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ABSTRAK

Mahmudi, N. A. 2023. Uji Biodegradasi Polyethylene Terephthalate (PET) Oleh
Bacillus subtilis dan Aspergillus niger. Skripsi. Jurusan Kimia, Fakultas
Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing I: Dr. Akyunul Jannah, S.Si, M.P; Pembimbing II:
Lulu’atul Hamidatu Ulya, M.Sc

Kata Kunci: Bacillus subtilis, Aspergillus niger, Biodegradasi plastik, PET, FTIR, SEM

Polyethylene terephthalate (PET) merupakan salah satu poliester yang paling
umum diproduksi di seluruh dunia sebagai botol air minuman. PET sangat tahan lama
sehingga dapat menimbulkan masalah lingkungan yang serius. Biodegradasi merupakan
salah satu metode penangan permasalahan limbah PET. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui kemampuan degradasi kultur tunggal dan campuran dari Bacillus subtilis
dengan Aspergillus niger terhadap plastik PET, serta karakterisasi dari plastik PET
setelah biodegradasi.

Metode pada peneltian ini antara lain plastik PET dipreparasi menggunakan sinar
UV. Bacillus subtilis dan Aspergillus niger disubkultur dan dibuat inokulum. Uji
biodegradasi dilakukan dengan menggunakan kultur tunggal dan campuran dalam rentang
waktu 60 hari masa inkubasi. Presentase degradasi dihitung melalui penurunan berat
pastik PET. Karakterisasi PET berupa analisis perubahan gugus fungsi plastik PET
sebelum dan sesudah biodegradasi menggunakan spektrofotometer FTIR (Fourier
Transform Infra Red), serta struktur morfologi plastik PET kontrol dan PET dengan
persentase degradasi tertingi menggunakan SEM (Scanning Electron Microscopy).

Hasil penelitian ini diperoleh kemampuan degradasi tertinggi sebesar 1,11% pada
plastik PET dengan penambahan Aspergillus niger. Hasil analisis FTIR pada plastik PET
tidak terdeteksi perubahan gugus fungsi. Hasil analisis SEM pada permukaan PET
kontrol terlihat rata tanpa adanya bongkahan, sedangkan permukaan PET dengan
Aspergillus niger terlihat tidak rata, dan terdapat bongkahan yang menonjol akibat
aktivitas mikroba yang mendegradasi plastik.

XVi



ABSTRACT

Mahmudi, N. A. 2023. Biodegradation Test of Polyethylene Terephthalate (PET) by
Bacillus subtilis and Aspergillus niger.Thesis. Chemistry Department.
Faculty of Science and Technology. Advisor I: Dr. Akyunul Jannah, S.Si,
M.P; Advisor Il: Lulu’atul Hamidatu Ulya, M.Sc

Keywords: Bacillus subtilis, Aspergillus niger, Biodegradation plastic, PET, FTIR, SEM

Polyethylene terephthalate (PET) is one of the most commonly produced
polyesters worldwide, mainly used for beverage bottles. PET is highly durable, but it can
pose serious environmental problems. Biodegradation is one method of dealing with PET
waste problems. This research aims to determine the degradation ability of single and
mixed cultures of Bacillus subtilis and Aspergillus niger on PET plastic and also to
determine the characterization of PET plastic after biodegradation.

The research method included PET plastic being prepared using UV light.
Bacillus subtilis and Aspergillus niger were subcultured and used to prepare inoculants.
Biodegradation tests were carried out using single and mixed cultures over a 60-day
incubation period. The degradation percentage was calculated by reducing the weight of
the PET plastic. The characterization of PET involved analyzing changes in the functional
groups of PET plastic before and after biodegradation using a Fourier Transform Infrared
(FTIR) spectrophotometer. Additionally, the morphological structure of the control PET
and PET with the highest degradation percentage was examined using Scanning Electron
Microscopy (SEM).

The research shows that the highest degradation capacity at 1.11% for PET
plastic with the addition of Aspergillus niger. The FTIR analysis on PET plastic did not
detect any changes in functional groups. The result of SEM analysis on the surface of the
control PET appeared flat without any lumps. In contrast, the surface of PET with
Aspergillus niger exhibited an uneven texture with lumps, indicating microbial activity
degrading the plastic.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Polyethylene terephthalate (PET) adalah salah satu poliester yang paling
umum diproduksi di seluruh dunia dan digunakan untuk memproduksi botol air
dan barang-barang rumah tangga (Geyer dkk., 2017). Dewasa ini, PET merupakan
salah satu plastik yang paling banyak digunakan. Hal ini karena bobotnya yang
ringan, serta memiliki daya tahan tinggi menjadikan PET salah satu plastik yang
paling banyak diproduksi (Carr, Clarke, dan Dobson, 2020; Liu dkk., 2019).
Secara kimia, plastik PET terdiri dari unit pengulangan inert dan hidrofobik dari
monomer etilen glikol dan asam tereftalat semiaromatik (TPA) yang dihubungkan
oleh ikatan ester. Karena panjang rantai dan proporsi komponen semiaromatiknya
yang tinggi, PET sangat tahan lama dan stabil serta tahan terhadap pelapukan
lingkungan yang memungkinkannya bertahan di lingkungan selama beberapa
dekade (Yoshida dkk., 2016).

Pada tahun 2016, sekitar 485 miliar botol PET diproduksi, kemudian pada
tahun 2017 kapasitas produksinya mencapai lebih dari 30 juta ton per tahun dan
diperkirakan 583,3 miliar botol plastik telah diproduksi pada tahun 2021
(Plasticsinsight, 2017; Garside, 2019). Sementara ini, sistem daur ulang dapat
dilakukan pada sebagian besar PET, namun 60% dari semuanya (plastik
pascakonsumen) yang diproduksi secara global terakumulasi baik di tempat
pembuangan sampah atau lingkungan, hal itu dapat menimbulkan masalah

lingkungan yang serius (Geyer dkk., 2017). Setiap tahun, polusi plastik dianggap



2
bertanggung jawab atas kematian sekitar 1 juta burung laut, serta 100.000
mamalia laut dan penyu. Penguraian sebagian plastik bekas dan pengolahan serat
sintetis telah mengakibatkan pelepasan mikroplastik dan serat mikro secara luas,
sehingga mudah mencemari ekosistem laut dan memasuki rantai makanan hewan
dan manusia, hal ini dapat menyebabkan gangguan kekebalan dan cacat bawaan,
serta kanker (Hiraga dkk., 2019; Jaiswal dkk., 2020). Sebagaimana firman Allah

SWT dalam surah Al-Ma’idah ayat 32:

g Tt N R A P R P T T T R PPt PSRN
NEN PN P e S AN E R NPV RO RS

2PN ey A R N S

\;&def%gguﬂ,_@;t, 3 s 20 GG s g s 2B
Artinya: “Oleh karena itu, Kami menetapkan (suatu hukum) bagi Bani Israil
bahwa siapa yang membunuh seseorang bukan karena (orang yang dibunuh itu)
telah membunuh orang lain atau karena telah berbuat kerusakan di bumi, maka
seakan-akan dia telah membunuh semua manusia. Sebaliknya, siapa yang
memelihara kehidupan seorang manusia, dia seakan-akan telah memelihara
kehidupan semua manusia. Sungguh, rasul-rasul Kami benar-benar telah datang
kepada mereka dengan (membawa) keterangan-keterangan yang jelas. Kemudian,

sesungguhnya banyak di antara mereka setelah itu melampaui batas di bumi”
(QS. Al-Ma’idah (5): 32).

Berdasarkan ayat diatas terdapat ungkapan yang sangat jelas bahwa
seseorang yang melakukan mudarat di muka bumi, maka sama seperti membunuh
seluruh manusia. Pada dasarnya pembunuhan dapat terjadi secara langsung dan
tidak langsung. Pembunuhan secara langsung karena adanya pertengkaran,
persaingan, dan permusuhan, sedangkan pembunuhan secara tidak langsung
dengan merusak berbagai sumber kehidupan seperti daratan, perairan, udara,
maupun sumber pangan, sehingga manusia bahkan makhluk hidup apapun akan

merasakan dampak bahkan hingga terjadinya kematian (Tim Kemenag, 2013).
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Oleh karena itu, segala bentuk perlakuan yang dapat menyebabkan kerusakan
lingkungan merupakan sebuah larangan secara mutlak, karena akan mencelakakan
apapun dan siapapun.

Pada tahun 2017, terdapat sekitar 9-12% limbah plastik global yang didaur
ulang dan dibakar, sementara 79% lainnya dibuang ke tempat pembuangan akhir
maupun lingkungan sekitar (Geyer dkk., 2017). Permasalahan akan limbah plastik
dapat diminimalisir dengan menggunakan metode ramah lingkungan melalui
proses biodegradasi. Biodegradasi merupakan proses penguraian senyawa
kompleks menjadi senyawa yang lebih sederhana dengan memanfaatkan aktivitas
mikroorganisme tanpa harus merusak lingkungan (Fadlilah dan Shovitri, 2014).
Mikroorganisme akan mensekresikan endoenzim dan eksoenzim sehingga dapat
mendegradasi polimer plastik menjadi bentuk yang lebih sederhana dan
dimanfaatkan sebagai sumber karbon untuk proses pertumbuhan (Sriningsih dan
Shovitri, 2015). Mikroorganisme yang digunakan dalam proses biodegradasi
merupakan mikroorganisme yang telah diisolasi dari tanah, kompos, atau air laut
(Yoon dkk., 2012).

Beberapa riset yang telah dilakukan membuktikan bahwa mikroorganisme
berpotensi menguraikan limbah plastik. Rozaq (2020) melakukan uji aktivitas
Bacillus subtilis dalam mendegradasi plastik LDPE selama 52 hari dan diperoleh
persentase degradasi sebesar 1,63%. Suharpina dkk. (2021) menggunakan
Aspergillus niger dalam uji biodegradasi plastik jenis polyethylene dan diperoleh
persentase degradasi sebesar 4,41% selama masa inkubasi 4 minggu. Sarkhel dkk.
(2020) melakukan riset biodegradasi polimer dari limbah botol plastik PET

menggunakan spesies Vibrio sp. dan Aspergillus sp. yang diisolasi dari sumber
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laut, dan diperoleh aktivitas degradasi masing-masing sebesar 35% dan 22%
dalam jangka waktu 6 minggu. Farzi dkk. (2019) telah meneliti kemampuan
spesies Streptomyces dalam mendegradasi botol jenis PET selama 18 hari dan
diperoleh persentase biodegradasi akhir sebesar 68,8%.

Pada proses biodegradasi, aktivitas degradasi yang dihasilkan kurang
efektif apabila hanya dilakukan oleh satu jenis mikroba, sehingga harus dilakukan
dalam bentuk konsorsium. Mikroba dalam konsorsium bekerja secara multifungsi
pada substrat yang kompleks dan dapat dengan mudah mendegradasinya menjadi
monomer sederhana. Dey dkk. (2016) melakukan riset biodegradasi pada plastik
PET menggunakan Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Bacillus sp. dan
campuran ketiganya, hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas degradasi
tertinggi diperoleh pada kultur campuran sebesar 23% selama masa inkubasi 60
hari. Sowmya dkk. (2015) melaporkan bahwa penurunan berat plastik polietilen
oleh aktivitas konsorsium lebih besar (27%) dibandingkan aktivitas isolat tunggal
(0,6-7,7%). Ogunbayo, dkk. (2019) menjelaskan bahwa konsorsium bakteri dan
jamur memiliki kemampuan degradasi lebih baik dari pada tanpa dilakukan
konsorsium, karena terjadi sinergisme sehingga konsorsium memberikan
degradasi yang lebih tinggi. Oleh karena itu, penggunaan konsorsium ini dianggap
dapat saling mendukung antar mikroorganisme karena lebih efektif dalam
mendegradasi polimer plastik dari pada isolat tunggal (Islami, 2019).

