat kompleks, bahkan tidak dapat didegradasi sama 
sekali. Dalam kaitan ini, ilmu kimia diperlukan untuk dapat mengembangkan 
cara-cara tertentu yang efisien, aman, dan murah untuk mengubah 
organohalogen menjadi senyawa lain yang tidak beracun dan tidak berbahaya 
bagi makhluk hidup. Untuk itu, sintesis senyawa organohalogen baru perlu 
selalu diimbangi dengan strategi untuk mendegradasi senyawa tersebut 
kembali menjadi komponen-komponen kimia yang tidak membahayakan 
lingkungan. 

Upaya yang juga banyak dikembangkan untuk mengatasi polutan 
organohalogen adalah bioremediasi. Bioremediasi organohalogen 
merupakan proses penggunaan mikroorganisme yang mampu mendegradasi 
atau mentransformasi senyawa organohalogen menjadi senyawa lain yang 
lebih sederhana, tidak beracun, dan lebih aman bagi lingkungan (Kimoto et 
al., 2010). Mikroorganisme ini secara sengaja ditambahkan pada media yang 
mengandung polutan organohalogen. Dibandingkan dengan cara kimia atau 
fisika, bioremediasi merupakan proses yang lebih ramah lingkungan dan 
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lebih aman untuk membersihkan lingkungan dari polutan (Kumar et al,. 
2018). Mikroorganisme yang dapat memanfaatkan senyawa organohalogen 
sebagai sumber karbon dalam proses metabolismenya dan menyisakan 
senyawa dalam bentuk yang tidak membahayakan lingkungan diketahui 
menghasilkan dehalogenase. Oleh sebab itu, eksplorasi dehalogenase 
merupakan aspek penting yang perlu terus dikembangkan. 

Kemampuan mikroorganisme untuk mendegradasi organohalogen dapat 
ditingkatkan melalui berbagai cara. Bioteknologi dapat diterapkan untuk 
mengaklimatisasi mikroorganisme pada lingkungan yang mengandung 
senyawa organohalogen, yang kemungkinan dapat menginduksi dan 
meningkatkan kemampuan mikroorganisme terkait untuk mendegradasi 
senyawa organohalogen tersebut. Beberapa mikroorganisme diketahui 
melakukan dehalogenasi untuk mendapatkan energi dari proses tersebut dan 
hal ini merupakan salah satu aspek penting dalam siklus karbon (Yang et al., 
2020). Dalam kaitan ini, proses dehalogenasi dapat terjadi karena 
organohalogen bertidak sebagai akseptor elektron pada sistem respirasi an-
aerob. Penambahan glukosa bersama substrat organohalogen sering kali 
diperlukan untuk memicu pertumbuhan mikroorganisme dan meningkatkan 
efisiensi degradasi (Zhu et al., 2023). 

Bioteknologi juga menawarkan penerapan teknologi DNA rekombinan 
untuk merekayasa gen, termasuk gen yang mengkode dehalogenase, guna 
meningkatkan produksi enzim atau meningkatkan aktivitas enzim terkait. 
Beberapa tahapan yang dilakukan antara lain isolasi gen, kloning, sub-
kloning, dan rekayasa gen dalam klon rekombinan untuk mendapatkan enzim 
dengan fungsi dan karakteristik tertentu sesuai keinginan. Gen termaksud 
dapat diperoleh dari organisme yang memang diketahui mampu 
mendegradasi organohalida, meskipun dengan kemampunan yang sangat 
rendah. Gen tersebut kemudian dapat diklon, dimodifikasi, dan diekspresikan 
dalam sel inang lain yang berbeda. Kestabilan dan kemampuan klon 
rekombinan untuk mendegradasi senyawa organohalogen pada berbagai 
kondisi, termasuk pH dan temperatur, kemudian dapat dipelajari dan 
dimodifikasi lebih lanjut.  

Berbagai gen dehalogenase telah berhasil diklon dan spesifitasnya 
terhadap substrat juga telah dipelajari. Baru-baru ini dilaporkan bahwa 
sekelompok mikroorganisme yang tidak dapat dikultur secara individu telah 
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ditemukan di tanah yang terkontaminasi organohalogen, dan dilaporkan 
bahwa 6 gen pengkode dehalogenase telah berhasil diisolasi dalam studi 
metagenomik (Lomza et al., 2023). Keberhasilan ini memberikan peluang 
untuk mendapatkan gen-gen dehalogenase baru guna mendegradasi berbagai 
variasi senyawa organohalogen yang terus bertambah, baik jenis maupun 
jumlahnya.  

Di lain pihak, bioteknologi di level protein juga menawarkan berbagai cara 
sintesis bahan kimia baru dengan memanfaatkan enzim, termasuk enzim 
yang dihasilkan oleh organisme rekombinan hasil rekayasa genetika. 
Perkembangan pengetahuan terkait produksi enzim, pemurnian enzim, 
imobilisasi enzim, inhibisi enzim, koenzim dan regenerasinya, serta rekayasa 
enzim telah membuka berbagai bidang baru yang sangat menarik terkait 
aplikasi enzim di berbagai industri. Dalam kaitan ini, kerja dehalogenase 
dengan stereoselektivitas yang tinggi telah menarik banyak perhatian dalam 
dunia sintesis kimia. Baru-baru ini telah dilaporkan sintesis senyawa khiral 
turunan oxazolidinon menggunakan katalis halohidrin dehalogenase (Zhou et 
al., 2023). Oxazolidinon merupakan kelompok obat antibiotik baru yang mulai 
digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen penyebab 
infeksi serius pada kulit, sering kali digunakan saat antibiotik lain dinyatakan 
tidak berfungsi.  
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2 ORGANOHALOGEN DAN DEHALOGENASE 

2.1 Klasifikasi Organohalogen dan Dehalogenase 

Organohalogen dan dehalogenase merupakan pasangan substrat dan enzim 
yang mengakatalisis proses dehalogenasi substrat tersebut. Suatu badan 
internasional yang mengklasifikasi enzim dengan memberikan nomor secara 
berseri adalah Enzyme Commission (EC). Daftar EC telah mencakup lebih dari 
6500 enzim dengan variasi fungsi biokimia yang telah dipublikasikan oleh 
para peneliti dalam berbagai jurnal ilmiah internasional. Jenis reaksi kimia 
yang dikatalisis oleh enzim-enzim ini dikelompokkan sebagai nomer pada 
digit pertama. Jenis ikatan kimia dan senyawa kimia yang mencerminkan 
kerja katalisis enzim ditunjukkan sebagai digit kedua dan ketiga. Digit 
keempat dalam penomoran EC menunjukkan spesifitas enzim.  

Dalam buku ikhtisar Brenda (Braunschweig Enzyme Database) yang baru 
diperbaharui pada tahun 2023, dehalogenase digolongkan sebagai EC 3.8.1, 
yakni enzim yang mengkatalisis reaksi hidrolisis pada pemutusan ikatan 
kovalen antara atom karbon dan atom halogen pada senyawa organohalogen. 
Klasifikasi dehalogenase dalam ikhtisar Brenda adalah sebagai berikut: 

3 hidrolase 
3.8 enzim bekerja pada ikatan halida 
3.8.1 enzim aktif terhadap senyawa karbon-halida 
3.8.1.1 alkilhalidase 
3.8.1.2 (S)-2-haloasam dehalogenase 
3.8.1.3 haloasetat dehalogenase 
3.8.1.4 tiroksin deiodinase 
3.8.1.5 haloalkana dehalogenase 
3.8.1.6 4-khlorobenzoat dehalogenase 
3.8.1.7 4-khlorobenzoil-KoA dehalogenase 
3.8.1.8 atrazine khlorohidrolase 
3.8.1.9 (R)-2-haloasam dehalogenase 
3.8.1.10 2-haloasam dehalogenase (inversi konfigurasi) pada asam (S)- 

dan (R)-2-haloalkanoat 
3.8.1.11 2-haloasam dehalogenase (retensi konfigurasi) 
3.8.1.B1 2-haloakrilat hidratase 
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Dalam beberapa kasus, enzim dengan karakteristik yang berbeda bisa saja 
masuk ke dalam kelompok yang sama, karena ikhtisar yang disampaikan 
disusun berdasarkan ribuan publikasi yang ada. Oleh sebab itu, untuk 
mempelajari fungsi biokimia suatu enzim tertentu secara lebih detail, maka 
tetap harus mengacu pada artikel asli terkait enzim tersebut.  

Sebagai contoh, haloalkana dehalogenase (EC 3.8.1.5), merupakan enzim 
yang mengkatalisis proses hidrolisis ikatan kovalen antara atom karbon dan 
atom halogen dalam substrat haloalkana. Namun, enzim ini sering kali juga 
memiliki aktivitas terhadap substrat lainnya, mulai dari 1-haloalkana, 
haloalkohol, haloalkena, hingga haloaromatik. Dalam kaitan ini, para peneliti 
sering kali ingin membedakan haloalkana dehalogenase dari haloalkohol 
dehalogenase, yang juga dibedakan dari haloaromatik dehalogenase. Oleh 
sebab itu, secara trivial, dehalogenase sering kali diberi nama sesuai dengan 
substratnya. Secara garis besar, pengelompokan organohalogen berdasarkan 
gugus alkil yang mengikat atom halida dalam substrat dan penamaan trivial 
dehalogenase yang mengkatalisis degradasinya ditunjukkan dalam Tabel 1. 

Dehalogenase umumnya digunakan oleh mikroorganisme untuk 
melakukan dehalogenasi pada senyawa organohalogen dan menghasilkan 
senyawa karbon tidak beracun sebagai sumber karbon untuk menunjang 
kehidupannya. Pada beberapa mikroorganisme, dehalogenasi juga 
merupakan proses untuk mendapatkan energi, yakni dengan memanfaatkan 
senyawa organohalogen sebagai akseptor elektron pada proses pernafasan 
mikroorganisme dalam kondisi anaerob (Atashgahi et al., 2016). Dalam kaitan 
ini, enzimnya disebut sebagai dehalogenase reduktif. 

Toksisitas organohalogen sangat ditentukan oleh banyaknya atom halogen 
yang diikat oleh suatu senyawa. Semakin banyak atom halogen yang diikat 
oleh suatu senyawa maka semakin tinggi daya racun senyawa tersebut. 
Mikroorganisme yang tahan terhadap senyawa racun ini diketahui 
menghasilkan dehalogenase yang umumnya berfungsi untuk menghilangkan 
atom halogen tersebut satu-persatu, dan produk yang dihasilkannya dapat 
menjadi substrat bagi spesies lainnya yang berada dalam satu konsorsium. 
Beberapa mikroorganisme penghasil dehalogenase dengan spesisifitas 
substrat dan produk hasil katalisisnya ditunjukkan dalam Tabel 2.  

Enzim umumnya mempunyai fungsi spesifik terhadap substrat tertentu, dan 
hal ini juga berlaku untuk dehalogenase. Tabel 2 menunjukkan bahwa berbagai 
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variasi substrat dapat didehalogenasi oleh enzim yang berbeda, yang umumnya 
dihasilkan oleh organisme yang berbeda pula, meskipun tidak menutup 
kemungkinan adanya satu organisme yang menghasilkan beberapa jenis 
dehalogenase. Selain itu, ada juga kemungkinan bahwa satu jenis dehalogenase 
dapat mengakatalisis proses dehalogenasi pada beberapa jenis substrat. 
Dehalogenase yang paling banyak dipelajari adalah dehalogenase yang 
dihasilkan oleh bakteri, umumnya diisolasi dari tanah atau perairan yang 
tercemar organohalida. Sebagian besar bakteri umumnya dapat beradaptasi 
dengan lingkungan dan memanfaatkan sumber karbon yang ada untuk 
menunjang kehidupannya. 

Tabel 1 Pengelompokan dehalogenase berdasarkan gugus alkil dalam substratnya. 

Substrat 
Struktur Dehalogenase 

Kelompok Sub-kelompok 

Haloalkana 

Haloalkana primer 
 

Haloalkana dehalogenase 
Haloalkana sekunder 

 

Haloalkana tersier 

 

Haloalkena 

Vinilhalida 

 
Haloalkena dehalogenase 

Alilhalida 

 

Haloalkuna 

Etinilhalida 
 

Haloalkuna dehalogenase 
Propargilhalida 

 

Haloaromatik - 

 

Haloaromatik dehalogenase 

Haloasam - 

 

Haloasam dehalogenase 
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Substrat 
Struktur Dehalogenase 

Kelompok Sub-kelompok 

Asilhalida - 

 

Asilhalida dehalogenase 

Haloalkohol - 

 

Haloalkohol dehalogenase 

Catatan: R adalah gugus alkil dan X adalah gugus halida  

Tabel 2 Beberapa mikroorganisme penghasil dehalogenase dan spesifisitas katalisisnya.  

Organisme Dehalogenase Substrat Produk Referensi 

Alcanivorax dieselolei B-
5 

haloalkana 
dehalogenase 

Haloalkana Alkanol Li dan Shao, 2014 

Psychobacter 
cryohalolentis K5 

haloalkana 
dehalogenase 

1,2-dikhloroetana 2-khloroetanol Drienovska et al., 
2012 

Shewanella sediminis haloalkena 
dehalogenase 

tetrakhloroetena Trikhloroetena Lohner dan 
Spormann, 2013  

Dehalococcoides 
ethenogenes 

haloalkena 
dehalogenase 

tetrakhloroetena dan 
trikhloroetena 

Etena Magnuson et al., 
2000 

Dehalococcoides sp. 
strain BAV1 

haloalkena 
dehalogenase 

khloroetena Etena Nijenhuis et al., 
2018 

Pseudomonas sp. strain 
CBS3 

haloaromatik 
dehalogenase 

asam-4-khlorobenzoat asam-4-
hidroksibenzoat 

Muller et al., 1984 

Sphingomonas 
chlorophenolica 

haloaromatik 
dehalogenase 

pentakhlorofenol tetrakhloro-
hidroquinon 

Yang et al., 2005 

Agrobacterium 
radiobacter AD1 

haloalkohol 
dehalogenase 

1,3-dikhloro-2-
propanol 

epoksida, ion khlor, 
dan proton 

De Jong, 2003 

Rhodopseudomonas 
palustris CGA009 

dehalogenase 
reduktif 

3-khlorobenzoat 3-khlorobenzoil-KoA Egland et al., 2001 

Arthrobacter sp. strain 
TM-1 

dehalogenase 
reduktif 

4-khlorobenzoil-KoA 4-hidroksibenzoil-
KoA 

Zhou et al., 2004 

Burkholderia sp. FA1 fluoroasetat 
dehalogenase 

asam fluoroasetat asam glikolat Kurihara et al., 
2003 

Pseudomonas cepacia 
MBA4 

bromoasetat 
dehalogenase 

asam-mono-
bromoasetat 

asam-hidroksi asetat Tsang et al., 1988 

Pseudomonas 
pavonaceae 170 

haloalkenoat 
dehalogenase 

asam cis- dan trans-3-
khloroakrilat  

asam malonat 
semialdehida 

De Jong et al., 
2004 

Moraxella sp. strain B haloasam 
dehalogenase 

L-2-haloasam asam-D-2-hidroksi 
alkanoat 

Kawasaki et al., 
1981 

Pseudomonas sp. 113 haloasam 
dehalogenase 

asam D- dan L-2-
haloalkanoat 

asam-L- dan D-2-
hidroksialkanoat 

Nardi-Dei et al., 
1999 

Pseudomonas putida AJ1 haloasam 
dehalogenase 

asam-2-mono-
khloropropanoat 

asam laktat Jones et al., 1992 

Staphylococcus aureus 
ZT 

haloasam 
dehalogenase 

asam-2,2-
dikhloropropanoat 

asam piruvat Zaidi dan Huyop, 
2021 

Bacillus cereus WH2 haloasam 
dehalogenase 

asam-3-mono-
khloropropanoat 

asam-3-hidroksi 
propanoat 

Muslem et al., 
2020 

Sebagian disarikan dari: Ang et al., 2018 

Sebagian besar gen yang mengkode dehalogenase telah berhasil diisolasi, 
diklon, dikarakterisasi, dan diekspresikan pada sel inang tertentu (Ang et al., 
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2018). Hal ini memungkinkan dilakukannya berbagai rekayasa genetik terkait 
dehalogenase, baik untuk meningkatkan jumlah produksi dehalogenase 
terkait maupun untuk meningkatkan efisiensi katalisisnya. Penelitian untuk 
memahami mekanisme katalisis berbagai jenis dehalogenase juga telah 
banyak dilakukan, termasuk penentuan residu asam amino yang berperan 
penting dalam proses katalisis dan penentuan struktur tiga dimensi protein 
dehalogenase, memberikan detail pemahaman tentang keterkaitan antara 
fungsi dan struktur dehalogenase. 

2.2 Haloasam dan Haloasam Dehalogenase 

Haloasam, sering disebut juga sebagai asam haloalkanoat, merupakan salah 
satu kelompok senyawa asam organik yang banyak digunakan di berbagai 
bidang. Seperti halnya senyawa organik lain, haloasam memiliki banyak 
variasi struktur. Selain pada struktur senyawa karbonnya, variasi haloasam 
juga terjadi pada jenis atom halogennya, jumlah total atom halogen dalam 
molekulnya, posisi atom halogen tersebut relatif terhadap gugus karboksilat, 
dan stereokimia molekulnya, yang umumnya ditentukan oleh khiralitas atom 
karbon yang mengikat atom halogen. Contoh senyawa haloasam yang banyak 
digunakan adalah asam trikloroasetat (TCA) dan asam 2,4-
diklorofenoksiasetat (2,4-D). TCA merupakan senyawa korosif yang sering 
digunakan untuk menghapus tato, sedangkan 2,4-D merupakan herbisida 
yang digunakan secara luas untuk mengatasi pertumbuhan lumut di perairan 
dan mengatasi gulma di daerah pertanian (Islam et al., 2018). Kedua senyawa 
ini bersifat toksik dan diduga karsinogenik, bergantung pada dosis, frekuensi, 
dan sensitivitas individu (Bouvard et al., 2015) 

Contoh haloasam lain yang banyak digunakan dalam industri adalah asam 
2-monokloroasetat (MCA). Senyawa ini sangat bermanfaat dalam sintesis 
organik karena reaktivitasnya yang tinggi. Produksi MCA ditengarai terus 
meningkat dari tahun ke tahun. MCA merupakan prekursor dalam pembuatan 
beberapa jenis senyawa komersial seperti asam merkaptoasetat, asam 
glikolat, asam tioglikolat, dan khloro asetamida. Dalam pertanian, MCA 
digunakan sebagai bahan dasar untuk sintesis herbisida dan pestisida. Dalam 
dunia farmasi, MCA digunakan untuk produksi asam maleanat, ibuprofen, 
glisin, natrium dikhlofenak, dan beberapa jenis vitamin. Industri plastik 
menggunakan MCA dalam pembuatan polivinilkhlorida (PVC). 
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Salah satu kegunaan utama MCA adalah sebagai pereaksi dalam sintesis 
karboksi metil selulosa (CMC). Saat ini, lebih dari 30% produksi MCA dunia 
digunakan untuk kepentingan ini. CMC merupakan senyawa yang mudah 
larut dalam air, diproduksi dalam jumlah besar untuk memenuhi kebutuhan 
industri makanan, obat-obatan, kosmetik, deterjen, sabun, cat, pemlastis, 
pewarna, dan zat perekat. Dalam hal ini, CMC terutama berfungsi sebagai zat 
pengental, penstabil emulsi atau suspensi, dan untuk mempertahankan air. 
Baru-baru ini telah dilaporkan bahwa modifikasi CMC menjadi mikro- atau 
nano-partikel dapat menghasilkan biopolimer yang dapat diterapkan di dunia 
pertanian untuk mempertahankan kadar air di daerah kering sehingga dapat 
meningkatkan produksi sayur-sayuran dan buah-buahan (Riseh et al., 2023). 

   

(a) (b) (c) 

Gambar 3 Struktur molekul (a) asam trikhloroasetat (TCA), (b) asam-2,4-dikhlorofenoksiasetat (2,4-D), 
dan (c) asam monokhloro asetat (MCA). 

