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PRODUKSI POLIHIDROKSIALKANOAT (PHA) OLEH MIKROBA
KONSORSIA DENGAN PENAMBAHAN SUBSTRAT CRUDE GLYCEROL

Vitta Rizky Permatasari”, Kevin Maris Pentacolis, Nur Hidayat, Suprayogi

Program Studi Teknik Industri Pertanian, Universitas Brawijaya, Malang, Indonesia

Article history ABSTRACT

Diterima: Many studies are currently focusing on utilizing PHA (one of the raw
29 Desember 2020 materials for bioplastics) as a substitute for conventional plastic
Diperbaiki: production. However, PHA production quantity is limited due to the high
5 Februari 2021 production costs. The utilization of crude glycerol and activated sludge as
?5'5535:’]{”2'621 a substrate/carbon source and a source of PHA-producing bacteria can

reduce the production cost. This study aimed to produce PHA using crude
glycerol from consortium microbes and characterize the PHA produced

Keyword from the most suitable treatment. This study used a non-factorial
crude glycerol; Completely Randomized Design (CRD) with six treatment levels, namely
consortium microbes; crude glycerol concentrations of 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, and 60 %

polyhydroxyalkanoate -y with 72 hours of incubation times and 3 (three) replications. Data

were analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) and continued with
Duncan's test. Treatment of crude glycerol concentration significantly
affected dry cell weight, PHA weight, PHA yield, and metabolized glycerol
content. The crude glycerol concentration of 20 % (20 gL-1) produced the
best dry cell weight of PHA of 2.867 gL-1, a PHA weight of 1.200 gL-1, and
a PHA vyield 42.03 %. The highest level of metabolized glycerol was
obtained at a concentration of 10 % (10 gL-1) with a value of 44.30 %.
Also, the functional group's characteristics with FTIR obtained a polymeric
C-O-C group, C = O ester, a characteristic of polyhydroxyalkanoate
(PHA). There are also functional groups of CHs; and CH>, which are the
characteristic of Poly (3-hydroxybutyrate) (PHB).
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PENDAHULUAN

Polimer diartikan sebagai makromolekul
yang terbuat dari banyak unit ulangan molekul
kecil yang disebut monomer. Salah satu jenis
polimer yang banyak digunakan adalah polimer
sintetik (Nurhajati, 2017), yang merupakan bahan
baku utama plastik sintetik. Plastik sintetik
bersifat ekonomis, ringan, kuat, elastis dan mudah
dicetak sehingga dapat digunakan sebagai bahan
berbagai produk kebutuhan manusia (Satwika dan
Pujawati, 2016). Kelemahan dari plastik tersebut
yaitu butuh waktu ratusan tahun agar dapat terurai
sempurna (bersifat non-biodegradable)
(Harsojuwono dan Arnata, 2017). Oleh karena itu
dibuat polimer alami (biopolimer) yang
mempunyai kemampuan degradasi yang lebih
cepat dibandingkan polimer sintetik dan dapat
diubah secara fisik maupun kimia untuk
memperbaiki sifat - sifatnya dan dapat diurai bila
dibuang ke lingkungan. Salah satu polimer alami
yang dapat diproduksi adalah
Polihidroksialkanoat atau PHA (Satwika dan
Pujawati, 2016).

PHA adalah jenis bioplastik yang dihasilkan
olen bakteri sebagai produk intraseluler
(diakumulasi di dalam sel bakteri), bersifat
hidrofobik (resisten terhadap uap air) dan
permeabilitas oksigennya rendah, tidak beracun
tetapi juga biodegradable serta dapat dihasilkan
dari sumber daya terbarukan (Satwika dan
Pujawati, 2016). Kelemahannya adalah biaya
produksi yang mahal, oleh karena itu
dikembangkan metode untuk menghasilkan PHA
yang tinggi namun menggunakan substrat atau
sumber karbon yang murah serta mencari bakteri
unggul dapat menekan biaya produksi (Huey,
2006), salah satunya dengan memanfaatkan crude
glycerol dan lumpur aktif sebagai sumber substrat
atau sumber karbon.

Pada penelitian ini akan dilakukan produksi
PHA menggunakan substrat crude glycerol dari
mikroba konsorsia dengan batch fermentation.
PHA yang dihasilkan dilakukan proses purifikasi
menggunakan metanol dan kloforom. Uji
parameter PHA meliputi berat sel kering, berat
PHA, dan kadar gliserol termetabolisme

METODE

Bahan - bahan yang diperlukan pada
penelitian ini antara lain media basal crude
glycerol, sampel lumpur aktif dan mikroba
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konsorsia yang berasal dari Instalasi Pembuangan
Air Limbah (IPAL) PT SIER (Surabaya Industrial
Estate Rungkut), Surabaya.

