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Abstract

A fed-barch fermentation techniqus on Diesynthesis of a hiodegradable plastic polv(3-hydroxyburyrate).
P(3HB) using & mineral-media with palm oil as 2 single carbon source hy Erwinin sp, USMI-20 has been
cnrried out, Fermentation was conducted  on @ rotary shaker incubator under aerobic condition 1 pH 7.0,
incubation temperature of 30 °C, and agitation rate of 200 mm for a6 hours. A single feeding of 1.6 2]
palm oil was used at 30 hour cultivation. The charasterization of the pelymer production was based on cell

grenvth, polymer content and polymer concentration.

From this study, the maximum level ol producing

PI3HRY was a1 66 hour eultivation with polymer content of 63 % kb, polymer concentration of 3.53 wl,

and the dried cell waight of 5.6 g/

Foeywards Fed-batch, polv 3-hydrosybutyrael, hindegradable plastic, palo ol and  Ersdiea sp, UEMI-ZD

Pendahulaan

Diperkirakan schanyak 25 Juta ton limbah plastik
sintetis di buang ke lingkungen setiap tabun (Les,
1005y, Di Ameriks Serikat dan Jepang dilaporzan
hatawa lebih dari 30 % dari total sampah yang
dihasilkan setiap hari adalah berupa limbah plastik
sehingga  hanyak  menimbulkan  kerusakan
lingkungan.

Dewnsa ini herhagai penelitian telah dilakukan
untuk menghasilkan plastik yangTramah lingkengan
atauy mudah terueai, Salah satw cara vang banyak
diteliti adalsh teknik fermentasi menggunakan
hakteri penghasil biopolimer poli{3-hidroksialkenoal].
FIHA) (Page, 1993). Diketabui bahwa bakteri
tertentu menghasilkan PQIRA) di dalam selnva yang
berfunpsi  sebagai cadangan makenan dan energi
pitda kandisi lingkungan  yang  kurang
menpuntungkan, misalnya: kekurangan nitrogen
dan fosfar {Anderson and Dawes, [990).
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Biopalimer yang dihasilkan aleh hakieri 1ersebus,
dapat dickstrak keluar dari selnya dan diproses lebih
lanjut sesuni dengan keperluan yang diinginkamn.
Pali{3-hidroksibutirat), P{3HD) adalal satu dan
kelompok P(3IHA) yung paling banyak diteliti dan
dihasilken oleh berbagai mikroorganisma,  Hal ini
disebzbkan oleh karena P{IHBY} mempunyzi sifat
mudah terurai dan memiki sifat fisika dan Kimi
vane hampir sama dengan polimer sintetis {Akmal
of al, 1998 19980),

Pada twlisan ini dilaporkan penggunaan Leknix
suapan sckelampok (fed Bateh), untuk menghasilkan
polimer P{AHB) dari bahan dasar minyak kelapa
sawit menggunakan bakteri Erwinia sp. SN2
Pengeunaan minvak kelopa sawil lebih meng-
untengkan dibandingkan sumber lainnya, karenz
harganya yvang relatif murah dan kandungas asam
lemaknya vang besar sangal potensinl digunakan
sehagai sumber karbon pada fermentasi PLHE)
iAkmal et al, 19%8c). Sedangkan teknik pemherian
suapan (feeding) pada fermentasi bertujuan vnivk
memberikan sumher nutrien tambahan ke dalam
kultur fermentast yang sedang berjalan, agar nuirie
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tersedia  dalam jumlah ving  cukup  untuk
pertumbuehan sel dan pembentukan metabalitnya,

Metode Penelitian

Detiorer afeary andent

Bahan wang dipunakan di dalam penelitian ini
e lain; minyek kelaps sawit benapis, KH.PO,,
EGHPOS, (WH.) (HPOy, larutan MgS0, TH2O 0
M.  FeSO0L7HD, MnClTHLO, CoS0,.7H.0,
CaClz.2H:0, CuCh.2H.0,  En80.THO. asam
kloridn,  bmoting  asam pantelenal.  Uamin,
nikotinamed dan piridoksin.

