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INTISARI

Sioplastiz atau poli{3-hidroksi butirat)y (P3HB) merupakan plastik yano dapzt diurziken dan dihaszilkan
aleh mikroba pada keadaan perlumbuhan yang lidak seimbang. Padz penelitizn ini sumber bioplastik
acalah Lakler £ cel rekombinan yang mengandung plasmid oWE-16 yang teleh mengandung gen
phibC. Baklen rekombinan dipelihara pada medium Luria Barizgni (LB) yang mengandurng ampisilin
Delem memproduksi Bicplastik digunakan madia LB, LS » Gluko=a dan mediz minsrzal + Glukosa.
Dilzkukan penentuan waktu panen bicplastik, pengarun glukosza terhadap bioplasiik yang dihasilkan
Konsentresi giukosa ditentukan dsngan metoda enzimatix (kit bio Mereus PAR 1200), panentuan
sadar nitrogen dengan meteda spekirofotometr, biomassa sel dengan pangeringan sel pada aven.
nensmivan polimsr dengan metods Gas kremetografi dan perolehan bioplastik denozn care ekiraksi
menggursken kigroform, Dari hesil seleksi bekieri rekombingn £, colf yang mempunyai kode pWE-
16-5 menghasilkan kadar PHS tertnggi (423%). Bakter rekombinan £. coli dapat menghasilken polimer
pioplastik palibidroksi buticzt (PHB) dari medium Luria Berlani dan madivm mineral yang mengandung
glukaosa. Waktu fermantzsi vntuk menghasilken xzndungan polimer PHB terlinggi adalah 24 jam
cengzan mengounakan meadium mineral = glukosa 1,5%. Penggunaan glukesa 1,5% menghasilkan
kandungan PHB teringgi pada rekombinan £ ool (74%) dan Enwinia 2p. (48%).

Faia kuncl: Bioplastik, FHE. ReromGinan, phbc

ABSTRACT

“oly-{2-hidraxybulyrala) {P3HB) are biodegradable plastics produced by bacteria producing at
unbalance growdn, In this reseerch he source of bicdegradable piastice from E. coll racambinant
cantzining phiél gene in pWE-1E plasmid. Maintenance of £ colf recambinant an was culivred in
Luriz-Bertani (LB) containg ampicillin. Biodegradable plastics produciion used LB, LB ard medium
mineral conlzining glusose, Preduction lime of biodegradabls plastics with inlarval sampling, effsct
of glucose for production by czn bz glucoss concentrstsd varialicns, delsrmined of gluccse
corcentreticn with  enzymatic methed (kit of bio Merieux PAP 1200), determinsd of nitragen
conceniretion with spectrophoiometry methed, bicmass dried by oven, Polymers by GC method and
Biodegradable plasiics materials by extraction using chlomform. The fcreening rasulted, the £ ool
recambingnt pWE-16-3 hawve conceniralion higheszt of PHE (22%). E call recombinant can be
bicdegradable plastics (PHE) producing if used Luria Berlani and minarzl medium containing glucose.
Fermentalion tima far praductian af PHE palymsr confain is 24 haurs with used of Minaral medium
conlain giucose 1.5%. Using Gluzose 1.5% dhe produced highest PHE polvmer cantain 2t E ool
recambinent (74%) and Ersania sp. (48%).

Meywards: Biodegradable plastics, PHB, Recombinant, phbC

FENDAHULUAMN Bioplastix s=ngat menarikk perhatian, sebab

aman digunakan dan menspekan suatu polimer

Lebin dari dua puluh lima tahun, derivat ¥EN3 dapal didegradasi dan_ sangat patansial
pelrokimia digunakan unluk pambuzlan plastik, peruntukan  dalam t:erzt:-agal bidang  madis,
skzn tetepi  plestik terssbut  tidek dapat PEM3NAN dan kefaulan” . Zaneca Sioproduk
didegradasi sehingge menimbulan masalsh  (Cleveland, UI{':'- memproduksi 1000 ton
. sebaoai limazh peda!.' bioplastik  per iahun  dengan mengounakan
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Daklena Aicabgenss evfraphus -dengan mersk
dagang Biopol senilgi LUSD 168%kg. Dalam tahun
18390 dilzporkan bahwa lebih dari 6.3 juta ton dari
termoplastix resin atau 25% pazaran plastik
dunia, telah dijual untuk tujuan pembungkusan,
Pasaran yang diharapkan unfuk plastik mudah
terdegradasi ini kira-kira 1.5 juta toniahun.®

