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ABSTRACT 

 
Bioplastic Poly-β-hydroxybutyrate (PHB) is synthesized  by bacteria  and could potentially 
be used  as a substitute for synthetic plastic. The utilization of sago starch as the 
cheapest carbon source, may help to reduce the cost of bioplastic PHB production. The 
effect of using different Nitrogen source on the PHB production from sago starch by a 
local amilolytic bacteria of Bacillus megaterium PSA10 was examined in this study. 
Nitrogen source were used in this study namely peptone, yeast extract, protease 
peptone, (NH4)2SO4 and NH4NO3. PHB content was determined using spectrophotometric 
method. The highest of PHB production and growth B.megaterium PSA10 from sago 
starch were obtained with using (NH4)2SO4 as N source, i.e.  50,55 % (per g cell dry 
matter) and 1,82 g/L cell dry, respectively. The concentration of (NH4)2SO4 as much as 1 
g/L (0,1%)  which produce the highest bioplastic PHB with PHB content 51,32 %. 
Therefore, the use of (NH4)2SO4 as Nitrogen source as much as 0,1 % is very well for 
PHB production from sago starch by a local amylolytic bacteria. 
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ABSTRAK  
 

Poli-β-hidroksibutirat (PHB) merupakan bioplastik yang disintesis oleh bakteri dan 
berpotensi digunakan sebagai pengganti plastik sintetik. Penggunaan pati sagu sebagai 
sumber karbon murah dapat membantu menurunkan biaya produksi bioplastik PHB. 
Pengaruh sumber nitrogen yang berbeda pada produksi bioplastik PHB dari pati sagu 
oleh bakteri amilolitik lokal, Bacillus megaterium PSA10 dikaji dalam penelitian ini. 
Sumber Nitrogen yang digunakan dalam penelitian ini adalah pepton, yeast ekstrak, 
protease pepton, (NH4)2SO4 dan NH4NO3. Kadar PHB dideterminasi menggunakan 
metode spektrofotometri. Produksi PHB dari pati sagu dan pertumbuhan B. megaterium 
PSA10 tertinggi diperoleh dengan menggunakan (NH4)2SO4 sebagai sumber N yaitu 
berturut-turut 50,55 % (g PHB/g berat kering sel) dan 1,82 g berat kering sel/L 
Konsentrasi (NH4)2SO4 sebanyak 1 g/L (0,1%) mampu menghasilkan bioplastik PHB yang 
tertinggi dengan kadar PHB 51,32 %. Dengan demikian, penggunaan (NH4)2SO4 sebagai 
sumber nitrogen sebanyak 0,1 % sangat baik untuk memproduksi PHB dari pati sagu oleh 
bakteri amilolitik lokal.  
 
Kata kunci: Bioplastik, PHB, pati sagu, sumber Nitrogen, bakteri amilolitik 
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1. PENDAHULUAN  

Penggunaan plastik sintetik yang sulit didegradasi secara alami menimbulkan 

permasalahan di lingkungan yang semakin sulit diatasi. Berbagai penelitian telah 

dilakukan untuk mengatasi pencemaran yang ditimbulkan oleh plastik sintetik, salah 

satunya mencari bahan baku plastik yang mudah didegradasi. Poli-β-hidroksibutirat (PHB) 

merupakan salah satu bahan baku plastik yang mudah didegradasi dan dapat digunakan 

sebagai pengganti plastik sintetik.   

PHB merupakan polimer yang disintesis oleh mikroorganisme secara intraseluler 

dan memiliki sifat mirip dengan polietilen namun mudah didegradasi secara alami [1]. 

Pemanfaatan PHB sebagai bahan baku plastik sangat potensial untuk menggantikan 

plastik sintetik. Bioplastik PHB yang telah diproduksi pada skala industri masih 

menggunakan glukosa sebagai sumber karbonnya [2], sehingga harga PHB di pasaran 

masih tinggi  dan tidak dapat bersaing dengan plastik sintetik. Hal ini menjadi kendala 

pengembangan PHB sebagai bahan baku plastik.  

Penggunaan sumber karbon yang lebih murah dibandingkan glukosa untuk 

memproduksi PHB menjadi solusi yang tepat untuk pengembangan bioplastik PHB. Salah 

satu sumber karbon yang telah diteliti dan dapat dikembangkan untuk produksi PHB 

adalah pati sagu [3,.4,5]. Bacillus megaterium PSA10 merupakan bakteri amilolitik lokal 

berasal dari Sulawesi Tenggara yang mampu memproduksi bioplastik PHB dari pati sagu 

[3], sehingga berpotensi digunakan untuk pengembangan bahan baku pastik yang lebih 

murah. Kemampuan B.megaterium PSA10 memproduksi PHB dari pati sagu masih perlu 

ditingkatkan dengan mengkaji komposisi nutrien yang tepat.  

