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Abstract

The elfect of the difference of mol ratio carbon-nitrogen (/M) on production of 3 biodegradable plastic
poly (3-hydroxyburyrate), F{3HB) by Saciflfur brevis FAAC 202011 has Been stedied, The O/ ratio were
wsed of 3. 10, 15 and 20 by using plucose as carhon source and NH,C) as nitengen source. The
fermentation process was conducted through the optimum condition of Bacilfus Brovis FAAC-202011
growlh at pH 7, incubation temperaturs 30°C, and agitation rale of 200 rpiy for &0 hours. The
characterization of the polymer production was based on cell growth, polymer content, and palymer
concentration. Resulis showed that optimem O/ ratio to preduce B{3HE) was 15, with cullivation Lime
waas 56 hours, amount of deied cells was 104.4 mg, with polymer content, polymer concentration, and
pelymier percentage were (.45 myg, 2.36 wg/100ml, and 2.24 weight % respestively.
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Pendahuluan

Penggunaan plastik sintetis secara luas di bidang indostri-

dan rumah tangga telah meningkat dengan sangat cepat
semenjik 25 tahun terakhic, Keuntungan penggunaan plastik
sintetis ini antara lain karesa sifnya vang tzhan benuran,
kedap air, dan tidak mudah lerun. Kebomhan akan plastik
sinbetis yang senwkin bestambah, menyebabkan produksings
melebihi 100 juth ton setiap tahunnya {Doi, 1990),

Penggunain plastil sintetis yang tidak terkontrol ini telah
mengakibatkan terjadinve pencemasan lingkungan vang
seris, Diperkirakan sebanyak 23 juta on limbah plastik
sinfetis telah dibuang ke lingkunpan setiap tahunnya
(Lee, 1996a). Juga dilaporkan bahwa ribuan ton sampah
plastik telzl di buang ke laut, schingga menvebabkin
lehih dari sa juta hewan laut mati akibat tererat oleh
komponen plastik yang mengambang (Doi, [990).

Selin dori masaloh pencermaran lingkunzan dan kerusakan
ckosistem tersebut, bohan memtah perbuatan plastik sinteti
yailu petrolewn, merupakan sumber dava alam vang semakin
berkurang karena tidak dapat diperbaharui (e rencwoble)
sehingga akan cepat habis dan tidak numgkin dipermumakan
Secird lerus mencrus dalam jangka wakii vang panjang.
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Menyikapi fenomena di atas, berbagai kajian telah dilakulan
untuk menghasilkan plastik yang memah lingkungan, medah
terueni (biodegradable) dan dapal dihesilkan dari sumber
diya alam yang dapat diperbabarui. Salah sat wsaha yvang
paling banyak mendapel pechatian belakangan ind ialab
bicginlesis secara fevmentist dengan menggunakan isikio-
organisme penghasil biopolimer polif3-hideoksi batirar,
B{IHB) [Lec, [996h).

Pada tulisan ini dilaporkan pengaruh perbedaan rasio O
dengan produksi PQIHE) mergeunakan glukosa schagai
suntber karbon dan amanium klorida sebapai sumber nitre-
2en mengrusikan bakteri Bacilleg broevis FAAC-20201 1.
Biopalimer P(3HB) dapat diproduksi oleh Bacillier Brevis
FAAC-2020H 1 pada kendisi yang kurng menguntungkan,
sepenli Kekurangim nitrogen dan sangat berlebihan karbon.
Rasio mol C/M mengeambarkan tingkat perbandingzan
mol karbost din nitrogen dalam produksi P(3HE) dan
biopolimer P{IHB) akan dapat diprodukst secarm maksimim
pada rasio mol C/N yang optimum {Yanmne, 1996),

Variasi perbedain msio mal ON dilakukan untuk melibai
penganulinya terhadap optimasi penghasilan biopolimer
P[3HB), dan pada rasio mol CM berapa Baciflis brevis
FAAC-202011 dapat menghasilkan PF{3HB) dengan kan-
dungan leringsi di dalam selnya.
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Metode Penelitian

Bahar dir Alsr:

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain:
Ghikosa, EH,PO,, K HPO,, NHCL MgS0,. -H:0,
FER'EIJ_ ?H:D, HI’ICI}. _|H_;|:|‘.. ECISDJ. ]HJD, ":EUI.: :l hD,
CuCl: oH,0, Zn80, HO, asam klorida, reagen Borthelof,
reagen fenol asam, kloroform, metanol, dan air suling.