Penelitian  dilakukan
tahapan, antara lain :

Pengambilan Sampel Lumpur Aktif

dalam  beberapa

Sampel diambil sebanyak 5 L dari saluran
yang berada di antara kolam penampungan.
Pengambilan lumpur aktif bertujuan untuk
mendapatkan inokulum bakteri yang bekerja pada
IPAL. Lumpur aktif diambil sekitar pukul 10.00 -
12.00 WIB, dimasukkan kedalam jerigen dengan
volume 5 L. Sampel lumpur aktif tersebut dibawa
ke laboratorium untuk dijadikan bahan baku
penelitian. Jerigen dibuka tutupnya dan diberikan
aerator untuk memberikan kondisi aerob.

Pembuatan Media Basal Crude Glycerol

Media yang digunakan medium minimal
basal dengan penambahan crude glycerol 10 %
(v/v). Lalu bahan - bahan dilarutkan dengan 900
mL akuades dalam erlenmeyer 1,5 L dan
ditambahkan 100 mL crude glycerol. Sterilisasi
larutan media dengan autoklaf pada suhu 121 °C
selama 15 menit. Penambahan crude glycerol 10
% (v/v) berfungsi sebagai sumber karbon.

Pembuatan Pre-kultur Mikroba Konsorsia

Persiapan  kultur  mikroba  konsorsia
dilakukan dengan sampel lumpur aktif yang
berada didalam jerigen, lalu dituang ke dalam
gelas beaker sebanyak 50 mL. Selanjutnya
didiamkan untuk memisahkan endapan dengan
inokulum selama 2 - 3 menit. Setelah mengendap,
diambil 10 mL (10 %) inokulum pada permukaan
sampel, dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL
yang berisi media selektif crude glycerol cair steril
sebanyak 90 mL. Kemudian diinkubasi
menggunakan shaker waterbath dengan suhu 37
°C selama 24 jam dengan kecepatan 100 rpm.

Produksi PHA secara batch

Produksi PHA dari mikroba konsorsia
dengan sistem batch dilakukan pada erlenmeyer
berukuran 100 mL menggunakan shaker
waterbath. Dimana media yang digunakan adalah
media basal serta crude glycerol sebagai sumber
karbon. Komposisi inokulum sebanyak 10 mL (10
%), media basal sebanyak 80 mL (80 %), 75 mL
(75 %), 70 mL(70 %), 65 mL (65%), 60 mL
(60%), 55 mL (55%), dan crude glycerol sebanyak
10 mL (10%), 15 mL (15%), 20 mL (20%), 25 mL
(25%), 30 mL (30%), dan 35 mL (35%). Proses
kultivasi berlangsung selama 72 jam dengan suhu



888

37 °C dengan kecepatan 100 rpm. Setelah 72 jam
dilakukan pemanenan hasil kultivasi, kemudian
dilanjutkan proses pemisahan dan pemurnian
PHA.

Proses Pemisahan dan Pemurnian PHA
(Kustarianingsih, 2016)

Hasil  kultivasi  kemudian  dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama
10 menit untuk memisahkan antara supernatan
dengan endapan. Endapan biomassa kemudian
dikeringkan dengan oven menggunakan suhu 105
°C selama 4 jam atau hingga kering. Selanjutnya
dilakukan proses sonikasi untuk pemecahan sel
dengan  ultrasound probe  menggunakan
amplitudo 40 % selama 5 menit. Sel yang telah
pecah kemudian dilakukan sentrifugasi kembali
dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit.
Selanjutnya, dilakukan pengeringan dengan suhu
dan waktu yang sama seperti sebelumnya untuk
didapatkan PHA kotor.

Tahap berikutnya proses pemurnian PHA
yaitu dengan melarutkan bubuk PHA kotor
dengan campuran pelarut metanol dan kloroform
sebanyak 50 mL (perbandingan 1 : 2). Larutan
tersebut dipanaskan hingga homogen
menggunakan magnetic stirrer dengan suhu 60 °C
dan kecepatan 200 rpm selama 2 jam. Setelah itu,
padatan PHA dikeringkan dengan suhu 50 °C
selama 2 jam untuk mempercepat proses
penguapan pelarutnya.

Permatasari et al. /AGROINTEK 15(3): 886-892

HASIL DAN PEMBAHASAN
Berat sel kering

Berat sel kering didapatkan melalui
pengukuran berat wadah yang berisi pellet setelah
proses pengeringan. Hasil perhitungan berat sel
kering pada penelitian dapat dilihat pada Tabel 1.