Nitrogen merupakan salah satu nutrien penting yang dibutuhkan oleh bakteri untuk 

memproduksi PHB, walaupun dalam jumlah yang lebih sedikit dibandingkan karbon. 

Sumber nitrogen yang berbeda dapat mempengaruhi produksi PHB oleh bakteri tertentu. 

Beberapa jenis bakteri membutuhkan sumber N kompleks seperti pepton, ekstrak yeast, 

ekstrak daging dan protease pepton untuk memproduksi PHB [6,7,8] dan ada beberapa 

jenis bakteri yang membutuhkan sumber N anorganik untuk memproduksi PHB [9;10]. 

Oleh karena itu, pada penelitian ini dikaji kemampuan bakteri amilolilitik lokal, B. 

megaterium PSA10  dalam memproduksi bioplastik PHB dari substrat pati sagu 

menggunakan sumber Nitrogen yang berbeda.   

 

2. METODE PENELITIAN  

2.1 Bahan dan Alat 

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah strain Bacillus megaterium 

PSA10 [3]. Sumber C yang digunakan untuk produksi PHB adalah pati sagu dan sumber 
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N adalah pepton (oxoid), protease pepton (oxoid), ekstrak yeast (merck), (NH4)2SO4, 

NH4NO3. Bahan kimia yang digunakan meliputi seperangkat bahan untuk ekstraksi PHB 

yang meliputi dietil eter, aseton, etanol, sodium hipoklorit, asam sulfat pekat dan bahan 

kimia untuk media produksi yaitu   Na2HPO4. 7H2O,  KH2PO4, MgSO4.7H2O, Ferrous 

Amonium Citrate,  CaCl2.2H2O. Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi 

laminar air-flow, autoklaf, spektrofotometer UV, inkubator shaker, sentrifuse, oven dan 

water bath. 

 

2.2. Produksi PHB   

Produksi PHB dilakukan dengan menumbuhkan isolat bakteri B.megaterium 

PSA10 sebanyak 5 % (v/v) pada medium minimal pati sagu [3] dengan sumber N 

berbeda, yaitu pepton, protease pepton, ekstrak yeast, (NH4)2SO4, NH4NO3. sebanyak 0,1 

% (b/v). Kultur diinkubasi pada shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm, pada suhu 

30oC selama 72 jam [3]. Sel bakteri dipanen dengan sentrifugasi kultur cair pada 

kecepatan 3000 rpm selama 20 menit.  

 

2.3. Ekstraksi dan Analisis Kuantitatif PHB  

PHB diekstraksi dari massa sel (pelet) yang dipecah menggunakan larutan sodium 

hipoklorit 5% selama 24 jam. Ekstraksi PHB dilakukan menggunakan metode aceton-dietil 

eter [3]. Polimer PHB yang diperoleh ditambahkan dengan asam sulfat pekat selanjutnya 

dipanaskan selama 10 menit pada suhu 100oC dalam waterbath. Kadar PHB ditentukan 

menggunakan spektrofotometer UV pada panjang gelombang 235 nm dengan pelarut 

asam sulfat pekat. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

3.1. Deskripsi Bakteri Amilolitik lokal, Bacillus megaterium PSA10 
 
 Bacillus megaterium PSA10 merupakan strain bakteri yang diisolasi dari lokasi 

pengolahan sagu di Kabupaten Konawe, Sulawesi Tenggara [3]. B. megaterium PSA10 

adalah anggota genus Bacillus dengan morfologi sel berbentuk basil (batang) dan bersifat 

Gram positif [3]. Strain bakteri ini memiliki aktivitas amilolitik sehingga mampu 

menghidrolisis pati sagu menjadi glukosa dan selanjutnya glukosa dikonversi menjadi 

PHB [4]. Aktivitas amilolitik yang dimiliki oleh B.megaterium PSA10, menyebabkan strain 

bakteri ini mampu memproduksi PHB secara langsung dari pati sagu [4]. Kemampuan B. 

megaterium PSA10 memproduksi PHB secara langsung dari pati sagu merupakan suatu 

keunggulan karena tidak membutuhkan perlakuan pendahuluan substrat pati sagu 
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menjadi hidrolisat pati sagu menggunakan enzim, seperti yang dilakukan oleh Syamsu et 

al. [5]  sehingga lebih efisien dari segi waktu dan biaya.   

