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Abstract 

 This review article aims to summarize the procedures for limonene production through the modification of the 

pentose phosphate (PP) and methylerythritol 4-phosphate (MEP) biosynthetic pathways in the cyanobacterium 

Synechocystis sp. PCC 6803 to produce limonene. Limonene synthase (lims) obtained from C. limon and M. 

spicata plants was cloned and transformed into cyanobacteria to enhance limonene production. Experimental 

results showed that genes associated with the limonene biosynthesis pathway, including ribose 5-phosphate 

isomerase (rpi), ribulose 5-phosphate 3-epimerase (rpe), and geranyl diphosphate synthase (gpps), were 

successfully expressed in Synechocystis. This study demonstrates that Synechocystis sp. can be an efficient 

microbial system for limonene and other isoprene compound production, offering a more stable and 

environmentally friendly alternative than agricultural-based production. 
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Abstrak 

 Artikel review ini bertujuan untuk merangkum prosedur produksi limonene melalui modifikasi jalur biosintesis 

pentosa fosfat (PP) dan methylerythritol 4-phosphate (MEP) pada cyanobacterium  Synechocystis sp. PCC 6803 

untuk menghasilkan limonene. Limonene synthase (lims) diperoleh dari tanaman C. limon dan M. spicata 

dikloning serta ditransformasikan ke dalam cyanobacteria untuk meningkatkan produksi limonene. Hasil 

percobaan menunjukkan bahwa gen yang terkait dengan jalur biosintesis limonene, termasuk ribose 5-phosphate 

isomerase (rpi), ribulose 5-phosphate 3-epimerase (rpe), dan geranyl diphosphate synthase (gpps), berhasil 

diekspresikan pada cyanobacteria Synechocystis. Penelitian ini menunjukkan bahwa Synechocystis sp. dapat 

menjadi sistem mikroba yang efisien untuk produksi limonene dan senyawa isoprene lainnya, serta menawarkan 

alternatif yang lebih stabil dan ramah lingkungan dibandingkan dengan produksi berbasis pertanian. 

Kata Kunci: rekayasa metabolit, isoprene, limonene synthase, citrus, mikroba. 
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PENDAHULUAN 

Limonene merupakan produk esensial 

metabolit tumbuhan berupa senyawa aromatik 

yang sering dijumpai pada kulit buah 

kelompok genus Citrus, seperti pada jeruk atau 

lemon. Senyawa ini termasuk ke dalam 

kelompok metabolit terpenoid. Limonene 

merupakan senyawa metabolit tumbuhan 

berupa 10-C isoprene (monoterpene) dengan 

rumus molekul C10H16 (Burnham, 2017; 

Erasto & Viljoen, 2008; Shahbazi & Shavisi, 

2021). Limonene dapat dijumpai pada sekitar 

300 minyak esensial dari berbagai jenis 

tanaman, meliputi jeruk, lemon, mint, dan lain-

lain. Limonene ini memiliki dua konformer, 

yaitu R(+)-Limonene dan S(-)-Limonene 

(Gambar 1). Masing-masing jenis limonene 

tersebut memiliki karakteristik dan fungsi yang 

berbeda. (R)-Limonene memiliki karakteristik 

beraroma wangi (seperti pada jeruk) sedangkan 

(L)-Limonene memiliki aroma yang lebih 

menyengat (seperti pada lemon) (Burnham, 

2017; Ciriminna et al., 2014; Erasto & Viljoen, 

2008; Jongedijk et al., 2016; Lin et al., 2017).  

 

Gambar 1 Stereoisomer Limonene:  R-(+) limonene (A) dan S-(–) limonene (B) (Ciriminna et al., 

2014) 

Limonene umumnya bisa didapatkan sebagai 

produk hasil dari cold-process jus buah jeruk 

(sitrus), meliputi pemisahan sentrifugal dan 

destilasi uap (Ciriminna et al., 2014). 