Berdasarkan uraian yang telah dijelaskan, maka perlu dilakukan penelitian
tentang uji biodegradasi polyethylene terephthalate (PET) menggunakan bakteri
dan jamur dan diidentifikasi gugus fungsi polimer plastik menggunakan FTIR,

kemudian dilakukan analisis morofogi polimer melalui Scanning Electron
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Microscopy (SEM). Bakteri dan jamur yang digunakan adalah Bacillus subtilis
dan Aspergillus niger. Penelitian ini dilakukan untuk mengeksplorasi metode daur

ulang yang inovatif dalam penanganan limbah plastik. Biodegradasi dapat menjadi cara

yang cukup efektif, karena merupakan metode yang ramah lingkungan.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang, dirumuskan permasalahan sebagai berikut:
1. Bagaimana kemampuan biodegradasi Bacillus subtilis dan Aspergillus
niger terhadap plastik PET?
2. Bagaimana hasil identifikasi gugus fungsi plastik PET menggunakan
Spektrofotometer FTIR?
3. Bagaimana hasil analisis morfologi permukaan plastik PET dari

kemampuan degradasi tertinggi menggunakan SEM?

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dilakukan penelitian ini adalah:
1. Mengetahui kemampuan biodegradasi Bacillus subtilis dan Aspergillus
niger terhadap plastik PET.
2. Mengetahui hasil identifikasi gugus fungsi plastik PET menggunakan
Spektrofotometer FTIR.
3. Mengetahui hasil analisis morfologi permukaan plastik PET dari

kemampuan degradasi tertinggi menggunakan SEM.



1.4 Batasan Masalah
Pada penelitian ini ditetapkan beberapa batasan masalah sebagai berikut:

1. Bakteri Bacillus subtilis didapat dari Laboratorium Biokimia Program
studi Kimia Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang
dari hasil isolasi pada Tempat Pembuangan Akhir (TPA) Pisang Kipas
Jatimulyo, Kota Malang.

2. Jamur Aspergillus niger didapat dari Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya.

3. Jenis plastik yang digunakan uji biodegradasi adalah jenis PET
(Polyethylene Terephthalate) berukuran 1 x 1 cm.

4. Penentuan kemampuan degradasi berdasarkan hasil pengurangan berat

kering, uji FTIR, dan analisis SEM.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk memberikan informasi terkait dengan
potensi bakteri dan jamur dalam mendegradasi plastik secara ramah lingkungan.
Selain itu, hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi literatur penunjang

untuk penelitian selanjutnya.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Plastik Polyethylene Terephthalate (PET)

PET atau Polyethylene Terephthalate merupakan polimer rantai panjang
yang termasuk salah satu kelompok poliester. PET terbentuk dari zat antara yaitu
asam tereftalat (TPA) dan etilen glikol (EG) yang keduanya berasal dari bahan
baku minyak. Pada akhir 1950-an PET dikembangkan sebagai film dan pertama
kali digunakan untuk fotografi dan film sinar-X. Pada awal 1970-an PET
dikembangkan dengan teknik blow moulding yang menghasilkan struktur tiga
dimensi pertama yang mengawali pemanfaatan PET sebagai botol yang ringan,
kuat, dan tidak dapat dipecahkan (Sinha dkk., 2010; Vakili dan Haghshenas,
2010).

PET disintesis berdasarkan reaksi polikondensasi monomer asam tereftalat
(TPA) dan etilena glikol (EG) menghasilkan polimer polietilen tereftalat (PET),
dengan air sebagai produk sampingan. Reaksi polikondensasi PET dapat dilihat
pada gambar Gambar 2.1. Rantai pendek dari molekul alifatik, serta dengan
adanya cincin aromatik menyebabkan polimer PET menjadi molekul yang kaku.
Monomer PET dihubungkan oleh ikatan ester, yang dapat dihidrolisis oleh banyak
enzim hidrolitik yang dapat ditemukan di alam, sehingga memungkinkan PET
menjadi lebih rentan terhadap degradasi (Venkatachalam dkk., 2012; Hiraga dkk.,

2019).
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Gambar 2.1 Reaksi polikondensasi PET (Carr dkk., 2020)

Poli(etilbenzena-1,4-dikarboksilat) merupakan nama IUPAC dari polimer
PET dengan kode identifikasi resin atau nomor daur ulangnya adalah 1. PET
merupakan polimer semi kristalin yang dapat berubah dari keadaan seperti gelas
yang kaku menjadi elastis seperti karet apabila dipanaskan pada temperatur diatas
72°C. Pada umumnya kristal PET meleleh pada temperatur 265°C, namun
beberapa PET komersial meleleh diantara 255°C hingga 265°C. PET memiliki
densitas sebesar 1,4 gr/cm® dan berat molekulnya adalah 192 gr/mol yang terdiri
dari 4,2% hidrogen (H), 33,3% oksigen (O), dan 62,5% karbon (C) (Sinha dkk.,
2010; Sarker dkk., 2011; Bartolome dkk., 2012; Nanda dan Berruti 2021).

Karakteristik plastik PET tertera pada Tabel 2.1



Tabel 2.1 Karakteristik Plastik PET (Sinha dkk., 2010)

Karakteristik Nilai
Rumus molekul (C10HgO4)n
Massa molar Berubah-ubah
Densitas 1.38 g/cm® (20°C); 1.37 g/em®
(amorf); 1.455 g/cm? (kristal)
Titik lebur >250°C
Titik didih >350°C (terurai)
Kelarutan dalam air Tidak larut
Konduktivitas termal 0.15-0.24 W/m/K

2.2 Biodegradasi Plastik PET

Biodegradasi merupakan proses penguraian senyawa kompleks menjadi
senyawa baru dengan ukuran yang lebih sederhana dengan memanfaatkan
mikroorganisme sebagai agen pendegradasi (Joutey dkk., 2014). Biodegradasi
polimer plastik merupakan suatu proses alami dimana kompleks bahan organik
pada plastik akan dimanfaatkan oleh mikroorganisme tertentu sebagai sumber
karbon maupun energi, sehingga secara biologis dapat mengubah plastik menjadi
bentuk yang lebih sederhana. Penguraian zat organik pada proses biodegradasi
membentuk zat yang lebih sederhana yang berupa karbon dioksida, air, dan
amonia (Das dan Kumar, 2013 Islami, 2019). Mekanisme biodegradasi plastik

dapat dilihat pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Mekanisme biodegradasi plastik (Mohanan dkk., 2020)

Berdasarkan Gambar 2.2, biodegradasi plastik melibatkan ekskresi enzim
ekstraseluler oleh mikroorganisme, penempelan enzim pada permukaan plastik,
hidrolisis menjadi intermediet polimer pendek, yang pada akhirnya diasimilasi
oleh sel mikroba sebagai sumber karbon untuk melepaskan CO; (Jumaah, 2017).
Menurut Webb (2013) dalam proses biodegradasi, mikroorganisme mengubah
karbon yang terdapat dalam rantai polimer plastik menjadi karbon dioksida,
sehingga menyebabkan plastik menjadi rapuh dan mudah pecah menjadi bagian-
bagian yang lebih kecil hingga berat molekul rantai polimer plastik menjadi cukup

rendah untuk dimetabolisme oleh mikroorganisme.
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Gambar 2.3 Mekanisme degradasi PET oleh mikroorganisme (Austin dkk., 2018)

Berdasarkan Gambar 2.3 menunjukkan bahwa enzim pencerna PET yang
disebut sebagai PETase (Polietilen tereftalat hidrolase) akan mengubah PET
menjadi mono(2-hidroksietil) asam tereftalat (MHET), asam tereftalat (TPA) dan
bis(2-hidroksietil) asam tereftalat (BHET) sebagai produk sekunder. Enzim lain
seperti MHETase (Enzim pencerna MHET), selanjutnya akan menghidrolisis
MHET menjadi dua monomer berupa TPA dan etilen glikol (EG) yang akan
dikonversikan oleh mikroorganisme menjadi CO, (Yoshida, dkk., 2016).

Spesies bakteri dan jamur masing-masing memiliki kemampuan yang
berbeda dalam proses biodegradasi dan tergantung pada beberapa faktor
pendukung seperti komposisi dan struktur polimer, berat molekul, kristalinitas,

karakter hidrofobfik, kondisi lingkungan, kemampuan pembentukan biofilm, dan
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pretreatment untuk mikroba atau polimer. Mekanisme biodegradasi dari masing-
masing mikroba baik bakteri maupun jamur akan mempengaruhi efektivitas
proses biodegradasi. Mekanisme biodegradasi plastik PET oleh bakteri adalah
dengan membentuk biofilm pada permukaan plastik dan mensekresikan enzim
ekstraseluler yang akan mengikis permukaan polimer. Sedangkan mekanisme
biodegradasi plastik PET oleh jamur adalah dengan menggunakan hifanya untuk
menembus matriks polimer dan merusak struktur dalam polimer (Setiawan, 2021).

Pada proses biodegradasi terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi
laju biodegradasi, antara lain pH, temperatur, kelembapan, jenis polimer dan
ketebalan polimer. Kondisi-kondisi tersebut harus disesuaikan dengan jenis
mikroba yang akan digunakan sebagai biodegradator. Adapun setelah mengalami
proses bioegradasi, bahan-bahan polimer yang terlepas ke lingkungan akan terurai
secara fisika, kimia, maupun biologi. Hal itu tergantung pada adanya udara,
kelembapan, temperatur, cahaya (photo-degradation), radiasi energi tinggi (UV, vy-

radiation), maupun oleh hadirnya mikroorganisme yang lain (Sumarsono, 2011).

2.3 Mikroorganisme Pendegradasi Plastik

Mikroorganisme telah diketahui mampu mendegradasi senyawa polimer
plastik. Mikroorganisme pendegradasi plastik merupakan mikroorganisme yang
telah diisolasi dari air laut, tanah, atau kompos (Yoon dkk., 2012). Beberapa
mikroorganisme yang diketahui dapat membantu dalam proses degradasi adalah
mikroorganisme jenis bakteri dan jamur. Bakteri dan jamur merupakan
mikroorganisme yang dapat membantu proses biodegradasi plastik secara in vitro

dengan memanfaatkan plasticizers dalam plastik sebagai sumber karbon.
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Mikroorganisme tersebut dapat mengkontaminasi lapisan plastik dan
menggunakan komponen-komponen yang terdapat pada plastik sebagai sumber
nutrien, sehingga plastik dapat dirombak. Struktur polimer plastik dan jenis
mikroorganisme yang digunakan sangat mempengaruhi kecepatan dalam proses
biodegradasi (Murti, 2014).
Al-Qur’an juga menjelaskan tentang manfaat makhluk ciptaan Allah Swt.
sebagai penunjang keberlangsungan hidup manusia. Sebagaimana Allah Swit.

firmankan dalam surah Al-Hajj ayat 65:

PRI PR SR RS O S R S i PR 1

L}o/czu\zu\Mjef\ifg\@éfdu\,fﬂ\@urﬁﬁw N

- _) < & , k1 ~=

& o5 S3i) LA &)Y 59

Artinya: “Tidakkah engkau memperhatikan bahwa Allah menundukkan bagimu

apa yang ada di bumi dan kapal yang berlayar di laut dengan perintah-Nya. Dia

menahan (benda-benda) langit sehingga tidak jatuh ke bumi, kecuali dengan izin-

Nya? Sesungguhnya Allah benar-benar Maha Penyantun lagi Maha Penyayang
kepada manusia” (QS. Al-Hajj (22): 65).