Secara umum, haloasam (termasuk MCA) bersifat persisten di lingkungan 
sehingga merupakan salah satu kelompok organohalogen yang merupakan 
xenobiotik. Meskipun jumlah yang dilepaskan ke lingkungan adalah sangat 
sedikit, tetapi sifatnya yang persisten menyebabkan senyawa ini dapat masuk 
ke tanah, terakumulasi dalam air tanah, dan berpotensi mengakibatkan polusi 
dalam jangka panjang. Sebagai contoh, MCA mempunyai sifat sitotoksik dan 
membahayakan kesehatan manusia (Dartsch et al., 2000). Kontak dengan 
larutan MCA konsentrasi rendah dapat mengakibatkan iritasi mata dan kulit, 
sedangkan kontak dengan larutan MCA konsentrasi tinggi dapat 
mengakibatkan luka bakar dan korosi. MCA dapat menginhibisi enzim pada 
aktivitas metabolisme, antara lain mengganggu proses glikolisis dan siklus 
Krebs sehingga dapat membahayakan organ tubuh seperti hati, ginjal, sistem 
saraf pusat, dan melemahkan otot, karena mengakibatkan akumulasi asam 
laktat dan asam piruvat di dalam tubuh (National Research Council, 2009).  
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Fakta yang ada menunjukkan bahwa di daerah yang tercemar MCA atau 
senyawa haloasam lain, ternyata dapat ditemukan mikroorganisme yang 
tahan terhadap sifat toksiknya, bahkan dapat mendegradasi dan 
mentransformasi senyawa haloasam tersebut menjadi senyawa lain yang 
tidak berbahaya bagi lingkungan dan tidak baracun bagi makhluk hidup. 
Mikroorganisme pendegradasi haloasam dan senyawa organohalogen lain 
ternyata juga dapat ditemukan di suatu tempat yang secara sengaja dibuat 
menjadi terkontaminasi oleh senyawa tersebut (Janssen et al., 2005). Hal ini 
memberikan peluang untuk memanfaatkan mikroorganisme tersebut sebagai 
agen bioremediasi dan membuka kemungkinan untuk memanipulasi 
kemampuannya dalam melakukan dehalogenasi. 

Mikroorganisme yang dapat mendegradasi haloasam diketahui 
menghasilkan haloasam dehalogenase, salah satu kelompok dehalogenase 
yang merupakan bagian dari HAD-like superfamily bersama fosfatase, enzim 
yang berfungsi jika terdapat ion magnesium dan ATPase. Haloasam 
dehalogenase mengkatalisis reaksi pemutusan ikatan kovalen antara atom 
halogen dan atom karbon dalam senyawa haloasam, menghasilkan asam 
hidroksi karboksilat dan ion halida (Fetzner dan Lingens, 1994). Banyak 
mikroorganisme yang telah diidentifikasi menghasilkan haloasam 
dehalogenase, meskipun enzim yang dihasilkannya berjumlah sedikit. Dalam 
kaitan ini, 2-haloasam dehalogenase yang dihasilkan oleh bakteri merupakan 
enzim yang paling banyak dipelajari. Organisme eukariot yang dilaporkan 
mampu mendegradasi senyawa 2-haloasam masih sangat terbatas dan 
penelitian umumnya dilakukan pada jamur. Beberapa contoh genus bakteri 
dan genus jamur yang telah dilaporkan menghasilkan 2-haloasam 
dehalogenase ditunjukkan dalam Tabel 3. Hingga saat ini, hanya dua 
organisme yang dilaporkan menghasilkan haloasam dehalogenase yang aktif 
terhadap asam-3-khloropropanoat, yakni Bacillus cereus WH2 (Muslem et al., 
2020) dan Pseudomonas sp. B6P (Mesri et al., 2009). 

2-Haloasam dehalogenase, merupakan enzim yang menarik untuk 
digunakan dalam bioremediasi, terutama untuk menghidrolisis dan 
mendetoksikasi polutan haloasam, karena enzim ini dapat bekerja tanpa 
memerlukan tambahan zat pereduksi lain (Zakary et al., 2021). Sebagian besar 
bioremediasi untuk mengurangi atau menghilangkan polutan 2-haloasam 
dilakukan menggunakan bakteri sebagai mikroorganisme pendegradasi. 
Beberapa masalah yang sering dihadapi antara lain adalah rendahnya 
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efisiensi degradasi dan waktu bioremediasi yang lama, karena bakteri yang 
digunakan hanya menghasilkan haloasam dehalogenase dalam jumlah sedikit 
akibat rendahnya tingkat ekspresi gen terkait. Selain itu, kondisi lingkungan 
umumnya juga kurang mendukung pertumbuhan bakteri, hanya 
menyediakan nutrisi dalam jumlah yang sangat terbatas, sehingga kurang 
mendukung produksi haloasam dehalogenase oleh bakteri tersebut. Dalam 
kaitan ini, peningkatan produksi dan modifikasi struktur haloasam 
dehalogenase untuk meningkatkan efisiensi katalisisnya, menjadi aspek 
penting untuk dilakukan dan dikembangkan.  

Tabel 3 Genus bakteri dan genus jamur penghasil 2-haloasam dehalogenase 

Genus bakteri Referensi  Genus bakteri Referensi 

Agrobacterium Kohler et al., 1998  Pseudomonas Zhang et al., 2013 

Alcaligenes Hill et al., 1999   Ratnaningsih et al., 
2021b 

Ancylobacter Kumar et al., 2016  Psychromonas Novak et al., 2013b 

Arthrobacter Bagherbaigi et al., 2013  Pyrococcus Arai et al., 2006 

Azotobacter Diez et al., 1996  Rhizobium Adamu et al., 2017 

Bacillus Horisaki et al., 2011   Oyewusi at al., 2020 

 Ratnaningsih dan Idris, 
2017 

 Rhodobacteraceae Novak et al., 2013a 

 Oyewusi et al., 2021  Serratia Abel et al., 2012 

Burkholderia Edbelb et al., 2020  Sulfolobus Quehenberger et al., 
2017 

Klebsiella Tahya dan Ratnaningsih, 
2015 

 Xanthobacter Van der Ploeg et al., 
1991 

Lysinibacillus Heidarrezael et al., 2020  Genus jamur Referensi 

Methylobacterium Kurihara and Esaki, 2008  Beauveria Satpathy et al., 2016 

Mesorhizobium Zakary et al., 2021  Botrytis Bustillo et al., 2003 

Moraxella Kurihara et al., 2000  Candida Polnisch et al., 1991 

Paracoccidioides Satpathy et al., 2015  Dichomitus Muzikar et al., 2011 

Paracoccus Zhang et al., 2014  Fusarium Li et al., 2011 

Pseudoalteromonas Liao et al., 2015  Metarhizium Satpathy et al., 2016 

Pseudomonas Hasan et al., 1994  Phanerochaete Wang et al., 2009 

 Park et al., 2003  Pycnoporus Muzikar et al., 2011 

 Schmidberger et al., 2008  Trichoderma Bagherbaigi et al., 2013 

Sebagian disarikan dari: Wang et al., 2021 

2-Haloasam dehalogenase juga sangat berguna dalam aplikasi sintesis 
kimia karena sebagian besar enzim ini melakukan katalisis secara 
stereoselektif (Wang et al., 2020). Enzim ini berpotensi untuk digunakan dalam 
produksi asam 2-hidroksi karboksilat dari 2-haloasam bermassa molekul 
rendah yang bersifat optis aktif dengan khiralitas tertentu, suatu senyawa 
antara yang banyak diperlukan dalam industri dan sintesis pestisida, 
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herbisida, serta obat-obatan (Martin et al., 2020; Gurushankara, 2021). Dalam 
campuran rasemat, bakteri hanya akan mendegradasi salah satu enansiomer 
dan menyisakan enansiomer lain. Selain itu, penggunaan haloasam 
dehalogenase dalam aplikasi biosensor untuk mendeteksi polutan haloasam, 
juga telah dilaporkan (Gul et al., 2020). Semua kebutuhan ini tentunya akan 
terpenuhi jika tersedia 2-haloasam dehalogenase dalam jumlah yang 
memenuhi kebutuhan. 

2.3 Mekanisme Katalisis dan Karakteristik Struktur 2-
Haloasam Dehalogenase 

2-Haloasam dehalogenase merupakan kelompok dehalogenase yang secara 
spesifik mengkatalisis reaksi hidrolisis terhadap senyawa 2-haloasam dengan 
memutuskan ikatan kovalen antara atom karbon-α dengan atom halogen 
dalam substrat, menghasilkan asam 2-hidroksi karboksilat dan ion halida. 
Enzim ini melakukan katalisis dengan mekanisme yang bervariasi. Pada 
awalnya, 2-haloasam dehalogenase dibedakan menjadi 4 kelompok dengan 
mendasarkan pada spesifisitas substratnya, yaitu L-2-haloasam dehalogenase, 
D-2-haloasam dehalogenase, DL-2-haloasam dehalogenase (tipe inversi), dan 
DL-2-haloasam dehalogenase (tipe retensi).  

L-2-Haloasam dehalogenase (EC 3.8.1.2), sering kali disebut sebagai L-
DEXs, hanya aktif pada asam L-2-haloalkanoat sebagai substrat dan produk 
hasil katalisisnya adalah asam D-2-hidroksialkanoat. Enzim ini merupakan 
haloasam dehalogenase yang paling banyak dipelajari karena sebagian besar 
bakteri diidentifikasi menghasilkan enzim ini secara alami. Mekanisme reaksi 
hidrolisis yang dikatalisis oleh L-DEXs ditunjukkan pada Gambar 4 (a) 
(Kurihara et al., 2000). Contoh enzim ini adalah L-2-haloasam dehalogenase 
yang dihasilkan oleh Pseudomonas putida No.109 (Liu et al., 1994), L-2-
haloasam dehalogenase dari Pseudomonas sp. CBS3 (Klages et al., 1983), dan L-
2-haloasam dehalogenase dari Pseudomonas sp YL (Hisano et al., 1996). Enzim 
dari Pseudomonas sp YL telah berhasil dikristalkan dan struktur molekulnya 
telah dipelajari secara detail. 

D-2-Haloasam dehalogenase (EC 3.8.1.9), sering kali disebut sebagai D-
DEXs, mengkatalisis hidrolisis asam D-2-haloalkanoat menjadi asam L-2-
hidroksialkanoat dengan mekanisme reaksi katalisis seperti pada Gambar 4 
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(b) (Kurihara et al., 2000). Contoh enzim ini adalah D-2-halopropionat 
dehalogenase dari Pseudomonas putida AJ1/23 (Smith et al., 1990).  

Gambar 4 Reaksi yang dikatalisis oleh 2-haloasam dehalogenase tipe inversi.  
L-2-haloasam dehalogenase (L-DEXs) mengkatalisis reaksi (a), D-2-haloasam dehalogenase 
(D-DEXs) mengkatalisis reaksi (b), sementara DL-2-haloasam dehalogenase (DL-DEXs) 
mengkatalisis reaksi (a) dan (b). R menunjukkan gugus alkil. Sumber: Kurihara et al., 2000.  

DL-2-haloasam dehalogenase (tipe inversi) (EC 3.8.1.10), juga dikenal 
sebagai DL-DEXi, mengkatalisis hidrolisis asam L-2-haloalkanoat maupun D-
2-haloalkanoat berturut-turut menghasilkan asam D-2-hidroksialkanoat dan 
asam L-2-hidroksialkanoat dengan mekanisme reaksi seperti pada Gambar 4 
(a) dan 4 (b) (Kurihara et al., 2000). Khiralitas pada atom C2 dalam produk asam 
2-hidroksi alkanoat merupakan inversi konfigurasi dari substrat 
haloasamnya. Contoh enzim ini adalah DL-2-haloasam dehalogenase dari 
Pseudomonas sp. strain 113 (Nardi-Dei et al., 1999). 

DL-2-haloasam dehalogenase (tipe retensi) (EC 3.8.1.11), sering kali 
disebut sebagai DL-DEXr, mengkatalisis reaksi hidrolisis asam L-2-
haloalkanoat maupun D-2-haloalkanoat berturut-turut menjadi asam L-2-
hidroksialkanoat dan asam D-2-hidroksialkanoat. Katalisis oleh enzim ini 
mempertahankan konfigurasi pada atom khiral C2 dengan reaksi yang 
kemungkinan terjadi dalam dua tahap atau dua kali inversi. Pada tahap 
pertama, terjadi inversi konfigurasi pada C2 dengan melepaskan ion halida 
dan pada tahap kedua terjadi penyerangan oleh molekul air yang 
menyebabkan terjadinya inversi konfigurai kembali pada C2 (Wang et al., 
2021). Reaksi dehalogenasi yang terjadi diduga melibatkan residu sistein, 
karena DL-DEXr ini sensitif terhadap pereaksi sulfhidril, seperti N-

asam L-2-haloalkanoat asam D-2-hidroksialkanoat 

(a) 

 (b) 

asam D-2-haloalkanoat asam L-2-hidroksialkanoat 



 

Prof. Enny Ratnaningsih  | 19 

etilmaleimida dan asam p-khloromerkuribenzoat (Wang et al., 2021). Contoh 
enzim tipe ini adalah DL-2-haloasam dehalogenase fraksi I dari Pseudomonas 
putida PP3 (Weightman et al., 1982).  

Berdasarkan mekanisme yang dikatalisis oleh L-2-haloasam 
dehalogenase, D-2-haloasam dehalogenase, dan DL-2-haloasam dehalogenase 
(tipe inversi) dapat dipahami bahwa reaksi yang dikatalisisnya merupakan 
reaksi inversi stereokimia substrat pada atom C2, sedangkan DL-2-haloasam 
dehalogenase (tipe retensi) melakukan katalisis dengan mempertahankan 
stereokimia substrat (Kurihara et al., 2000). Pada perkembangannya, 
pengelompokan 2-haloasam dehalogenase dilakukan dengan lebih 
menekankan pada kekerabatan enzim, kesamaan struktur dan urutan asam 
aminonya, serta detail mekanisme reaksi katalis yang terjadi. Dalam hal ini, 
2-haloasam dehalogenase kemudian diklasifikasi secara filogenetik menjadi 
dua kelompok, yaitu Grup I dan Grup II (Hill et al., 1999). Pengelompokkan ini 
digunakan hingga sekarang. Grup I terdiri atas D-2-haloasam dehalogenase 
(D-DEXs) yang aktif terhadap substrat D-enansiomer dan DL-2-haloasam 
dehalogenase (DL-DEXs) yang dapat bekerja pada kedua jenis enansiomer 
sebagai substrat, sedangkan Grup II hanya terdiri atas L-2-haloasam 
dehalogenase (L-DEXs) yang hanya aktif terhadap L-enansiomer sebagai 
substrat (Wang et al., 2018).  

Berbagai penelitian pada haloasam dehalogenase menunjukkan bahwa 
enzim ini umumnya menggunakan residu asam aspartat sebagai nukleofil, 
dan posisi asam aspartat dalam struktur primer enzim dapat bervariasi, tetapi 
di dalam ruang tetap berada pada sisi aktif enzim (Ang et al., 2018). Mekanisme 
reaksi yang dikatalisis oleh 2-haloasam dehalogenase Grup I menggunakan 
asam aspartat untuk mengaktifkan molekul air yang kemudian menyerang 
substrat dan secara langsung mengganti subtituen atom halogen alfa dengan 
gugus hidroksil sehingga menyebabkan terjadinya inversi konfigurasi (Wang 
et al., 2018). Mekanisme reaksi katalisisnya ditunjukkan pada Gambar 5. 

 

Gambar 5  Mekanisme katalisis oleh 2-haloasam dehalogenase Grup I. 
Sumber: Wang et al., 2018. 
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Di lain pihak, mekanisme reaksi yang dikatalisis oleh 2-haloasam 
dehalogenase Grup II awalnya menggunakan asam aspartat untuk mengikat 
substrat dan membentuk ester sebagai senyawa antara yang kemudian 
dihidrolisis oleh molekul air yang teraktivasi untuk menghasilkan asam 
hidroksi karboksilat (Wang et al., 2018). Aktivasi molekul air umumnya 
dilakukan oleh residu histidin dalam enzim. Mekanisme ini ditunjukkan pada 
Gambar 6. Mekanisme katalisis oleh Grup II haloasam dehalogenase 
merupakan reaksi substitusi SN2 dan telah dikonfirmasi melalui kristalografi 
sinar-X, pelabelan dengan isotop 18O, kromatografi cair-spektroskopi massa 
(LC-MS), mutagenesis terarah, serta melalui perhitungan mekanika kuantum 
(QM) dan mekanika molekul (MM) (Adamu et al., 2017).  

 

Gambar 6  Mekanisme katalisis oleh 2-haloasam dehalogenase Grup II. 
Sumber: Wang et al., 2018. 

Klasifikasi 2-haloasam dehalogenase sebagai Grup I dan Grup II juga 
didukung oleh karakteristik struktur protein kedua golongan enzim tersebut. 
DL-DEXi, yang dikelompokkan sebagai Grup I, merupakan hidrolase α-heliks 
yang tidak mempunyai homologi dengan L-DEXs dan bentuk pelipatan lain 
pada superfamili hidrolase (Siwek et al., 2013) dengan struktur kristal 
homodimer seperti ditunjukkan pada Gambar 7 (Wang et al., 2021). Dalam 
molekul ini, 16% residu asam amino pada N-terminus merupakan asam amino 
yang identik dengan residu asam amino pada C-terminus, sehingga molekul 
enzim ini membentuk pseudo-dimer. Sisi aktif enzim terletak di antara 
pseudo-dimer dan dapat berikatan dengan substrat D- dan L-2-haloasam 
(Schmidberger et al., 2008). 

L-DEXs, yang dikelompokkan sebagai Grup II, merupakan enzim dengan 
tipe hidrolase α/ yang domain intinya mempunyai ciri khas Rossman-fold-like 
dengan sisi aktif terletak di antara kedua domain seperti ditunjukkan pada 
Gambar 8 (b) (Wang et al., 2021). Sebagian besar molekul haloasam 
dehalogenase Grup II merupakan dimer dengan dua sub-unit identik yang 
merupakan monomernya (Gambar 8 (a)) (De Jong dan Dijkstra, 2003), 
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meskipun beberapa enzim menunjukkan pengecualian struktur secara 
spesifik (Arai et al., 2006). 

 
Gambar 7  Penggabungan dua struktur molekul 2-haloasam dehalogenase Grup I.  

Hijau: DehI dari Pseudomonas putida PP3 (PDB ID: 3bjx) dan Sian: DL-DEX dari 
Methylobacterium sp. CPA1 (PDB ID: 4n2x).  
Sumber: Wang et al., 2021 

   
Gambar 8  Struktur dimer dan penggabungan dua struktur molekul 2-haloasam dehalogenase Grup II. 

(a) Molekul dimer haloasam dehalogenase dari Xanthobacter autotropicus GJ10 (DhlB, 

PDB ID: IAQ6). (b) Penggabungan dua struktur molekul 2-haloasam dehalogenase Grup 

II. Pink: DhlB dari Xanthobacter autotropicus GJ10 (PDB ID: 1qq5) dan Hijau: L-DEX YL 

dari Pseudomonas sp. strain YL (PDB ID: 1jud).  

Sumber: (a) De Jong dan Dijkstra, 2003; (b) Wang et al., 2021 

Ciri khusus pada L-DEXs adalah adanya 6 rantai paralel lipatan  yang di 
kedua sisinya diapit oleh 5 struktur α-heliks, membentuk 3 lapisan lipatan α/ 
sebagai bagian dari domain inti (Zhang et al., 2018). Gugus karboksilat dari 
residu asam aspartat bertindak sebagai nukleofil dalam pusat aktif molekul 
yang menyerang atom C2 pada molekul L-2-haloasam dan membentuk ester 

Sisi aktif 
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sebagai senyawa antara (Schmidberger et al., 2007). Senyawa antara ini 
kemudian dihidrolisis oleh molekul air yang diaktivasi oleh His, Glu, Asn, Ser, 
atau Lis, membentuk asam 2-hidroksi alkanoal sebagai produk akhir katalisis 
(Wang et al., 2021). Ion halida yang dihasilkan ditangkap dan distabilkan oleh 
Arg, Asn, atau Phe. Kehadiran senyawa atau gugus fungsi yang dapat 
menangkap ion halida ditengarai mendukung proses dehalogenasi pada 
senyawa haloasam dengan ikatan C-X yang kuat (Kondo et al., 2014). 
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3 HALOASAM DEHALOGENASE DARI BAKTERI 
ENDOGENUS INDONESIA 

3.1 Bacillus cereus IndB1  

Genus Bacillus merupakan organisme protista uniseluler yang masuk dalam 
kelompok bakteri heterotrof. Bacillus adalah salah satu genus bakteri 
dekomposer penting yang dapat hidup pada berbagai kondisi lingkungan. 
Secara vegetatif, Bacillus dapat menghasilkan endospora yang mempunyai 
ketahanan tinggi terhadap berbagai faktor kimia dan fisika, seperti suhu, pH 
ekstrem, alkohol, dan desinfektan.  