Bioplastik PSHB, merupakan poliester yang
dihasilkan aolegh banyak bakieri dan dizimpan
dalam sel dalarmn benluk granufa dan dari sudul
pandang  hngkungan,  Doplasis marupakan
pilinan utama, karena dapal didegradasi® Olsh
karena sangzl pelensigl digunakan  sebagai
termoplastik yang dapat didegradasi dan dapat
dihazilkan dari berbagal zumber, maka risat
mengenai bioplastik  sangal -.nlenséuf dilzkukan
k2lzngan skademis maupun indusin,”

Baktzri Enviniz sp USMI-Z20 adalah salah
ety bekier vang telah diketahui berpolenzi
sebagsi penghaszil Cicplastk  pali (3-
hidrorsibwirat) atau POIHE). Biopalimer P{IHEB)

marupakan salah zaly  jeniz POAHAY  vang
paling  banyak  dilalii. Eneinla sp. USMI-Z0
marmpy  manghessikan  kandungan F{3HE)

sebesar 48 % dengan sumber karbon berupa
Jlukaza 1,5% dalam waktu 48 jam. Pada zel
paklerl, bizplazlik vang dihazilkan adalah dalam
benlux granul dan biasznya lardapzl 1-15 granul
pzr 52! haklzsi dengan diameter 250-368 nm *

Fermintaan pasar terhadap produk bioplastik
szmakin mening=at, maxa texnoisg
pengnasilennyapun perlu ditingkatkan. Penelitian
an  wvang  diupayakan  adalah dengan
mengexsprazikan gen  biosintesis P3HB) ke
dalam bakten lain vang labib mudzh fumbuh
Tmizainya Eschianciia coli dan produks: P{3HE)
dapat ditingkatkan sampai 90% '

Fakevaza gensfk, mendpazan teknik yang
wroopuler untux meningkatkan  hazil bicplastik
pada dewasa nd Talah banyak perelbizn di
bebarapa nagara yeng menggunzkzn tzknik
mznipulzsi  gsn,  Dan beherapa  literaiur
ditaporkan bahwa hasil rekayvasza gaznelik yaily
oerdpa baklent regkombingn E colf yang
digunakan unluk meningkatkan hasil produxsi,
Dioplastic dan dapat menekan biava produksi
Penglitign ini mempunyai prospex cerah unfuk
dilanjutkan karena rEnyangrul bidang
bictexnzlegl  lerutama i bahan untek
menghasikan zenvawa bioplasik baru yang
belum baryak ditell Ji Indonesia,

Dari penelitizn terdzhulu telzh didapatkan 10
strains rekombingn Escherichiz colf hasil kianing
cdan setelah dizkrining dengan [eknix pewarna
Mil=  Blug A, Dakleri  rekombinan terssbu
menunjukkan indikasi menghasitkzn bioplastik ~

Fanelitian ini bertujugn uniuk menggunakan
bakteri rekombinan £ col pWE-16, =ager
mgnghesitkan  bigplastik dengam Kadar vyang
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lnggi dalam wakiu lebih cepat dibandingkan bila
digunzkan bakteri Envinia sp. galur ar.

METODOLOGI

Pemeliharaan Bakteri Rekombinan E. coli
Padz penelilian ini digunakan bakizri hasi
rekzsyasz genelk £ cofl yang mengandung
plasmid  pWE-15 yang membawa gen PHA
Sintase (phbC) dari Ervinig sp.  Bakteri E coff
rekombinan dinakulasikan  pada peiridish dan
agar minng yang berisi  medium Lurig-Bertani
dan mangandung antibiotik ampisilin pada kadar
i00 pg/ml. Diinkubssikan pada subu 3750
selama 24 jam.

Fermmentasi bakterl rekombinan E eoll dan
galur liar Erwintfa sp. dalam beberapa medium
untuk produksi bioplastik

Fada peneglitian ini digunakan berpagal medium
uniuk memproduks bioplastk, Adapun medium
yang digunakan zdalah medium Luna-Barzni,
madium  Luriz-Bertani  yang  masing-masing
mangandungl glukasa pada kKonsentrasi 0,5%; .
1.0%, 1,5%, 2,0% dan 2.58% (v dar medium
mingral yang mengandung glukosa  1,5%.
Medium yang mengzndung bahan kimia MgS0,
disternlkan SECara tarsendiri dangzn
manggunakan olpklaf pada 121° ©, 15 'lbs
szlama 15 manit.  Sedangkan elukosa dan
campuran |zrutan vitamin disterilisasi dengan
maryanng larutan menagunakan filigr whatmann
(0.2 urn) stenl