Menurut Fakhr al-Din al-Razi dalam Tafsir Al-Kabir Wa Mafatih Al-

Ghaib memahami makna “Allah menundukkan bagimu apa yang ada di bumi”

adalah sebagai seluruh makhluk ciptaan Allah Swt. sebagai penunjang

keberlangsungan hidup manusia. Seluruh makhluk ciptaan Allah Swt. baik abiotik

maupun biotik, semua senantiasa tunduk pada ketentuan-Nya, supaya dapat

memberikan manfaat kepada manusia. Hal ini menjadi bukti kasih sayang Allah

Swt. bahwa tidak akan menciptakan segala sesuatu tanpa ada manfaatnya,

sehingga dapat menjadi penunjang interaksi seluruh makhluk yang saling

berkaitan dan membutuhkan (Sakirman, 2016).
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Menurut beberapa riset yang telah dilakukan, kemampuan degradasi

plastik oleh bakteri dan jamur ditunjukkan seperti pada Tabel 2.2 dan Tabel 2.3:

Tabel 2.2 Jenis dan kemampuan bakteri pendegradasi plastik

Jenis Bakteri Kemampuan Waktu Peneliti
Degradasi Inkubasi
Bacillus sp. 21,42% 60 hari Dey dkk., 2016
Bacillus cereus 4.01-35,72% 2-4 bulan Muhonja dkk., 2018
Bacillus 36,54% 60 hari Shrestha dkk., 2019
sporothermoduran
Vibrio sp. 35% 42 hari Sarkhel dkk., 2020

Tabel 2.3 Jenis dan kemampuan jamur pendegradasi plastik

Jenis Jamur Kemampuan Waktu Peneliti
Degradasi Inkubasi
Penicillium 7.7% 3 bulan Sowmya dkk., 2015
simplicissimum
Aspeergillus 50+£4% 60 hari Sangale dkk., 2019
terreus
Aspergillus niger 12% 60 hari Ogunbayo dkk.,
2019
Aspergillus sp. 22% 42 hari Sarkhel dkk., 2020

2.4 Enzim yang Dihasilkan Bacillus subtilis dan Aspergillus niger

Banyak enzim yang dihasilkan oleh bakteri dan jamur dalam peranannya
sebagai pendegradasi PET. Enzim seperti esterase berperan dalam proses hidrolisa
ikatan ester dengan asam amino dan alkohol yang ada dalam polimer PET. Enzim
lipase berperan dalam memotong ester yang larut dalam air atau ester gugus OH.
Enzim PETase dan MHETase masing-masing bertanggung jawab atas pemecahan
polimer PET dan mono-2-hidroksietil tereftalat menjadi ko-monomernya (Kawai
dkk., 2014; Yoshida dkk., 2016; Carniel dkk., 2017).

Huang dkk., (2018) dalam proses degradasi enzimatik PET berhasil

mensekresikan enzim hidrolase PETase dari spesies Bacillus subtilis yang
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menunjukkan aktivitas hidrolitik polimer PET. Chaves dkk., (2018) melakukan
identifikasi pada mikroorganisme pendegradasi polietilen tereftalat (PET) dan
menunjukkan bahwa jamur spesies Aspergillus hasil identifikasi menghasilkan

enzim hidrolitik yang memiliki potensi dalam memecah polimer.

2.5 Sinergisme Konsorsium Bacillus subtilis dan Aspergillus niger

Proses biodegradasi senyawa hidrokarbon tidak berlangsung sempurna
jika hanya dilakukan oleh satu jenis mikroba, sehingga harus dilakukan oleh
beberapa jenis mikroorganisme dalam bentuk konsorsium yang memiliki sifat
sinergisme (Islami, 2019).

Komunitas mikroba atau konsorsium didefinisikan sebagai kumpulan
multispesies yang hidup berdampingan dalam ceruk ekologis. Dalam konsorsium
mikroba, mikroorganisme bekerja secara multifungsi pada substrat yang kompleks
dan dengan mudah mendegradasinya menjadi monomer sederhana yang berbeda,
sehingga penggunaan konsorsium ini dianggap dapat saling menguntungkan
karena lebih efektif dalam mendegradasi polimer plastik (Sowmya dkk., 2015).

Perera dkk. (2019) dalam penelitiannya menjelaskan sinergisme jamur dan
bakteri pada spesies Aspergillus dan Bacillus dalam mendegradasi senyawa
hidrokarbon. Jamur dalam konsorsium tersebut diamati membentuk lapisan
miselium pada permukaan hidrokarbon, sehingga memungkinkan bakteri
mengatasi keterbatasan nutrisi pertumbuhannya dengan menempel pada miselium
jamur dan mendapatkan ruang ke lapisan hidrokarbon. Berdasarkan penelitiannya,
aktivitas degradasi yang diperoleh sebesar 99,42 + 0,38% untuk konsorsium jamur

dan bakteri; 52,92 £ 8,81% untuk jamur; serta 9,62 + 0,71% untuk bakteri. Oleh
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karena itu, dengan dilakukan konsorsium mikroorganisme dapat saling
mendukung yang ditandai dengan aktivitas degradasi lebih tinggi dari pada tanpa
dilakukan konsorsium.

Konsorsium bakteri dan jamur spesies Bacillus dan Aspergillus secara
efektif memaksimalkan proses biodegradasi. Pasalnya, jamur akan menumbuhkan
hifa untuk merusak struktur dalam polimer, sementara bakteri dapat dengan
mudah menembus dan mengeluarkan enzim ekstraseluler. Selain itu, hifa jamur
tidak hanya mendukung perlekatan pada permukaan polimer, tetapi juga

menyediakan sumber nutrisi bagi bakteri (Perera, dkk. 2019; Setiawan, 2021).

2.6 Pengaruh Sinar UV Terhadap Polimer PET

Paparan sinar UV merupakan salah satu treatment terhadap plastik PET
yang akan didegradasi. Sinar UV akan diserap oleh molekul plastik sehingga
dapat membantu membuat kerusakan struktur kimia polimer (Sarengat, 2011).
Sinar UV yang diserap akan menyerang ikatan polimer dan mengubahnya menjadi
potongan-potongan kecil, kemudian melalui proses biodegradasi oleh mikroba
akan mengubah potongan-potongan kecil menjadi produk akhir (Jumaah, 2017,
Asmita dkk., 2015; Kumar dkk., 2011; Singh dan Sharma, 2008).

Pengaruh lama paparan sinar UV yang diberikan pada permukaan plastik
PET dapat merubah sifat hidrofobilitas plastik menjadi struktur yang bersifat
hidrofilik. Permukaan plastik yang telah bersifat hidrofilik akan membantu koloni
bakteri dan jamur lebih mudah dalam menempel pada permukaan plastik. Koloni

yang menempel mampu membentuk lapisan biofilm dipermukaan plastik,
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sehingga hasil dari proses biodegradasi akan lebih maksimal (Kumar dan Raut,
2015, Triasita dan Maya, 2015).

Vague dkk. (2019) mengisolasi spesies mikroba dari situs minyak bumi
yang tercemar di Houston, Texas, untuk degradasi PET yang efektif. Beberapa
sampel telah diberi perlakuan radiasi ultra violet (UV) dan terbukti dapat

meningkatkan aktivitas degradasi plastik.

2.7 Bushnell-Haas (BH) Sebagai Media Biodegradasi

Bakteri dan jamur pendegradasi polimer plastik dapat ditumbuhkan
dengan menggunakan media selektif, dimana dalam media ini dapat
menumbuhkan bakteri dan jamur tertentu dan menghambat pertumbuhan bakteri
maupun jamur lain yang tidak dikehendaki. Media yang dibutuhkan untuk
menumbuhkan campuran bakteri dan jamur adalah media Bushnell Haas (BH).
Media BH merupakan media yang kaya akan nutrisi sebagai penunjang dalam
pertumbuhan mikroba campuran, sehingga bakteri maupun jamur dapat tumbuh
didalam media (Khafidloh, 2020).

Media Bushnell Haas (BH) merupakan media yang direkomendasikan
untuk mempelajari aktivitas mikroba dalam menguraikan senyawa hidrokarbon.
Komposisi bahan media BH terdiri dari magnesum sulfat, kalsium klorida, dan
besi klorida. Selain itu terdapat monopotasium fosfat dan dipotasium fosfat yang
berfungsi sebagai penyangga media, serta amonium nitrat yang berfungsi sebagai
sumber nitrogen. Media ini mengandung semua nutrisi yang dibutuhkan mikroba

kecuali sumber karbon yang diperlukan untuk pertumbuhan, sehingga hanya
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mikroorganisme yang mampu menguraikan hidrokarbon yang akan tumbuh di
media Bushnell Haas (HiMedia Laboratories, 2011).

Ogunbayo dkk. (2019) dalam penelitiannya tentang degradasi sampah
plastik oleh campuran jamur dan bakteri menggunakan media Bushnell Haas (BH)
untuk menguji kemampuan mikroorganisme dalam mendegradasi plastik. Media
tersebut terdiri dari 0,2 gram MgSOQOy; 1 gram KH,POy; 1 gram K;HPO,; 1 gram
NH4NOj3; 0,02 gram CaCl,; dan 0,05 gram FeCl; dan 1000 mL Aquades. Lazuardi
dan Sari (2013) menambahkan bahwa media BH tidak memiliki kandungan
karbon yang diperlukan oleh bakteri maupun jamur untuk tumbuh didalamnya,
sehingga bakteri dan jamur tertentu memanfaatkan polimer plastik sebagai sumber

nutrisi untuk menunjang pertumbuhannya.

2.8 Analisis Biodegradasi Plastik Menggunakan Metode FTIR

Perubahan yang terjadi pada sampel plastik sebelum dan sesudah
didegradasi oleh mikroorganisme dapat diketahui dengan menggunakan metode
analisis FTIR (Fourier Transform Imfra Red). FTIR merupakan alat yang
digunakan untuk mengukur absorban atau transmitan suatu sampel dalam bentuk
bilangan gelombang. Alat ini merupakan spektroskopi inframerah yang berfokus
terhadap radiasi elektromagnetik dengan frekuensi panjang gelombang pada
rentang 400-4000 cm™ (Islami, 2019).

Adapun prinsip kerja FTIR adalah adanya interaksi antara radiasi
inframerah dengan suatu senyawa sehingga terjadi perubahan energi yang akan
digunakan untuk proses vibrasi, dimana sumber energi yang berupa radiasi

inframerah akan melewati dua berkas sinar, berkas sinar pertama berinteraksi
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dengan sampel sedangkan berkas sinar kedua akan menuju pembanding. Berkas-
berkas sinar tersebut akan melewati grating yang akan diteruskan menuju detektor
untuk diubah menjadi signal listrik dan diterjemahkan oleh detektor melalui
puncak-puncak dengan intensitas tertentu (Pambudi dkk., 2017).

Menurut Bunaciu dkk. (2011) FTIR merupakan suatu metode analisis yang
digunakan untuk mengetahui adanya perubahan pada gugus fungsi sampel plastik
yang ditunjukkan melalui sebuah spektrum. Alat FTIR akan bekerja dengan
mengukur jumlah radiasi inframerah yang dipancarkan atau diserap oleh sampel
plastik sehingga dihasilkan sebuah spektrum. Kemudian hasil spektrum yang
diperoleh diplot sebagai fungsi dari bilangan gelombang (cm™) atau panjang
gelombang (um).