Bacillus cereus merupakan bakteri Gram positif, berbentuk batang, bersifat 
aerobik fakultatif, motil, dan resisten terhadap beberapa jenis antibiotik. 
Bakteri ini merupakan bakteri mesofil dan banyak ditemukan di tanah, air, 
sayuran, dan makanan yang membusuk. B. cereus bersifat patogen pada 
manusia yang pertahanan tubuhnya sedang lemah. Bakteri ini umum 
ditemukan pada berbagai penyakit infeksi, terutama infeksi pada saluran 
pencernaan. Bakteri ini diyakini merupakan penyebab beberapa kasus 
keracunan makanan dengan gejala awal muntah dan diare (Lesley et al., 2013). 

B. cereus dapat digunakan sebagai agen bioremediasi karena bakteri ini 
memiliki kemampuan untuk menguraikan berbagai polutan, termasuk 
senyawa haloasam. Selain itu, bakteri ini juga mampu mereduksi merkuri 
dengan mengubah Hg2+ menjadi Hg (Sinha et al., 2012), namun mekanisme 
dan reaksi katalisisnya masih belum banyak dipelajari. B. cereus dilaporkan 
mampu menurunkan tingkat chemical oxygen demand (COD) dan total nitrogen 
(NT) dalam air reklamasi melalui proses denitrifikasi (Zhao et al., 2009), 
meskipun belum ada penjelasan terkait enzim yang dihasilkan oleh B. cereus 
dan digunakan untuk kepentingan ini.  

Penelitian yang kami lakukan menggunakan B. cereus IndB1, strain bakteri 
lokal Indonesia yang diperoleh dari Balitbang Pertanian, Indonesia. Bakteri 
ini diketahui mampu mendegradasi MCA, mengindikasikan bahwa bakteri ini 
dapat menghasilkan haloasam dehalogenase dan memiliki gen pengkode 
haloasam dehalogenase. Dalam penelitian ini, gen pengkode haloasam 
dehalogenase dari genom B. cereus IndB1 telah berhasil diisolasi melalui 
pendekatan polymerase chain reaction (PCR) menggunakan primer yang 
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didesain berdasarkan daerah lestari gen haloasam dehalogenase yang tersedia 
di GenBank NCBI dan amplikon yang diperoleh kemudian diklon ke dalam 
vektor pGEM-T Easy dengan sel inang E. coli TOP10 untuk dianalisis secara 
restriksi dan ditentukan urutan nukleotidanya (Arif, 2013). Urutan nukleotida 
gen ini telah disampaikan ke GenBank NCBI dan dapat diakses dengan kode 
akses KU498039.1  

Gen 2-haloasam dehalogenase yang didapat dari B. cereus IndB1 telah di 
sub-klon ke vektor ekspresi pET-30(a) (Idris dan Ratnaningsih, 2015) dan 
diekspresikan secara intergenerik dalam E. coli BL12 (DE3) (Ratnaningsih dan 
Idris, 2017). Kondisi optimum untuk ekspresi klon rekombinan ini, termasuk 
efek induksi oleh isopropiltiogalaktosida (IPTG) telah dipelajari (Ratnaningsih 
et al., 2021a). 2-Haloasam dehalogenase hasil ekspresi klon rekombinan ini, 
disebut sebagai Bcfd1, telah dimurnikan menggunakan kolom kromatografi 
Ni-NTA dan aktivitasnya terhadap MCA telah dipelajari (Ratnaningsih et al., 
2021c). Struktur protein, residu asam amino penting dalam katalisis, 
enansioselektivitas, dan spesifitas substrat untuk Bcfd1, terutama efek 
perpanjangan rantai kabon dalam substrat, juga telah dipelajari dengan 
pendekatan in-silico (Ratnaningsih dan Saepullah, 2022). Efek jenis dan jumlah 
atom halogen serta pengaruh posisi halogen terhadap aktivitas haloasam 
dehalogenase dari B. cereus IndB1 juga telah dipelajari (Aridayani, 2022). 
Berbagai hasil penelitian ini memberikan informasi yang berguna untuk 
menggunakan haloasam dehalogenase dari bakteri lokal sebagai katalis yang 
efisien dalam bioremediasi dan sintesis kimia.  

Kloning gen haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 

Penggunaan haloasam dehalogenase dalam industri memerlukan enzim 
dalam jumlah besar dengan efisiensi katalisis yang tinggi. Hal ini dapat 
terpenuhi jika gen pengkode haloasam dehalogenase dapat diperoleh dalam 
klon rekombinan yang memfasilitasi peningkatan produksi enzim dan 
modifikasi kemampuan katalisisnya. Oleh sebab itu, kloning gen pengkode 
haloasam dehalogenase dan upaya modifikasi gen untuk meningkatkan 
efisiensi katalisisnya menjadi penting untuk dilakukan.  

Isolasi gen haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 dilakukan dengan 
pendekatan PCR, menggunakan sepasang primer yang didesain berdasarkan 
urutan lestari gen serupa yang tersedia di GenBank NCBI. Referensi gen 
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diambil dari delapan bakteri yang semuanya berasal dari genus Bacillus, yaitu: 
B. cereus dengan kode akses NC016771, B. cereus dengan kode akses CP001746, 
B. cereus dengan kode akses AP007209, B. anthracis dengan kode akses 
NC012659, B. anthracis dengan kode akses NC005945, B. anthracis dengan kode 
akses NC007530, B. anthracis dengan kode akses CP002091, dan B. thuringiensis 
dengan kode akses CP002508. Perancangan primer dilakukan dengan 
program ClustalX, GenDoc, dan EditSeq. Posisi primer dipilih pada urutan 
nukleotida yang homologinya tinggi dengan komposisi G-C mendekati 50%. 
Hasil rancangan primer ditunjukkan pada Tabel 4. Primer F (F1, F2, dan F3) 
merupakan primer maju, sedangkan primer R (R3, R2, dan R1) merupakan 
primer mundur. Primer yang dirancang merupakan degenerate primer dan 
tidak ditambahkan urutan nukleotida tertentu untuk sisi restriksi. Hal ini 
dimaksudkan untuk menjaga homologinya saat digunakan dalam PCR dengan 
kromosom B. cereus IndB1 sebagai templat.  

Tabel 4 Rancangan primer untuk isolasi gen pengkode haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1  

Primer Urutan primer (5’ - 3’) % GC Tm (C) 

F1 ATGGATGG(A/T)ACACTACTATCATCTA(A/G)TCTTGAAATCTCC 38 67,85 

F2 GCATGCACTAGATGTTAC(A/G)CTTGAGGAAC 48 67,45 

F3 CGCAG(G/T)GCATCGCGCACAGCTATTAAG 55 69,16 

R1 CTTAATAGCTGTGCGCGATGC(A/C)CTGCG 55 69,16 

R2 G(C/T)TCGATTGCATGAGCAACACCATG(C/T)TC 46 66,08 

R3 CCAATACCAGATCCAACAGTGAAGCGAGAG 50 68,73 

Sumber: Arif, 2013. 

Isolasi gen haloasam dehalogenase dari kromosom B. cereus IndB1 
dilakukan dengan pasangan primer R dan F, dan hasil eksperimen 
menunjukkan bahwa pasangan primer F1 dan R3 memberikan amplikon 
tunggal yang paling jelas dan paling bersih seperti ditunjukkan pada 
elektroforegram Gambar 9 (a). Amplikon ini kemudian diklon ke pGEM-T Easy 
dalam sel inang E. coli TOP untuk analisis restriksi, konfirmasi secara re-PCR, 
dan penentuan urutan nukleotidanya. Klon rekombinan yang dihasilkan 
disebut sebagai E. coli TOP10/pGEMT-bcfd1 dengan bcfd1 adalah sebutan bagi 
gen putatif pengkode haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1. Peta 
restriksi pGEMT-bcfd1 ditunjukkan pada Gambar 9 (b).  

Gen putatif pengkode haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 (disebut 
sebagai bcfd1) dalam plasmid rekombinan pGEMT-bcfd1 ditentukan urutan 
nukleotidanya dengan metode dideoksi Sanger. Hasil yang diperoleh 
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menunjukkan bahwa bcfd1 mempunyai ukuran nukleotida 852 pasang basa, 
mengandung urutan primer F1 dan R3 di kedua ujungnya, dan mempunyai 
start kodon ATG serta stop kodon TAA. Deduksi asam amino yang dikode oleh 
gen ini memberikan 282 asam amino, memberikan kemungkinan bahwa gen 
tersebut merupakan gen pengkode 2-haloasam dehalogenase. Pembuktian 
lebih lanjut dilakukan melalui analisis ekspresi, dan untuk ini maka bcfd1 
perlu dipindahkan ke vektor ekspresi. 

  
 Gambar 9 Elektroforegram gen haloasam dehalogenase putatif dari B. cereus IndB1 (a) dan peta 

restriksi plasmid rekombinan pGEMT-bcfd1 (b). M = standar DNA sebagai marker, HA = 
gen putatif haloasam dehalogenase bcfd1 = nama gen pengkode haloasam 
dehalogenase dari B. cereus IndB1. 
Sumber: Idris, 2015. 

Analisis restriksi menunjukkan bahwa urutan nukleotida bcfd1 tidak 
mengandung sisi restriksi untuk EcoRI dan HindIII. Oleh sebab itu, sisi 
restriksi untuk kedua enzim ini kemudian digunakan untuk merancang 
primer baru untuk memfasilitasi sub-kloning secara terarah guna 
memindahkan bcfd1 dari pGEMT ke vektor ekspresi pET-30(a). 

Sub-Kloning dan ekspresi gen haloasam dehalogenase dari  
B. cereus IndB1 dalam vektor ekspresi pET-30(a) 

Gen bcfd1 dalam plasmid rekombinan pGEM-bcfd1 tidak dapat diekspresi, 
karena vektor pGEMT tidak mempunyai promotor yang sesuai untuk ekspresi. 
Oleh sebab itu, gen bcfd1 dipindahkan ke vektor ekspresi secara terarah, agar 
ekspresinya dalam klon rekombinan dapat dipelajari. Primer untuk 
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memindahkan bcfd1 dari klon rekombinan pGEM-bcfd1 ke vektor ekspresi 
dirancang dengan menambahkan sisi restriksi EcoRI yaitu GAATTC dan 
HindIII yaitu AAGCTT. Susunan primer maju adalah 5’-GCAGAATTC 
ATGGATGGAACACTACTATC-3’ dan susunan promer mundur adalah 5’-
GCGAAGCTTTTATTTACTAGATGAAGTTTG-3’. Penambahan tiga basa di ujung 
5’- kedua primer dimaksudkan untuk memfasilitasi pemotongan amplikon 
oleh enzim restriksi sebelum diligasi ke vektor ekspresi pET-30(a). 

Dalam eksperimen, amplikon hasil PCR dengan penambahan sisi restriksi 
di kedua ujungnya ternyata sulit untuk dipotong dengan kedua enzim restriksi 
terkait sehingga sub-kloning yang dilakukan selalu gagal. Oleh sebab itu, 
amplikon disisipkan lebih dahulu ke vektor pGEM-T dalam E. coli TOP10, klon 
rekombinan yang diperoleh ditumbuhkan dalam medium yang sesuai, 
plasmid rekombinannya diisolasi kembali, molekul DNA plasmid dipotong 
dengan EcoRI dan HindIII, kemudian fragmen DNA yang dihasilkan disub-
klon ke vektor ekspresi pET-30(a) dalam E. coli BL21 (DE3). Klon rekombinan 
yang diperoleh disebut sebagai E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1. Plasmid 
rekombinan yang berhasil diisolasi kembali dari E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1 
ditunjukkan pada Gambar 10 (b) dan konfirmasi melalui re-PCR dengan 
pasangan primer F1 dan R3 ditunjukkan pada Gambar 10 (a). Hasil re-PCR ini 
menunjukkan keberhasilan sub-kloning yang telah dilakukan. 

  
Gambar 10 Peta restriksi plasmid rekombinan pET-bcfd1 (b) dan elektroforegram hasil re-PCR 

menggunakan pasangan primer F1 dan R3 (a). 
M = standar DNA sebagai marker, 1, 2, dan 3 adalah amplikon yang diperoleh dengan 
templat 1 = kromosom B. cereus IndB1, 2 = pGEM-bcfd1, 3 = pET-bcfd1. 
Sumber: Idris, 2015. 
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Ekspresi gen putatif haloasam dehalogenase dalam klon rekombinan E. 
coli BL21 (DE3)/pET-bcdf1 dilihat secara kualitatif melalui analisis terhadap 
protein intrasel klon rekombinan menggunakan gel elektroforesis natif 
poliakrilamid diikuti dengan perendaman dalam larutan MCA. Aktivitas 
haloasam dehalogenase dilihat dengan mengidentifikasi ion khlorida yang 
dihasilkan menggunakan larutan AgNO3.. Munculnya pita putih dalam gel 
menandakan terbentuknya AgCl, membuktikan bahwa klon rekombinan E. 
coli BL21 (DE3)/pET-bcdf1 menghasilkan haloasam dehalogenase yang aktif 
terhadap substrat MCA. Zimogram yang dihasilkan dari eksperimen ini 
ditunjukkan pada Gambar 11. Fakta ini mengindikasikan bahwa fragmen DNA 
yang berhasil disub-klon adalah gen haloasam dehalogenase dari B. cereus 
IndB1. 

 
Gambar 11 Zimogram produk E. coli BL21 (DE3)/pET-bcdf1 dengan substrat MCA dan perendaman 

dengan AgNO3. 
Pita putih menunjukkan hasil positif adanya gen haloasam dehalogenase dalam klon 
rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcdf1. Sumber: Idris, 2015. 

Urutan nukleotida bcfd1 dalam plasmid rekombinan pET-bcdf1 kemudian 
ditentukan dengan metode dideoksi Sanger dan hasilnya ditunjukkan pada 
Gambar 12. Urutan nukleotida bcfd1 merupakan gen utuh yang mengandung 
start kodon ATG dan stop kodon TAA dengan ukuran 852 basa. Urutan 
nukleotida ini kemudian dianalisis kemiripannya dengan gen haloasam 
dehalogenase lain yang terdapat dalam GenBank NCBI. Hasil analisis 
mengindikasikan bahwa urutan nukleotida bcfd1 mempunyai kemiripan 
hingga ~99% dengan gen haloasam dehalogenase dari B. cereus NC7401 dengan 
kode akses AP007209.1, B. cereus strain Q1 dengan kode akses CP000227.1, B. 
cereus AH187 dengan kode akses CP001177.1, dan B. thuringiensis serovar 
konkukian strain 97-27 dengan kode akses AE017355.1. Hasil analisis ini 
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semakin meyakinkan bahwa bcfd1 adalah gen haloasam dehalogenase dari B. 
cereus IndB1. 

 

Gambar 12 Urutan nukleotida gen haloasam dehalogenase (bcfd1) dari B. cereus IndB1 
Start kodon ATG dan stop kodon TAA ditunjukkan dalam kotak merah. 

Berdasarkan urutan nukleotida gen haloasam dehalogenase, maka urutan 
asam amino pada molekul protein yang dihasilkannya dapat dideduksi. Hasil 
deduksi ini memberikan struktur primer protein Bcfd1 yang mengandung 283 
residu asam amino seperti ditunjukkan pada Gambar 13. Molekul protein ini 
mempunyai massa molar 31,4. kDa, pH isoelektrik 4,87, dan indeks 
ketidakstabilan 32%, mengindikasikan bahwa Bcfd1 merupakan enzim yang 
cukup stabil. Protein dengan indeks ketidakstabilan <40% diprediksi bersifat 
stabil, sedangkan protein dengan indeks ketidakstabilan >40% 
mengindikasikan bahwa protein tersebut bersifat tidak stabil (Guruprasad, et 
al. 1990). 

 
Gambar 13 Urutan asam amino haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 (Bcfd1) yang dideduksi 

dari urutan nukleotida bcfd1. 

Analisis urutan asam amino Bcfd1 terhadap struktur primer haloasam 
dehalogenase yang terdapat di GenBank NCBI menunjukkan bahwa Bcfd1 
mempunyai kemiripan hingga ~99% dengan struktur primer haloacid 
dehalogenase-like hydrolase dari beberapa strain B. cereus, yaitu haloasam 
dehalogenase dari B. cereus dengan kode akses WP_001996528.1 dan 
WP_000766404.1 dan haloasam dehalogenase dari B. thuringiensis dengan 
kode akses YP_034565.1. Bcfd1 memiliki homologi yang sangat rendah dengan 
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haloasam dehalogenase dari genus lain, masing-masing hanya sekitar 26% 
dengan haloasam dehalogenase dari Moraxella catarrhalis dengan kode akses 
WP_003673567.1 dan Pseudomonas flourescens dengan kode akses 
WP_003222979.1 Semua data ini sangat mendukung bahwa gen bcfd1 dalam 
klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1 adalah gen haloasam 
dehalogenase dari B. cereus IndB1. 

Keberadaan haloasam dehalogenase dalam klon rekombinan E. coli BL21 
(DE3)/pET-bcfd1 dipelajari melalui analisis protein dalam elektroforesis 
poliakrilamid gel (PAGE) dengan adanya sodium dodesil sulfat (SDS) untuk 
mendenaturasi protein. Analisis dilakukan terhadap lisat dan debris sel. Hasil 
analisis menunjukkan bahwa kedua sampel memberikan pita tebal di daerah 
antara 30-40 kDa, sesuai dengan ukuran yang diidentifikasi dalam zimogram 
di Gambar 11. Fakta ini memperkuat dugaan bahwa gen bcfd1 mengkode 2-
haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1. Protein ini kemungkinan berada 
dalam sel sebagai bentuk tidak terlarut (inclusion bodies) karena protein Bcfd1 
teridentifikasi lebih banyak dalam pelet sel. 

Optimasi kemampuan klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-
bcfd1 dalam mendegradasi MCA 

Klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1 tidak mampu tumbuh dalam 
minimum medium yang hanya mengandung MCA sebagai satu-satunya 
sumber karbon. Oleh sebab itu, ketahanan klon rekombinan ini terhadap 
MCA dipelajari dalam LB medium yang tidak mengandung NaCl dengan 
penambahan MCA. Pengukuran jumlah sel dilakukan pada kultur cair segar 
yang telah diinkubasi selama semalam pada 37 C. Pengukuran dilakukan 
secara spektrofotometri pada panjang gelombang 600 nm dan dinyatakan 
sebagai densitas optik (OD600). Semakin tinggi nilai OD600 mengindikasikan 
bahwa sel di dalam kultur berjumlah lebih banyak dibandingkan jumlah sel 
dalam kultur dengan nilai OD600 yang lebih rendah. Hasil eksperimen 
menunjukkan bahwa klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1 mampu 
mentolerir keberadaan 2 mM MCA dalam medium LB tanpa NaCl, namun 
jumlah sel semakin menurun sejalan dengan peningkatan konsentrasi MCA, 
dan klon rekombinan tidak mampu tumbuh lagi pada 6 mM MCA. Data ini 
mengindikasikan bahwa MCA bersifat racun terhadap sel, meskipun 
keberadaan MCA dalam konsentrasi rendah masih dapat ditolerir oleh sel. 
Sebagian besar mikroorganisme yang tahan terhadap MCA diketahui 
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menghasilkan haloasam dehalogenase yang berfungsi mendegradasi MCA. 
Hal ini tentu saja diharapkan juga terjadi pada klon rekombinan E. coli BL21 
(DE3)/pET-bcfd1. 

Sesuai dengan mekanisme dehalogenasi, baik oleh haloasam 
dehalogenase Grup I maupun Grup II, kemampuan mikroorganisme dalam 
mendegradasi MCA dapat dipelajari secara kolorimetri dengan menentukan 
jumlah ion Cl— yang dilepaskan ke medium oleh kultur. Salah satu cara yang 
paling umum digunakan dalam penentuan kadar ion Cl— dalam jumlah kecil 
adalah menggunakan pereaksi Hg(SCN)2 dan ion Fe3+ (Bergmann dan Sanik, 
1957). Dalam kondisi ini, ion Cl— hasil biodegradasi MCA akan membentuk ion 
komples Fe(SCN)2+ yang berwarna merah dan dapat dideteksi secara 
kuantitatif pada panjang gelombang 460 nm. Reaksi yang terjadi ditunjukkan 
pada Gambar 14. 