 Sumber Nitrogen merupakan nutrien yang cukup penting untuk dikaji dalam produksi 

PHB, selain sumber karbon. Sumber dan konsentrasi nitrogen dalam media, dapat 

mempengaruhi produksi PHB oleh bakteri. Sumber N berbeda yang digunakan oleh 

B.megaterium PSA10, menunjukkan produksi PHB yang berbeda pula. 

 
3.2. Pertumbuhan dan Produksi PHB oleh B. megaterium PSA10 Menggunakan 

sumber Nitrogen berbeda 
 

 PHB disintesis oleh bakteri pada kondisi substrat dengan sumber C berlebih 

sedangkan N dan P terbatas [11]. Walaupun demikian, nitrogen merupakan nutrien 

penting yang dibutuhkan oleh bakteri untuk pertumbuhan dan memproduksi PHB [8]. 

Annuar et al. [8] dan Wei et al. [12] juga menyatakan bahwa penambahan sumber N yang 

berbeda dapat mempengaruhi pertumbuhan dan produksi PHB bakteri. Penggunaan 

sumber N yang tepat pada media produksi, dapat meningkatkan kadar PHB yang 

diproduksi oleh PHB [6,7,8]. Oleh karena itu, optimasi sumber N pada media produksi 

PHB untuk isolat bakteri indigenous dengan substrat baru seperti pati sagu penting 

dilakukan untuk mengetahui sumber N yang tepat. 

 Pertumbuhan dan konsentrasi PHB yang diakumulasi oleh B.megaterium PSA10 

dari substrat pati sagu menggunakan berbagai sumber N ditampilkan pada Gambar 1. 

Sumber N yang digunakan meliputi sumber N organik kompleks dan sumber N anorganik. 

Pertumbuhan B.megaterium PSA10 diukur berdasarkan berat kering sel. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa sumber N berpengaruh pada pertumbuhan dan produksi PHB 

B.megaterium PSA10.   

 

Gambar 1. Grafik pertumbuhan dan akumulasi PHB pada B .megaterium PSA10 pada 
berbagai sumber Nitrogen setelah 72 jam.   
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 Pertumbuhan B.megaterium PSA10 pada sumber N organik kompleks seperti 

pepton, ekstrak yeast dan protease pepton lebih tinggi dibandingkan  konsentrasi PHB 

yang diakumulasi, sedangkan pada sumber N anorganik yaitu  (NH4)2SO4 dan NH4NO3 

pertumbuhannya seiring dengan konsentrasi PHB yang diakumulasi di dalam selnya 

(Gambar 1). Hasil ini mengindikasikan bahwa N organik lebih mendukung pertumbuhan 

sel B.megaterium PSA10 dibandingkan sintesis PHB, sedangkan Nitrogen anorganik 

mendukung pertumbuhan dan sintesis PHB. Hal ini mungkin disebabkan karena N 

anorganik lebih mudah larut dibandingkan N organik  sehingga lebih tersedia untuk 

digunakan oleh bakteri tersebut. Tepe et al. [16] menyatakan bahwa N anorganik lebih 

tersedia untuk digunakan oleh mikroorganisme dibandingkan N organik karena lebih 

mudah larut. Lee [2] juga menyatakan bahwa sumber N dalam bentuk garam ammonium 

lebih banyak digunakan untuk mensintesis PHB menggunakan berbagai macam sumber 

karbon oleh mikroorganisme..  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada sumber N organik, pertumbuhan 

B.megaterium PSA10 paling tinggi diperoleh pada media yang mengandung ekstrak yeast 

(berat kering sel 1,79 g/L) selanjutnya pada pepton (1,57 g/L) sedangkan pada sumber N 

protease pepton pertumbuhannya yang terendah (1,32 g/L) (Gambar 1). Namun 

sebaliknya, PHB yang diakumulasi paling tinggi diperoleh pada sumber N protease 

pepton (0,25 g/L) selanjutnya pada pepton (0,23 g/L) dan paling rendah diperoleh pada 

ekstrak yeast (0,22 g/L). Hal ini mungkin disebabkan  karena kadar N yang cukup tinggi 

pada ekstrak yeast yaitu 0,31 g N/g ekstrak yeast [8]  sedangkan kadar N pepton dan 

protease pepton yang rendah yaitu berturut-turut 0,12 g N/g pepton dan 0,11 g N/g 

protease pepton [8] sehingga pertumbuhan B.megaterium PSA10 pada ekstrak yeast 

lebih tinggi dibandingkan pada pepton dan protease pepton sedangkan akumulasi 

PHBnya paling rendah dibandingkan kedua sumber N organik tersebut. Hasil ini 

mengindikasikan bahwa kadar N yang tinggi pada substrat lebih mendukung 

pertumbuhan dibandingkan sintesis PHB. Hasil penelitian ini didukung oleh Byrom [11] 

yang menyatakan bahwa pada media yang mengandung nitrogen cukup tinggi, 

mikroorganisme akan menggunakan sumber C untuk pertumbuhannya dibandingkan 

untuk sintesis PHB. PHB disintesis oleh mikroorganisme pada kondisi substrat tidak 

seimbang, yaitu kadar C tinggi sedangkan kadar N dan P terbatas sehingga karbon yang 

berlebih akan dikonversi menjadi polimer PHB sebagai cadangan makanan. [11].  