Kandungan limonene dalam jeruk dapat 

mencapai hingga 98% (Jongedijk et al., 2016; 

Muraleedharan et al., 2021; Soković et al., 

2010; Tranchida et al., 2013). Persentase 

kandungan limonene dapat berbeda pada 

berbagai bagian tumbuhan. Pada bagian bunga 

- gynoecium, buah - epikarp, dan daun muda, 

kandungan limonene ini dapat mencapai 

sekitar 65%. Seiring dengan 

perkembangannya, persentase kandungan 

limonene pada daun dewasa dapat berkurang 

setengahnya sekitar 30%. Sementara itu, 

kandungan limonene pada bunga kuncup 

awalnya sekitar 38.9% akan naik menjadi 

sekitar 44.3% ketika bunga tersebut mekar. 

Hal ini umumnya ditujukan untuk dapat 

menarik polinator (Erasto & Viljoen, 2008; 

Flamini et al., 2007).  

Senyawa limonene sering dimanfaatkan dalam 

berbagai bidang industri, seperti sebagai 

pewangi, perasa, antimikroba, anti-serangga, 

obat, biofuel hingga dimanfaatkan sebagai 

bahan biomaterial. Umumnya, limonene 

digunakan sebagai perasa seperti pada 

minuman, permen, hingga dalam produk 

pewangi bahan rumah tangga seperti produk 

pembersih dan parfum. Sebagai bahan baku 

tersebut, limonene memiliki nilai jual yang 

cukup tinggi. Limonene juga dapat 

dimanfaatkan sebagai pelarut pengganti 

benzena, toluen, ethylbenzene, atau xylene. 

Saat ini, limonene diketahui dapat 

dimanfaatkan untuk produksi minyak dan gas 

serta sebagai bahan bakar jet. Untuk bahan 

baku tersebut, limonene dibutuhkan dalam 

jumlah yang banyak (Behrendorff et al., 2013; 

Chuck et al., 2014; Ciriminna et al., 2014; 

Erasto & Viljoen, 2008; Lin et al., 2017; Tracy 

et al., 2009; Shahbazi & Shavisi, 2021). 

Untuk dapat meningkatkan produksi limonene 

agar dapat memenuhi target pasar, perlu 

dilakukan produksi melalui rekayasa metabolit, 

salah satu metode yang sudah umum 

digunakan adalah melalui teknik transformasi 

menggunakan mikroba. Rekayasa metabolit 

menggunakan mikroba ini bertujuan untuk 

mengkonversi bahan dasar seperti glukosa dan 

gliserol untuk dikonversikan menjadi limonene 

dalam skala yang besar tanpa harus bergantung 

pada industri/pertanian jeruk (Jongedijk et al., 

2016). Pemanfaatan produksi limonene 

menggunakan mikroba ini juga bertujuan 
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untuk menghindari fluktuatifnya produksi 

jeruk melalui pertanian akibat terjadinya 

penyakit yang tidak diinginkan, salah satunya 

penyakit yang disebabkan oleh bakteri 

Huanglongbing (HLB) yang pernah terjadi 

pada produk impor dari Brazil dan USA 

(Hodges & Spreen, 2012; Jongedijk et al., 

2016).  

Beberapa penelitian sudah dilakukan pada 

beberapa jenis mikroba, di antaranya dengan 

menggunakan bakteri Escherichia coli 

(Alonso-Gutierrez et al., 2013; Jongedijk et 

al., 2016; Khanijou et al., 2024). Penelitian 

lain juga menunjukkan bahwa peningkatan 

produksi limonene ini dapat dilakukan pada 

eukariot mikroskopis, yaitu ragi 

Saccharomyces cerevisiae (Behrendorff et al., 

2013; Jongedijk et al., 2016; Kong et al., 2023; 

Zhang et al., 2021). Beberapa penelitian lain 

menunjukkan bahwa cyanobacteria juga dapat 

digunakan dalam rekayasa metabolit limonene 

ini (Angermayr et al., 2015; Jongedijk et al., 

2016; Lin et al., 2017).  