Alat FTIR digunakan untuk analisis suatu senyawa secara kualitatif, hal ini
karena setiap senyawa memiliki perbedaan karakteristik pada puncak struktural
serta panjang gelombang pada setiap kelompok fungsionalnya. Sehingga dapat
digunakan untuk mengetahui perubahan gugus fungsi yang terjadi pada proses
biodegradasi. Analisis menggunakan metode FTIR ini sangat diperlukan untuk
menunjukkan dan mengetahui adanya perubahan kimia fisika pada sampel plastik
hasil biodegradasi oleh mikroorganisme. Adapun perubahan kimia yang terjadi
ditunjukkan dengan adanya gugus baru yang muncul, sedangkan perubahan fisika
yang terjadi ditunjukkan dengan adanya peningkatan maupun penurunan bilangan
gelombang (Dwicania, 2019; Islami, 2019).

Perbandingan spektrum FTIR plastik sebelum dan setelah dilakukan uji

biodegradasi tertera pada Gambar 2.3 dan Gambar 2.4 sebagai berikut:
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Gambar 2.4 (A) Spektrum FTIR plastik PET sebelum didegradasi oleh Bacillus
subtilis; (B) Spektrum FTIR plastik PET setelah didegradasi oleh Bacillus subtilis
(Nakkabi dkk., 2015)

Berdasarkan hasil analisis diatas, Gambar 2.3 (B) spektrum PET setelah
biodegradasi oleh Baccilus subtilis selama 30 hari masa inkubasi ditandai dengan
hilangnya pita serapan yang terletak pada bilangan gelombang 2995; 2940; dan
2950 cm™ (elongasi v (ch-) dari metilen pada segmen etilen glikol, penurunan
intensitas pita yang terletak pada bilangan gelombang 1711 cm™ (ester karbonil)
yang dikaitkan dengan gugus karbonil dari asam karboksilat, munculnya pita pada

bilangan gelombang 1339; 1405; 1449 cm™ (deformasi & (-cH)) pada segmen

etilen glikol, bilangan gelombang 1240; 1085; 1014 cm™ (elongasi v (-co-)) pada
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segmen asam karboksilat dan bilangan gelombang 870 cm™ (elongasi v -cco) (Al-

Azzawi, 2015; Nakkabi dkk., 2015).
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Gambar 2.5 a) Spektrum FTIR plastik PET sebelum didegradasi oleh Penicillium
funiculosum; b) Spektrum FTIR plastik PET setelah didegradasi oleh Penicillium
funiculosum (Nowak dkk., 2011)

Analisis FT-IR PET setelah masa inkubasi 84 hari dengan Penicillium
funiculosum menunjukkan adanya penurunan intensitas pita pada bilangan
gelombang 3340 cm™ yang dikaitkan dengan peregangan O-H gugus akhir
dietilen pada etilen glikol, dan penurunan intensitas pita pada bilangan gelombang
3060 cm™ dikaitkan dengan peregangan C-H aromatik pada asam karboksilat.
Sebuah pita baru ditemukan pada bilangan gelombang 3030 cm™. Penurunan
intensitas pita yang dihubungkan dengan gugus alifatik peregangan C-H pada
bilangan gelombang 2960 cm™ dan 2880 cm™ dari gugus metilan pada etilen

glikol, serta penurunan intensitas semua pita pada rentang 1900 cm™ hingga 700
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cm™. Pita baru muncul pada bilangan gelombang 760 cm™ (Al-Azzawi, 2015;
Nowak dkk., 2011).

Menurut Zulaika, dkk. (2017) berdasarkan struktur kimianya, plastik PET
tersusun dari gugus fungsi ester. Gugus ini terdapat pada serapan bilangan
gelombang 1900-1700 cm™. Kemudian terdapat serapan pada bilangan gelombang
723,33 cm™ dengan struktur kimia C-H dan tergolong senyawa Alkynes
mengalami penurunan serapan menjadi 680,89 cm™ dengan struktur kimia
R2C=CHR (rangkap tak jenuh). Terdapat juga penurunan serapan pada bilangan
gelombang 792,77 cm™ dengan struktur kimia R2C=CHR golongan Alkenes
menjadi 731,05 cm™ yang merupakan golongan Aromatics. Hal ini menyatakan
bahwa terdapat aktivitas kimia yang memungkinkan terjadi proses perombakan
polimer oleh mikroorganisme.

Pada proses degradasi plastik PET secara enzimatik terjadi reaksi
hidrolisis yang melibatkan peranan enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme.
Enzim yang berperan dalam reaksi enzimatik tersebut salah satunya adalah enzim
cutinase. Enzim ini akan menghidrolisis PET dengan cara berikatan pada
permukaan polimer yang bersifat hidrofobik, dimana permukaan ini merupakan
keberadaan ikatan rangkap etilen (C=C) (Khoironi, dkk. 2019; Rammer

dkk.,2013).

2.9 Analisis Biodegradasi Plastik Menggunakan Metode SEM
Scanning Electron Microscopy (SEM) adalah salah satu teknik yang
efisien untuk analisis kualitatif bahan polimer hasil degradasi oleh

mikroorganisme. SEM mampu menganalisis dan mendeteksi permukaan polimer
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plastik dengan memberikan informasi secara mikro sehingga dapat dilakukan
analisis kimia kualitatif (L’ Annunziata, 2012; Choudhary, 2017).

SEM bekerja berdasarkan prinsip mikroskop cahaya dengan memfokuskan
sinar elektron berenergi tinggi sehingga mampu memperbesar permukaan plastik
yang diteliti. SEM merupakan alat yang mampu mengetahui morfologi polimer
plastik dengan memvisualisasikan permukaan plastik melalui proses scanning dari
pancaran berenergi tinggi oleh elektron dan terjadi dalam suatu Scan raster.
Adapun morfologi yang dapat diamati dari SEM adalah bentuk dan struktur
permukaan dengan skala yang lebih halus (Dwicania, 2019; Islami, 2019).

Menurut Dhaka dkk. (2022) mikrograf yang dihasilkan SEM mampu
memberikan gambaran terkait retakan, stabilitas polimer, dan informasi tentang
polutan yang terabsorpsi ke permukaannya. Liu dkk. (2018) menggunakan SEM
untuk menganalisis kerusakan tekstur pada permukaan film PET dan
pembentukan biofilm yang disebabkan oleh spesies Delftia. Visualisasi SEM

tertera pada gambar 2.6 sebagai berikut:
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Gambar 2.6 Visualisasi SEM dari limbah botol plastik sebelum (A) dan setelah
(B) degradasi oleh bakteri dan jamur (Sharkel dkk., 2020)

Berdasarkan Gambar 2.6 mewakili topografi SEM dari permukaan film

polimer PET dari limbah botol plastik sebelum dan setelah proses biodegradasi.
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Analisis SEM menunjukkan aktivitas mikroba dalam mendegradasi sampel
polimer. Film plastik sebelum degradasi menunjukkan permukaan yang lebih
halus dibandingkan dengan film setelah degradasi yang menunjukkan permukaan

yang lebih kasar dan terdapat retakan yang terlihat jelas (Sain dkk., 2014)



BAB |11

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, Mikrobiologi,
dan Genetika Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam

Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang pada Januari — Juni 2023.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang diperlukan dalam pembuatan media BH memerlukan gelas
arloji, spatula, gelas ukur 100 mL, neraca analitik, beaker glass 1000 mL,
hotplate, magnetic stirrer, dan autoklaf. Pembuatan media NA memerlukan gelas
arloji, spatula, gelas ukur 100 mL, neraca analitik, erlenmeyer 250 mL, hotplate,
magnetic stirrer, dan autoklaf. Pembuatan media NB memerlukan gelas arloji,
spatula, neraca analitik, erlenmeyer 250 mL, hotplate, magnetic stirrer, dan
autoklaf. Peremajaan bakteri memerlukan tabung reaksi, jarum ose, bunsen,
Plastic wrap dan incubator. Peremajaan jamur memerlukan cawan petri, jarum
ose, bunsen, cawan petri, Plastic wrap dan incubator. Penentuan Optical Density
(OD) memerlukan jarum ose, botol vial, pipet volume, incubator, vortex, kuvet
dan spektrofotometer UV-Vis. Penyaringan filtrat jamur memerlukan beaker glass
100 mL, kaca preparat, dan kasa steril. Preparasi plastik PET memerlukan neraca
analitik, dan lampu UV. Uji aktivitas biodegradasi memerlukan erlenmeyer 250

mL, mikropipet, pinset, pipet ukur 10 mL, gelas ukur 100 mL, blue tip, plastic
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warp, shaker incubator, dan neraca analitik. Sedangkan karakterisasi PET

memerlukan spektrofotometer FTIR dan SEM.

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang diperlukan dalam peremajaan bakteri dan jamur antara
lain isolat bakteri Bacillus subtilis hasil isolasi dari TPA Sampah Jalan Pisang
Kota Malang, dan isolat jamur Aspergillus niger. Pada peremajaan bakteri media
yang digunakan adalah Nutrient Agar (NA) dan peremajaan jamur digunakan
media Potato Dextrose Agar (PDA). Penentuan Optical Density (OD)
memerlukan isolat murni Bacillus subtilis. Penyaringan filtrat jamur memerlukan
kultur Aspergillus niger. Pada penentuan OD bakteri, media yang diigunakan
adalah Nutrient Broth (NB). Preparasi plastik PET memerlukan sampel plastik
PET berupa botol air mineral merk Aqua dan etanol 70%. Uji aktivitas
biodegradasi memerlukan etanol 70%, akuades steril, sampel plastik PET berupa
botol air mineral merk Aqua, inokulum Bacillus subtilis dan Aspergillus niger,
media Bushnell-Haas (BH) yang mengandung akuades, MgSO,;, KH,PO,,

KoHPO,4, NH4NO3, CaC|2 dan FeCI3.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif kuantitatif dan
kualitatif berupa hasil akhir berat kering, hasil uji FTIR, dan hasil analisis SEM.
Penelitian ini menggunakan dua jenis variabel diantaranya variabel bebas berupa
jenis bakteri dan jamur, dan variabel terikat berupa berat akhir plastik PET setelah

proses biodegradasi, hasil uji FTIR, dan hasil analisis SEM.



Tabel 3.1 Rancangan Penelitian

Jenis Berat Berat Weight  %Degradasi
Perlakuan Awal (g)  Akhir (g) Loss (9)
Bakteri
Jamur
Campuran
Kontrol
Keterangan:
Bakteri = Bacillus subtilis
Jamur = Aspergillus niger
Campuran = Bacillus subtilis dan Aspergillus niger
Kontrol = Tanpa penambahan mikroba

3.4 Tahapan Penelitian
Adapun tahapan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Pembuatan media
2. Peremajaan isolat bakteri dan jamur
3. Pengukuran Optical Density (OD) bakteri
4. Penyaringan filtrat jamur
5. Preparasi sampel plastik PET
6. Uji Biodegradasi PET
7. Analisis penurunan berat PET
8. Karakterisasi PET menggunakan FTIR
9. Karakterisasi PET menggunakan SEM

10. Analisis Data

27
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3.5 Cara Kerja
3.5.1 Pembuatan Media
3.5.1.1 Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Media Nutrient Agar (NA) digunakan dalam peremajaan bakteri Bacillus
subtilis. media ini dibuat dengan cara ditimbang NA sebanyak 2,8 gram.
Dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL dan ditambahkan 100 mL akuades
steril, kemudian dipanaskan menggunakan hot plate dan diaduk menggunakan
magnetic stirrer. Selanjutnya media di sterilisasi menggunakan autoclave selama

2 jam pada 121°C (Rozaq, 2020).