Peaentuan waktu fermentasi yang terbaik
untuk produksi bioplastik

FPadsg maszing-masing meadium  Luriz-Berfani
Lura-Berani yang mengandurgl 1,5% glekosa
dan  medium mineral, dinekulzsikan 1 ml
inakuium bakter rekombinan E. cali dan Envinia
sp. digunzskan sebagal konbrol Inkubasi pada
sunu kEmar di ataz shaker 180 rpm  dan
dizampling selang waktu ©, 8, 12, 15, 24, 30, 38,
44, 48, 54, 60, EBF dan 72 jam inkubasi
Selanjutnya masing-masing sampel dilakukan
aszay yang mebipul @ biomasss sel, konzzntbrasi
glukoga, kansentrasi nitrogen, dan biaplastik

Pengaruh  glukosa  terhadap  produksi
bisplastik
Feda masing-masing erlenmayer  yang

berisikan medium Luriz-Berlani dengan variasi
05 10y 15 20 den Z5% glukosa,
dingkulasikan 1 ml inakulum bakien rekombingn
£ cofi Sebagal konlrol digunakan inakulum
Erwinia sp. Kemudian dinkubasikan pads suhu
kamar, di atas shaker 180 rpm dengan waktu
I."!huhaﬁl vang ftelzh ditentukan dar langksh c
cialas.
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Fonentuan Konsentrasi Glukesa, nitrogen,
biomass sel, Palimer dan ekstraksi bioplastik

Pereniuan kanzantrazi gluxeszs  dilakukan
dengan meloda enzimatik (Dio Merieux PAP
1200, France). Kadar nifragen diténtukan dangzn
meloda  spekirofotametri, Biormasza  sal
dizentukan dengan meteda ovan, Palimer P{3HE]
vang dihasilken, divbah ierlebih dahuly delem
oenluk ester zelungga dapat dideizsksi dengan
wrormizlagrah ges. Exstraksi bicplastik dilzkukan
dengan mengunzkan petarut kloroform pads
piamass sl kemudian  dibiarkan  klorcform
merguap s=hingga ferbentuk il bioplastix
Bioplasiis kemudian dicuci dengan methanc,
ditmbang beral bioplastik yang diperoleb dan
dapal ditenluxan %% bicplazlik varg terbeniuk

HASIL DAN PEMBEAHASAN

Seleksl rekombinan £ coli penghasil polimer
PHE yang paling tinggi

Fonyeleksian  dilakukan terhedap enam
rekarmbingn £ cod hagl rekayaza genetika yang
mempunyai kandungan palimar PHE leringgi
Fekambiran E colfl pWE-18-5, oWE-1E8-8. pWE-
1510 dan pWE-16-13, depai merghasilkan FHS
dengan prosentase PHE berturut-wrut 42, 29, 23
dan 30%:, Sedangkan rekombingn £ ool pWE-
14-2 dan pWE-16-4 tidek dapal manghasil<an
palimer FHE (Tabel 1).

Takel 1. Prosenlzse polimar PHE varg lerkandung
paca E. cad rexombinzn

Mo. |  Rekombinan Prosenlaze PHB
E. ool (5]

1. oWE-18-2 . Q

o pWWE-16-2 a

3. | pWE1BH | 42 B

A pWE-16.8 20

5. pWWE-16-10 23

g5 | pWE-16-15 30

Fexombinan £, coll dapal menchasilkan polimer
FHE, hal ini disshabkan pada sel baktari terssbut
zda plasmid Yang mengandung gen vang
mengrcde  enzim PHB-polimeraze  vang
mengketalisis  terbentuknya  polimer PHE.
Rekombinan £ coli pWE-168-2 dan pWE-18-4
tidak dapat menghazikan PHB, hal ini mungkin
dissbzbkan gen yang mengkode eénzim PHB-
polimera tidak ferskspresikan sehingga enzim
tersehut tidzk tersintesis,
pWE-16-8 mempunyai kandungan PHB yang
terfinggi, hzl ini dissbabkan pada rekombinan
mempunygi kopi gen phbC yang lebih banyak

40

Rekambinan & ool

ESEN : 0BS3-EM1E

sshingga depal menghasixzan enzim FHE-
polimsrase yang memiiki aktivitas yang tinggi
yano tenlunya akan menghasilkan kandungan
palimer PHE yang febih tnggi. Untuk penelitizn
zelanjulnya digunakan rekembinan B coif pWWE-
18-E.