Adat yang digunakan antara laine rotory shoker
mewbaior (B, Braun Certomat RE&H), fezer drior
(B. Braun FD-3305P), spetrofolometri  owivis
(Shimadzu), alat kromatografi gas {Perkin Elmer
Autosystem XL, alar wlirg cemrifuge (Sorvall RC-
3B), ravary vacum evaporator (Evela), mikroskop
elektran trasmisi {Philip CM-12/STEAM) dan alal
MME { Bruker),

Adikepeargamivigg

lsodot bakter: Srwdeda sp. USMI-20 diperalch dari
Laboratorium  Penelitian  Bioteknologi, Universiti
Sains Malaysia, Penang, Kamakteristik dan petensinya
dalam  menghasilkan P{3HB)  diwnjukken  pada
Tabel | {Majid er o, 1999)

Fooneelisd Fevmentasi

Ervieie sp. USMI-20 ditumbubkan dalam medium
mineral menggunakan minyak kelapa sawit sebapai
sumber katbon tunggal mengguhakan alal Rovary
Shaker ewbator seperti ditunjukkan pada Gambar
I Komposisi medivm mingral yang digunzkan
wnluk - satu liter air suling sebagai berikut: 3,7 g
KHaPCy 5.8 KGHPOy: B g (NHY) HPOS 10 mi
rweran MeSCL TH2O 01 M, | ml larutan unsur
mikro dan 2,5 ml larutan vitamin, Larotan onsus
mikro untuk satu liter air suling, teedici atas: 2,78 ¢
FeS0,THO; 1,98 ¢ MaCL7TH.O;, 281 g
L'n‘if_lq THJD'. L.aT B CELCI;-:H 11:';, 017 B
CoClh2H00 02% g ZnS0,7H.O dalam 1 liter
asam Klorwdn 0,1 M. Scdangkan komposisi larulan
vitamin dalam satu liter air suling adalah sebagai
berskut: bietin 0,012 g, asam pantotenat 24 g
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tiamin EFICI 2 g, nikotinamid 4.8 g dan piridoksin 20
£ {AKmal, er af, 1998h).

Fada awal pengkoltuzan, minyak kelapa sawii
diberikan 46 g/, kemudian setelzh 30 jam
diberikan svapan tungpal minyak kelapa sawit 4.6
g/l secara aseptik. Fermentasi dijalankan pada pH 7,
suhu inkubasi 30°C dan goncangan 200 rpm selama
06 jam. Setiap periode wakto 0, 4, &, 12, 1R, 24, 30,
36, 42, 34, 60 dan 66 jam seteleh penghultiran,
diambil ceplikan dari cairan fermeniasi sebanyak
LO0 ml, dipusingkan dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 15 menit, kemudian selnya  disejuk
keringhan {(frecze drptng) selame 24 jzm. Analisis
ving dilekukan terhadap cuplikan, meliputi; berai
kering sel, jumlal minyak kelapa sawii tentingaal,
Jumizh  nitrogen tertinggel, kandungan P{INREY
vang terbentuk dan berat sel residu. Kemudian
plastik vang terkandung didalam selnya dicksirak
keloar menggunakean kloroform dan diendapkan
dengan penamhbahan metznal,

Pravedur anelivis

Kandungan bioplastik P{IHB) di dalam sel bakieri
ditentukan  dengan  teknik  kromatografl  pas
menggunakan Kolom supelcowax (panfang 30 m
dengan diagmeter 0,32 mm), deteter FID [flame
icnisation detector), dan gas pembawa nitrogen.
Karakteristik  biopolimer  yang  dikasilkan
dikonfirmasi menggungkan 270 MHz 'H dan "0
MR dalam tetrametilsilan. Berat kering sel dari
crwiniar sp. USMI-20 ditentukan secara gravimetri
dengan cara penimbangan  berat kering selnya.
Jumlah nitrogen yang tertinggal di dalam medium
ditentekan dengan spekirofotometr sinar tampak
berdasarkan kaedah reiksi Berthelot (Lee and Yoo,
1994}, Jumlah minyak kelapa sawit tertinggal di
dalem medium ditentuekan dengen kromatografi gas
wang dihitung sebagai ester asam palmitac {(Majid e
o, 19,

Hasil dan Pembalasan

Pada  percobaan  ferdahuly  telal  dilakukan
fermentasi minyak kelapa sawit secara sekelompak
(fatfof) menggunakan minyak kelapa sawit sebagai
suriiber Karbon tunggal dengan konsentrasi 4.6 g/l di
dalam medium (Akmal er @, 1998d).  Fada
percobaan terscbut didapati minyvak kelaps sawit di
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dalam medium pengkulturzn telah habis pada jam
ke-all, sehingea medivm berada dalam  headaan
kekurnngan  sumber  karbon. lni menvenablkan
pembentukan polimer setelal jam ke-+0 tersebut
terhenti vang ditkuti dengan menurunnys el vang
terbamuk, Untuk mengatast masalah tersebu, pada
kajian ini telah dilakukan pemberian  suapan
{feeding) minyak kelapa sawil secars sekelompok
{tunagal] sebanvak 4.6 2] lagi pada jam ke-3U,
dengan  fujuan  22ar pertumbuban  sel  felap
meningkat dan penghasilan polimer di dalam szl
tetap berlangsung hingga akhir fermentasi.