Alal yang digunakan dalam penelitian ini adalah: rofary
shaker incubator {Heldolph Unimax 1010}, spekirofotometer
UY-Visible (Shimadeu), kromatografi gas (Shimadzu),
sentrifipe, dan faminoe cir flans

Mk roorpaniso;

Isolal Hacilfus brevis-202011 diperoleh dari koleksi
Loboratorium  Mikrobiologi-Farmasi, Jurusan Farmast,
Universitas Andalas. Karakleristik dan potenginya dalam
menghasilkan  PCIHB)  dimnjukkan  dalom Tabel |
(Windrasari, 2002).

Kondis! Fermeniasi:

Bocithr brevis FAAC-20201 1 ditumbubkan dalam mediem
mingral mengounakan glikesa sebagai sumber karbon
din amanium klorida sebagai sumber nilrogen menggunakan
rodary shaker incwbaror, Komposisi medium mineril
yang digenakan untuk san liter aic suling sebagai berikut:
3.7 g KHPOy, 58 p K:HPO,, 0435 g NHSCL 10 mil
MgS0y. (HO 1,0 M, dan 1O ml larman mikroclemsn.
Larutan mikroelenen wntuk § Jier HC 0,1 W terdini atas:
.78 g FeS0y. (Ha0y 1,98 g MnCly H:0, 281 g CnS0l,,
Har, 1,67 g CaCly (H20, 0,17 g CuCly 2H,0, dan 0,29 g
Zn50k: 5Ha.

Fermentasl dilakukan pada kondisi optimum pertumbuhan
bakteri penghasil biopolimer P3HB), Docillus brevis
FAAC-202010 yaiu pada temperatur eptimum 30°C,
agitasi optimum 200 cpm, selama &0 jam. Setiap perinde
wakiu samnpling, yaito jam ke-12, 18, 20, 22, 24, 28, 34,
16, 40, 44, 50, 56, dan &0, cupliken diambil sebanyak
100 ml untek tiap-tiap resio mol CM (Movisiti, 2002).
Proses pemisahan biomassa dan supernatan dilakukan
denzen proses semfrifugasi pada kecepatan 3.000 rpm
selama 20 menit, biomassa dikesingkan dalam oven suhu
T0°C selama 24 jam atau hingga bobot konstan. Amalisis
vang dilakukan terlsadap cuplikan melipii: kadar nitrogen
dan glukosa sisa, berat sel kering, dan kandungan bio-
palimeriya (Akmal, 1999). Bioplastik yang terkzrdung
di dalamy sel, diekstrak kelwar dengan mengounakan
klaroform dan diendapkan dengan penambahan methanol
i Akmal, 2002},
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Progedur Analizis

Blgpolimer P{3HB) yang terkandung di dalam sel kering
ditentulan secara kromategrafi gas (Shimadzu) mengaunakon
kolom BPY-15 (panjang 30,0 m dan diameter 0,20 mm),
detector FID (Flame fonization Datector), pas pembawa
nitrogen dan pas pembakar oksigen dan hydrogen (Akmal,
2002). Berat sel kering Bocifus beevis-202011 ditentukan
secara gravimetri. Kadar nirrogen sisa di dalam medium
dilakuken dengan spektrofotometri uv berdasar koedah
reaksi Barthelot (Lee, 1954), sedang kadar glukosa sisa
dilakukan juga dengan spekirofotomesri uy mengounokan
metode kolorimetri fenol asam (Whistler, 19623,

Hazil dan Pembabasan

Pada percobaan terdzhuly, telah dilakukan penapisan baklesi
penghasil biopolimer P{IHB) dari berbagai sampel air
dun fanaly di beberapa tempat di Sumatern Barar, Dari
hasil yang didapaskan, bakiesi yang posilil penghasil
PI3HD) adalah Bactifus brevis FAAC-202011. Karak-
teristik clari bukteri ini dilakporkan pada Tabel |, Fermentisi
dilakukar pada kondisi optimem pertumbahannya dan
dilakukan variasi rasio mol C/N ontk mendapatkan
kandungan P(IHBY yang paling makshnal {(Movianti,
2002).