  
Gambar 14 Reaksi pembentukan kompleks besi(III) tiosianat 

Optimasi kemampuan klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1 
untuk mendegradasi MCA dipelajari dengan variasi kondisi pengkulturan. 
Variasi yang dilakukan meliputi konsentrasi IPTG sebagai induser, konsentrai 
MCA yang ditambahkan ke medium LB (tanpa NaCL), suhu inkubasi sebelum 
induksi, suhu inkubasi selama induksi atau setelah penambahan IPTG, waktu 
induksi, dan pH medium. Strategi yang digunakan adalah melakukan variasi 
terhadap satu variabel dan menjaga variabel lain bernilai tetap seperti kondisi 
normal untuk mengkultur klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1.  

Kondisi normal untuk mengkultur klon rekombinan ini sebelum induksi 
adalah inkubasi 6 jam pada 37 C dengan pengocokan dan 1 mM MCA dalam 
medium pH 7. Konsentrasi 1 mM MCA dipilih untuk memastikan bahwa sel di 
dalam kultur dapat tumbuh dengan baik. Sebanyak 0,02 mM IPTG kemudian 
ditambahkan dan kultur diinkubasi kembali selama 2 jam pada 30 C dengan 
pengocokan. Kondisi ini merupakan kondisi normal pasca-induksi. Kadar ion 
Cl—

 kemudian ditentukan secara kolorimetri.  

Optimasi salah satu variabel dilakukan dengan menjaga kelima variabel 
lainnya bernilai tetap seperti kondisi normal. Saat kondisi optimum untuk 
satu variabel telah diperoleh, maka kondisi ini digunakan untuk mengganti 
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kondisi normal dan variasi terhadap variabel lain kemudian dilakukan. 
Optimasi dimulai dengan variasi konsentrasi induser IPTG, kemudian 
dilanjutkan berturut-turut untuk konsentrasi MCA, waktu inkubasi sebelum 
induksi, kombinasi suhu inkubasi sebelum dan sesudah induksi, waktu 
inkubasi selama induksi, dan diakhiri dengan variasi pH medium.  

Semua hasil analisis ini menunjukkan bahwa biodegradasi MCA oleh klon 
rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1 terjadi secara optimum dalam 
medium LB (tanpa NaCl) pada pH 7 dengan substrat MCA pada konsentrasi 0,2 
mM. Kondisi inkubasi sebelum penambahan induser IPTG adalah selama 6 
jam pada 37 C dengan pengocokan. Konsentrasi IPTG yang diperlukan untuk 
ekspresi gen secara optimum adalah 10 M, yang diikuti dengan waktu 
inkubasi setelah induksi selama 2 jam pada 30 C dengan pengocokan.  

Hasil ini mengindikasikan bahwa klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-
bcfd1 dapat digunakan dalam bioremediasi MCA, meskipun konsentrasi MCA 
yang dapat ditolerir oleh klon ini masih relatif kecil dan kemampuan 
biodegradasinya masih rendah. Percobaan laboratorium dengan variasi 
kondisi medium yang mendekati kondisi riil dalam pengolahan limbah masih 
perlu dilakukan, terutama dengan memperhatikan efek keberadaan zat-zat 
lain yang dapat mengganggu ekspresi gen dan proses dehalogenasi yang 
dilakukan oleh klon rekombinan. Upaya modifikasi gen agar protein yang 
dihasilkan dapat disekresi ke luar sel juga perlu dilakukan. 

Untuk memfasilitasi berbagai studi lanjutan terhadap haloasam 
dehalogenase, ketersediaan protein murni adalah sangat penting. Dalam 
eksperimen ini, pemurnian haloasam dehalogenase yang dihasilkan oleh klon 
rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1 dipelajari menggunakan kolom 
kromatografi afinitas Ni-NTA dengan memanfaatkan residu 6 × His-tag yang 
dikode oleh vektor ekspresi pET-30(a), yang menjadi bagian N-terminus 
haloasam dehalogenase hasil ekspresi. Residu histidin ini memfasilitasi 
pemurnian enzim yang dihasilkan oleh plasmid rekombinan, dan berbagai 
protein rekombinan yang dihasilkan oleh sel telah berhasil dimurnikan 
(Bornhorst dan Falke, 2000).  

Pada pH tertentu, residu histidin pada His-tag akan berinteraksi dan 
terikat secara spesifik pada ion nikel yang diimobilisasi dengan asam 
nitrilotriasetat dalam matriks resin (Ni-NTA), sementara protein lainnya akan 
keluar dari kolom (flowthrough). Target protein kemudian dapat dielusi 
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dengan larutan imidazol, yang dalam hal ini dilakukan dengan gradien 
konsentrasi dari 100 mM, 250 mM, hingga 500 mM, masing-masing 
menghasilkan eluat 1, eluat 2, dan eluat 3. Setiap eluat ditampung dalam 3 
tabung sehingga masing-masing memberikan 3 fraksi (a, b, dan c). 
Elektroforegram SDS PAGE untuk melihat molekul protein yang diperoleh 
dalam setiap fraksi ditunjukkan pada Gambar 15. 

   
Gambar 15 Elektroforegram SDS-PAGE untuk berbagai fraksi protein yang dihasilkan oleh klon 

rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-bcfd1. 
M = Molekul protein standart, P = flowthrough, 1a = fraksi 1 eluat 1, 1b = fraksi 2 eluat 1, 1c 
= fraksi 3 eluat 1, 2a = fraksi 1 eluat 2, 2b = fraksi 2 eluat 2, 2c = fraksi 3 eluat 2, 3a = fraksi 1 
eluat 3, 3b = fraksi 2 eluat 3, 3c = fraksi 3 eluat 3, 4 = larutan cucian 1, dan 5 = larutan cucian 
2. Sumber: Ratnaningsih et al., 2021c. 

Kandungan protein dalam masing-masing eluat dikuantifikasi 
menggunakan pereaksi brilliant coomassie blue sesuai metode Bradford 
(Bradford, 1976), dan aktivitas haloasam dehalogenasenya ditentukan dengan 
menetapkan konsentrasi ion Cl— yang dihasilkan dalam reaksi enzimatis 
menggunakan substrat MCA. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa 
aktivitas haloasam dehalogenase meningkat secara signifikan dalam 
pemurnian. Aktivitas spesifik tertinggi diperoleh sekitar 12 kali lebih tinggi 
dibandingkan aktivitas spesifik enzim dalam larutan ekstrak kasar enzim. Hal 
ini mengindikasikan bahwa pemisahan dan pemurnian enzim dengan 
memanfaatkan His-tag telah berhasil dilakukan. Keberhasilan pemurnian ini 
membuka peluang untuk dilakukannya berbagai studi lanjut yang 
memerlukan haloasam dehalogenase murni, sepert studi kristalografi untuk 
analisis struktur tersier haloasam dehalogenase. 
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Analisis struktur haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 

Analisis struktur haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 diprediksi secara 
in silico berdasarkan urutan asam amino dalam struktur primer enzim (Bcfd1) 
yang dideduksi dari urutan nukleotida bcfd1 dalam klon rekombinan E. coli 
BL21 (DE3)/pET-bcfd1 menggunakan program translate ExPASy (https:// 
www.expasy.org/resources/translate). Analisis awal terhadap struktur ini 
dilakukan menggunakan Conserved Domain Database (CDD), menunjukkan 
spesific hit (e-value 5,02 ×  10-81), mengindikasikan bahwa Bcfd1 memiliki 
domain HAD_Pase (HAD family phosphatase), mirip dengan domain protein 
Cof dari Escherichia coli dan protein TM0651 dari Thermotoga maritima yang 
termasuk ke dalam superfamili HAD_like (Lu et al., 2020). Sejalan dengan 
analisis ekspresi yang telah dilakukan, fakta ini menguatkan bahwa Bcfd1 
merupakan haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1.  

Urutan asam amino Bcfd1 kemudian disejajarkan dengan berbagai protein 
yang terdapat dalam protein data bank (UniProtKB_pdb) menggunakan 
BLASTP (https://www.uniprot.org/blast/) untuk mencari templat yang sesuai 
guna memprediksi struktur tersier Bcfd1. Enam model terbaik untuk Bcfd1 
diperoleh melalui analisis dengan metode ab initio dan pengenalan lipatan 
(fold recognition), yakni menggunakan I-TASSER (Yang dan Zhang, 2015) yang 
memberikan struktur Bcfd1_01, Robetta (Hiranuma et al., 2021) menghasilkan 
struktur Bcfd1_02, TrRosetta (Yang et al., 2020) menghasilkan struktur 
Bcfd1_03, Robetta ab initio (Song et al., 2013) menghasilkan struktur Bcfd1_04, 
C-Quark (Mortuza, et al., 2021) menghasilkan struktur Bcfd1_05, dan RaptorX 
(Wang et al., 2017) memberikan struktur Bcfd1_06. Enam model struktur 
terbaik ini ditunjukkan pada Gambar 16. Dapat dilihat bahwa enam model 
struktur ini menunjukkan kesamaan adanya domain inti (main domain) dan 
domain tutup (cap domain) dengan beberapa struktur α-heliks dan lembaran-
β yang membentuk lipatan Rossmannoid. Adanya lembaran-β pada enam 
model ini mengindikasikan bahwa haloasam dehalogenase (Bcfd1) dari B. 
cereus IndB1 merupakan Grup II ((Schmidberger et al., 2008). 

Analisis lebih lanjut dilakukan melalui penggabungan enam model 
struktur ini dan hasilnya menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan 
pada domain tutup. Rentang deviasi akar kuadrat rata-rata (RMSD) untuk 
keenam model ini adalah 1,399–3,326 A, mengindikasikan adanya perbedaan 
antar keenam struktur global protein tersebut. Oleh sebab itu, analisis 
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lanjutan perlu dilakukan untuk menetapkan struktur Bcfd1.terbaik, dalam hal 
ini untuk memfasilitasi analisis doking molekul dan dinamika molekul 
menggunakan beberapa jenis haloasam sebagai substrat. 

   

 
 

 

Gambar 16 Prediksi struktur tersier haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1.  
Bcfd1_01: model struktur tersier Bcfd1 dari I-TASSER, Bcfd1_02: model struktur tersier 
Bcfd1 dari Robetta, Bcfd1_03: model struktur tersier Bcfd1 dari TrRosetta, Bcfd1_04: model 
struktur tersier Bcfd1 dari Robetta ab initio, Bcfd1_05: model struktur tersier Bcfd1 dari C-
Quark, Bcfd1_06: model struktur tersier Bcfd1 dari RaptorX. 
Sumber: Ratnaningsih dan Saepulloh, 2022. 

Visual molecular dynamics (VMD) kemudian digunakan untuk 
menggambarkan dan menyejajarkan keenam model struktur Bcfd1 untuk 
mempelajari persamaan dan perbedaannya secara lebih detail. Profil tiga 
dimensi dan aspek geometri keenam struktur dianalisis menggunakan 
program ERRAT (Colovos dan Yeates, 1993), Verify3D (Bowie et al., 1991), 
PROVE (Pontius et al., 1996) dan QMEAN (Benkert et al., 2011). Skor terbaik 
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yang didapat dari analisis menggunakan masing-masing program ditunjukkan 
pada Tabel 5.  

Tabel 5  Skor untuk profil tiga dimensi dan evaluasi aspek geometri pada enam model struktur 
tersier haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 

Model ERRAT Verify 3D (%) PROVE (%) QMEAN 

Bcfd1_01 96,00 82,33 5,50 ‒3,18 

Bcfd1_02 - 90,11 3,90  1,72 

Bcfd1_03 99,27 93,64 3,20  1,86 

Bcfd1_04 - 85,87 4,20  0,86 

Bcfd1_05 90,91 100 5,90 ‒6,25 

Bcfd1_06 94,49 85,87 11,60  1,14 

Ket: Bcfd1_02 dan Bcfd1-04 tidak memberikan hasil untuk analisis ERRAT 

Disarikan dari: Ratnaningsih dan Saepulloh, 2022. 

ERRAT mengevaluasi kualitas model struktur tiga dimensi Bcfd1 
berdasarkan aspek statistik interaksi antar-atom tanpa ikatan di dalam ruang 
(C∙∙∙C, C∙∙∙N, N∙∙∙N, N∙∙∙O, dan O∙∙∙O) yang kemudian dibandingkan dengan 
basis data struktur lain yang terpercaya dengan resolusi tinggi (Colovos dan 
Yeates, 1993). Skor ERRAT di atas 50% mengindikasikan kualitas struktur yang 
baik (Rosdi et al., 2018). Dalam hal ini, empat model Bcfd1 dapat digolongkan 
sebagai struktur yang baik, sedangkan dua model lainnya tidak memberikan 
skor ERRAT. 

Verify3D digunakan untuk mengevaluasi kompatibiltas model struktur 
tiga dimensi Bcfd1 berdasarkan lokasi setiap residu asam amino melalui 
pembandingan dengan struktur protein lain yang terdapat di PDB) (Bowie et 
al., 1991). Skor Verify3D di atas 80% dikategorikan sebagai struktur tiga 
dimensi dengan kualitas baik (Rosdi et al., 2018). Dapat dilihat di Tabel 5 
bahwa keenam model struktur tersier Bcfd1 dapat digolongkan sebagai model 
struktur yang baik. 

PROVE mengevaluasi kualitas model struktur Bcfd1 berdasarkan deviasi 
volume atom dalam molekul protein dibandingkan terhadap volume atom 
standart, dinyatakan sebagai skor-Z (volume Z-score) (Pontius et al., 1996). 
PROVE menghitung persentase atom yang terkubur dalam molekul protein 
yang teridentifikasi mempunyai deviasi volume 3 kali lebih besar 
dibandingkan deviasi standar atom serupa dalam berbagai struktur lain. 
Atom-atom ini disebut sebagai outlier, sehingga semakin kecil nilai skor-Z 
maka model struktur yang disarankan adalah semakin baik. Data yang 
disampaikan di Tabel 5 menunjukkan bahwa Bcfd1_03 mempunyai nilai skor-



 

Prof. Enny Ratnaningsih  | 37 

Z paling rendah, mengindikasikan bahwa model ini adalah model yang 
terbaik.  

QMEAN digunakan untuk mengevaluasi dan memperkirakan kesalahan 
(error) pada suatu model struktur, baik pada keseluruhan struktur (global) 
maupun lokal (per residu asam amino) (Benkert et al., 2011). Evaluasi 
menggunakan QMEAN menghasilkan skor kualitas struktur secara 
keseluruhan dengan mempertimbangkan berbagai aspek geometris model 
struktur seperti torsi, solvasi, dan interaksi yang potensial berdasarkan 
karbon beta (Cβ) serta semua jenis atom lain. Selain itu, QMEAN juga 
memberikan informasi mengenai estimasi kualitas masing-masing residu 
penyusun model struktur. Skor QMEAN yang tinggi mengindikasikan bahwa 
model yang diusulkan adalah lebih baik dibandingkan model lain dengan skor 
yang lebih rendah. Dalam Tabel 5 terlihat bahwa model Bcfd1_03 mempunyai 
skor QMEAN yang paling tinggi, menyarankan bahwa model ini adalah lebih 
baik dibandingkan model lainnya.  

Evaluasi keenam model struktur tersier mengindikasikan bahwa Bcfd1_03 
merupakan model yang lebih baik dibandingkan lima model lainnya dalam 
Gambar 16. Meskipun demikian, model Bcfd1_03 tidak menunjukkan skor 
terbaik untuk analisis ERRAT dan Verify3D. Oleh sebab itu, dilakukan evaluasi 
lanjutan menggunakan PROCHECK (Laskowski et al., 1993), WHAT_CHECK 
(Hooft et al., 1996) dan MolProbity (Williams et al., 2018).  

PROCHECK menilai kualitas stereokimia model struktur protein 
berdasarkan analisis geometri residu asam amino penyusunnya melalui 
perbandingan dengan struktur protein lain yang beresolusi tinggi, dan 
hasilnya ditampilkan dalam bentuk diagram Ramachandran. WHAT_CHECK 
digunakan untuk melakukan perhitungan secara lebih ekstensif terhadap 
parameter-parameter stereokimia. Evaluasi dengan MolProbity sangat 
bergantung pada kekuatan dan sensitivitas penempatan atom hidrogen yang 
dioptimalkan dan analisis kontak antara semua atom dalam struktur (Eswar et 
al., 2006), menghasilkan clash score yang menunjukkan kontak antar-atom 
dengan tumbukan (clash) yang nyata. Analisis dan evaluasi menggunakan 
ketiga program ini mendukung penetapan Bcfd1_03 (selanjutnya disebut 
sebagai Bcfd1 saja) sebagai model struktur tersier terbaik untuk haloasam 
dehalogenase dari B. cereus IndB1.  
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Gambar 17 Perbandingan struktur tersier tiga haloasam dehalogenase. 

(a) Bcfd1. (b) L-DEX YL dari Pseudomonas sp. YL. (c) ps-2-HAD dari Pseudomonas syringae. 
(d) penyejajaran Bcfd1 dengan L-DEX YL. (e) penyejajaran Bcfd1 dengan ps-2-HAD. Sumber: 
Ratnaningsih dan Saepulloh, 2022. 

Analisis struktur lebih lanjut untuk mempelajari residu asam amino 
penting dalam sisi aktif Bcfd1 dan memprediksi enansioselektivitas Bcfd1 
terhadap substrat, maka dilakukan analisis menggunakan DALI server (Holm, 
2020). Penyejajaran struktur Bcfd1 dengan struktur haloasam dehalogenase 
yang terdapat dalam PDB menunjukkan bahwa Bcfd1 mempunyai kemiripan 
yang tinggi dengan L-haloasam dehalogenase dari 28 bakteri, dengan 
kemiripan tertinggi terhadap L-2-haloasam dehalogenase L-DEX YL dari 
Pseudomonas sp. YL (Li et al., 1998) and ps-2- HAD dari Pseudomonas syringae 
(Hou et al, 2013). Perbandingan struktur tersier ketiga L-2-haloasam 
dehalogenase ini serta hasil penyejajaran Bcfd1 dengan kedua enzim lainnya 
ditunjukkan pada Gambar 17. 

Hasil analisis ini menunjukkan bahwa Bcfd1 merupakan L-haloasam 
dehalogenase. Serupa dengan haloasam dehalogenase lainnya, Bcfd1 juga 
mempunyai domain tutup dan domain utama. Domain utama Bcfd1 dan L-
DEX YL mengandung beberapa struktur α-heliks dan lipatan-β yang 
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membentuk lipatan Rossmannoid, namun Bcfd1 mempunyai lebih banyak α-
heliks dan lipatan-β dibandingkan L-DEX YL. Domain tutup Bcfd1 mempunyai 
lima lipatan-β yang terhubung dengan lima struktur α-heliks, dan lokasi 
antara lipatan- keempat dan kelima terletak pada domain utama. Di lain 
pihak, domain tutup yang dimiliki oleh L-DEX YL hanya mempunyai empat α-
heliks yang terletak di antara lipatan- pertama dan kedua dalam domain 
utama. Perbandingan serupa juga diamati antara Bcfd1 dengan ps-2-HAD, 
karena L-DEX YL mempunyai kemiripan yang tinggi dengan ps-2-HAD. 

Untuk mempelajari kemungkinan adanya residu lestari yang menunjang 
aktivitas Bcfd1 seperti yang dipunyai oleh L-DEX YL dan ps-2-HAD, maka 
dilakukan penyejajaran secara lebih detail. Hasil penyejajaran ini ditunjukkan 
pada Gambar 18. 

  
Gambar 18 Penyejajaran sisi aktif Bcfd1 (biru) dengan L-DEX YL (merah) dari Pseudomonas sp YL dan ps-

2-HAD (abu-abu) dari Pseudomaonas syringae.  
Sumber: Ratnaningsih dan Saepulloh, 2022. 

Hasil penyejajaran ini menunjukkan bahwa sisi aktif Bcfd1 lebih mirip 
dengan sisi aktif ps-2-HAD yang mempunyai lebih banyak residu asam 
aspartat dibandingkan L-DEX YL. Asam aspartat diprediksi sebagai residu 
yang terlibat dalam mekanisme katalisis haloasam dehalogenase. Selain itu, 
sisi aktif Bcfd1 mempunyai residu lestari yang hampir sama dengan L-DEX YL 
yang diidentifikasi sebagai residu penting untuk mengikat substrat (Thr4, 
Ser34, Asn58, Lys204, and Asp227) dan melakukan hidrolisis (Asp180). Residu-
residu ini hampir berimpit dengan residu yang dimiliki oleh Bcfd1 (Asp2, 
Thr4, Ser34, Asn58, Lys204, Asp227, and Asp231). Namun, dibandingkan 
dengan L-DEX YL, Bcfd1 tidak mempunyai residu lestari Asp10 yang berperan 
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sebagai nukleofil dan tidak mempunyai Arg41 yang berperan dalam 
menstabilkan ion halida dalam proses katalisis.  