Berdasarkan Tabel 1 didapatkan nilai rata -
rata berat sel kering pada faktor penambahan
konsentrasi substrat crude glycerol sebanyak 10
o/L, 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50 g/L dan 60 g/L
dengan waktu inkubasi selama 72 jam didapatkan
nilai berkisar 1,123 g/L — 2,867 g/L dengan
rentang standar deviasi sebesar 0,1621 — 0,8816.
Pada penambahan konsentrasi substrat crude
glycerol 50 g/L dan 60 g/L menunjukkan nilai
berat sel kering yang lebih rendah dibandingkan
10 g/L, 20 g/L, 30 g/L, dan 40 g/L yaitu sebesar
0,1123 g/100 mL dan 0,1253 g/100 mL.

Berdasarkan uji One Way ANOVA, berat sel
kering memiliki nilai sig 0,038. Hal ini
menunjukkan bahwa variabel memiliki nilai sig <
0,05 yang berarti semua variasi populasi dalam
sampel adalah tidak sama (tidak homogen).

Berdasarkan pada tabel ANOVA dapat
dilihat bahwa variabel berat sel kering memiliki
nilai sig 0,002 < 0,05 dan nilai Fritung 7,550
menunjukkan bahwa konsentrasi substrat crude
glycerol berpengaruh secara nyata terhadap berat
sel kering. Berikut ini merupakan gambar kurva
berat sel kering.

Tabel 1 Berat sel kering setelah inkubasi 72 jam

Perlakuan Konsentrasi

Nilai Rata - Rata Berat Sel Kering

Substrat (gL™?) (gL Notasi
10 2,233 +£0,5038 b
20 2,867 £0,1621 b
30 2,767 £0,3449 b
40 2,360 £0,2669 b
50 1,123 +0,8816 a
60 1,253 +£0,3095 a
Keterangan:

Notasi huruf yang berbeda (“a” dan “b”) menunjukkan adanya perbedaan nyata antar variabel dengan selang

kepercayaan 5 % (o = 0,05)
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Sel Kering
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Poly. (Sel Kering)

y = 8E-05%7 - 0,0099x* + 0,3205x% - 0,1087

40 50 70

KONSENTRASI SUBSTRAT CRUDE GLYCEROL

Gambar 1 Kurva berat sel kering

Berdasarkan gambar 1, nilai R? yang
dihasilkan pada persamaan garis tersebut yaitu
0,9407. Nilai tersebut menunjukkan bahwa
penambahan  konsentrasi  crude  glycerol
berpengaruh nyata terhadap berat sel kering
sebesar 94,07 % sedangkan sisanya sebesar 5,93
% dipengaruhi oleh variabel lain diluar penelitian
ini. Berat sel kering tertinggi pada model berada
pada konsentrasi antara 20 g/L sampai 30 g/L. Jika
menggunakan turunan pertama dari persamaan
model di atas untuk mendapatkan titik puncak,
didapatkan pada titik 2,63 pada konsentrasi 22,38
g/L. Model diatas menunjukkan penurunan berat
sel kering seiring tingginya penambahan
konsentrasi substrat yang diberikan. Hal tersebut
disebabkan oleh substrat crude glycerol yang tidak
dapat dikonsumsi oleh mikroba konsorsia selama
inkubasi, sehingga pertumbuhan sel terhambat dan
tidak mengalami penambahan jumlah (Rahayu,
Trisunaryanti dan Wijaya, 2017). Selain itu,
tingginya konsentrasi substrat crude glycerol juga
menjadi racun bagi pertumbuhan sel mikroba
tersebut Schlievert et al.,, 2014). Kemudian,
memengaruhi hasil berat sel kering seperti pada
model diatas dan menghasilkan PHA yang rendah
(Bilia et al., 2016).

Penelitian yang dilakukan oleh (Melanie dan
Devianto, 2018) menggunakan H. mediterranei
DSM1411 didapatkan berat sel kering 6,1 g/L
dengan penambahan fosfat sebanyak 0,5 g/L dan
waktu inkubasi 100 jam. Dibandingkan dengan
penelitian ini berat sel kering lebih kecil yaitu
2,867 g/L. Waktu inkubasi yang sesuai dapat
menyebabkan akumulasi berat sel kering yang
tinggi. Akumulasi berat sel Kkering yang
proporsional didapatkan pada fase logaritmik dan

berbanding lurus dengan peningkatan akumulasi
PHA tetapi pertumbuhan sel tidak berjalan. Selain
itu jika dibandingkan dengan penelitian (Almeida
et al., 2010) juga lebih sedikit. Berat sel kering
yang dihasilkan 4,75 g/L dan waktu inkubasi 24
jam menggunakan rekombinan E.coli. pengaruh
peningkatan dan penurunan berat sel kering dapat
disebabkan oleh faktor laju aerasi. Pertumbuhan
sel mikroorganisme dan konsentrasi biomassa
akan meningkat pada laju aerasi yang tinggi,
sebaliknya pada laju aerasi yang rendah akan
meningkatkan  konsentrasi PHB. Hal ini
disebabkan, laju aerasi yang rendah akan terjadi
peningkatan konsumsi substrat (sumber karbon)
dengan penggunaan energi yang lebih efisien.