Gambar 1-7 merupekan profil fermentasi POIHE) oleh
bakteri B, hrevis FAAC-20001 |, Terlihat bahwa kensentrasi
nitropen sisa pada semua rasio mal N habis terkonsums)
{(Garmbar 1) sedumgkin konsentresi glukosa sisa pada semuoa
rasio mal O/M tdak habis terkonsunsi (Gambar 2). Hal
ini terjadi karena nitrogen vang diberikan pada medium
dibatasi, sedangkan nitropgen sangat dibutulikan eleh bakten
uniek sintesis protein vang dipunaken unlok pengem-
banghiakan selnya (Dwidjojo, 1998). Konsentrisi glukosa
sisa yang tidak habis pada semua rasio disebabkan karena
bakteri mulei memasuki fase kematiun pada jam ke-44,
sehingga tidak memungkinkan lagi bagi bakteri untuk
mengkonsumsi glukosa yang diberikan. Glukosa yang
diberikan secarn berlebih pada semua rsio, mengakibatkan
glukosa ini digunakan ik memprodubs: PSHB) schapai
cadangan makznan, Pada kondisi lingkungan yang tidak
menguningkan Ingi, bakted akan merombak PIHE) yang
ada di dakam sel sehagai sumber makanan untuk memper-
tehankan kelangsungan hidop bakteri (Schlegel, 1994).

Froduksi P(IHE) di dalam sel bakteri sangat dipengaruhi
oleh pH, Selama terjadinya fermentasi, pH pada masing-
masing rasio ferus mengalami perubahan (Gambar 3),
seiring denpan berkurangmya ghikosa, nitragen dan semakin
meningkatnya metabolit primer dan sekunder dari bakteri,
Hal ini disehabkan karena terhentuknya asam karboksilat
sebagal lasil sampingan darf fermentasi karena pesistiwa
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aksidasi, Penurunan pH ini dapat mengakibatkan terjadinga
penuriian konsentrasi POIHE) yang dihasilkan. Untuk
menghindaci penurunan pH yang cukup berpengaruh,
maka digunakan mediun dapar fosfat pll 7.0, Bila [rezistivwi
oksidasi ini berjalan terus, maka asam karboksila wang
dihasilkan akan dirombak menjadi pas ©05, hal inilah
vang terlilad sebagai gelembung pas pada peristiva
Termentnsi {Judvamidjojo, 1992

Pertumbuban bakiesi dipat diamati desigan melihat Jernlal
sel kering bakteri yang terbentuk senta menghubungkanaya
denpan banyaknya glukosa don nitrogen vang dikonsumsi
dengan melihat profil kansenteasi glukose dan sitrogen
sisn {Gambar 4}, Dalam pertumbubannya, bakier mem-
butuhkan makro dan mikronutrien yang berasal dard
mineral plukosa sebagai sumber karbon dan NH,CI
schagai sumber nitrogen yang dilambahkan ke dalam
medivm fermentasi (Stanbury, 1984,

Sementara ity, jumlah P3HE) yang tertingai pada rasio
mol C/N 5 yang naik secarn signifikan pada jam ke-dd
hingea mencapai 04675 mg sedangkan jumlah B3HB)
pada rasio mol C/N 15 hampir sebanding desgan rasio
ol G/ 5 sehesar (,8518 mg, tetapi kenaikannys sedikit
demi sedikit dimulai dari jam ke-38 hinaga 56 [Gambar
5).