3.5.1.2 Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

Media Nutrient Broth (NB) digunakan dalam pengukuran Optical Density
(OD) bakteri Bacillus subtilis. media ini dibuat dengan cara menimbang media
sebanyak 0,8 gram, kemudian dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL dan
dilarutkan dengan 100 mL akuades streril. Setelah itu, media dipanaskan
menggunakan hot plate dan diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer. Media
di sterilisasi menggunakan autoclave selama 2 jam pada suhu 121°C (Rozaq,

2020).

3.5.1.3 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Media Potato Dextrose Agar (PDA) digunakan dalam peremajaan jamur
Aspergillus niger. media ini dibuat dengan cara menimbang media PDA sebanyak
3,9 gram, kemudian dimasukkan kedalam erlenmeyer 250 mL dan dilarutkan

dengan 100 mL akuades steril. Setelah itu media dipanaskan menggunakan hot
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plate hingga mendidih dan diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer. Media
di sterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C

(Jamilatun dkk., 2020).

3.5.1.4 Pembuatan Media Bushnell Haas (BH)

Media yang digunakan dalam uji biodegradasi adalah media Bushnell-
Haas (BH). Media ini dibuat menggunakan bahan 0,2 gram MgSO,; 1,0 gram
KH,POy; 1,0 gram K;HPO4; 1,0 gram NH4;NOg3; 0,02 gram CaCl,; dan 0,05 gram
FeCl;. Semua bahan dimasukkan kedalam beaker glass 1000 mL dan dilarutkan
ke dalam 1000 ml aquades, kemudian diautoklaf pada 121°C selama 15 menit

(Ogunbayo dkk., 2019).

3.5.2 Peremajaan Isolat Bakteri dan Jamur
3.5.2.1 Peremajaan Bacillus subtilis

Bakteri Bacillus subtilis hasil isolasi dari TPA Sampah Jalan Pisang Kota
Malang dan di simpan di Laboratorium Biokimia dan Bioteknologi Jurusan
Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana
Malik lbrahim Malang, disubkultur dengan cara 1 ose bakteri diinokulasikan pada
media Nutrient Agar (NA), dan diinkubasi dalam incubator selama 24 jam dengan

kecepatan 120 rpm pada suhu 37°C (Rozaq, 2020).

3.5.2.2 Peremajaan Aspergillus niger
Jamur Aspergillus niger hasil isolasi dari TPA Talangagung, Kepanjen,

Kabupaten Malang dan disimpan di laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi,
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Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik
Ibrahim Malang, disubkultur dengan memindahkan 1 ose jamur pada media PDA
(Potato Dextrose Agar), kemudian diinkubasi dan diamati pertumbuhannya

selama 5 hari pada suhu ruang (Fadillah, 2020).

3.5.3 Pengukuran Optical Density (OD) Bacillus subtilis

Sebanyak 1 ose Bacillus subtilis diinokulasikan ke dalam media Nutrient
Broth 10 mL, kemudian diinkubasi pada incubator selama 24 jam dengan
kecepatan 180 rpm dan suhu 37°C. Setelah itu, 1 mL kultur bakteri dipindahkan
ke dalam media Nutrient Broth 50 mL dan diukur Optical Density (OD)
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm

(Fatihah, 2018).

3.5.4 Penyaringan Filtrat Aspergillus niger

Penyaringan dilakukan dengan menyiapkan kultur Aspergillus niger yang
berada pada cawan petri. kemudian diambil aquades steril sebanyak 50 mL,
dituang aquades sedikit demi sedikit kedalam biakan Aspergillus niger.
Selanjutnya dikerok Aspergillus niger menggunakan kaca preparat yang telah
disterilisasi. Setelah itu disaring inokulum menggunakan kasa steril pada beaker

glass (Rachma, 2022).

3.5.4 Preparasi Sampel Plastik PET
Sampel plastik PET adalah botol plastik air mineral yang diperoleh dengan

cara memotong botol air mineral menjadi kotak berukuran diameter 1 cm.
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Kemudian disterilisasi menggunakan alkohol 70%. Plastik disinari menggunakan
UV selama 60 jam, Setelah itu potongan-potongan plastik ditimbang berat kering
awal menggunakan neraca analitik (Balasubramanian, dkk., 2014; Sarkhel dkk.,

2020).

3.5.5 Uji Biodegradasi PET

Kemampuan bakteri dan jamur dalam kultur murni dan campuran untuk
mendegradasi Polyethylene terephthalate (PET) dilakukan dengan menggunakan
Erlenmeyer yang ditambahkan 50 mL media BH, plastik PET yang telah
dipreparasi, serta 600 uL inokulum Bacillus subtilis, 600 puL inokulum Aspergillus
niger, dan 600 pL inokulum campuran (300 pL inokulum Bacillus subtilis dan
300 pL inokulum Aspergillus niger) dengan nilai OD yang digunakan adalah
ODggo = 0,5 (8x10° CFU/mL). Kemudian masing-masing diinkubasi selama 60
hari pada inkubator shaker dengan kecepatan 50 rpm. Sebagai kontrol, dilakukan
uji yang hanya berisi plastik PET dalam media BH tanpa adanya penambahan
inokulum bakteri, jamur, dan campuran (Ogunbayo dkk., 2019; Sarkhel dkk.,

2020).

3.5.6 Analisis Penurunan Berat PET

Setelah proses biodegradasi, potongan plastik diambil, kemudian dicuci
menggunakan alkohol 70% dan dikeringanginkan. Selanjutnya ditimbang untuk
mengetahui berat akhir plastik setelah mengalami biodegradasi, kemudian
dihitung persentase degradasi pastik yang meliputi presentase kehilangan berat

menggunakan persamaan 3.1 (Sarkhel dkk., 2020):
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{berat awal—berat akhir}

%sKehilangan Berat =

berat awal

3.5.7 Karakterisasi PET Menggunakan FTIR

Plastik PET sebelum didegradasi dan setelah didegradasi diidentifikasi
perubahan gugus fungsinya menggunakan FTIR dengan cara di press pada sample
holder, kemudian dimasukkan kedalam instrumen FTIR dan diukur pada rentang
panjang gelombang 4000-400 cm™. Hasil analisis akan terlihat dalam bentuk

pengambilan data spektrum (Ojha dkk., 2017).

3.5.8 Karakterisasi PET Menggunakan SEM

Plastik PET kontrol dan PET dengan aktivitas degradasi tertinggi dicuci
dengan alkohol dan dikeringkan, kemudian diidentifikasi perubahan struktur
morfologinya menggunakan SEM dengan cara plastik PET dicuci menggunakan
larutan SDS dan aquades selama beberapa menit, kemudian dibilas dengan etanol
70%. Plastik PET ditempelkan pada stub analisis SEM menggunakan tabung
karbon, kemudian plastik dilapisi dengan emas selama 40 detik. Dilakukan
analisis plastik PET dibawah mikroskop elektron resolusi tinggi (Gajendiran dkk.,

2016).

3.6 Analisis Data
Data yang diperoleh meliputi data kuantitatif dan kualitatif. Data
kuantitatif berupa persentase degradasi plastik PET dari Bacillus subtilis,

Aspergillus niger, dan campuran. Data kualitatif berupa hasil identifikasi gugus
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fungsi plastik PET sebelum dan setelah biodegradasi menggunakan FTIR, serta
morfologi permukaan plastik PET dari kemampuan degradasi tertinggi yang
dikarakterisasi menggunakan SEM. Data yang diperoleh dijelaskan secara

deskriptif dengan melampirkan hasil yang diperoleh dan dibandingkan dengan

literatur yang ada.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan di Laboratorium
Bioteknologi, Mikrobiologi, dan Genetika yang meliputi 4 tahapan utama antara
lain preparasi sampel plastik polyethylene terephthalate (PET) menggunakan sinar
UV, peremajaan isolat Bacillus subtilis dan Aspergillus niger, uji kemampuan
biodegradasi oleh isolat Bacillus subtilis, Aspergillus niger, dan campuran
keduanya, serta karakterisasi menggunakan spektrofotometer FTIR dan SEM,

sehingga diperoleh hasil yang dijelaskan dan digambarkan sebagaimana berikut.

4.1 Preparasi Sampel Plastik PET

Penggunaan sinar UV pada preparasi sampel plastik PET merupakan salah
satu metode yang digunakan untuk mempersiapkan sampel plastik agar dapat
terdegradasi oleh bakteri dan jamur. Preparasi plastik PET dilakukan dengan
tujuan untuk mengubah permukaan plastik PET, sehingga dapat membantu
mempermudah proses biodegradasi. Adapun tahapan preparasi meliputi
perendaman plastik dalam etanol yang berfungsi untuk sterilisasi plastik dari
mikroba lain yang tidak diinginkan dan penyinaran menggunakan sinar UV
selama 60 jam yang berfungsi untuk membantu membuat kerusakan struktur
kimia plastik PET.

Pengaruh lama paparan sinar UV yang diberikan pada permukaan plastik
PET diharapkan dapat mengubah sifat hidrofobilitas plastik menjadi hidrofilisitas.

Perubahan tersebut disebabkan adanya oksidasi oleh sinar UV pada senyawa
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polimer plastik PET. Permukaan plastik yang bersifat hidrofilik akan
memudahkan koloni bakteri dan jamur menempel pada permukaan plastik. Koloni
yang menempel mampu membentuk lapisan biofilm dipermukaan plastik, oleh
karena itu hasil dari proses biodegradasi akan lebih maksimal (Kumar dan Raut,

2015, Triasita dan Maya, 2017).

Sinar UV

Plastik PET

Gambar 4.1 Preparasi plastik PET menggunakan sinar UV selama 60 jam

Menurut Waryat, dkk. (2013) Plastik PET yang bersifat hidrofilik
memiliki kemampuan menyerap air yang tinggi. Kemampuan tersebut
menyebabkan termoplastik lebih mudah diuraikan oleh bakteri dan jamur.
Terurainya rantai panjang polietilen akan menyebabkan rantai utama polietilen
putus menjadi bagian-bagian dengan berat molekul yang kecil. Bagian-bagian
polietilen dengan berat molekul yang lebih kecil akan lebih mudah untuk
diuraikan oleh bakteri dan jamur. Polietilen yang telah mengalami penurunan
berat molekul lebih mudah diuraikan oleh mikroorganisme untuk dijadikan

sumber karbon bagi pertumbuhannya. Perlakuan menggunakan sinar UV pada
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plastik PET hanya mengubah permukaan PET dan tidak menyebabkan penurunan

berat PET.

4.2 Peremajaan Isolat Bacillus subtilis Dan Aspergillus niger

Bakteri dan jamur yang digunakan untuk biodegradasi dalam penelitian ini
berasal dari lemari pendingin, sehingga harus diremajakan terlebih dahulu
sebelum digunakan dalam proses biodegradasi. Peremajaan berfungsi untuk
mendapatkan bakteri dan jamur yang aktif, karena sebelumnya dalam kondisi
inaktif didalam lemari pendingin. Selain itu peremajaan dilakukan untuk
mendapatkan biakan yang lebih baru dan muda, sehingga dapat digunakan sesuai
dengan fungsinya (Charlena dkk. 2009; Mas’ud 2013).