Pada Gambar 2 tetlihat bahwa, setelzh pemberian
suapan minvak  kelapa sawit, produksi P{3HB)
meningkal dasi kandungan polimer nya yang pada
awalnya 30% b'b pada jam ke-30 telah meningkat
menjadi 63 % bib pada jam ke-60 dengan bera
kering selnya 5.6 o/l Ini menunjukkan asanya
wenaikan pembentukan P{IHB) hampir dua kali
lipat dulam masa 30 jam, Kondisi ini s2iring
dengan  kecepatan  konsumsi symber  karbon
iminyak kelapa sawit) yang sangat tinggl pada
selang waktn 36 hingga 60 jam penghkulturan
tersebut. Purata penggunaan minyak kelapg sawit
pada sefang wakin tersebut adalah 0,17 g/lfam

Fensaunaan minyak kelapa sawit sabagai sumher
karben  dplam binsintesis  P{3HD)  sangat
menguniungkan  dibandingkan sumber  karbon
wadisional vang banysk digunakan, sepest glukosa
Menurul kajizn yang  dilakukan oleh Yamans
(1993), dilaporkan  hahwa  bila mengglnakan
glukosa  sebaga sumber  karbon,  keefisien
pcnghagi]:lnn:.ru [_11'I|:|j|||'_‘|;.c:| sehesar ﬁ,‘iﬂ. Imiberarh
balwa dart 1 geam glukosa akan dibasilkan 048
gram PIHB). Sementara it bila menggunakan
minvak kelapa sawit, diperoleh Ypmme sehesar
140 (Majid or @l 1994), yang herarti dart | gram
minyak kelupa sawil dapat dihasitkan P{3HB)
sehanyak 1,40 gram, Dalam kajian penggunaas
minyik kelapa suwil sehagad sumber karbon tunggzl
vang teluh dilakukan sehelumnya (Akmal et al,
1953d, diperoleh koefisien penghasilan yang lebih
rondal dari teeeritis, yaitn 0,53, yang berarti yang
dari 1 gram minyak kelapa sawil yang digunakan.
harye dapat dikenversikan oleh bakteri Erwiniag sp.
UsHI-20 menjadi P(3HB) sebanyak 0,33 gram
Dengan  demikian  masil memungkinkan  untuk
dilukukan pengoptimuman produksinya.
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Kajian penggunaan minyak kelapa sawit sebagai
cumber karhon pada biosintesis POIHDY juga Lelh
dilpporkan  oleh  Majid e gl C199:0],  Letap
mengounakan  bakteri  yang herbeds  vailu
Alcafigenes sp. AK-201,  Dalam kajian terscbul
diperoleh koefisien penghasilan PI1IB) sebesar
0,62 yaitu sedikit lebih tinggi dibandingkan hasi
vang diperolel pada kajian menprunakan Lrwria
sp. USMI-20. Sementara itu Fukui dan Doi {1598)
juga telah melaparkan pengpunaan minyak kelapa
sawil sebagei sumber Karbon pada  penghasilan
P{3HB) oleh & eutropha  Hi6 o dan hasil
rekomhbinannya,  Hasilnya menunjukkan  balwa
dengan menggunakan £ europhia Hi6, kandungan
Pr3HBY dapat mencapai 79 % b/h dengan berat
kering sel 4.1 w1, Sementara i bile digunakan
rekombinannya  yaitn R ewrapha  PHB
ApIRDEE32d13, diperaleh kandungan  polimer
vang sangat tinggi aitu 81 % Wb denpan herat
kering selnya 3.6 wil