Pada umumnya, cyanobacteria diketahui 

menjadi salah satu sistem yang sering 

digunakan untuk memproduksi metabolit 

tertentu, termasuk salah satunya adalah 

kelompok isoprene (Bentley & Melis, 2012; 

Bentley et al., 2014; Davies et al., 2014; 

Lindberg et al., 2010). Cyanobacteria ini 

sering digunakan untuk merekayasa metabolit 

karena kemampuannya untuk melakukan 

fotosintesis dan dapat mengarahkan karbon 

dari tempat penampungan menuju jalur 

biosintesis protein dan glikogen. Kedua jalur 

biosintesis ini merupakan dua jalur utama yang 

berperan penting dalam produksi terpenoid 

pada cyanobacteria (Davies et al., 2014). 

Untuk itu, dalam review ini akan dijelaskan 

bagaimana cyanobacteria yang merupakan 

organisme fotosintetik dapat digunakan untuk 

merekayasa metabolit sekunder tumbuhan 

kelompok isoprene, salah satunya limonene, 

agar didapatkan produksi yang tinggi tanpa 

bergantung pada produksi buah kelompok 

Citrus ataupun tanaman lain penghasil 

limonene. Pemanfaatan organisme fotosintetik 

cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803 

ini diharapkan dapat meningkatkan produksi 

limonene dan senyawa isoprene lain yang 

bernilai jual tinggi (Lin et al., 2017). 

METODE 

Rekayasa genetik (manipulasi DNA, 

konstruksi dan transformasi) 

Limonene dapat diproduksi dengan adanya 

limonene synthase (lims). Limonene synthase 

(lims) didapatkan dari tanaman lemon (Citrus 

limon) dan spearmint (Mentha spicata). 

Koding sekuens untuk lims dari kedua 

tanaman tersebut dioptimasi untuk 

Synechocystis 6803 dan disintesis 

menggunakan IDT (Integrated DNA 

Technology). Lims hasil isolasi dikloning pada 

plasmid pCC5.2 neutral-site menggunakan 

promoter trc1O, kemudian ditransformasikan 

ke dalam E. coli melalui Gibson assembly 

(Gambar 2) sebelum diintroduksikan pada 

cyanobacterium Synechocystis. Fragmen hasil 

kloning melalui Gibson assembly kemudian 

diamplifikasi menggunakan PCR. Hasil 

amplifikasi dipurifikasi melalui elektroforesis 

DNA dan DNA linear yang didapatkan 

kemudian ditransformasikan pada 

cyanobacterium Synechocystis sp. 6803. Mutan 

hasil segregasi kemudian disubkultur pada 

medium BG-11 dengan antibiotik berupa 

2μg/mL kanamycin dan 5μg/mL 

spectinomycin (Lin et al., 2017). 

 

Gambar 2 Gibson Assembly untuk kloning lims  (Lin et al., 2017) 
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Keterangan:  

Ptrc1O = trc1O promoter;  

NS = neutral site;  

Ter = terminator;  

KmR = kanamycin resistance 

Produksi limonene pada cyanobacteria 

Produksi limonene dilakukan dengan 

menginokulasikan Synechocystis 6803 yang 

telah ditransformasikan lims, rpi, rpe, dan gpps 

pada medium BG-11 dengan antibiotik berupa 

10μg/mL kanamycin dan 4μg/mL 

spectinomycin hingga fase pertengahan log 

pada kondisi lingkungan 30°C dan dengan 

pemberian cahaya putih (50 μmol photons 

m−2s−1). Sel yang telah diinkubasi kemudian 

disentrifugasi pada 7000 g dan dicuci 

menggunakan medium BG untuk 

menghilangkan antibiotik pada medium awal. 

Produksi limonene didapatkan ketika OD730 

mencapai 0.34 (~0.5 g/L dari biomassa). 

Sebanyak 50 mL kultur sel tersebut kemudian 

ditumbuhkan kembali pada erlenmeyer 250 

mL pada suhu 30°C dan pemberian sinar putih 

(130 μmol foton m−2s−1) secara 

berkelanjutan. Lakukan penambahan 10% 

(v/v) dodecane untuk mengurangi potensi 

terjadinya penguapan limonene, mengingat 

limonene bersifat sangat volatil (Lin et al., 

2017). 