Bakteri yang digunakan untuk uji biodegradasi adalah Bacillus subtilis.
Bakteri ini merupakan hasil isolasi dari TPA Sampah Jalan Pisang Kota Malang
yang memiliki potensi dalam mendegradasi polimer plastik. Isolat Bacillus
subtilis dikultur pada media Nutrient Agar (NA) dengan menggunakan metode
zig-zag (Streak plate). Metode ini merupakan metode yang digunakan untuk
peremajaan bakteri dan dilakukan dengan cara menggoreskan bakteri yang
diambil diatas permukaan media miring dari ujung bawah hingga atas secara zig-
zag menggunakan jarum inokulasi dan diinkubasi selama 24 jam (Gandjar dkk.,
1992; Cappucino dan Sherman, 2002).

Koloni isolat Bacillus subtilis hasil kultur pada media miring mempunyai
karakteristik antara lain berwarna krem, ukuran koloni sedang dengan bentuk
bulat dan tepian rata, elevasi (permukaan) rata dengan media, serta tembus cahaya

(Rozaq, 2020).
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Gambar 4.2 Bacillus subtilis

Hasil kultur Bacillus subtilis diukur nilai Optical density (OD) yang
berfungsi untuk menghitung kuantitas kekeruhan sel Bacillus subtilis dan
dilakukan dengan menginokulasikan pada media cair atau media Nutrient broth
(NB). Pengukuran OD pada kultur Bacillus subtilis menunjukkan kerapatan sel
bakteri di dalam media cair. Kuantitas kekeruhan ditunjukkan berdasarkan nilai
absorbansi yang dihasilkan pada spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 600 nm. Semakin tinggi nilai absorbansi yang dihasilkan maka
semakin banyak bakteri yang tumbuh. Pada penelitian ini didapatkaan nilai OD
Bacillus subtilis sebesar 0,599.

Adapun jamur yang digunakan adalah spesies Aspergillus niger. Isolat
Aspergillus niger dikultur pada media Potato Dextrose Agar (PDA) dengan cara
menggoreskan jamur diatas permukaan media padat menggunakan jarum
inokulasi dan diinkubasi selama 5 hari pada suhu ruang. Perbedaan massa
inkubasi antara jamur dan bakteri disebabkan karena struktur jamur yang lebih
kompleks sehingga membutuhkan waktu yang lebih lama untuk pertumbuhannya.
(Wijayanti, 2003).

Secara makroskopis Aspergillus niger memiliki karakteristik antara lain
koloni berwarna hitam dengan pinggiran putih dan permukaan bawah koloni

berwarna putih kekuningan hingga berwarna coklat. Secara mikroskopis jamur ini
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memiliki vesikel berbentuk bulat hingga semi bulat. Konidia bulat hingga semi
bulat dan berwarna coklat (Wangge dkk., 2012).

Hasil kultur Aspergillus niger dilakukan penyaringan untuk mendapatkan
filtrat Aspergillus niger sebagai inokulum untuk uji biodegradasi. Inokulum dibuat
dengan menyaring biakan yang ditambahkan Aquades steril dan dikeruk
menggunakan kaca preparat steril tanpa mengikis bagian media PDA, serta
disaring menggunakan kasa steril. Filtrat yang telah tersaring merupakan

inokulum Aspergillus niger yang akan digunakan dalam proses biodegradasi.

Gambar 4.3 Aspergillus niger bagian atas (a) berwarna hitam dan bagiam bawah
(b) berwarna kuning kecoklatan

Bakteri dan jamur merupakan suatu mikroorganisme yang dapat
ditemukan di beberapa lingkungan seperti tanah, air, dan udara. Allah Swt.
menciptakan segala sesuatu yang ada di bumi ini dengan ukuran yang serapi-
rapinya, termasuk di dalamnya adalah bakteri dan jamur. Di dalam Al-Quran
mikroorganisme ini diistilahkan dengan kata zarrah yang berarti berukuran kecil.
Makhluk Allah Swt. yang kecil ini disebutkan oleh Allah Swt. dalam surah Yunus

ayat 61 yang berbunyi :
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Artinya: “Engkau (Nabi Muhammad) tidak berada dalam suatu urusan, tidak
membaca suatu ayat Al-Qur’an, dan tidak pula mengerjakan suatu pekerjaan,
kecuali Kami menjadi saksi atasmu ketika kamu melakukannya. Tidak ada yang
luput sedikit pun dari (pengetahuan) Tuhanmu, walaupun seberat zarah, baik di
bumi maupun di langit. Tidak ada sesuatu yang lebih kecil dan yang lebih besar

daripada itu, kecuali semua tercatat dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuz)”
(QS. Yunus (10): 61).

Berdasarkan Tafsir Ibnu Katsir ayat ini memberitahukan kepada kita
bahwa semua hal yang terjadi di muka bumi ini telah diatur oleh Allah Swt. tak
terkecuali adanya bakteri dan jamur yang termasuk ke dalam zarrah atau makhluk
kecil. Lebih lanjut ayat ini juga memberikan pengetahuan bahwa tidak ada
satupun di muka bumi ini yang luput dari pengawasan Allah Swt. Hal ini untuk
menguatkan arti dari keluasan ilmu Allah, sehingga terasah keagungan dan

kekuasaan-Nya (Abdullah, 2007).

4.3 Uji Biodegradasi Plastik PET

Pengujian kemampuan biodegradasi bertujuan untuk mengetahui potensi
Bacillus subtilis, Aspergillus niger, dan campuran keduanya dalam mendegradasi
plastik PET. Pada pengujian kemampuan biodegradasi media yang digunakan
adalah media Bushnell haas (BH) dengan pH 7. Media ini terdiri dari MgSQy,
KH,PO,, K;HPO,4 NH4NOs, CaCl,, dan FeCls, sehingga mengandung unsur-
unsur yang mampu memenuhi kebutuhan nutrisi  untuk pertumbuhan

mikroorganisme antara lain nitrogen, sulfur, fosfor, kalsium, kalium, magnesium,
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dan besi (Cappucino dan Natalie, 2013). Media BH tidak mengandung unsur
karbon, oleh karena itu masing-masing mikroba diharapkan ~mampu
memanfaatkan plastik PET sebagai sumber karbon.

Uji biodegradasi dilakukan selama masa inkubasi 60 hari menggunakan
shaker incubator pada kecepatan 50 rpm. Adanya shaker dalam proses
biodegradasi dapat meningkatkan kemampuan mikroba dalam menempel pada
permukaan plastik PET. Selain itu dengan dilakukan shaker dapat mencegah sel
koloni mikroba tertimbun pada dasar media biakan. Menurut Sihalono (2011) dan
Vadiska (2015) sel mikroba dapat mengapung pada media biakan apabila
dilakukan pengocokan, sehingga nutrisi yang terkandung dalam media mampu
dimanfaatkan secara optimal.

Pertumbuhan mikroba pada media cair dapat diamati dengan cara
menumbuhkan mikroba pada media cair dan mengamati perubahan warna media.
Berdasarkan pengamatan yang dilakukan setelah masa inkubasi 60 hari terdapat
perubahan warna pada media Bushnell Haas (BH), dimana media BH tanpa
penambahan mikroba (kontrol) berwarna bening, sedangkan media BH dengan
penambahan Bacillus subtilis dan Aspergillus niger berwarna kekuningan.
Perubahan warna pada media BH menunjukkan bahwa Bacillus subtilis dan
Aspergillus niger mampu memanfaatkan sumber nutrisi pada media sehingga
dapat tumbuh dengan baik didalam media. Dwijoseputro (2005), menyatakan
bahwa ciri pertumbuhan mikroba pada media cair yaitu mengalami kekeruhan,
terbentuk cincin, pelikel, ataupun endapan.

Kemampuan biodegradasi plastik PET pada penelitian ini didasarkan pada

pengukuran presentase kehilangan berat plastik. Hilangnya berat plastik
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disebabkan adanya aktivitas biodegradasi Bacillus subtilis dan Aspergillus niger
pada potongan PET. Persentase kehilangan berat plastik diambil berdasarkan
perhitungan selisih berat awal potongan plastik dan berat akhir (Persamaan 3.1)
setelah masa inkubasi 60 hari. Berdasarkan perhitungan, didapatkan hasil

persentase rata-rata pada Tabel 4.1 sebagaimana berikut.

Tabel 4.1 Persentase biodegradasi plastik PET

Jenis Perlakuan %Biodegradasi
Kontrol (tanpa mikroba) 0
Bacillus subtilis 0,72
Aspergillus niger 1,11
Campuran Bacillus subtilis dan Aspergillus niger 0,87

Berdasarkan Tabel 4.1 kemampuan biodegradasi plastik PET yang paling
tinggi adalah Aspergillus niger dengan persentase sebesar 1,11%, kemudian
campuran Bacillus subtilis dan Aspergillus niger sebesar 0,87%, dan Bacillus
subtilis sebesar 0,72%. Presentase biodegradasi plastik PET dari ketiga perlakuan
tersebut menunjukkan hasil yang berbeda, dimana Aspergillus niger memiliki
kemampuan degradasi tertinggi. Perbedaan tersebut menunjukkan bahwa antara
isolat tunggal Bacillus subtilis dan Aspergillus niger maupun campuran, masing-
masing memiliki tingkat kemampuan yang berbeda dalam mendegradasi plastik
PET. Sebagaimana dijelaskan oleh Glass dan Swift (1989) bahwa kemampuan
mikroorganisme antara satu dengan yang lain dalam mendegradasi plastik

bervariasi, karena mikroorganisme memiliki karakteristik yang berbeda-beda.
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Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Sianipar dkk. (2022) dimana
bakteri spesies Bacillus mampu mendegradasi plastik PET dengan persentase
sebesar 0,62%. Pada penelitian Siregar, dkk. (2021) juga diperoleh bahwa
Aspergillus niger mampu mendegradasi plastik dengan persentase sebesar 1,5%.
Hal ini juga didapatkan pada penelitian Muhonja dkk. (2018) bahwa jamur spesies
Aspergillus memiliki kemampuan degradasi sebesar 36,4% lebih tinggi dari pada
bakteri spesies Bacillus dengan kemampuan degradasi sebesar 35,7%.

Adapun perbedaan akitivitas degradasi antara Aspergillus niger yang
memiliki persentase biodegradasi yang lebih tinggi dibandingkan Bacillus subtilis
disebabkan karena jamur memiliki hifa, dimana hifa jamur merupakan suatu
keuntungan tersendiri dalam mendegradasi polimer plastik (Esmaili, dkk. 2013).
Sebagaimana dinyatakan Ghatge dkk., (2020) bahwa jamur mampu menempel
pada permukaan plastik dengan adanya hifa yang memperluas jaringan miselium
sehingga dapat meningkatkan daya rekat untuk mensekresikan eksoenzim yang
dapat memecah polimer dan lebih mudah dalam mendegradasi polimer plastik.