Pada penelitien ini, senyawa bioplastik yang uda di
dalem sel bakteri tersebut, telah dickstrak  keluar
menppunakan kloraform, Senyawa bioplastik yang
diperoleh dikarakterisasi spekirum 270 M He "M dan
‘¢ piRenva  (Gambar 1) Puncak  puncak
spekirum  yang diperoleh  dibandingkan dengan
dengan  spekleum haku  POHB) (Dei, 19900
ternvata mempunyai puncak dan anjakan kimia
vang sama dengan P(3HE] standar (Dai, | G,

Percohaan ini sangal menarik, Rerend fernyild
hakreri Erwinia sp. USMI-2Z0 mampy mengginakan
slukosa sebagai sumber karben untuk mengliasilkan
P{3HBEY sampai 63 % hib dari herat selnya. Lntuk
menjelaskan mekanisme biokimiz yang terjadi i
dalam sel Erwiie sp. USMI-20 dapat merujuk
Lepada  mekanisme  yang terjodi  pada bakier
Ralvtonia  ewtropha sebagai mikraba penghast]
Pi3HE) yaitu dengan pembentukan senvawa wsetil-
LoA terlehih dahulu (Anderson and Dawes, 1900
Page, 1993), Penelitian ini mempunyil prospeh
cerzh  untuk  dilanjutkan  terutama  mengenai
mekanisme biokimiz yang terjadi di dalam sel
bakter dengan menggunakan senyawi lrertanda dan
rdio aktif. Di samping itu dapat dilikukan
pptimast dan produksi PISHE) skala pilot dalzm
upava menghasilkan senyawa  bioplastk vang
ramah hingkungait.
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Tabel | Karakteristik Bakteri Eewinda sp, USMI-20 yang Digenakan dalam Percobaan ini denpan Sistem AP[-
MWE (Majid et al, 1999},

N Reaksifenzim © Substrat Penaamatan
l. [-galakrosidase Ortonitrofenil-galakiosa +
2. Arginin-dehidralase Arginin
i Lisin-dekarboksilase Lisin -
4. Cricnitin-dekarboksilase Cienitin
3 Penpeunaan sitrat | Matrium siirat -
i1, Pelepasan Ha8 Raalivem tiosullat
FE LIrense Lireq B "
8. | Triptofan-desaminzse Triptatan +
9. Struktur mdaol Triptafan L
i Slrukior aselon | Matrium piruvai =
il Gelatinase Gelatin Kohn -
2. | Penghkulturanioksidasi | Glukosa -
13, Pengkulluranfoksidasi Manital _ |
[4. |"\'_'I15kl||ll|r:|l1|rﬂ§-:5ic:|:_:|;|; Inositel .
(15 | Penghulturanfoksidast Sorhbitol
[iB Pengkulturanfoksidasi Ramnosa
17 Penghkulivran/oksidasi Sukiosa
18. Penghulteran/oksidusi helibiosn
L FPenpghultprmi/oheidasi Aamiedaling
20 Pengkuluran/oksidasi Arahinosa
21| Sitokrom-oksidase ) Iz ] g
Relerangan © + = resksi pesitiffekien mengandung enzim yang dinji .

- = reaksi negatiffbekieri tidak mengandung enzim yang divji

Gambar 1, Alat refery shaker ticubator yang digunakan dalam penelitian ini
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Gambar 2. Profil fermentasi suapan sekelompok PIIHB) dari hahan dasar minvak kelapa sawit oleh bakieri
Erwinia sp. USMI-20



Abial 12 eral

Nall 0

S DR P L
i ] ¥

THIEL

IRIPEEY

1. Bairs Tek Far

ThS

L,
L1, 43
CEE4)
f— L-HJL__.L_
vreag r . I r S e T
T ] b Wi r.u La AL i LN i i LA
FEa
1 1 4
Gl
T3
ol T e i bty Sl etk s g ans T = I —
i rrerey ¥ I R T T | T T I T T T : x T
1 (1] IER EH 120 L L 113 i F | i
FrH :

Cambar 3. Spektrum 270 M1z 'L dan UC MMR F(3HB) vang dihasilkan oleh Srvinio sp. LISMI1-20 dari
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Kesimpulan

Duri percobaan yang  telah  dilzkokan  dapal
disimpulkan baliwa dengan menggunaken teknik
suapan sekelompok, Bipsintesis PI3HE) oleh baker
Erwinia sp. USMI-20 dapat ditingkatkan dari 30%
bb menjadi 63 % il dengan konsentras) polimer
1,53 g den berat kering sel sebanyak 562,
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