Berat PHA

Berat PHA didapatkan setelah pengukuran
berat sel kering, dilanjutkan dengan proses
pemurnian PHA menggunakan pelarut metanol :
kloroform kemudian dikeringkan dan diukur
untuk mendapatkan berat PHA. Berikut
merupakan tabel yang menunjukkan perbandingan
berat PHA pada berbagai jenis konsentrasi
substrat.

Berdasarkan Tabel 2, nilai rata - rata berat
PHA pada faktor penambahan konsentrasi substrat
crude glycerol 10 g/L, 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L, 50
g/L dan 60 g/L didapatkan nilai berkisar 0,1347 g
— 1,200 g dengan rentang standar deviasi sebesar
0,0146 — 0,3167. Jumlah tertinggi berat PHA
terletak pada penambahan konsentrasi substrat
sebanyak 20 g/L artinya penambahan konsentrasi
tersebut merupakan konsentrasi terbaik dalam
produksi PHA pada penelitian ini.
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Tabel 2 Berat PHA setelah inkubasi 72 jam

Perlakuan Konsentrasi Substrat Nilai Rata - Rata Berat PHA

(gL (gL Notasi
10 1,000+0,2598 b
20 1,200+ 0,2345 b
30 1,033+0,1765 b
40 0,7446 £ 0,3167 ab
50 0,717+ 0,0146 a
60 0,1347 £ 0,0410 ab

Keterangan:

Notasi huruf yang berbeda (“a” dan “b”) menunjukkan adanya perbedaan nyata antar variabel dengan selang

kepercayaan 5 % (o = 0,05)

Berat PHA

1,4000
1,2000
1,0000
0,8000

¥

Berat PHA(gL?)

0,2000

0,0000
0 10 20

0,6000 /= 4E-05x* - 0,0044% +

Poly. (Berat PHA)

0,1313x+0,0767

0,4000 R?=0,9814

30 40 50 60 70

Konsentrasi Substrat Crude Glycerol (gL?)

Gambar 2 Kurva berat PHA

Berdasarkan uji One Way ANOVA, berat
PHA memiliki nilai sig 0,004. Hal ini
menunjukkan bahwa variabel memiliki nilai sig <
0,05 yang berarti semua variasi populasi dalam
sampel adalah tidak sama (tidak homogen).
Berdasarkan pada tabel ANOVA variabel berat sel
kering memiliki nilai sig 0,046 < 0,05 dan nilai
Friwng  3,186. Hal ini menunjukkan bahwa
konsentrasi substrat crude glycerol berpengaruh
secara nyata terhadap berat PHA. Kurva berat
PHA dapat dilihat pada Gambar 2 berikut ini :

Gambar 2 menunjukkan kurva yang
dihasilkan dari berat sel kering. Nilai R? yang
dihasilkan pada persamaan garis tersebut yaitu
0,9814. Nilai tersebut menunjukkan bahwa
penambahan  konsentrasi  crude  glycerol
berpengaruh nyata terhadap berat sel kering
sebesar 98,14 % sedangkan sisanya sebesar 1,86
% dipengaruhi oleh variabel lain diluar penelitian
ini. Berat sel kering tertinggi pada model berada
pada konsentrasi antara 10 g/L sampai 20 g/L. Jika
menggunakan turunan pertama dari persamaan
model di atas untuk mendapatkan titik puncak,
didapatkan pada titik 1,1 pada konsentrasi 13,1
g/L. Model diatas menunjukkan penurunan berat

PHA seiring tingginya penambahan substrat crude
glycerol yang dihasilkan oleh mikroba konsorsia.
Penurunan PHA yang dihasilkan berdasarkan
model disebabkan substrat crude glycerol yang
menghambat akumulasi PHA didalam sel mikroba
konsorsia

Kadar Gliserol Termetabolisme

Berikut adalah tabel yang menunjukkan
kadar gliserol termetabolisme pada berbagai jenis
konsentrasi substrat.