Campuran Bacillus subtilis dan Aspergillus niger diharapkan mampu
menghasilkan persentase biodegradasi yang lebih tinggi dari pada isolat tunggal.
Berdasarkan Tabel 4.1 persentase biodegradasi campuran lebih rendah dari pada
isolat tunggal. Hasil ini memiliki nilai yang lebih rendah dibandingkan penelitian
Xinhua Qi, dkk. (2021) dimana campuran dari dua jenis mikroba dapat
mendegradasi plastik sebesar 13,6%. Menurut Ogunbayo, dkk. (2019) adanya
kultur campuran menyebabkan terjadinya kerja sama enzim yang dikeluarkan baik
oleh bakteri maupun jamur, sehingga pada kultur campuran dapat menghasilkan

persentase biodegradasi yang lebih tinggi.
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Pada penelitian ini, terdapat faktor yang mempengaruhi rendahnya
persentase biodegradasi pada campuran Bacillus subtilis dan Aspergillus niger
adalah perbedaan sumber isolasi mikroorganisme antara Bacillus subtilis dan
Aspergillus niger yang digunakan dalam proses biodegradasi. Menurut Zhou dkk.
(2014) menyatakan bahwa mikroorganisme yang dikultur bersama dan berasal
dari sumber yang sama merupakan cara yang efektif untuk menguatkan efek
sinergitas antara keduanya. Selain itu, penggunaan kultur campuran yang
melibatkan Bacillus subtilis dan Aspergillus niger akan membutuhkan nutrisi
yang lebih karena melibatkan 2 jenis mikroorganisme agar keduanya dapat
bekerja optimal.

Waktu uji biodegradasi yang hanya dilakukan selama 60 hari juga dapat
mempengaruhi pengurangan berat kering plastik PET. Beberapa penelitian
dilakukan dengan masa inkubasi selama lebih dari 60 hari seperti hasil penelitian
Muhonja dkk., (2018) melakukan uji biodegradasi dengan masa inkubasi selama
120 hari oleh Aspergillus sp. dan diperoleh hasil pengurangan berat kering sebesar
35,4%. Kemudian penelitian Usha dkk., (2011) melakukan uji biodegradasi
dengan masa inkubasi selama 120 hari oleh Aspergillus flavus dan diperoleh hasil
pengurangan berat kering sebesar 20,96%. Menurut Contat-Rodrigo dan Greus
(2002) permukaan polietilena dengan rantai karbon yang panjang dan sifat
hidrofobik yang tinggi menjadikan plastik polietilena sangat tahan terhadap
biodegradasi. Sifat hidrofobik yang kuat, ikatan kimia dan berat molekul yang
tinggi dapat menjadi penghambat degradasi oleh mikroba jika hanya dilakukan

dalam waktu yang relatif singkat. Pada keadaan normal, dibutuhkan waktu selama
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lebih dari 10 dekade agar polimer plastik dapat terdegradasi ke lingkungan

(Ohtake dkk. 1998; Wanatabe dkk. 2003).

4.4 Karakterisasi PET Menggunakan FTIR

Karakterisasi PET menggunakan instrumen FTIR (Fourier Transform
Infrared) merupakan uji kualitatif yang digunakan untuk mengetahui perubahan
pada gugus fungsi melalui serapan gelombang yang dihasilkan plastik PET
kontrol dan plastik PET dengan perlakuan oleh Bacillus subtilis, Aspergillus
niger, serta campuran Bacillus subtilis dan Aspergillus niger. PET memiliki
bilangan gelombang yang khas sesuai dengan struktur penyusun polimer PET
yang terdiri dari gugus O-H, C-H aromatik dan alifatik, C=0, C=C, serta gugus C-

O. Hasil uji FTIR tertera pada Gambar 4.5 dan Tabel 4.2 sebagai berikut.
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Gambar 4.4 Serapan FTIR plastik PET setelah biodegradasi
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Tabel 4.2 Nilai bilangan gelombang plastik PET setelah biodegradasi

Bilangan gelombang (cm™)

Perlakuan O-H C-H C-H Cc=0 C=C C-O0
Aromatik  Alifatik

Kontrol 3628,67 3061,14 2906,01 1727,46 1505,97 1027,85
Bacilluss.  3627,83 3062,65 2905,38 1711,13 1505,89 1032,79
Aspergillusn. 3628,94 3061,08 2906,03 1740,64 1505,94 1029,45
Campuran

) 3627,52 3061,96 2905,62 1733,93 1505,11 1030,97

Bacillus s.

Aspergillus n.

Berdasarkan hasil uji FTIR muncul gugus fungsi khas PET antara lain
pada bilangan gelombang 3500-3650 cm™ (OH), 3010-3100 cm™ (cincin
aromatik), 2850-2970 cm™ (CH alifatik), 1500-1600 cm™ (ikatan rangkap etilen),
dan 1050-1300 cm™ (ester). Hasil analisis FTIR menunjukkan bahwa tidak
terdeteksi perubahan pada susunan struktur kimia PET, karena tidak menunjukkan
adanya perubahan pada peak serapan gelombang. Terdapat beberapa perbedaan
pada bilangan gelombang antara PET kontrol dan PET yang diberi perlakuan oleh
Bacillus subtilis, Aspergillus niger, serta campuran Bacillus subtilis dan
Aspergillus niger. Perbedaan tersebut berupa kenaikan dan penurunan serapan
antara lain pada bilangan gelombang 3061 cm™ menjadi 3062 cm™ (C-H
aromatik), 3628 cm™ menjadi 3627 cm™ (O-H), dan 2906 cm™ menjadi 2905 cm™
(C-H alifatik). Menurut Sianipar dkk. (2022) pergeseran bilangan gelombang ke
nilai yang lebih rendah terjadi karena energi yang dihasilkan mikroba mampu
membuat ikatan-ikatan pada rantai PET mengalami peregangan selama masa

inkubasi. Peregangan tesebut menyebabkan bertambahnya panjang ikatan.
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Semakin panjang ikatan, maka energi untuk memutuskan ikatan menjadi
berkurang. Hal ini dapat memudahkan proses pemutusan ikatan pada rantai PET.
Kenaikan dan penurunan bilangan gelombang tidak terdeteksi pada plastik

PET dengan semua perlakuan. Hal ini disebabkan karena perbedaan kemampuan
metabolisme mikroorganisme. Menurut Zulaika, dkk. (2012) walaupun dari satu
spesies yang sama, masing-masing mikroba mempunyai kemampuan yang
berbeda-beda dalam mendegradasi polimer plastik. Berdasarkan hasil analisis
FTIR menunjukkan bahwa perbedaan bilangan gelombang antara PET kontrol
dengan PET treatment sangat kecil, sehingga dapat disimpulkan bahwa pada
analisis FTIR tidak terdeteksi perubahan gugus fungsi plastik PET setelah
biodedegradasi selama 60 hari. Menurut Nowak dkk. (2011) dan Rohmah dkk.
(2018) pemecahan rantai polimer merupakan suatu proses yang panjang dan
paling sulit dalam proses biodegradasi, oleh karena itu dibutuhkan waktu inkubasi
yang lebih lama untuk menghasilkan perubahan yang cukup pada gugus karbonil

untuk melanjutkan proses dekomposisi.

4.5 Karakterisasi PET Menggunakan SEM

Karakterisasi PET menggunakan instrumen SEM (Scanning Electron
Microscopy) digunakan untuk melihat adanya perubahan topografi pada
permukaan plastik PET. SEM dapat memberikan informasi secara mikro dengan
mendeteksi permukaan sampel PET sehingga dapat dilakukan analisis secara
kualitatif. Setelah dilakukan perbandingan persentase biodegradasi dari Bacillus
subtilis, Aspergillus niger, serta campuran Bacillus subtilis dan Aspergillus niger

didapatkan bahwa Aspergillus niger memiliki aktivitas biodegradasi yang lebih
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tinggi dengan persentase sebesar 1,11%. Oleh karena itu analisis SEM dilakukan
pada bagian permukaan potongan plastik PET kontrol (tanpa penambahan
mikroba) dan plastik PET yang diberi perlakuan oleh Aspergillus niger.

Analisis menggunakan SEM dilakukan pada perbesaran 1000x, 3000x, dan
5000x. Perbesaran ini didasarkan pada penelitian Sianipar dkk. (2022) dan
penelitian Sarkhel dkk. (2020) yang melakukan analisis SEM pada perbesaran
2000x hingga 5000x dimana permukaan plastik PET setelah biodegradasi telah
kehilangan kehalusannya, serta muncul retakan pada permukaan plastik. Adapun
hasil analisis topografi plastik PET kontrol dan plastik PET dengan perlakuan

Aspergillus niger dapat dilihat pada Gambar 4.6 sebagai berikut:

ITS 8.00kV X3.00k SE 10.0pm

ITS 8.00kV X3.00k SE

Gambar 4.5 Analisis SEM pada permukaan plastik PET setelah biodegradasi
selama 60 hari (a) PET Kontrol dan (b) PET dengan penambahan Aspergillus
niger
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Potongan plastik PET setelah biodegradasi selama 60 hari seperti pada
Gambar 4.6 menunjukkan bahwa permukaan potongan PET kontrol terlihat halus
dan rata, sedangkan permukaan potongan PET dengan penambahan Aspergillus
niger terlihat tidak rata, kasar, dan terdapat gumpalan. Adanya penambahan
Aspergillus niger membuat permukaan PET mengalami pembengkakan ke arah
luar pada bidang permukaan plastik, sehingga terlihat seperti adanya bongkahan
yang menonjol. Permukaan plastik PET setelah proses degradasi oleh Aspergillus
niger telah kehilangan kehalusannya, dan retakan terlihat jelas dibandingkan
dengan permukaan PET tanpa penambahan mikroba (PET kontrol). Hasil ini juga
didapatkan pada penelitian Gao dan Sun (2021) menggunakan analisa SEM pada
plastik PET setelah biodegradasi yang menunjukkan adanya retakan dan terdapat
rongga pada permukaan plastik akibat kolonisasi mikroba. Esmaili dkk. (2013)
menyatakan bahwa sebelum penambahan mikroba plastik memiliki permukaan
yang halus tanpa adanya kerusakan, namun setelah diinkubasi dengan mikroba
terjadi erosi permukaan dan terbentuk rongga pada permukaan plastik, sehingga
diasumsikan bahwa mikroba menembus ke dalam matriks PET selama degradasi,
Penetrasi hifa ke dalam matriks, dan pembentukan biofilm yang mengakibatkan
kerusakan pada permukaan film PET.

Menurut Wati dkk. (2021) biodegradasi plastik merupakan proses erosi
pada permukaan plastik yang terjadi akibat sulitnya penetrasi enzim ekstraseluler
ke dalam polimer plastik sehingga menimbulkan retakan pada permukaan plastik.
Berdasarkan analisis topografi menggunakan SEM, kerusakan yang
mengakibatkan permukaan plastik PET menjadi tidak rata mengindikasikan

adanya Aspergillus niger yang menempel dan tumbuh membentuk lapisan biofilm
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yang mengubah struktur permukaan PET dari rata menjadi bergelombang. Hal ini
membuktikan terjadinya biodegradasi yang diakibatkan oleh aktivitas dari

Aspergillus niger.

4.6 Biodegradasi Menurut Pandangan Al-Qur’an

Polusi dalam pengertian secara ekologis adalah adanya sebuah perubahan
yang tidak diinginkan, baik perubahan secara fisik, kimiawi, maupun biologis dan
terjadi pada air, udara, dan tanah yang dapat membahayakan kehidupan manusia
dan makhluk lainnya. Adapun polusi disebabkan oleh sisa-sisa benda yang dibuat,
dipakai, serta dibuang oleh manusia. Sampah plastik merupakan salah satu contoh
polusi yang sudah menjadi problematika yang nyata. Manusia adalah faktor utama
dalam pendistribusian sampah plastik ke lingkungan. Sampah plastik yang
terakumulasi secara terus menerus di lingkungan dapat menyebabkan pencemaran
lingkungan (Odum, 1996; Wardana, 1999).