Produksi limonene pada cyanobacteria 

Produksi limonene diuji pada hari ke-7 setelah 

inkubasi. Sampel limonene dipreparasi dengan 

melarutkannya dalam 10 μL dodecane dan 990 

μL etil asetat. Analisis dilakukan 

menggunakan gas chromatography (Hewlett-

Packard model 7890 A, Agilent Technologies, 

CA, USA). Limonene dikuantifikasi 

menggunakan standar (R)-limonene  (Lin et 

al., 2017). 

Produksi limonene pada cyanobacteria 

Pemodelan komputasional Synechocystis 6803 

dilakukan melalui iSyn731 metabolic model 

dengan menggunakan algoritma OptForce (Lin 

et al., 2017). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Produksi limonene dari lims C. limon dan 

M. spicata 

Pada dasarnya lims ini tidak hanya 

memproduksi limonene namun juga senyawa 

monoterpen lain seperti α-pinene and acyclic 

mycene. Lims yang digunakan untuk kloning 

harus memiliki kemurnian yang tinggi. Untuk 

itu, percobaan produksi limonene ini 

menggunakan lims dari tanaman C. limon dan 

M. spicata (Behrendorff et al., 2013; Lin et al., 

2017). Hasil percobaan menunjukkan bahwa 

ekspresi enhanced yellow fluorescent protein 

(EYFP) pada plasmid pCC5.2 meningkat 

sebanyak 8-14 kali dari ekspresi pada 

kromosom (Lin et al., 2017).  

Saat lims dikloning pada plasmid dan 

ditransformasikan ke dalam E. coli, terjadi 

mutasi acak pada inang E. coli tersebut, 

diperkirakan karena limonene ini merupakan 

senyawa yang toksik bagi E. coli. Untuk itu, 

saat akan diintroduksikan pada Synechocystis 

6803, kloning E. coli dilakukan melalui 

Gibson assembly. Limonene hasil ekspresi lims 

dari M. spicata memiliki hasil dua kali lebih 

tinggi daripada ekspresi lims dari C. limon. Hal 

ini diperkirakan karena lims dari M. spicata 

memiliki aktivitas katalitik lebih tinggi pada 

Synechocystis 6803 (Gambar 3) (Lin et al., 

2017).  
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Gambar 3 Hasil kloning lims dari C. limon dan M. spicata (Lin et al., 2017) 

Pemodelan produksi limonene pada Synechocystis 6803 

Hasil pemodelan komputasional Synechocystis 6803 melalui iSyn731 metabolic model dengan 

menggunakan algoritma OptForce menghasilkan 31 reaksi yang terjadi dan diuji fluks 

fotoautotrofiknya (Gambar 4). Dalam pemodelan ini dimasukkan juga hubungan antara Calvin Benson 

Cycle (CBC) / jalur PP dan jalur MEP. OPtForce memprediksikan up-regulasi dari dua gen pada jalur 

PP, yaitu ribose 5-phosphate isomerase (rpi) dan ribulose 5-phosphate 3-epimerase (rpe) untuk 

meningkatkan produksi limonene tersebut. Limonene merupakan isoprene C10 yang berasal dari 

geranyl diphosphate (GPP). Untuk itu, prediksi peningkatan limonene menggunakan OptForce geranyl 

diphosphate synthase (gpps) dari Abies grandis juga diekspresikan pada jalur biosintesis untuk 

optimasi produksi limonene ini (Lin et al., 2017). 

 

Gambar 4 Hasil pemodelan komputasional Synechocystis 6803 melalui iSyn731 metabolic model (Lin 

et al., 2017) 

Pemodelan produksi limonene pada 

Synechocystis 6803 

Studi awal mengenai penelitian dengan 

menggunakan Synechocystis 6803 

menunjukkan bahwa produksi isoprene 

distimulasi oleh senyawa pada jalur Pentosa 

Fosfat (PP) dan bukan substrat dari jalur  

methylerythritol 4-phosphate (MEP). 