Tabel 3 menunjukkan bahwa nilai kadar
glycerol sisa pada faktor penambahan konsentrasi
substrat crude glycerol 10 g/L 20 g/L, 30 g/L, 40
g/L, 50 g/L dan 60 g/L didapatkan nilai berkisar
5,5667 g/L — 55,3333 g/L dan kadar gliserol
termetabolisme berkisar 24,66 % — 44,30 %.
Jumlah tertinggi kadar gliserol termetabolisme
terletak pada penambahan konsentrasi substrat
sebanyak 10 g/L dan didapatkan nilai sebesar
4430 %. Konsentrasi substrat  tersebut
diasumsikan sebagai jumlah persentase tertinggi
substrat (crude glycerol) yang termetabolisme
menjadi PHA paling besar dibandingkan dengan
penambahan konsentratis substrat lainnya.
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Tabel 3 Kadar gliserol termetabolisme setelah inkubasi 72 jam

Perlakuan Konsentrasi Nilai Rata - Rata Kadar Gliserol Notasi
Substrat (gL?) Gliserol Sisa (gL ™) Termetabolisme (%)
10 5,5667 44,30 a
20 15,0000 25,00 b
30 24,3333 18,90 c
40 36,6667 8,32 d
50 47,6667 4,66 e
60 55,3333 7,83 f
Keterangan:

Notasi huruf yang berbeda (“a”,“b”,”c”,”d”,”e”,”f’) menunjukkan adanya perbedaan nyata antar variabel dengan

selang kepercayaan 5 % (o= 0,05)

__ 50 443
£ y =0,0218x2-2,2519x+63,915
g 10 R2=0,9842
W
S 30 25
2 18,9
£ 20
= 8,32 7,83
5 10 4,66
o] 0
0 10 20 30 40 50 60 70

Konsentrasi Gliserol Awal (gL-1)

Gambar 3 Kurva kadar gliserol termetabolisme

Berdasarkan uji One Way ANOVA, kadar
gliserol termetabolisme memiliki nilai sig 0,016.
Hal ini menunjukkan bahwa variabel memiliki
nilai sig < 0,05 yang berarti semua variasi populasi
dalam sampel adalah tidak sama (tidak homogen).
Berdasarkan pada tabel ANOVA dapat dilihat
bahwa variabel berat sel kering memiliki nilai sig
0,000 < 0,05 dan nilai Fniung 438,007. Nilai
tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi substrat
crude glycerol berpengaruh secara nyata terhadap
kadar gliserol termetabolisme. Gambar kurva
kadar gliserol termetabolisme dapat dilihat pada
gambar 3 berikut ini :

Pada Gambar 3 menunjukkan bahwa terjadi
penurunan kadar gliserol termetabolisme seiring
semakin besarnya konsentrasi substrat yang
diberikan. Konsentrasi gliserol awal dengan
gliserol termetabolisme terendah sebesar 4,66 %.
Sedangkan, persentase gliserol termetabolisme
tertinggi berada pada penambahan substrat 10 g/L
dan nilai gliserol sisa terbesar pada penambahan
substrat 60 g/L. Rendahnya gliserol yang
termetabolisme untuk diakumulasi menjadi PHA
disebabkan kemampuan mikroba konsorsia tidak
mampu memecah gliserol menjadi cadangan
makanan seiring tingginya konsentrasi yang

diberikan. Hal tersebut juga menyebabkan stress
pada mikroba konsorsia, maka diperlukan
penambahan konsentrasi substrat yang sesuai akan
menghasilkan akumulasi PHA maksimum Liu et
al., 2018).

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,
hasil kultivasi menunjukkan bahwa penambahan
konsentrasi crude glycerol berpengaruh nyata
terhadap berat sel kering, berat PHA dan kadar
gliserol termetabolisme dengan nilai terbanyak
sebesar 0,29 g (berat sel kering) pada konsentrasi
20 % (20 g/L) dan 0,12 g (berat PHA) pada
konsentrasi 20 % (20 g/L). Rendemen PHA
tertinggi  didapatkan  pada  penambahan
konsentrasi substrat crude glycerol sebanyak 20 %
(20 g/L) dengan nilai 42,03 %. Penambahan
konsentrasi crude glycerol juga berpengaruh
terhadap kadar gliserol termetabolisme pada
penambahan konsentrasi 10 % dengan nilai 44,30
%.

Hasil, ilustrasi, dengan uraian tentang
interpretasi, generalisasi, dan implikasi, serta
relevansinya dengan hasil penelitian lain yang
menjadi rujukan, harus diuraikan pada bagian ini.
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Point pada bagian ini dapat disesuaikan dengan
penelitian yang dilakukan penulis.
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