Jika dibandingkan dengan ps-2-HAD, Bcfd1 memiliki semua residu yang 
diperlukan dalam katalisis kecuali Asp8 yang diperkirakan berfungsi sebagai 
nukleofil. Bcfd1 dan ps-2-HAD tidak mempunyai residu lestari Arg seperti 
halnya L-haloasam dehalogenase lain, tetapi keduanya mempunyai lebih 
banyak residu Asp pada sisi aktifnya. Secara keseluruhan, residu asam amino 
pada sisi aktif Bcfd1 lebih mirip dengan ps-2-HAD, mengindikasikan bahwa 
Bcfd1 kemungkinan aktif terhadap substrat D-haloasam maupun L-haloasam 
dehalogenase. Aspek ini memerlukan pembuktian di laboratorium (wet 
experiments), dan dapat diprediksi secara in silico melalui pendekatan doking 
molekul serta dinamika molekul.  

Analisis spesifitas substrat haloasam dehalogenase dari  
B. cereus IndB1 

Interaksi haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 dengan ligan dipelajari 
secara in silico menggunakan substrat asam 2-khloro karboksilat dengan 
jumlah atom karbon yang diperpanjang, mulai dari MCA hingga asam 2-
khloroheksanoat, baik yang berkonfigurasi D- maupun L-. Asam 2-khloro 
alkanoat dipilih karena Bcfd1 diketahui aktif terhadap MCA dan memiliki 
struktur yang mirip dengan L-DEX YL dan ps-2-HAD, tetapi 
enasioselektifitasnya terhadap substrat dengan kerangka atom karbon yang 
lebih panjang masih belum diketahui. Analisis dilakukan dengan pendekatan 
doking di tingkat molekul menggunakan 9 jenis substrat seperti ditunjukkan 
pada Tabel 6.  

Struktur ligan disiapkan dengan program MarvinSketch menggunakan 
medan gaya MMFF94 untuk mendapatkan konformasi yang paling stabil. 
Muatan dan kepolaran atom hidrogen ditambahkan pada semua struktur ligan 
dan molekul Bcfd1 menggunaan perangkat AutoDock 1.5.7. Doking di tingkat 
molekul kemudian dilakukan dengan program AutoDock Vina (Eberhardt et 
al., 2021) menggunakan algoritma genetik Lamarckian (LGA) untuk mencari 
pose terbaik ligan di dalam sisi aktif Bcfd1. Dimensi grid box pada sisi aktif 
Bcfd1 ditetapkan sebesar 20 × 20 × 20 .Å. Proses doking dilakukan secara 
menyeluruh pada nilai 24 dengan jumlah mode sebanyak 50 untuk setiap ligan 
(Forli et al., 2016). Proses simulasi dilakukan berulang sebanyak 10 kali untuk 
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masing-masing ligan. Pose doking terbaik bagi setiap ligan ditentukan 
berdasarkan skor doking dalam bentuk energi afinitas dan nilai akar kuadrat 
rata-rata deviasi (RMSD) antara ligan dan atom-atom dalam residu sisi aktif 
Bcfd1. Hasil ini ditunjukkan pada Tabel 6.  

Tabel 6  Nilai energi afinitas interaksi haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 dengan asam 2-
khloroalkanoat pada pose terbaik  

No. Ligan Kode 
Energi afinitas 

(kkal/mol) 
RMSD Pose 

1 Asam monokhloroasetat MCA ‒3,6 0 ‒ 0,03 Mode 1 

2 Asam L-2-khloropropanoat L2CP ‒4,1 0 Mode 1 

3 Asam D-2-khloropronanoat D2CP ‒4,1 0 Mode 1 

4 Asam L-2-khlorobutanoat L2CB ‒4,2 0 ‒ 0,04 Mode 4 

5 Asam D-2-khlorobutanoat D2CB ‒4,3 0,03 ‒ 0,04 Mode 5 

6 Asam L-2-khloropentanoat L2CPn ‒4,4 0,02 ‒ 0,06 Mode 3 

7 Asam D-2-khloropentanoat D2VPn ‒4,5 0,01 ‒ 0,04 Mode 4 

8 Asam L-2-khloroheksanoat L2CH ‒4,6 0,05 ‒ 0,09 Mode 4 

9 Asam D-2-khloroheksanoat D2CH ‒4,7 0,02 ‒ 0,14 Mode 4 

Ket: RMSD = root mean square deviation. Disarikan dari: Ratnaningsih dan Saepulloh, 2022.  

Dapat dilihat di Tabel 6 bahwa skor doking cenderung menurun dengan 
bertambah panjangnya rantai karbon pada ligan. Hasil ini sesuai dengan 
aktivitas haloasam dehalogenase DehIVa dari Burkholderia cepacia MBA4 yang 
menunjukkan penurunan nilai energi afinitas dengan ligan yang mempunyai 
kerangka karbon lebih panjang (Schmidberger et al., 2007). Meskipun 
demikian, visualisasi pada setiap pose Bcfd1 menunjukkan bahwa energi 
afinitas terendah hanya terjadi saat ligan MCA, L-2CD, dan D2CP terikat pada 
sisi aktif enzim. Ligan lain dengan kerangka karbon yang lebih panjang 
tampak terikat pada kantung lain Bcfd1, meskipun masih dapat terikat pada 
sisi aktif Bcfd1 dengan energi yang lebih tinggi atau afinitas yang lebih rendah. 
Hal ini mengindikasikan bahwa Bcfd1 mempunyai aktivitas yang lebih rendah 
terhadap substrat asam 2-alkanoat dengan kerangka karbon yang lebih besar 
dari asam propoanoat.  

Data di Tabel 6 juga menunjukkan bahwa skor doking untuk ligan L-
haloasam dan D-haloasam tidak berbeda secara signifikan, terutama untuk 
L2CP dan D2CP. Fakta ini mengindikasikan bahwa Bcfd1 bersifat aktif 
terhadap L2CP maupun D2CP, serupa dengan data yang telah dilaporkan 
untuk DehE, DL-haloasam dehalogenase dari Rhizobium sp. RC1 yang 
mempunyai energi ikatan sama terhadap L2CP dan D2CP (Hamid et al., 2013). 
Di lain pihak, hasil percobaan di laboratorium menyatakan bahwa haloasam 
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dehalogenase ps-2-HAD dari P. syringae pv. Tomato DC3000 ditemukan aktif 
terhadap L2CP dan D2CP (Hou et al., 2013). Meskipun demikian, L-haloasam 
dehalogenase DehIVa dari B. cepacia MBA4 dilaporkan mempunyai skor 
doking serupa untuk ligan L-haloasam dan D-haloasam, namun hasil 
laboratorium menunjukkan bahwa DehIVa hanya aktif terhadap L-haloasam 
(Schmidberger et al., 2007). Hal ini mengindikasikan bahwa percobaan 
laboratorium untuk mempelajari aktivitas Bcfd1 terhadap L2CP dan D2CP 
jelas masih diperlukan. 

 
Gambar 19 Skema interaksi antara residu asam amino dalam sisi aktif Bcfd1 dengan ligan  

 asam 2-khloroalkanoat. 
(a) MCA. (b) L2CP. (c) D2CP. (d) L2CB. (e) D2CB. (f ) L2CPn. (g) D2CPn. (h) L2CH. (i) D2CH 

Sumber: Ratnaningsih dan Saepulloh, 2022. 
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Interaksi antara ligan dengan residu asam amino pada sisi aktif Bcfd1 
dianalisis menggunakan LigPlot+ (Laskowski dan Swindells, 2011). Ligan yang 
digunakan adalah sembilan asam 2-khloroalkanoat yang ditunjukkan pada 
Tabel 6 dan gambaran LigPlot yang diperoleh ditunjukkan pada Gambar 19. 
Hasil analisis LigPlot ini memperlihatkan bahwa empat residu asam amino 
pada sisi aktif Bcfd1, yaitu Met1, Asp2, Cys33, dan Lys204, membentuk ikatan 
hidrogen dengan ligan dan berorientasi dengan arah yang sama pada gugus 
karboksilat yang dimiliki oleh ligan, mengindikasikan bahwa keempat residu 
ini memegang peran penting dalam Bcfd1 untuk menstabilkan substrat dalam 
sisi aktif enzim. Semua ikatan hidrogen ini mengarahkan gugus karboksilat 
yang dimiliki oleh molekul ligan ke sisi aktif Bcfd1 sehingga memfasilitasi 
proses katalisis. Meskipun demikian, kemampuan katalisis Bcfd1 untuk 
melakukan dehalogenasi masih perlu dipelajari lebih lanjut. 

Analisis LigPlot+ ini juga menunjukkan adanya interaksi hidrofobik antara 
ligan dengan residu Gly35, Ser34, Asn58, Asn228, Asn230, dan Asp 231. Jumlah 
residu asam amino dalam Bcfd1 yang berinteraksi secara hidrofobik dengan 
ligan terlihat meningkat dengan semakin panjangnya rantai karbon pada 
molekul ligan, mengindikasikan pentingnya asam amino ini dalam mengikat 
dan mengarahkan ligan pada sisi aktif enzim untuk memfasilitasi proses 
dehalogenasi. Meskipun ligan dengan kerangka karbon hingga enam masih 
dapat terikat pada sisi aktif Bcfd1, namun skor doking-nya cenderung 
menurun, mengidikasikan bahwa interaksinya cenderung melemah dengan 
semakin panjangnya rantai karbon pada ligan. Pembuktian lebih lanjut 
melalui analisis dinamika molekul masih diperlukan untuk mendukung hasil 
ini. Sebagian besar haloasam dehalogenase yang telah dipelajari umumnya 
hanya aktif pada substrat dengan 3 rantai karbon. 

Spesifisitas jenis substrat untuk Bcfd1 juga dipelajari melalui simulasi 
menggunakan variasi asam haloasetat yang mengandung atom halogen 
berbeda dengan jumlah yang berbeda. Dalam hal ini, digunakan asam 
haloasetat yang pada Cα mengandung halogen F, Cl, Br, atau I, baik sebagai 
asam monohaloasetat, asam dihaloasetat, maupun asam trihaloasetat. 
Struktur duabelas substrat yang digunakan dalam simulasi ini ditunjukkan 
pada Gambar 20. 
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Gambar 20 Variasi jenis dan jumlah atom halogen pada substrat asam-2-haloalkanoat untuk 

 haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1. 
 1 = MFA, 2 = DFA, 3 = TFA, 4 = MCA, 5 = DCA, 6 = TCA, 7 = MBA, 8 = DBA, 9 = TBA, 
 10 = MIA, 11 = DIA, 12 = TIA. Sumber: Aridayani, 2022. 

Analisis interaksi substrat dengan residu asam amino pada sisi aktif Bcfd1 
dipelajari menggunakan LigPlot+ (Laskowski dan Swindells, 2011). Konsisten 
dengan hasil-hasil sebelumnya, analisis ini menunjukkan bahwa Asp2 selalu 
mengarah pada Cα, mengindikasikan kemungkinan perannya sebagai 
nukleofil dalam reaksi katalisis. Meskipun demikian, aspek ini perlu dipelajari 
dan dibuktikan lebih lanjut menggunakan mutasi terarah, yakni dengan 
mengganti Asp2 dengan asam amino lain dan melihat efeknya dalam proses 
katalisis. 

Analisis skor doking antara ke-12 substrat asam haloasetat dengan Bcfd1 
ditunjukkan pada Gambar 21. Secara umum, asam mono-haloasetat selalu 
memiliki nilai skor doking yang tinggi, mengindikasikan bahwa substrat ini 
lebih mudah berinteraksi dengan enzim. Selain itu, tidak terlihat perbedaan 
yang signifikan untuk skor doking bagi mono-, di-, dan tri-haloasam dengan 
jenis atom halogen yang sama, meskipun substrat iodo- menunjukkan arah 
orientasi yang berbeda. Fakta ini mengindikasikan kemungkinan adanya 
aktivitas haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1 untuk tipe substrat 
termaksud. Dalam kaitan ini, pembuktian lebih lanjut melalui percobaan 
basah di laboratorium masih diperlukan. 
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Gambar 21 Skor doking untuk 12 jenis substrat asam haloasetat dengan haloasam dehalogenase  
 dari B. cereus IndB1. Sumber: Aridayani, 2022. 

3.2 Klebsiella pneumoniae ITB1  

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang dari 
family Enterobacteriaceae. Bakteri ini dikenal sebagai patogen penyebab 
penyakit paru yang dikenal sebagai pneumoniae. Sifat patogen K. pneumoniae 
terutama disebabkan karena adanya lapisan kapsul tebal yang mengelilingi 
dinding selnya yang bertindak sebagai antigen, selain juga berfungsi untuk 
melindungi bakteri ini dari fagositosis (Lawlor et al., 2005). Berbagai genus 
Klebsiella diketahui memproduksi dua jenis antigen untuk melapisi 
permukaan selnya, yaitu antigen O yang merupakan lipopolisakarida dan 
antigen K yang merupakan kapsul polisakarida.  

Urutan genom utuh beberapa strain K. pneumoniae telah berhasil 
ditentukan dan tersedia di GenBank NCBI, beberapa di antaranya diketahui 
mengandung gen haloasam dehalogenase. Dalam penelitian kami, secara 
tidak sengaja kami telah mendapatkan K. pneumoniae strain lokal yang 
kemudian kami sebut sebagai K. pneumoniae ITB1. Identifikasi dan 
karakterisasi secara ribotyping menggunakan 16S rRNA telah dilakukan, dan 
gen pengkode haloasam dehalogenase dari bakteri ini telah berhasil diperoleh 
melalui pendekatan PCR dan diklon ke dalam pGEM-T Easy untuk analisis 
restriksi dan sekuensing (Tahya dan Ratnaningsih, 2015). Gen haloasam 
dehalogenase ini, yang disebut sebagai hakp1, kemudian di sub-klon ke vektor 
ekspresi pET-30a (Anggoro dan Ratnaningsih, 2017a) dan analisis ekspresi gen 
hakp1 dalam klon rekombinan telah dilakukan (Anggoro dan Ratnaningsih, 
2017b). Optimasi kondisi ekspresi gen haloasam dehalogenase ini dalam klon 
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rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 juga telah dipelajari menggunakan 
Response Surface Methodology (RSM) (Ratnaningish et al., 2022). Urutan 
nukleotida gen haloasam dehalogenase dari K. pneumoniae ITB1 telah 
dideposit dalam GenBank NCBI dengan kode akses KX898150.1, sementara 
struktur primer proteinnya dapat diakses dengan kode AQT27349.1. 

Kloning dan analisis urutan nukleotida gen haloasam 
dehalogenase dari K. pneumoniae ITB1 

Penelitian dimulai dengan identifikasi K. pneumoniae hasil isolasi sebagai 
bakteri Gram negatif melalui reaksi pewarnaan Gram menggunakan kristal 
violet, diikuti dengan ribotyping 16S rRNA menggunakan primer universal 5’-
AGAGTTTGAT(A/C)TGGCTCAG-3’ (BactF1) dan 5’-GGTTAC(G/C)TTTGTT 
ACGACTT-3’ (UniB1). Kedua analisis ini memberikan hasil bahwa isolat yang 
dipunyai adalah K. pneumoniae, yang kemudian disebut K. pneumoniae ITB1. 

Kemampuan K. pneumoniae ITB1 untuk tumbuh dalam minimal medium 
yang hanya mengandung MCA sebagai sumber karbon dipelajari dengan 
mengamati jumlah sel dalam kultur segar sebagai nilai OD600 dan menentukan 
konsentrasi ion Cl— yang dilepaskan ke medium. Hasil yang diperoleh 
menunjukkan bahwa K. pneumoniae ITB mampu tumbuh dalam minimal 
medium yang hanya mengandung MCA sebagai sumber karbon. Jumlah sel 
paling banyak diamati pada 5 mM MCA, dan jumlah sel semakin menurun 
dengan meningkatnya konsentrasi MCA. Hal ini berarti bahwa MCA 
merupakan racun bagi sel, namun dalam konsentrasi tertentu masih dapat 
digunakan sebagai sumber karbon untuk menunjang kehidupan bakteri 
Sejalan dengan pertumbuhan sel, konsentrasi ion Cl— paling tinggi juga 
diamati pada 5 mM MCA. Kedua fakta ini mengindikasikan bahwa K. 
pneumoniae dapat mendegradasi MCA dan dapat diduga bahwa bakteri ini 
mempunyai gen haloasam dehalogenase. 

Upaya untuk isolasi gen dilakukan melalui pendekatan PCR menggunakan 
sepasang primer yang dirancang berdasarkan urutan nukleotida gen serupa 
dari K. pneumoniae yang tersedia di GenBank NCBI. Primer yang kemudian 
digunakan dalam PCR adalah 5’-ATGATCC GCGCCATCGTG-3’ sebagai primer 
maju dan 5’-TCATGCTGGGATCTG CTCC-3’ sebagai primer mundur, 
menggunakan kromosom K. pneumoniae ITB sebagai templat. Amplikon yang 
diperoleh merupakan amplikon tunggal yang bersih dan sangat tajam dengan 
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ukuran sekitar 0,7 kb. Ukuran amplikon ini adalah sesuai dengan yang 
diharapkan, dan kemungkinan besar merupakan gen putatif haloasam 
dehalogenase dari K. pneumoniae ITB1. Amplikon ini kemudian disisipkan 
pada pGEM-T Easy dan diperbanyak dalam sel inang E. coli TOP10 untuk 
analisis lebih lanjut. Plasmid rekombinan yang diperoleh disebut sebagai 
pGEM-HAD. 

Gen haloasam dehalogenase putatif dalam klon rekombinan pGEM-HAD 
dikonfirmasi dengan re-PCR, dan urutan nukleotidanya ditentukan 
menggunakan metode dideoksi Sanger. Hasil re-PCR memberikan fragmen 
tunggal dengan ukuran 0,7 kb, mengkonfirmasi bahwa fragmen DNA yang 
berhasil disisipkan ke vektor pGEM adalah benar. Urutan nukleotida yang 
diperoleh bersama urutan asam amino hasil deduksinya ditunjukkan pada 
Gambar 22. Gen ini kemudian disebut sebagai hakp1 dan protein hasil 
translasinya disebut Hakp1. Urutan nukleotida hakp1 merupakan urutan gen 
utuh yang mengandung start kondon ATG hingga stop kodon TGA dengan 
ukuran 690 bp, sesuai dengan ukuran gen yang telah diperoleh sebelumnya 
dalam elektroforegram gel agarosa. Keberadaan start dan stop kodon ini akan 
memudahkan analisis ekspresi gen dalam sel inang intergenera. 

Analisis urutan nukleotida hakp1 terhadap urutan nukleotida yang 
terdapat di basis data GenBank NCBI menunjukkan bahwa hakp1 memiliki 
kesamaan  99% dengan urutan nukleotida tertentu dalam genom berbagai 
strain K. pneumoniae lain. Urutan nukleotida hakp1 menunjukkan kesamaan 
>99% dengan fragmen nukleotida dalam genom K. pneumoniae strain PMK1 
dengan kode akses CP008929.1, K. pneumoniae subsp. pneumoniae PittNDM01 
dengan kode akses CP006798.1, K. pneumoniae subsp. pneumoniae 1158 dengan 
kode akses CP006722.1, K. pneumoniae strain XH209 dengan kode akses 
CP009461.1 dan K. pneumoniae subsp. pneumoniae Kp13 dengan kode akses 
CP003999.1. Fragmen-fragmen dalam berbagai genom strain K. pneumoniae 
belum diketahui fungisnya secara pasti. Di lain pihak, urutan nukleotida hakp1 
mempunyai kesamaan tinggi dengan gen haloasam dehalogenase dari K. 
pneumoniae subsp. pneumoniae strain KPNIH31 dengan kode akses 
CP009876.1, K. pneumoniae HK787 dengan kode akses CP006738.1, K. 
pneumoniae CG43 dengan kode akses CP006648.1, dan K. pneumoniae KCTC 
2242 dengan kode akses CP002910.1. Hasil analisis ini mengindikasikan bahwa 
gen hakp1 adalah benar berasal dari K. pneumoniae ITB1 yang mengkode 
haloasam dehalogenase. 
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Gambar 22 Urutan nukleotida gen haloasam dehalogenase (hakp1) dari K. pneumonia ITB1 
Start kodon ATG dan stop kodon TGA ditunjukkan dalam kotak merah 
Sumber: Tahya dan Ratnaningsih, 2015. 