Biosintesis isoprene meningkat secara 

signifikan dengan menambahkan xylulose 5-

phosphate (X5P) pada jalur PP, sedangkan 

penambahan G3P, pyruvate, dan MEP pada 

jalur MEP tidak menunjukkan peningkatan 

produksi isoprene. Hal ini menunjukkan bahwa 

jalur PP memiliki keterkaitan yang cukup 

tinggi dengan produksi isoprene (Ershov et al., 

2002). Namun saat ini, diketahui produksi 

limonene pada Synechocystis sp. PCC 6803 

menunjukkan hasil yang cukup tinggi ketika 

dilakukan penambahan enzim dari jalur MEP 

(Jongedijk et al., 2016; Kiyota et al., 2014). 

Cyanobacteria saat ini diketahui menggunakan 

jalur MEP untuk memproduksi isopentenyl 

pyrophosphate (IPP) dan dimethylallyl 

pyrophosphate (DMAPP) yang merupakan 

bahan baku yang digunakan dalam biosintesis 

isoprenoid. IPP dan DMAPP merupakan 

molekul yang terdapat pada akhir jalur MEP 

dan akan mengalami kondensasi hingga 

menghasilkan substrat difosfat yang kemudian 

akan dikonversi menjadi isoprenoid dengan 
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bantuan isoprenoid synthase. Untuk 

meningkatkan produksi isoprenoid, perlu 

dilakukan penambahan jumlah kedua senyawa 

bahan baku tersebut dengan cara meningkatkan 

fluks karbon menuju jalur MEP (Lin et al., 

2017).  

Gen yang terlibat dalam jalur MEP dan PP 

pada dasarnya dapat diover-ekspresikan pada 

Synechocystis 6803. Galur rekombinan 

menunjukkan peningkatan limonene sebesar 

1.4 kali dengan konsentrasi 1 mg/L setelah 30 

hari kultivasi (Kiyota et al., 2014). Beberapa 

penelitian untuk meningkatkan fluks karbon ini 

sudah dilakukan pada organisme lain selain 

cyanobacteria, yaitu pada Anabaena sp. PCC 

7120 (Halfmann et al., 2014; Jahandideh et al., 

2017; Johnson et al., 2016; Lin et al., 2017). 

Hasil menunjukkan bahwa produksi limonene 

meningkat 6.8 kali dalam 12 hari, namun 

konsentrasi akhirnya hanya mencapai sekitar 

0.5 mg/L. Untuk itu dalam penelitian ini 

digunakan cyanobacteria sebagai mesin 

produksinya. Hasil akhir menunjukkan galur 

rekombinan dapat meningkatkan produksi 

limonene hingga 2.3 kalinya dengan 

konsentrasi 6.7 mg/L dalam waktu 7 hari. 

Rekayasa metabolit sekunder ini digunakan 

untuk menguji fisibilitas produksi limonene 

pada Synechocystis 6803 dan dapat 

diaplikasikan pada produksi fototropik dari 

isoprene lainnya (Halfmann et al., 2014; Lin et 

al., 2017). 

SIMPULAN DAN SARAN 

Produksi limonene melalui rekayasa metabolit 

menggunakan cyanobacterium Synechocystis 

sp. PCC 6803 menunjukkan potensi yang 

menjanjikan untuk meningkatkan hasil 

produksi limonene secara efisien dan 

berkelanjutan. Cyanobacterium Synechocystis 

sp. dapat diprogram secara genetik untuk 

meningkatkan produksi limonene dengan 

mengkloning penghasil limonene, yaitu 

limonene synthase (lims) dari tanaman dengan 

kemurnian limonene yang tinggi seperti C. 

limon dan M. spicata. Pemanfaatan 

cyanobacteria untuk produksi limonene 

melalui rekayasa metabolit membuka peluang 

baru dalam produksi senyawa metabolit yang 

lebih efisien dalam skala besar.  
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