Produksi PHB oleh B.megaterium PSA10 yang ditampilkan pada Gambar 2 

merupakan kemampuan bakteri tersebut menghasilkan bioplastik PHB dari substrat pati 

sagu menggunakan berbagai macam sumber N. Produksi PHB dinyatakan berdasarkan 

persentase PHB per berat kering sel.  
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Gambar 2. Histogram produksi PHB B.megaterium PSA10 pada berbagai macam sumber 
Nitrogen setelah 72 jam  

 
 Produksi PHB tertinggi diperoleh dari media yang menggunakan sumber Nitrogen 

(NH4)2SO4 yaitu 50,55 % (g PHB/g berat kering sel) sedangkan yang terendah diperoleh 

dari sumber N ekstrak yeast yaitu 11,83%. Gambar 2 juga menunjukkan bahwa 

B.megaterium PSA10 mampu memproduksi PHB lebih tinggi pada sumber N anorganik 

dibandingkan sumber N organik (Gambar 2). Hal ini mengindikasikan bahwa 

B.megaterium PSA10 lebih efisien menggunakan sumber N anorganik untuk produksi 

PHB dibandingkan sumber N organik. Hasil penelitian ini sesuai dengan beberapa hasil 

penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa kebanyakan bakteri penghasil PHB 

menggunakan sumber N anorganik yaitu (NH4)2SO4 untuk produksi PHB seperti 

Cupriavidus necator NRRL 14690 [13], Alcaligenes latus ATCC 29713 [9], B. mycoides 

RLJB-017 [14], Rhodobacter sphaeroides ES-16 [10], Pseudomonas pseudoflava ATCC 

33668, P.cepacia ATCC 17759 dan Micrococcus halodenitrificans NRC 14024 [15].   

 

3.2. Optimasi konsentrasi (NH4)2SO4 untuk Produksi PHB oleh B.megaterium PSA10 
dari substrat pati sagu 

 
 Berdasarkan hasil optimasi sumber Nitrogen pada produksi PHB oleh 

B.megaterium PSA10 dari substrat pati sagu, diperoleh sumber N terbaik untuk produksi 

PHB adalah (NH4)2SO4, maka selanjutnya dilakukan optimasi konsentrasi (NH4)2SO4 agar 

diketahui konsentrasi yang tepat untuk produksi PHB. Hasil optimasi konsentrasi 

(NH4)2SO4 ditampilkan pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Optimasi konsentrasi (NH4)2SO4 pada produksi PHB oleh B.megaterium 
PSA10 dari substrat pati sagu 

  

 Gambar 3 menunjukkan bahwa konsentrasi (NH4)2SO4 yang optimum untuk 

produksi PHB oleh bakteri amilolitik lokal B.megaterium PSA10 adalah 1 g/L (0,1%). 

Konsentrasi (NH4)2SO4 yang lebih dari 1 g/L menurunkan kemampuan bakteri tersebut 

memproduksi PHB. Hasil ini mengindikasikan bahwa B.megaterium PSA10 membutuhkan 

kadar nitrogen terbatas untuk memproduksi PHB dari pati sagu. Hasil penelitian 

sebelumnya [17] diperoleh informasi bahwa konsentrasi (NH4)2SO4 yang lebih dari 1 g/L 

akan digunakan oleh B.megaterium PSA10 untuk pertumbuhan sel dibandingkan untuk 

mensintesis PHB. Hal ini didukung oleh Byrom [11] yang menyatakan bahwa pada media 

produksi PHB yang mengandung nitrogen dengan konsentrasi tinggi, maka sumber 

karbon yang terdapat pada media tersebut akan digunakan untuk pertumbuhan bakteri 

dibandingkan untuk sintesis PHB. 

 Berdasarkan hasil penelitian ini diperoleh informasi bahwa sumber nitrogen dan 

konsentrasi N sangat berpengaruh dalam produksi PHB oleh B.megaterium PSA10. 

Sumber N yang terbaik digunakan untuk memproduksi PHB dari pati sagu adalah 

(NH4)2SO4 dengan konsentrasi 1 g/L (0,1 %). 
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