Analisis di tingkat protein, menggunakan hasil translasi hakp1, 
menunjukkan bahwa Hakp1 mempunyai kemiripan yang tinggi dengan 
haloasam dehalogenase (HAD)-like superfamili hidrolase dari K. pneumoniae 
subsp. pneumoniae strain KPNIH31 dengan kode akses AIX82895.1, haloasam 
dehalogenase-like famili fosfatase dari K. pneumoniae HK787 dengan kode 
akses AJB29985.1. Selain itu, Hakp1 juga mempunyai kesamaan tinggi dengan 
fosfatase dari K. pneumoniae strain PMK1 dengan kode akses AIT03589.1, K. 
pneumoniae subsp. pneumoniae PittNDM01 dengan kode akses AIG81466.1 dan 
AIG1467.7. Fosfatase adalah enzim yang merupakan salah satu kelas dalam 
famili haloasam dehalogenase. Hasil analisis ini mendukung hasil 
sebelumnya yang menunjukkan bahwa Hakp1 merupakan haloasam 
dehalogenase dari K. pneumoniae ITB1. Analisis lebih lanjut untuk 
mempelajari aktivitas enzim haloasam dehalogenase yang dikode oleh hakp1 
memerlukan klon rekombinan dalam vektor ekspresi, sehingga protein enzim 
dapat dihasilkan untuk memfasilitasi analisis. Oleh sebab itu, gen ini perlu 
dipindahkan dari pGEM-HAD ke vektor ekspresi, dalam hal ini digunakan 
sistem pET-30(a) dalam sel inang E. coli Bl21 (DE3). 
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Sub-Kloning gen haloasam dehalogenase dari K. pneumoniae 
ITB1 ke vektor ekspresi pET-30(a) 

Gen haloasam dehalogenase dari K. pneumoniae ITB1 (hakp1) yang telah 
diperoleh dalam klon rekombinan E. coli TOP10/pGEM-HAD dipindahkan ke 
vektor ekspresi pET-30(a) melalui pendekatan PCR menggunakan sepasang 
primer dengan penambahan sisi restriksi di kedua ujungnya agar sub-kloning 
dapat dilakukan secara terarah sesuai keperluan ekspresi. Sisi restriksi EcoRI 
ditambahkan pada primer maju dan sisi restriksi HindIII ditambahkan pada 
primer mundur, karena kedua sisi restriksi ini tidak terdapat dalam urutan 
nukleotida hakp1. Urutan primer untuk sub-kloning ini adalah 5’-GAATTC 
ATGATCCGCGCCATCGTG-3’ sebagai primer maju dan 5’-AAGCTTTCATG 
CTGGGATCTGCTCC-3’ sebagai primer mundur.  

Pasangan primer ini digunakan dalam PCR menggunakan templat 
kromosom K. pneumoniae ITB1 dan amplikon yang diperoleh disisipkan lebih 
dahulu ke pGEM-T Easy untuk diperbanyak dalam E. coli TOP10. Plasmid 
rekombinan yang terbentuk diisolasi kembali sebagai pGEM-hakp1. 
Selanjutnya, pGEM-hakp1 dipotong dengan EcoRI dan HindIII, dianalisis 
dengan elektroforesa gel agarosa, dan gen hakp1 diligasi dengan pET-30(a) 
yang telah dilinearisasi dengan EcoRI-HindIII. Plasmid rekombinan yang 
diperoleh digunakan untuk mentransformasi E. coli BL21 (DE3) sehingga 
didapatkan klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1. Gen hakp1 dalam 
klon rekombinan pET-hakp1 ini dikonfirmasi dengan menentukan ukuran 
plasmid rekombinan dan analisis restriksi menggunakan EcoRI dan HindIII, 
selain juga dilakukan re-PCR yang menghasilkan amplikon berukuran 0,7 kb. 
Analisis pada zimogram untuk melihat aktivitas haloasam dehalogenase dari 
klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 juga memberikan hasil positif. 
Semua konfirmasi ini menunjukkan bahwa plasmid rekombinan pET-hakp1 
telah berhasil diperoleh. Keberhasilan sub-kloning ini memfasilitasi analisis 
ekspresi gen haloasam dehalogenase K. pneumoniae dalam klon rekombinan 
E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1. 
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Analisis dan optimasi ekspresi gen haloasam dehalogenase dari 
K. pneumoniae ITB1 dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/ 
pET-hakp1 

Analisis ekspresi gen haloasam dehalogenase dari K. pneumoniae ITB1 dalam 
klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 dilakukan dengan melihat 
protein hasil ekspresi dalam klon rekombinan, sebelum dan sesudah induksi 
dengan IPTG. Sel dari kultur segar dipecah menggunakan sonikasi dan lisat 
sel dipisahkan dari debris sel melalui sentrifugasi. Lisat dan debris sel 
kemudian dianalisis dalam SDS PAGE. Sesuai yang diharapkan, hasil analisis 
ini menunjukkan adanya protein yang berukuran sekitar 28 kDa dalam debris 
sel, yang berkorelasi dengan haloasam dehalogenase, mengindikasikan 
bahwa ekspresi gen hakp1 dalam plasmid rekombinan pET-hakp1 telah 
berhasil dilakukan. Protein yang berukuran 28 kDa ini tidak teramati dalam 
medium, mengindikasikan bahwa Hakp1 merupakan enzim intrasel. Di lain 
pihak, protein ini teramati baik dalam debris sel maupun dalam lisat sel tanpa 
bisa dibedakan secara signifikan sebagai protein terlarut atau protein yang 
tidak larut di dalam sel. Penelitian terdahulu menyatakan bahwa haloasam 
dehalogenase yang ditemukan dalam debris sel umumnya merupakan 
inclusion bodies yang bersifat tidak aktif (Ratnaningsih et al., 2021c). 

Analisis lebih lanjut terhadap lisat sel klon rekombinan E. coli BL21 
(DE3)/pET-hakp1, mengonfirmasi bahwa protein yang berukuran sekitar 28 
kDa hanya dihasilkan setelah induksi dengan IPTG dan tidak teridentifikasi 
dalam lisat sel tanpa adanya induksi IPTG, mengindikasikan pentingnya 
induser untuk ekspresi gen dalam sistem pET.  

Aktivitas haloasam dehalogenase dari klon rekombinan ini ditunjukkan 
dengan jelas pada analisis zimogram yang diperoleh dengan merendam SDS 
PAGE natif dalam larutan yang mengandung substrat MCA dan dilanjutkan 
dengan perendaman dalam larutan AgNO3. Munculnya pita putih pada 28 kDa, 
yang merupakan AgCl, menunjukkan hasil positif adanya aktivitas haloasam 
dehalogenase dalam lisat sel yang dihasilkan oleh klon rekombinan E. coli 
BL21 (DE3)/pET-hakp1. Penelitian selanjutnya untuk penentuan kondisi 
optimum ekspresi gen haloasam dehalogenase dalam klon rekombinan ini 
dilakukan menggunakan lisat sel sebagai ekstrak kasar enzim. 

Optimasi ekspresi gen haloasam dehalogenanse dari K. pneumoniae ITB1 
dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 dipelajari dengan 
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metode statistik Response Surface Methodology (RSM). Metode statistik ini 
memungkinkan untuk melakukan beberapa variasi kondisi penumbuhan 
kultur secara simultan untuk mendapatkan kondisi optimum sehingga 
meminimasi jumlah pengulangan eksperimen yang perlu dilakukan di 
laboratorium (Said dan Amin, 2015). Strategi ini berbeda dengan optimasi 
ekspresi yang telah dilakukan pada klon rekombinan yang membawa gen 
haloasam dehalogenase dari B. cereus IndB1, yang optimasinya dilakukan 
dengan mengubah variabel satu persatu dan menjaga variabel lain pada nilai 
yang tetap. 

RSM telah banyak digunakan untuk mengoptimasi produksi protein 
rekombinan dari klon rekombinan (Behravan dan Hashemi, 2021). Berbagai 
eksperimen yang menggunakan RSM menunjukkan keberhasilan tinggi 
karena metode statistik ini juga memberikan informasi terkait interaksi 
beberapa variabel dan menghindari pekerjaan untuk mengubah hanya satu 
variabel pada satu eksperimen (Papaneophyton dan Kontopidis, 2014). 

Tabel 7  Rentang variabel dalam optimasi produksi haloasam dehalogenase dari klon  
rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 

Variabel 
Rentang untuk optimasi 

Set 1 Set 2 

Konsentrasi IPTG (mM) 0,5 – 1,5 1,3 – 2,3 

Suhu inkubasi selama induksi (C) 20 – 45 30 – 44 

Waktu inkubasi selama induksi (jam) 2 – 6 3 – 5 

 Sumber: Ratnaningsih et al, 2022 

Kondisi optimum ekspresi hakp1 ditentukan dengan variasi konsentrasi 
IPTG sebagai induser, suhu inkubasi selama induksi, dan waktu inkubasi 
selama induksi, dengan tetap mempertahankan komposisi medium dan 
kondisi pertumbuhan yang selama ini dilakukan. Pemilihan rentang variabel 
dalam RSM dilakukan dengan berpedoman pada kondisi normal. Rentang 
yang dipilih ditunjukkan pada Tabel 7 set 1. Prediksi terhadap respons yang 
diharapkan dianalisa menggunakan Minitab Statistical Software 18 untuk 
mendesain 20 eksperimen yang masing-masing dilakukan satu kali pada poin 
sentral. Pengamatan hasil eksperimen dilakukan secara kolorimetri untuk 
menentukan kadar ion Cl— dalam reaksi enzimatis (Bergmann dan Sanik, 
1957) menggunakan substrat 0,5 mM MCA. Enzim yang digunakan dalam 
setiap reaksi adalah ekstrak kasar enzim yang merupakan lisat sel klon 
rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 yang dikultur pada kondisi tersebut. 
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Hasil yang diperoleh ditunjukkan pada kurva kontur dua dimensi (Gambar 23) 
yang menyatakan kadar ion Cl—dalam campuran reaksi enzimatis.  

 
Gambar 23  Kurva kontur konsentrasi ion Cl—sebagai fungsi suhu induksi dan konsentrasi IPTG (a), 

suhu induksi dan waktu induksi (b), serta waktu induksi dan konsentrasi IPTG (c). 
Kondisi optimum ditunjukkan sebagai lingkaran hijau tua di bagian tengah kurva. 
Sumber: Ratnaningsih et al., 2022. 

Gambar 23 menunjukkan bahwa kondisi optimum untuk produksi 
haloasam dehalogenase oleh klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 
hanya diperoleh pada kurva kontur Gambar 23 (b), yang merupakan fungsi 
suhu induksi dan waktu induksi dengan konsentrasi IPTG yang dibuat tetap. 
Kondisi optimum dengan 1 mM IPTG sebagai induser ini dapat dicapai bila 
inkubasi kultur (setelah penambahan IPTG) dilakukan pada suhu 37 C selama 
4 jam. Sayangnya, zona optimum untuk menentukan konsentrasi IPTG masih 
belum ditemukan, meskipun Gambar 23 (a) mengindikasikan bahwa 
konsentrasi IPTG yang diperlukan kemungkinan adalah > 1,5 mM. Oleh sebab 
itu, rancangan eksperimen dilakukan lagi dengan merekonstruksi rentang 
variabel seperti yang ditunjukkan pada Tabel 7 set 2. 

Dalam rekonstruksi kondisi ini, rentang suhu induksi dan rentang waktu 
induksi dipersempit sesuai dengan hasil yang diperoleh pada set 1, tetapi 
konsentrasi IPTG ditingkatkan untuk area di atas 1,5 mM. Prosedur RSM yang 
sama diterapkan untuk merancang 20 kondisi baru, tetapi kadar ion Cl— 
diprediksi secara manual mengikuti kecenderungan kurva kontur yang 
diperoleh di Gambar 23 (a) dan (c), tidak ditentukan secara eksperimen di 
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laboratorium. Kurva kontur yang menyatakan kadar ion Cl— hasil prediksi ini 
ditunjukkan pada Gambar 24.  

 
Gambar 24 Kurva kontur prediksi konsentrasi ion Cl—sebagai fungsi suhu induksi dan konsentrasi IPTG 

(a), suhu induksi dan waktu induksi (b), serta waktu induksi dan konsentrasi IPTG (c). 
Prediksi kondisi optimum ditunjukkan sebagai lingkaran hijau tua di bagian tengah kurva. 
Sumber: Ratnaningsih et al., 2022. 

Dapat dilihat pada Gambar 24 bahwa ketiga kurva kontur telah 
memperlihatkan zona optimum untuk produksi haloasam dehalogenase, 
ditunjukkan sebagai lingkaran penuh berwarna hijau tua yang terdapat di 
pusat kurva. Hasil ini konsisten dengan kurva kontur yang diperoleh dari 
eksperimen set 1, namun konsentrasi IPTG optimum telah teridentifikasi, 
yakni sebesar 1,8 mM. Dapat disimpulkan bahwa kondisi optimum untuk 
produksi haloasam dehalogenase dari klon rekombinan E. coli BL21 
(DE3)/pET-hakp1 adalah menggunakan induser IPTG dengan konsentrasi 1,8 
mM diikuti dengan inkubasi kultur pada 37 C selama 4 jam, yang diprediksi 
dapat mendegradasi MCA secara optimum, menghasilkan ion Cl— hingga 0.48 
mM dari 0.50 mM substrat MCA. Konsentrasi IPTG ini berada pada rentang 
efektif konsentrasi induser yang digunakan untuk ekspresi gen pada sistem 
pET dalam sel inang E. coli, yakni 0,1 mM – 3,0 mM bergantung pada 
komposisi medium yang digunakan (Ashayeri-Panah et al., 2017). Kondisi 
induksi harus tetap diadopsi pada suhu kultivasi yang berbeda, namun 
konsentrasi induser yang lebih rendah adalah lebih menguntungkan karena 
hal ini tidak memberatkan proses metabolisme dalam klon rekombinan 
(Muhlmann et al., 2017). Dalam kaitan ini, kekuatan induksi merupakan 
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parameter yang penting untuk mengoptimasi ekspresi gen dalam suatu klon 
rekombinan (Zhang et al., 2014).  

  
Gambar 25 Kurva optimasi untuk suhu induksi (C), waktu induksi (jam), dan konsentrasi IPTG (mM) 

pada produksi haloasam dehalogenase oleh klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-
hakp1 dinyatakan sebagai konsentrasi ion Cl—dalam campuran reaksi. 
Sumber: Ratnaningsih et al., 2022. 

Beberapa analisis lanjutan telah dilakukan untuk melihat keterkaitan 
antara ketiga variabel yang diteliti, salah satunya menghasilkan persamaan 
kuadrat polinomial dengan respon optimasi tertentu yang memberikan kurva 
optimasi kondisi secara lebih teliti seperti ditunjukkan pada Gambar 25. Kurva 
ini menunjukkan bahwa kondisi optimum produksi haloasam dehalogenase 
dari klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-hakp1 diprediksi menggunakan 
1,7444 mM IPTG diikuti inkubasi pada 37,2121 C selama 4,0909 jam. Hasil ini 
serupa dengan perolehan dari analisis kurva kontur, mengindikasikan 
kesesuaian model analisis yang diadopsi. Aspek serupa juga telah dilaporkan 
dalam optimasi ekspresi gen sintetis Mpt64 dalam E. coli BL21 (DE3) (Kusuma 
et al., 2019). 

3.3 Pseudomonas aeruginosa ITB1  

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang 
yang banyak ditemukan di lingkungan, dapat meproduksi pigmen berwarna 
biru kehijauan yang dikenal sebagai piosianin, dan bersifat patogen 
oportunistik pada manusia (Wu et al., 2015). P. aeruginosa mempunyai 
kemampuan yang tinggi untuk beradaptasi dengan berbagai kondisi 
lingkungan hidup dan interaksinya dengan manusia sering menyebabkan 
infeksi, terutama saat pertahanan tubuh manusia sedang dalam kondisi 
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sangat lemah. Pasien di lingkungan rumah sakit sangat rentan terhadap 
infeksi P. aeruginosa, yang dapat terjadi akibat adanya kuman bawaan saat 
intubasi, pembedahan, kateter, dan tracheostomy (Valles et al., 2004). Bakteri 
ini mampu bertahan pada permukaan yang lembab dengan rentang suhu 
pertumbuhan 25 C  ̶ 41 C. Infeksi P. aeruginosa paling banyak terjadi pada 
luka bakar dan infeksi paru (cystic fibrosis), selain juga dijumpai pada infeksi 
keratitis mata, telinga, saluran kencing, kulit, jaringan lunak, saluran 
pernafasam, dan pada sambungan tulang (Sathe et al., 2023.). P. aeruginosa 
mempunyai genom yang dinamis, mampu menggunakan berbagai jenis 
substrat untuk mendukung pertumbuhannya, mempunyai banyak faktor 
virulensi, dan mudah berkonversi menjadi tahan terhadap berbagai jenis 
antibiotik sehingga sangat sulit dieradikasi dan menyebabkan tingginya angka 
kematian akibat infeksi oleh bakteri ini. (Wu et al., 2015).  

P. aeruginosa bersifat anaerob fakultatif sehingga mampu bertahan hidup 
pada kondisi hanya ada sedikit ataupun tidak ada oksigen. Dalam kondisi 
anaerob, P. aeruginosa menggunakan nitrat atau nitrit sebagai akseptor 
elektron terminal. Dalam kondisi tidak ada oksigen, nitrat, dan nitrit, P. 
aeruginosa mampu memfermentasi arginin dan piruvat untuk menghasilkan 
ATP atau GTP dengan mentransfer gugus fosforil langsung ke ADP atau GDP 
dari senyawa terfosforilasi lainnya (Schobert dan Jahn, 2010). Dimilikinya 
berbagai gen yang mendukung variasi metabolisme dalam P. aeruginosa 
menyebabkan bakteri ini mampu menggunakan banyak jenis substrat untuk 
tumbuh di berbagai kondisi lingkungan. 

Galur lokal P. aeruginosa ITB1 diidentifikasi mampu menggunakan MCA 
sebagai satu-satunya sumber karbon dalam minimal medium (Ulma’awi, 
2013). Bakteri ini awalnya diperoleh sebagai Pseudomans strain lain dari 
Program Studi Biologi SITH ITB, tetapi identifikasi ribotyping menggunakan 
16S rDNA menunjukkan bahwa bakteri ini adalah P. aeruginosa (Utami, 2014) 
yang kemudian kami sebut sebagai P. aeruginosa ITB1.  

Gen pengkode haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 telah 
berhasil diisolasi dengan pendekatan PCR, diklon ke pGEM-T Easy dalam E. 
coli TOP10 untuk analisis restriksi dan penentuan urutan nukleotidanya, dan 
di subklon ke pET-30(a) untuk dipelajari ekspresinya dalam E. coli BL21 (DE3) 
(Ratnaningsih et al, 2021b). Residu asam amino penting dalam sisi aktif 
haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 telah dipelajari dan dimutasi 
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secara in silico (Khoiriyah, 2021)) dan saat ini sedang dilakukan pembuktian 
peran residu tersebut secara eksperimen melalui mutasi terarah di 
laboratorium. 

Kloning dan analisis urutan nukleotida gen haloasam 
dehalogenase dari Pseudomonas aeruginosa ITB1 

Gen haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 diisolasi dengan 
pendekatan PCR menggunakan pasangan primer yang didesain berdasarkan 
urutan gen serupa dari 10 strain P. aeruginosa yang tersedia dalam GenBank 
NCBI. Gen haloasam dehalogenase yang disejajarkan untuk mendapatkan 
daerah lestari adalah dari P. aeruginosa MSH-10 acUKG supercont1.1.C11 
dengan kode akses ASWW01000011.1, P. aeruginosa UCBPP-PA14 dengan kode 
akses CP000438.1, P. aeruginosa DQ8 contig000121 dengan kode akses 
NZ_ALIO01000121.1, P. aeruginosa E2 contig0162 dengan kode akses 
AKZH01000152.1, P. aeruginosa PAb1 Contig1.455 dengan kode akses 
NZ_ABKZ01000456.1, P. aeruginosa C127 Contig0132 dengan kode akses 
AKZG01000127.1, P. aeruginosa MRW44.1 contig00008 dengan kode akses 
NZ_ALBW01000008.1, P. aeruginosa PA7 dengan kode akses CP000744.1, P. 
aeruginosa PAK ac-UKM-supercont-complete.C18 dengan kode akses 
ASWU01000018.1, dan P. aeruginosa ATCC 700888 Contig0398 dengan kode 
akses AKZF01000393.1. 