Konsenlrasi PIHB) letinggi pada rasio mal C/N (3
pada  waktu sampling jam  ke-36 schesar  2.3586
mg/t00ml {Gambar 6). Walaupun jumlah F{IHE) pada
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rasicr ini lebil sedikit bila dibanding pada rasio mal N
5, tetapi jumlah biomassa yang dihasilkannya dalam 100
ml sampel jash lebih toggi vaime sebesar [0dd me
dibanding rasic mol O™ 3 vang hanva 51, mg szl
kering bakteri, Persentase P(3HE) wang tertinggi pada
wsio mol CN 5 pada wakty sampling jam ke-4d g
mieningkat secara myala hingga 2,3376 % dibanding rasio
mol C/M 15 yang hanya 2,2592 % pada wakiu sanpling
Jam ke=56 (Gambar 7),

Hal int berarti bahwa rasio mol C/ 15 merepakan rasio
yang paling baik untok memproduksi POIHB) dalam
skala besar, kirena konsewimasi PFLIHB) vang dihasilkan
paling tlingei. Sedangkan untuk memproduksi POHE)
yang lebih dipentingkan adafah konsentrasinga di dalam
tizp kali sampling daripada kandungan PUIHE) di dalam
sel Rering bakterl (Akmal, 2002). PO3HE) vang terkan-
dung di dalam sel Bakieri, dapat kembali menurun
kongentrasinya disebabkan karena kondisi lingkungan
yang sudal tidak menginiungkan lagi, sehingaa bakteri
menggunakian F{3HRB] sebasai cadangan makanan wisik
dirombak sehingga menghasilkan ciesgi demi mempers
tahiankan kelangsungan hidupnya (Anderson, 1990).

Penelitian ini memiliki prospek yang eeral untuk dilan-
Jutkan ke optimnsi penghnsilan biopolimer P{3HB) meng-
gunakan limbah tapicka ataupen sumber karbon lain
yang lebih mueah untuk mepghasilkan bioplastik yang
lebit murah dan ramah lingkungan.

Tahel 1. Karakteristik Bakteri Bociling breviv FAAC202011 (Windrasnri, 2003,
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Gumbar 1, Pengaruh perbedaan rasio O dalar medium fermentasi PO B) terhadap
kansumsi sumber nitrogen oleh bukier] Baeillis brevis FAAC-T02011
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Gambnr 2, Pengardh perbedasn raslo CN dalam medium lermentasi PFEAHB) terladap
konsumsi glukasa oleh bakteri Hoacilfas brevis FAAC-202011
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Gamnbar 3. Pengarub perbedaan rasio C/N dalam medium feementasi terhadap phl eairen fermentasi
POIHE) oleh bakleri Saciffur dreviy FAAC-202011
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Cambuar 4. Pengaruh perbedaan rasio O dalam medium fermentasi terhidap bobot sel kering
bakteri Jaciling brevis FAAC-R0201 |
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Gambar 5, Pengaruh perbednan rasio ™ dilam medium fermentasi terhadap jumlah P3HB)
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Cambar 7. Pengaruh perbedoan resio O dalam medivm fermentast teihadap peeseomase 1931018
vang dihasilkon oleh bakter Bacilfus brevis FAAC-20201 ]

Hesimpulan

Dari percobaan yang 1elal dilakukan dapat disimpaelkan
bahwa biopolimer POIHBY dapat dipreduksi oleli Bakieri
Bacilluy brevis FAAC-202011 dengan glukosa sebagai
sumber  karbon dan MHLCE sebagai sumber nitrogen.
Rasio molekul CMW wvang  paling  optimem  dalam
menghazilkan POHE) adalali CW 13 dengan konsenteas
POIHB)Y adalah 2,36 mefiod ml Wik optimum
fermentasi POIHB) dengon plukosa sebaszai sumber
karbon oleh Bacillns brevis FAAC-Z02001 adalah 58
jam, dengan biomassa 1044 mg/I00 ml, konsentrasi
P{3HB} tertingei 2,30 ma/10{0 ml, dan persentase P(3HB}
tertingri sebesar 2,26 %
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