Fenentean waktu fermentasi yang terbaik
untuk produksi bioplastik

Rekembinan £ call menghzasilken polimer
FHE pads medium Luria  Bertani  vang
mengandung glekosa 1.5% mulal 24 jam
fermentzsi. Polimer FHE dihasilkan paling Unogi
pada 30 jam fermentaszi, vakni zabesar 4,20 o
dari biomassa 68 gl sehingga orosenfase
kandurgan polimernyz adslah 65%. hal ini
Eerart G65% dar seluruh s&l bakter rekombinan
tersebut edatah polimer PHE.

Bekieri Ervaie sp. pada medium Luria-

Bernani yang mengandurng glukasa 1,5% tidzk
dapal menchazilkan polimear PHE [Gambar 1)
Fal  ink mungkin  disebabkan madium i
mengandung  prolein yang  linggi,  sehincga
menekan biasirdzsis gnzim PHB  polimerass
didalam sel bakter. Feda medium mineral ygng
mengandung glukosa 1.5%, rekambingn £ coff
dapet menghasilken polimer PHE mulzi 18 jam
fermentasi.
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Gambar 1, Produksl PEB oleh rekombinan £ gol
seloma fermiendasi  menggunakan medivm Luria

Bodani yang mengandung Glukosa 1,5%

Folimer FHE dihazilkan paling tinggi pada 24 jam
fermentasi, yakni didapalkannya bioplastk
sebesar 5,20 a/l dari biomassa 7,00 gil sehingga
prosantzse kandungan pelimernya adalzh 74%
(Zembar 2}, hal ini berarli T4% dar seluruh sel
bakteri rekombinan tersebul adalah polimer FHE
Bakteri Enwiniz sp. pada medium Mineral yeng
mengandung glukcsa  1,5% menghasilkan
polimer PHB pada 43 jam fermentasl dengen
kandungan palimemya  48% (data  ldak
ditarnpilan).
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Gambar 2. Frodoksi PH2 cloh rekembinagn £ cal
selama fermantasi menggunakan  mediom Aineral
yang mangandung glukoss 1,5%

Pada medium Lura Bertani, rekombinan E. col
fidak dapzl menghazilkan pelimer PHE, hal ini
dizebabkan  medium  Lurz  Berani  fdak
mancandung glukose sebagsi sumber kKaroor,
hagitu juga halnya dengan bakier crawiniE sp
Dari gambar 1 dan 2 dapat juga dilhat behwe
medium vang paling baik untuk memprodieksi
bioplastik adalan madium mineral dengan kadar
glukosa 1,5%. Ha' ini disebabkan pada madium
tersabul. mengandung vilamin-vilamin  yang
barguna sabagai kofaktor bagi kera enzim di
dalzm sel baxtern.

glukasa  terbadap

Fengaruh produksi

hioplastik

Kadar glukasa optimum uniuk menghasilkan
polimar bioplastik adalah pada xadar glukosa
1,6% (Tabal )

Tabal 2. Pengasuh kadar glukoss terhzdap produksi
polimer biopiaslis

Glukaga | Prosentase PHB (%)

(%21 | Rekombinan Enwinia sp.
| E. cail

0.5 a a_
1.0 50 24
1. | 74 4B
20 | 85 i 41
&85 i 50 | 30

Pada kadar glukosa 0,5%, ternyaiz rekombinan
E. cofii dan Enviniz sp. tidak menghazsilkan
bioplastix. Hal ini disebabkan glukosa fidak cukup
urituk  digunakan sebagai makanan czdangan
dalambeniuk  polihidrokai butirat, Pada  kadar
glukosa 2 dan 2.5 %, palimsr PHE yang
dihasikan lebin  rendah  dibandingsan  bila
digunakan kadar glukosa 1.5%.
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KESIMPULAN

Dari perelitian yang telah dilakukan diperoleh

beharzpa kasimpulan sebagai berkut:

1. Bakteri rekombinan E coli - dapat

manghasilxan bicplaztk polihidroksl bulirat

(FHEB) dari medium Luna Berlani dan madiurm

mineral yang mengandung glukosa

Waklu fermentzsi  untuk  menghasilkan

kzndungsn polimer PHE terfinggi adalah 24

jam -

2. Penggunaan glukoza 1.2% menghaszilkan
kandungan PHE tertinggi pada rekombinan E.
con dan Ervva sp,
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