Berdasarkan hasil penyejajaran gen haloasam dehalogenase dari sepuluh 
strain P. aeruginosa tersebut, telah dirancang dua pasang primer, yaitu F1-R1 
dan F2-R2. Urutan primer maju F1 adalah 5’-ATGCGCGCGATCCTGTTCGA-3’ 
dan urutan primer mundur R1 adalah 5’-TCAGGCCGAGGCCGCCAGTT-3’. 
Sementara, urutan primer maju F2 adalah 5’-ATGTGGCGGATACC GCGCCG-3’ 
dan urutan primer mundur F2 adalah 5’-TTGCCCGGGT CCATGTAGCC-3’. 
Pasangan primer F1 dan R1 dirancang untuk mengamplifikasi gen haloasam 
dehalogenase saja, sedangkan pasangan primer F2 dan R2 dirancang agak 
lebar ke atas dan ke bawah gen (upstream dan downstream).  

Hasil amplifikasi menggunakan kedua pasangan primer ini, menunjukkan 
bahwa pasangan primer F1 dan R1 menghasilkan amplikon yang tajam dan 
tegas dengan ukuran sekitar 0,7 kb, sedangkan pasangan primer F2 dan R2 
memberikan amplikon yang mengindikasikan terjadinya nonspecific priming. 
Amplikon yang diperoleh dengan pasangan primer F1 dan R1, disebut sebagai 
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paed-d(i), gen putatif awal yang diharapkan merupakan gen pengkode 
haloasam dehalogenase. Amplikon ini kemudian disisipkan ke vektor pGEM-
T Easy untuk diperbanyak dalam sel inang E. coli TOP10 untuk analisis lebih 
lanjut. Amplikon yang diperoleh dengan pasangan primer F2 dan R2 belum 
digunakan dalam analisis.  

Urutan gen putatif awal haloasam dehalogenase dalam klon rekombinan 
E. coli TOP10/pGEM-paed-d(i) kemudian ditentukan dengan metode dideoksi 
Sanger dan hasilnya menunjukkan sebagai gen utuh yang mengandung start 
kodon ATG serta stop kodon TGA dengan ukuran gen 702 pasang basa. Urutan 
ini mempunyai homologi 99% dengan gen haloasam dehalogenase dari 25 
strain P. aeruginosa lain yang terdapat dalam GenBank NCBI, 
mengindikasikan bahwa paed-d(i) merupakan gen haloasam dehalogenase 
dari P. aeruginosa ITB1. Oleh sebab itu, gen ini kemudian disub-klon ke vektor 
ekspresi pET-30(a) secara terarah untuk memfasilitasi analisis ekspresi.  

Sub-Kloning gen haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa 
IndB1 ke vektor ekspresi pET-30(a) 

Gen putatif awal haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 dalam klon 
rekombinan E. coli TOP10/pGEM-paed-d(i) dipindahkan ke vektor ekspresi 
pET-30(a) secara terarah untuk memfasilitasi analisis ekspresi. Dalam hal ini, 
perlu didapatkan arah penyisipan gen secara tepat agar ekspresi gen dapat 
dilakukan menggunakan promoter yang tersedia dalam vektor ekspresi. 
Untuk itu, di kedua ujung gen perlu ditambahkan sisi restriksi agar proses 
kloning dapat dilakukan dengan arah yang benar sehingga gen dapat 
diekspresi dengan tepat dari start kodon hingga stop kodon.  

Analisis restriksi pada gen putatif paed-d(i) menunjukkan bahwa urutan 
nukleotidanya tidak mengandung sisi restriksi untuk EcoRI dan HindIII. Oleh 
sebab itu, kedua enzim restriksi ini dapat dimanfaatkan dalam sub-kloning 
guna memindahkan paed-d(i) dari klon rekombinan E. coli TOP10/pGEM-paed-
d(i) ke vektor ekspresi melalui pendekatan PCR. Untuk melakukan sub-
kloning secara terarah, maka sisi restriksi EcoRI ditambahkan pada ujung 
primer maju (Fs) dan sisi restriksi HindIII ditambahkan pada ujung primer 
mundur (Rs). Urutan primer maju Fs adalah 5’-GAATTCATGCGCGC 
GATCCTGTTCGA-3’ dan urutan primer mundur Rs adalah 5’-AAGCTTT 
CAGGCCGAGGCCGCCAGTT-3’. 
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Pasangan primer Fs dan Rs ini digunakan dalam PCR menggunakan 
templat DNA kromosom dari P. aeruginosa ITB1 dan plasmid rekombinan 
pGEM-paed-d(i). Hasil percobaan menunjukkan bahwa kedua templat 
memberikan amplikon dengan ukuran yang sama, yaitu sekitar 0,7 kb, sesuai 
dengan ukuran paed-d(i) dalam klon rekombinan E. coli TOP10/pGEM-paed-
d(i). Amplikon ini diklon lebih dahulu ke pGEM-T Easy dalam E. coli TOP10, 
menghasilkan klon rekombinan E. coli TOP10/pGEM-paed-d. 

Analisis restriksi terhadap plasmid rekombinan pGEM-paed-d dengan 
EcoRI dan HindIII, menunjukkan bahwa kedua sisi restriksi yang 
ditambahkan pada pasangan primer telah dapat memotong gen paed-d dalam 
rekombinan plasmid pGEM-paed-d sehingga sub-kloning paed-d ke vektor 
ekspresi pET-30(a) untuk dimasukkan ke sel inang E. coli BL21 (DE3) dapat 
dilakukan. Klon rekombinan yang diperoleh disebut sebagai E. coli BL21 
(DE3)/pET-paed-d. Konfirmasi melalui analisis re-PCR terhadap klon 
rekombinan E. coli TOP10/pGEM-paed-d dan E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d 
membuktikan adanya gen paed-d yang berukuran 0,7 kb dalam E. coli BL21 
(DE3)/pET-paed-d, sama seperti ukuran paed-d(i). 

 
Gambar 26 Urutan nukleotida gen paed-d dalam plasmid rekombinan pET/paed-d (disebut sebagai 

 paed-d subclone) dan dalam pGEM/paed-d (disebut sebagai paed-d). 
Plasmid rekombinan pET/paed-d diisolasi dari E. coli BL21 (DE3), sedangkan pGEM/paed-

d diisolasi dari E. coli TOP10. Sumber: Ratnaningsih et al., 2021b. 
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Plasmid rekombinan dalam E. coli TOP10/pGEM-paed-d dan plasmid 
rekombinan dalam E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d kemudian diisolasi, 
dimurnikan, dan urutan nukleotida gen paed-d ditentukan dengan metode 
dideoksi Sanger. Hasil yang diperoleh ditunjukkan pada Gambar 26. Urutan 
nukleotida dalam kedua klon rekombinan ini 100% sama dengan urutan 
nukleotida paed-d(i) yang terdapat dalam klon rekombinan E. coli 
TOP10/pGEM-paed-d(i), mengindikasikan bahwa sub-kloning gen paed-d ke 
vektor ekspresi pET-30(a) telah berhasil dilakukan.  

Perbandingan urutan nukleotida gen paed-d dengan gen haloasam 
dehalogenase lain dari berbagai strain P. aeruginosa yang terdapat dalam 
GenBank NCBI menunjukkan bahwa gen ini memiliki homologi 100% dengan 
gen haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa PAO1H2O dengan kode akses 
CP008749.1, P. aeruginosa YL84 dengan kode akses CP007147.1, P. aeruginosa 
SCV20265 dengan kode akses CP006931.1, dan P. aeruginosa M18 dengan kode 
akses CP002496.1, yang semuanya mengkode haloasam dehalogenase dari 
Grup II. Selain itu, paed-d juga mempunyai homologi >99% dengan gen 
haloasam dehalogenase Grup II yang dimiliki oleh 25 P. aeruginosa strain lain. 
Data ini mengkonfirmasi bahwa gen haloasam dehalogenase (paed-d) yang 
berhasil diisolasi dari P. aeruginosa ITB1 merupakan gen yang mengkode 
haloasam dehalogenase dari Grup II.  

Analisis ekspresi gen haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa 
ITB1 dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE30)/pET-paed-d 

Ekpresi gen haloasam dehalogenase (paed-d) dari P. aeruginosa ITB1 dilakukan 
dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d dengan variasi 
konsentrasi IPTG sebagai induser dan variasi suhu inkubasi saat induksi, 
dengan waktu inkubasi saat induksi dibuat tetap selama 3 jam. Kondisi lainnya 
dibuat sama dengan kondisi kultur normal. Hasil eksperimen menunjukkan 
bahwa produk gen paed-d merupakan protein yang berukuran sekitar 26 kDa 
dan hanya terlihat setelah dilakukan induksi IPTG. Ukuran protein ini sesuai 
dengan ukuran yang diprediksi secara in silico.  

Variasi konsentrasi IPTG sebagai induser (0,01 mM dan 0,1 mM) dan 
variasi suhu inkubasi saat induksi (4 C dan 30 C) tidak memberikan 
perbedaan yang signifikan terkait keberadaan protein 26 kDa ini dalam pelet 
sel. Data ini mengindikasikan bahwa sebagian besar haloasam dehalogenase 
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dari P. aeruginosa ITB1 berada dalam bentuk tidak terlarut (inclusion bodies) 
dalam pellet sel. Hal ini kemungkinan disebabkan karena terjadinya over 
ekspresi gen paed-d dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d 
yang mengakibatkan agregasi protein (Singh dan Panda, 2005), selain 
pengaruh komposisi medium yang juga dinyatakan memberikan efek 
signifikan pada pembentukan protein rekombinan sebagai protein terlarut 
atau tidak terlarut (Ashayeri-Panah et al., 2017). 

Berbagai percobaan lanjutan masih diperlukan untuk mendapatkan 
enzim yang terlarut, seperti modifikasi pelarutan, pelipatan ulang molekul 
protein enzim, penetapan kondisi induksi secara lebih teliti, dan juga 
purifikasi enzim. Meskipun demikian, keberadaan pita tajam yang berukuran 
26 kDa pada SDS PAGE memberikan indikasi kuat bahwa gen paed-d dalam 
klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d telah berhasil diekspresi. 

Hasil eksperimen juga mengindikasikan bahwa kondisi terbaik untuk 
ekspresi gen paed-d dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d 
adalah menggunakan 0,01 mM IPTG sebagai induser dan dilanjutkan dengan 
inkubasi selama 3 jam pada 30 C. Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian 
terdahulu yang menyatakan bahwa semakin rendah konsentrasi IPTG sebagai 
induser maka kondisi yang dihasilkan akan semakin menguntungkan untuk 
inkubasi kultur pada suhu yang lebih tinggi, karena aspek ini tidak 
memberikan beban metabolisme pada sel inang (Muhlmann et al., 2017). 

Prediksi struktur tersier dan residu penting pada sisi aktif 
haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 

Analisis menggunakan program Expasy ProtParam (https://www. 
expasy.org/resources/translate) menunjukkan bahwa gen paed-d ditranslasi 
menjadi molekul protein dengan 233 residu asam amino. Molekul protein ini 
mempunyai pI sekitar 5,42 dengan massa molekul 26,251 kDa, sesuai dengan 
yang diperoleh pada elektroforegram hasil SDS PAGE. 

Struktur sekunder Paed-d yang diperoleh melalui program ESPrit 3.0 
ditunjukkan pada Gambar 27. Potein ini terlihat mengandung struktur 
lembaran-, mengindikasikan bahwa haloasam dehalogenase ini merupakan 
Grup II (Schmidberger et al., 2008). Analisis lebih lanjut menunjukkan bahwa 
struktur ini mempunyai homologi 100% dengan L-2-haloasam dehalogenase 
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dari P. aeruginosa dengan kode akses 3UMC_A dalam NCBI. yang kemudian 
digunakan sebagai pedoman untuk memprediksi struktur tersier Paed-d. 

Struktur tersier Paed-d yang dideduksi menggunakan Swis model Expasy 
menunjukkan bahwa haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 ini 
mempunyai 5 lembaran- yang dikelilingi oleh struktur α-heliks seperti yang 
ditunjukkan pada Gambar 27 dan 28 (a). Struktur tersier haloasam 
dehalogenase Grup II ini telah dilaporkan mempunyai ciri khusus pada 
domain inti yang berupa lipatan Rossmanoid, dengan 5 struktur α-heliks yang 
diapit oleh 6 struktur paralel lembaran- (de Jong dan Dijkstra, 2003). Data ini 
mengkonfirmasi bahwa haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 
merupakan Grup II, yang kemungkinan hanya aktif terhadap substrat L-2-
haloasam. Fakta ini memberikan pedoman untuk mempelajari aktivitas Paed-
d secara lebih detail, baik untuk pekerjaan komputasi dalam doking molekul 
dan dinamika molekul, maupun uji aktivitas enzim dalam eksperimen basah 
di laboratorium. 

 
Gambar 27  Perbandingan struktur primer Paed-d terhadap haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa 

dengan kode akses 3UMC_A dan prediksi struktur sekunder Paed-d dari P. aeruginosa ITB1. 
Sumber: Ratnaningsih et al., 2021b. 

Program Sequence Annotated by Structure (SAS) dan EXIA digunakan untuk 
memprediksi residu katalitik penting dalam Paed-d. Hasil analisis SAS yang 
ditampilkan pada Gambar 28 (b) menunjukkan bahwa residu Asp7, Arg44, 
Ser121, Asn122, Lys152, His178, dan Asp181 dapat dijumpai pada sisi aktif 
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enzim, merupakan kandidat kuat yang perlu dipertimbangkan dalam 
menentukan residu penting untuk proses katalisis. 

Di lain pihak, analisis dengan EXIA menunjukkan bahwa residu Asp7, 
Ser121, Thr11, Asn122, dan Trp15 merupakan asam amino penting dalam sisi 
katalitik enzim. Kedua hasil analisis ini mengindikasikan bahwa residu Asp7, 
Ser121, dan Asn122 kemungkinan merupakan tiga asam amino esential dalam 
proses katalisis. Hasil ini sejalan dengan laporan terdahulu yang menyatakan 
bahwa haloasam dehalogenase dari Pseudomonas sp. YL mempunyai Asp, Thr, 
Arg, Ser, Lys, Tyr, dan Asn pada sisi aktifnya (Hisano et al., 1996) dan haloasam 
dehalogenase dari Sulfolobus tokodaii yang mengidentifikasi Asp, Thr, Arg, 
Lys, Tyr, dan Ser sebagai residu penting dalam proses katalisis (Rye et al., 
2008). Banyak hasil penelitian yang telah menyampaikan bahwa residu Asp 
merupakan asam amino kunci dan lestari pada proses katalisis oleh sebagian 
besar L-2-haloasam dehalogenase (Adamu et al., 2020) karena residu ini 
bertindak sebagai nukleofil yang menyerang substrat pada proses 
dehalogenasi. Aspek ini dipelajari lebih lanjut dengan melakukan mutasi 
terarah, diawali dengan studi komputasi dan dilanjutkan dengan eksperimen 
di laboratorium. 

 
Gambar 28 Prediksi struktur tersier haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 (a) dan gambaran 

 residu asam amino penting dalam sisi aktifnya (b). Sumber: Ratnaningsih et al., 2021b. 

Mutasi D7A haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1 
dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d 

Hasil analisis residu katalitik pada haloasam dehalogenase dari P. aeruginosa 
ITB1 dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-paed-d menggunakan 
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serangkaian analisis komputasi menunjukkan bahwa residu asam aspartat 
pada posisi 7 (D7) memiliki peran sebagai nukleofil dalam proses katalisis. 
Untuk mempelajari hal ini secara lebih detail, maka dilakukan mutasi titik 
terarah secara komputasi menggunakan pendekatan doking molekul dengan 
mengubah asam aspartat pada posisi 7 menjadi alanin (D7A). Hasil komputasi 
ini kemudian dibuktikan secara eksperimen menggunakan metode PCR untuk 
melakukan mutasi secara terarah, dilanjutkan dengan mengamati perubahan 
aktivitas haloasam dehalogenase asal (Paed-d-WT) dan mutan (Paed-d-D7A).  

Analisis komputasi mutasi D7A diawali dengan melakukan doking 
menggunakan ligan MCA terhadap Paed-d-WT dan Paed-d-D7A. Analisis ini 
menghasilkan energi doking rata-rata sebesar -3,72 kkal/mol untuk Paed-d-
WT dan -3,80 kkal/mol untuk Paed-d-D7A, menunjukkan bahwa kedua protein 
tidak berbeda secara signifikan dalam mengikat MCA. Oleh sebab itu 
dilakukan analisis lebih detail menggunakan LigPlot+ (Laskowski dan 
Swindells, 2011) dan hasil yang diperoleh ditunjukkan pada Gambar 29.  

 
Gambar 29 Visualisasi LigPlot MCA-Paed-d-WT (a) dan MCA-Paed-d-D7A (b). 

 Sumber: Khoiriyah, 2021 

Pada Gambar 29 (a) dapat dilihat bahwa residu D7 dari molekul protein 
Paed-d-WT berada dalam jarak yang cukup dekat dengan atom Cα yang 
mengikat atom halogen pada substrat MCA sehingga memungkinkan 
terjadinya serangan nukleofilik. Di lain pihak, mutan Paed-d-D7A tidak 
memperlihatkan adanya interaksi antara A7 dengan ligan. MCA, karena A7 
memang tidak memiliki atom oksigen pada residu alkilnya sehingga tidak 
memungkinkan terjadinya serangan nukleofil pada Cα. Berdasarkan analisis 
dan visualisasi LigPlot ini, dapat diharapkan bahwa mutasi D7A dapat 
menghilangkan interaksi antara haloasam dehalogenase Paed-d dengan ligan 
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MCA. Kemungkinan penggantian peran D7 oleh D14 dalam Paed-d-D7A dapat 
ditepis karena sejak awal D14 diketahui tidak berperan sebagai residu katalitik 
dan posisinya tidak berada di kantung katalitik Paed-d dengan jarak yang 
cukup jauh dari posisi ligan MCA. 

Hasil analisis komputasi ini, yakni hilangnya interaksi antara haloasam 
dehalogenase mutan (Paed-d-D7A) dengan ligan MCA, dikonfirmasi lebih 
lanjut di laboratorium. Mutan Paed-d-D7A dikreasi melalui pendekatan PCR 
menggunakan sepasang primer yang dirancang untuk menghasilkan mutan 
Paed-d-D7A dari Paed-d-WT. Urutan nukleotida pasangan primer ini 
diperoleh dengan mengubah kodon pada posisi 19-21 dari GAT menjadi GCT 
pada primer maju (MutF) dan dari ATC menjadi AGC pada primer mundur 
(MutR). PCR dilakukan untuk mengamplifikasi seluruh DNA plasmid 
rekombinan yang berukuran sekitar 6 kb, dengan pasangan primer yang 
merupakan homolognya, sehingga memerlukan pengaturan kondisi PCR 
secara cermat. 

Plasmid mutan yang diperoleh digunakan untuk mentransformasi E. coli 
BL21 (DE3). Analisis awal hasil PCR dengan elektroforesa gel agarose tidak 
dilakukan karena jumlah molekul DNA yang didapat hanya sedikit, namun 
konfirmasi keberadaan plasmid dalam sel transforman telah dilakukan. Hasil 
analisis mengindikasikan bahwa molekul DNA plasmid yang berukuran 
sekitar 6 kb dapat diperoleh dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-
paed-d-D7A. Urutan nukleotida dalam plasmid mutan ini dikonfirmasi melalui 
penentuan urutan nukleotida menggunakan metode dideoksi Sanger, dan 
hasilnya ditunjukkan pada Gambar 30. Dapat dilihat bahwa mutasi yang 
diharapkan, yakni D7A, terbukti telah berhasil dilakukan, sehingga studi lebih 
lanjut untuk mempelajari peran D7 dalam proses katalisis dapat dilakukan. 
Meskipun demikian, selain mutasi D7A, dalam klon rekombinan ini juga 
terjadi mutasi pada kodon 153, namun mutasi ini tidak mengubah residu asam 
amino dalam Paed-d-D7A, sehingga mutasi ini tentunya tidak berpengaruh 
terhadap aktivitas Paed-d.  
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Gambar 30 Urutan nukleotida gen paed-d dan gen paed-d hasil mutasi serta urutan asam amino  

 Paed-d-WT dan Paed-d-D7A hasil deduksi.  
 Kotak merah menunjukkan mutasi yang terjadi. Sumber: Trisnahadi, 2018.  

Konfirmasi lebih lanjut terkait peran D7 dalam katalisis dipelajari dengan 
melihat aktivitas Paed-d-D7A dalam klon rekombinan E. coli BL21 (DE3)/pET-
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paed-d-D7A menggunakan substrat MCA. Analisis dilakukan dengan 
membandingkan aktivitas Paed-d-D7A terhadap aktivitas Paed-d-WT pada 
kondisi yang sama. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa mutan Paed-d-
D7A mempunyai aktivitas tiga kali lebih rendah dibandingkan Paed-d-WT. 
Data ini mengkonfirmasi bahwa D7 mempunyai peran penting dalam 
mengkatalisis reaksi dehalogenasi yang dilakukan oleh haloasam 
dehalogenase dari P. aeruginosa ITB1. Hasil studi mutasi ini merupakan 
langkah awal untuk memodifikasi haloasam dehalogenase dengan berbagai 
karakteristik yang diharapkan, terutama untuk meningkatkan efisiensi 
katalisis dan meningkatkan ketahanan enzim agar dapat digunakan dalam 
berbagai kondisi lingkungan. 

3.4 Pseudomonas putida 

Pseudomonas putida merupakan bakteri dengan karakteristik serupa dengan 
genus Pseudomonas lainnya, yakni merupakan suatu bakteri Gram-negatif 
yang memiliki bentuk basil dan dapat ditemukan di berbagai ceruk 
lingkungan (Peter et al., 2017). Berbagai strain P. putida banyak berperan 
sebagai rhizosfer dan inhabitan air jernih, terutama untuk melakukan 
metabolisme terhadap berbagai senyawa biogenik dan xenobiotik (Udaondo 
et al., 2013). Berbeda dengan P. aeruginosa yang merupakan patogen 
opurtunistik, P. putida sangat jarang menyebabkan penyakit pada manusia 
sehingga P. putida banyak digunakan dalam bioremediasi. Beberapa studi 
telah melaporkan bahwa beberapa strain P. putida dapat dimanfaatkan 
sebagai inokulan untuk meremediasi tanah yang terkontaminasi naftalena 
(Gomes et al., 2005). Berbagai strain P. putida juga memiliki potensi untuk 
digunakan sebagai antagonis fungi, antara lain terhadap Phythium 
aphanidermatum dan Fusarium oxysporum f. sp. cucurbitacearum pada tanaman 
lettuce dan mentimun (Amer dan Utkhede, 2000) serta Fusarium oxysporum f. 
sp. radicis-lycopersici pada tanaman tomat (Validov et al., 2007). Selain itu, P. 
putida juga merupakan bakteri yang dapat dikembangkan untuk membuat 
superbug, suatu bakteri yang memiliki resistensi tinggi terhadap berbagai jenis 
antibiotik dan xenobiotik, untuk digunakan dalam bioremediasi dan restorasi 
tanah yang terkontaminasi oleh zat-zat pencemar tertentu (Rebello et al., 
2021). 

Dalam eksperimen secara komputasi, upaya pencarian gen haloasam 
dehalogenase dilakukan dengan model P. putida KT2440. Bakteri ini 
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merupakan mutan dari P. putida mt-2 yang kehilangan plasmid TOL pWW0, 
suatu plasmid yang membawa gen-gen pendegradasi senyawa aromatik 
(Martinez-Garcia et al., 2014). P. putida KT2440 sering dimanfaatkan sebagai 
sel inang dalam kloning dan urutan nukleotida genomnya telah berhasil 
ditentukan secara lengkap (Nelson et al., 2002). Sebagian besar gen dalam 
kromosom P. putida KT2440 telah berhasil diidentifikasi, baik struktur 
maupun fungsinya, namun masih dijumpai banyak protein putatif dan protein 
tanpa fungsi yang belum dipelajari.  

Haloasam dehalogenase dalam P. putida merupakan sistem tandem yang 
mendegradasi 2-kloroalkohol. Proses degradasi ini telah diamati pada P. 
putida US2 (Strotmann et al., 1990). Degradasi dimulai dengan oksidasi 2-
kloroalkohol menjadi 2-kloroaldehid dan asam 2-kloroalkanoat, kemudian 
dilanjutkan oleh haloasam dehalogenase untuk membentuk asam glikolat 
(dari substrat kloroasetat) atau asam D-laktat (dari substrat asam L-
kloropropanoat). Beberapa bakteri mampu menggunakan senyawa haloasam 
sebagai substrat karena memiliki transpoter untuk haloasam. P. putida KT2440 
memiliki gen yang mengekspresikan alkohol dihidrogenase dan aldehid 
dehidrogenase, sehingga memungkinkan terjadinya sistem tandem untuk 
menggunakan substrat haloasam. Studi keberadaan transporter haloasam 
pada P. putida perlu dipelajari untuk mengetahui kemampuan absorbsi 
senyawa haloasam dari lingkungan secara langsung. Fakta ini 
mengindikasikan bahwa P. putida sangat potensial untuk digunakan dalam 
bioremediasi senyawa haloasam. Oleh sebab itu, studi komputasi untuk 
mencari gen haloasam dehalogenase dari P. putida perlu dilakukan dan 
sebagai langkah awal dilakukan studi komputasi untuk mencari kandidat gen 
haloasam dehalogenasi dari genom P. putida KT2440. 

Penelusuran daerah lestari dan pemodelan L-2-haloasam 
dehalogenase dalam Pseudomonas putida KT2440 

Penelusuran gen pengkode haloasam dehalogenase dari P. putida KT2440 
dilakukan menggunakan data yang tersedia di GenBank NCBI. Penelusuran 
awal dilakukan untuk mencari daerah lestari pada protein L-2-haloasam 
dehalogenase (HAD) dengan cara menyejajarkan urutan asam amino HAD 
dari beberapa genus bakteri yang secara intensif telah dipelajari 
kemampuannya dalam menghasilkan HAD, yakni Rhodobacteraceae, P. 
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aeruginosa, Pseudomonas sp. strain YL, Bulhkorderia cepacia, Ralstonia 
solanacearum, Sulfolobus tokodaii, dan Xanthobacter autotrophicus.  

Analisis penyejajaran menunjukkan adanya beberapa asam amino lestari 
yang diduga berperan dalam proses hidrolisis, antara lain Asp10, Thr14, 
Arg41, Ser118, Lys151, dan Asp180. Asam aspartat diketahui merupakan 
nukleofil dalam sebagian besar HAD, meskipun posisinya dalam molekul 
dapat berbeda. Dalam analisis ini, tidak ditemukan adanya motif tertentu yang 
membentuk struktur sekunder khas bagi grup hidrolase. Berdasarkan hal ini, 
maka penelusuran gen putatif HAD dalam kromosom P. putida KT2440 
dilakukan menggunakan CD-search untuk mendapatkan beberapa gen putatif 
yang menghasilkan protein dengan panjang yang serupa dengan grup 
hidrolase HAD. Analisis ini menghasilkan lima molekul protein serupa HAD, 
yang kemudian disebut sebagai HAD1, HAD2, HAD3, HAD4, dan HAD5. 

Kelima protein HAD yang diperoleh dari hasil penelusuran ini kemudian 
dimodelkan menggunakan I-TASSER dengan templat struktur tiga-dimensi L-
2-haloasam dehalogenase yang terdapat pada basis data (Uniprot). Hal ini 
dilakukan dengan mempertimbangkan kemiripan struktur dan tingkat energi 
terbaik, dinyatakan sebagai nilai skor-C yang positif. Proses ini menghasilkan 
beberapa model untuk setiap protein HAD. Nilai skor-C untuk masing-masing 
model ditunjukkan pada Tabel 8. Dapat dilihat bahwa model 1 untuk HAD3 
(selanjutnya disebut sebagai HAD3), HAD4, dan HAD5 memiliki nilai skor-C 
yang tinggi. Di lain pihak, semua model untuk HAD1 dan HAD2 memiliki skor-
C yang rendah sehingga kedua model ini dieleminasi. 

Tabel 8 Nilai skor-C hasil pemodelan HAD menggunakan I-TASSER 

Protein Model Skor-C Protein Model Skor-C Protein Model Skor-C 

HAD1 Model 1 -0,20 HAD2 Model 1  0,3 HAD3 Model 1  1,02 

 Model 2 -1,94  Model 2 -1,65  Model 2 -1,73 

 Model 3 -1,65  Model 3 -1,83  Model 3 -3,60 

 Model 4 -2,70  Model 4  0,18 HAD4 Model 1  1,40 

 Model 5 -2,50  Model 5 -2,56 HAD5 Model 1  1,30 

Disarikan dari: Kelvin, 2021. 

Analisis lebih lanjut terhadap HAD3, HAD4, dan HAD5 dilakukan 
menggunakan Tm-align, dilanjutkan dengan COACH, dan COFACTOR untuk 
mencari kekerabatan protein yang paling tinggi berdasarkan kesamaan 
struktur. Hasil analisis ini mengindikasikan bahwa HAD4 tidak memiliki 
kedekatan dengan L-2-HAD. Oleh sebab itu, analisis residu katalitik 
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menggunakan COFACTOR dan COACH hanya dilakukan untuk HAD3 dan 
HAD5. 

Analisis COFACTOR dan COACH terhadap HAD3 dan HAD5 memberikan 
gambaran tentang residu-residu katalitik yang serupa dengan protein 
fungsional yang terdapat dalam RSCB Protein Data Bank (RSCB PDB). Analisis 
ini memberikan informasi mengenai kedekatan struktur HAD dengan protein 
yang memiliki nomor EC 3.8.1.2 (grup haloasam dehalogenase), 
mengindikasikan bahwa HAD3 dan HAD5 merupakan kandidat haloasam 
dehalogenase milik P. putida KT2440.  

Hasil analisis secara keseluruhan mengindikasikan bahwa HAD3 memiliki 
kemiripan yang lebih baik dengan grup haloasam dehalogenase, karena 
proteinnya memiliki kemiripan yang tinggi dengan L-haloasam dehalogenase 
dari 3 bakteri lain, yakni Pseudomonas sp. YL, Bulhkoderia cepacia, dan 
Xanthobacter autotrophicus. Sementara itu, HAD5 hanya mirip dengan 
haloasam dehalogenase dari satu bakteri, yaitu L-2-HAD dari Pseudomonas sp. 
YL, namun memiliki nilai skor-C dan identitas yang lebih tinggi dibandingkan 
HAD3. Nilai skor-C dan identitas yang tinggi mengindikasikan bahwa prediksi 
fungsi protein adalah lebih tepat. Oleh sebab itu, analisis lanjutan terhadap 
motif HAD3 dan HAD5 kemudian dilakukan dengan penyejajaran residu-
residu asam aminonya untuk mendapatkan satu kandidat haloasam 
dehalogenase dari P. putida KT2440 yang paling baik. 

Analisis motif protein HAD3 dan HAD5 

Penyejajaran motif protein HAD3 dan HAD5 dilakukan menggunakan templat 
L-haloasam dehalogenase dari Pseudomonas sp. YL dengan PDB ID 1JUD, 
untuk memastikan bahwa kedua protein merupakan kelompok L-2-HAD. 
Ketiga protein ini memiliki residu katalitik yang konservatif dengan L-2-HAD 
pada umumnya. Residu-residu tersebut adalah Asp10, Thr14, Lys151, 
Asn/His177, dan Asp180 (penomoran relatif terhadap Pseudomonas sp. YL). 
Penyejajaran struktur selanjutnya dilakukan menggunakan COFACTOR untuk 
mendapatkan gambaran terkait posisi residu-residu katalitik yang dimiliki 
oleh HAD3 dan HAD5, dan hasilnya ditunjukkan pada Gambar 31. 

Analisis hasil penyejajaran struktur ini mengindikasikan bahwa HAD3 dan 
HAD5 tidak memiliki perbedaan yang signifikan terhadap model L-2-HAD dari 
Pseudomonas sp. YL. Analisis secara lebih detail terhadap residu katalitik 
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dalam sisi aktif enzim juga menunjukkan hal serupa. Residu-residu katalitik 
tersebut terlihat saling berimpit. Fakta ini mengindikasikan bahwa HAD3 dan 
HAD5 kemungkinan memiliki fungsi katalisis yang serupa dengan L-HAD dari 
Pseudomonas sp. YL. Aspek ini dipelajari lebih lanjut melalui studi doking dan 
dinamika molekul menggunakan asam L-haloalkanot sebagai substrat. 

 
Gambar 31 Penyejajaran struktur HAD3 dan HAD5 dengan 1JUD (L-haloasam dehalogenase  

 dari Pseudomonas sp. YL). Sumber: Kelvin, 2021. 

Studi doking dan dinamika molekul menggunakan substrat asam 

khloroalkanoat terhadap HAD3 dan HAD5 

Studi doking molekul dilakukan dengan program Autodock VINA (Eberhardt et 
al., 2021) untuk menganalisis kemampuan HAD3 dan HAD5 dalam mengikat 
substrat. Substrat yang dipilih untuk simulasi adalah D2CP dan L2CP, dengan 
MCA sebagi kontrol positif dan kloropirifos (CLP) sebagai kontrol negatif. 
Hasil simulasi dinyatakan sebagai skor doking, ditunjukkan pada Tabel 9. 

Hasil analisis doking molekul ini menunjukkan bahwa protein HAD3 dan 
HAD5 memiliki potensi untuk mengikat beberapa substrat asam haloalkanot 
massa molekul rendah, namun jelas tidak mampu mengikat CLP. Dalam hal 
ini, HAD5 terlihat lebih sulit mengikat substrat dibandingkan HAD3. Analisis 
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LigPlot+ terhadap HAD3 mengidikasikan peran residu Arg94 untuk 
membentuk ikatan hidrogen dan menstabilkan posisi substrat pada sisi 
katalitik enzim. Penstabilan ini mendukung reaksi hidrolisis pada proses 
dehalogenasi. Di lain pihak, HAD5 tidak memiliki residu Arg di daerah sisi 
aktif, namun terlihat adanya pengaruh Asp9 dalam menstabilkan interaksi 
hidrogen antara substrat dengan residu Asn29 dan Gly130. Residu Thr128 dan 
Lys156 tidak berinteraksi dengan Asp9 dan diperkirakan berperan sebagai 
pengganti kekosongan Arg sebagai penstabil posisi substrat. HAD5 terlihat 
memiliki interaksi hidrogen yang lebih banyak dan lebih kompleks 
dibandingkan dengan HAD3. Hal ini juga didukung dengan nilai skor doking 
yang lebih negatif untuk HAD5.  

Tabel 9 Hasil doking beberapa substrat asam khloroalkanoat terhadap HAD3 dan HAD5 
No. Substrat Kode Protein Skor doking 

1. asam 2-khloroasetat MCA HAD3 -2.30 

2. khloropirifos CLP HAD3 +66.2 

3. asam D-2-khloropropanoat D2CP HAD3 -2.20 

4. asam L-2-khloropropanoat L2CP HAD3 -2.20 

5. asam-3-khloropropanoat 3CPr HAD3 -2.60 

6. asam 2-khloroasetat MCA HAD5 -3.40 

7. khloropirifos CLP HAD5 +8.10 

8. asam D-2-khloropropanoat D2CP HAD5 -3.80 

9. asam L-2-khloropropanoat L2CP HAD5 -3.90 

10. asam-3-khloropropanoat 3CPr HAD5 -3.90 

Disarikan dari: Kelvin, 2021. 

Analisis lebih lanjut dilakukan dengan melakukan studi dinamika molekul 
untuk mengamati kestabilan dan kemampuan enzim dalam mempertahankan 
posisi substrat pada sisi aktifnya. Kestabilan protein diamati dari perubahan 
nilai RMSD antara protein dan ligan pada t = 0. Sedangkan aspek kemampuan 
protein dalam mengikat substrat diamati melalui fluktuasi jarak antara residu 
katalitik yang melakukan serangan nukleofilik, yaitu Asp12 pada HAD3 dan 
Asp9 pada HAD5 selama 40 ns waktu simulasi  

Hasil simulasi dinamika molekul pada HAD3 dengan berbagai substrat 
menunjukkan nilai rata-rata fluktuasi RMSD lebih dari 5 Å sehingga 
dinyatakan tidak mengalami perubahan struktur yang berarti selama simulasi 
40 ns. Selain itu, pengukuran jarak antara Asp12 dengan Cα pada semua 
substrat menunjukkan nilai >10 Å, mengindikasikan bahwa HAD3 tidak 
memiliki kemampuan untuk mengikat substrat selama 40 ns. 
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Hasil yang cukup signifikan diperoleh pada HAD5. Analisis hasil simulasi 
selama 40 ns menunjukkan tidak adanya perubahan struktur berdasarkan 
RMSD yang tetap berada di nilai <5 Å. Selain itu, kestabilan protein yang tinggi 
juga teramati selama simulasi 40 ns dalam pelarut air. Hasil pengukuran jarak 
antara atom oksigen dalam Asp9 dengan atom Cα pada substrat MCA 
menunjukkan adanya kestabilan protein yang tinggi selama waktu simulasi 40 
ns.  

Berdasarkan semua analisis ini dapat disimpulkan bahwa hanya HAD5 
yang memiliki potensi sebagai L-2-haloasam dehalogenase dari P. putida 
KT2440. Hasil analisis ini memberikan arahan pada percobaan lanjutan di 
laboratorium untuk mengisolasi dan mempelajari gen dan protein haloasam 
dehalogenase dari P. putida KT2440. Pendekatan serupa tentunya juga bisa 
dilakukan untuk strain P. putida lainnya. 
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4 PENUTUP  

Uraian singkat yang disampaikan dalam buku orasi ilmiah ini memberikan 
gambaran bahwa Indonesia sangat kaya dengan keanekaragaman hayati yang 
harus terus dieksplorasi untuk meningkatkan pengetahuan anak bangsa dan 
menunjang kemajuan bangsa secara menyeluruh. Indonesia sangat kaya 
dengan berbagai jenis mikroorganisme yang memiliki potensi besar untuk 
digunakan dalam bioremediasi, untuk mengimbangi berbagai polusi yang 
terus meningkat dari tahun ke tahun. Bioremediasi perlu digalakkan di 
masyarakat dan di berbagai industri agar limbah industri yang dibuang ke 
lingkungan tidak lagi mengandung berbagai polutan yang berbahaya bagi 
kesehatan manusia dan makhluk hidup di sekitarnya. 

Dalam kaitannya dengan polutan organohalogen, maka mikroorganisme 
yang menghasilkan dehalogenase mempunyai peran dan potensi besar untuk 
dimanfaatkan dalam bioremediasi. Efektivitas dan kemampuan dehalogenasi 
mikroorganisme dapat ditingkatkan melalui bioteknologi dan rekayasa 
genetika. Berbagai metode kimia, biokimia, bioteknologi, dan rekayasa 
genetika, dapat diaplikasikan untuk mencapai tujuan tersebut. Eksplorasi 
haloasam dehalogenase dari beberapa bakteri endogenus Indonesia 
merupakan contoh yang dapat dipelajari oleh peserta didik, terutama terkait 
alur pemikiran dan strategi yang dapat diadopsi dalam mempelajari 
keterkaitan antara struktur dan fungsi suatu biomolekul, untuk mendapatkan 
sifat-sifat biomolekul yang unggul sesuai yang diinginkan. 

Buku ini telah menguraikan berbagai aspek, dari gen hingga protein, 
mulai dari isolasi gen, kloning dan sub-kloning, analisis klon rekombinan, 
hingga analisis ekspresi gen dan optimasinya, dengan menerapkan berbagai 
teknik dan metode yang sesuai. Upaya untuk melakukan modifikasi struktur 
protein melalui mutasi gen juga telah dilakukan. Studi komputasi tentunya 
sangat membantu, namun pembuktian lebih lanjut melalui eksperimen basah 
di laboratorium tetap diperlukan. Di masa depan, diharapkan lebih banyak 
ahli kimia, biokimia, dan bioteknologi yang memanfaatkan kekayaan dan 
biodiversitas Indonesia untuk memberikan sumbangsih yang signifikan bagi 
kemajuan bangsa dan ilmu pengetahuan, sejajar dengan negara-negara maju 
di dunia. 
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