Secara umum Al-Qur’an telah menyebutkan bahwa problem Kkrisis
lingkungan berulang kembali menimpa manusia akibat ulah dan tindakannya
sendiri terhadap alam. Sebagaimana Allah Swt. firmankan dalam surah Ar-Rum

ayat 41-42 sebagai berikut:

Y= }L..cd.\ﬁ /””.LJ U\JMV»..SL;J;J ’3/3 \J_g.)é
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Artinya: Telah tampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan perbuatan
tangan manusia. (Melalui hal itu) Allah membuat mereka merasakan sebagian
dari (akibat) perbuatan mereka agar mereka kembali (ke jalan yang benar).
Katakanlah (Nabi Muhammad), “Bepergianlah di bumi, lalu lihatlah bagaimana
kesudahan orang-orang dahulu. Kebanyakan mereka adalah orang-orang
musyrik.” (QS. Ar-Rum (30): 41-42).



50

Secara ekologis ayat tersebut memiliki makna bahwa krisis lingkungan
akan dapat terjadi apabila manusia tidak memperhatikan secara keseluruhan
kelestarian ekologi ketika mengeksploitasi alam. Munculnya berbagai kerusakan
lingkungan pada hakekatnya disebabkan adanya krisis mental manusia. Untuk
menghindari hal tersebut, manusia dianjurkan kembali kepada Al-Qur’an dan
sekaligus melakukan penelitian terhadap ekosistem lingkungan hidupnya (Zuhdi,
2012).

Bumi dan seisinya selain diciptakan untuk menunjang kehidupan manusia
juga sebagai amanah agar manusia dapat menggunakan dan memanfaatkannya
dengan baik. Prinsip keseimbangan dalam pemanfaatan sumber daya alam
ditegaskan dalam ayat Al-Qur’an bahwa bumi yang Allah Swt. tundukkan tidak
hanya untuk manusia, melainkan juga untuk makhluk lain. Sebagaimana Allah
Swt. firmankan dalam surah Ar-Rahman ayat 10:

N - ~
@ 2N iy 25V

Artinya: “Bumi telah Dia bentangkan untuk makhluk(-Nya)” (QS. Ar-Rahman
(55): 10).

Menurut Al-Syingiti (1995) yang dimaksud dengan al-anam adalah semua
makhluk ciptaan Allah Swt. Sedangkan lam pada kata li al-andm memiliki makna
hak dalam memanfaatkan. Sehingga ayat di atas menunjukkan bahwa manusia
diberi hak dan wewenang oleh Allah Swt. dalam memanfaatkan sumber daya
alam pada batas-batas kewajarannya. Oleh karena itu, dalam memanfaatkan
sumber daya alam, manusia tidak diperkenankan mengeksploitasi secara

sewenang-wenang agar tidak merusak lingkungan sekitar.



o1

Islam memberikan tuntunan dan arahan kepada manusia dalam rangka
mengelola alam demi kemaslahatan bersama, salah satunya adalah menggali dan
mengekploitasi potensi bumi dengan kebaikan. Sebagaimana Allah Swt.

firmankan dalam surah Al-Jumu’ah ayat 10:

O (U VS 1835 A Jid e V3l o313 135600 1)) ol 136
Artinya: “Apabila salat (Jumat) telah dilaksanakan, bertebaranlah kamu di bumi,

carilah karunia Allah, dan ingatlah Allah sebanyak-banyaknya agar kamu
beruntung” (QS. Al-Jumu’ah (62): 10).

Menurut Ma‘luf (1986) dalam Al-Munjid Fi Al-Lughah Wa Al-4 ‘lam, Kata
ibtagh( berasal dari kata bagha& yang artinya mencari, pencarian yang bersifat
progresif. Hal ini bermakna bahwa manusia diperbolehkan mengeksploitasi
potensi bumi melalui berbagai upaya yang bersifat aktif dan kreatif tanpa menyia-
nyiakan kesempatan dalam mengeksploitasi berbagai potensi yang ada. Salah satu
potensi yang dapat dieksplorasi sebagai penunjang kehidupan adalah pemanfaatan
mikroorganisme.

Penelitian ini termasuk salah satu pemanfaatan mikroorganisme seperti
Bacillus subtilis dan Aspergillus niger sebagai salah satu alternatif dalam
penanganan sampah plastik melalui proses biodegradasi sebagai upaya untuk
membersihkan lingkungan, menangani pencemaran lingkungan dan mencegah
kerusakan lingkungan. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Bacillus subtilis
dan Aspergillus niger mampu mendegradasi plastik PET sebesar 0,72% hingga
1,11%. Bacillus subtilis dan Aspergillus niger memiliki enzim yang mampu

memecah rantai polimer plastik menjadi monomer-monomernya sehingga mampu
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memudahkan proses biodegradasi plastik. Kemampuan bakteri dan jamur dalam
mendegradasi plastik ini menjadi salah satu petunjuk dan bukti bahwa Allah Swit.
tidak menciptakan segala sesuatu kecuali masing-masing memiliki peran dan

tujuannya.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan
bahwa:

1. Kemampuan biodegradasi PET tertinggi dimiliki oleh Aspergillus niger
dengan presentase degradasi sebesar 1,11%.

2. Berdasarkan analisis FTIR tidak terdeteksi perubahan gugus fungsi, karena
tidak terdapat perbedaan pada bilangan gelombang antara plastik PET
sebelum dan sesudah biodegradasi.

3. Berdasarkan analisis SEM pada plastik PET kontrol permukaan terlihat
halus dan rata, sedangkan PET dengan kemampuan degradasi tertinggi
permukaannya tidak rata, dan terdapat gumpalan seperti bongkahan yang

menonjol.

5.2 Saran

Penelitian selanjutnya perlu dilakukan penambahan konsentrasi inokulum
dan nilai Optical Density (OD) untuk meningkatkan kemampuan biodegradasi.
Optimasi parameter suhu dan pH untuk mengetahui suhu dan pH optimum dalam
mendegradasi plastik PET pada kultur tunggal dan campuran. Selain itu perlu
dilakukan variasi lama inkubasi untuk mendapatkan kemampuan biodegradasi

yang lebih maksimal.
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Lampiran 2. Diagram Alir

1. Pembuatan Media

Media Bushnell-Haas (BH)

- Dibuat menggunakan bahan 0,2 g MgSO4; 1,0 g KH,POy4; 1,0 g
K2HPOy; 1,0 g NH4NO3; 0,02 g CaCly; dan 0,05 g FeCl;

- Dilarutkan semua bahan ke dalam 1000 ml aquades

- Diautoklaf pada 121°C selama 15 menit

Hasil

2.2 Peremajaan lIsolat Bakteri dan Jamur

2.1 Peremajaan Bacillus subtilis

Bakteri Bacillus subtilis

- Disubkultur dan diinokulasikan 1 ose bakteri pada media Nutrient
Agar (NA)
- Diinkubasi selama 24 jam dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 37°C

Hasil

2.2 Peremajaan Aspergillus niger

jamur Aspergillus niger

- Disubkultur dengan memindahkan 1 ose jamur pada media Potato
Dextrose Agar (PDA)

- Diinkubasi dan diamati pertumbuhannya selama 5 hari pada suhu
ruang

Hasil
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3. Pengukuran Optical Density (OD) Bacillus subtilis

Bakteri Bacillus subtilis

Diinokulasikan 1 ose Bacillus subtilis ke dalam media Nutrient Broth
10 mL

Diinkubasi selama 24 jam dengan kecepatan 180 rpm dan suhu 37°C
Dipindahkan 1 mL kultur bakteri ke dalam media Nutrient Broth 50
mL

Diukur Optical Density (OD) menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 600 nm

Hasil

4. Pembuatan Inokulum Aspergillus niger

jamur Aspergillus niger

Diambil 50 mL aquades steril kedalam Beaker glass
Dituang aquades pada kultur jamur

Dikerok bagian atas jamur secara perlahan lahan
Disaring jamur pada beaker glass

Dipindahkan ke dalam botol kaca

Hasil

5. Preparasi Sampel Plastik PET

Botol Air Mineral

Dipotong botol air mineral menjadi kotak berukuran diameter 1 cm
Disterilisasi menggunakan alkohol 70%

Disinari menggunakan UV selama 60 jam

Ditimbang berat kering awal menggunakan neraca analitik

Hasil
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6. Uji Biodegradasi PET

Erlenmeyer

Ditambahkan 50 mL media BH

Ditambahkan plastik PET yang telah dipreparasi

Ditambahkan 600 pL inokulum Bacillus subtilis, 600 pL inokulum
Aspergillus niger, dan 600 pL inokulum campuran (300 uL inokulum
Bacillus subtilis dan 300 uL inokulum Aspergillus niger)

Diinkubasi masing-masing selama 60 hari pada inkubator shaker
dengan kecepatan 50 rpm pada suhu 33°C

Dilakukan uji kontrol berisi plastik PET dalam media BH tanpa
penambahan inokulum bakteri, jamur, dan campuran

Hasil

7. Analisis Penurunan Berat PET

Plasrik Hasil Biodegradasi

Diambil potongan plastik

Dicuci menggunakan alkohol 70% dan dikeringanginkan
Ditimbang untuk mengetahui berat akhir plastik setelah mengalami
biodegradasi

Dihitung persentase degradasi pastik yang meliputi presentase
kehilangan berat menggunakan persamaan 3.1

Hasil

8. Karakterisasi PET Menggunakan FTIR

Sampel Plasrik

Diidentifikasi (Plastik sebelum dan setelah didegradasi) perubahan
gugus fungsinya menggunakan FTIR

Dipress sampel plastik pada sample holder

Dimasukkan kedalam instrumen FTIR

Diukur pada rentang panjang gelombang 4000-400 cm™.
Dilakukan analisis

Hasil
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9. Karakterisasi PET Menggunakan SEM

Sampel Plasrik

- Diidentifikasi (Plastik sebelum dan setelah didegradasi) perubahan
struktur morfologinya menggunakan SEM

- Dicuci plastik dengan larutan SDS dan aquades selama beberapa menit

- Dibilas dengan etanol 70%

- Ditempelkan plastik pada stub analisis menggunakan tabung carbon

- Dilapisi plastik dengan emas selama 40 detik

- Dilakukan analisis

Hasil
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Lampiran 3. Pembuatan Larutan Media
1. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Media Nutrient Agar (NA) digunakan dalam peremajaan bakteri Bacillus
sp. media ini dibuat dengan cara ditimbang NA sebanyak 2,8 gram. Ditambahkan
100 mL akuades steril, kemudian dipanaskan menggunakan hot plate dan diaduk
menggunakan magnetic stirrer. Selanjutnya media di autoclave selama 2 jam

pada 121°C.

2. Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)

Pembuatan media Nutrient broth dilakukan dengan menimbang media
sebanyak 8 gram, kemudian dilarutkan dalam 1 L akuades streril. Setelah itu,
media dipanaskan dan diaduk dengan menggunakan stirrer. Media di sterilisasi

menggunakan autoclave selama 2 jam pada suhu 121°C.

3. Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan media Potato Dextrose Agar (PDA) dilakukan dengan cara
menimbang media PDA sebanyak 39 gram, kemudian dilarutkan dalam 1000 mL
akuades steril. Setelah itu media dipanaskan menggunakan hot plate hingga
mendidih. Media di sterilisasi menggunakan autoclave selama 15 menit pada suhu

121°C.

4. Pembuatan Media Bushnell Haas (BH)

Pembuatan media Bushnell-Haas (BH) dilakukan dengan menggunakan
bahan 0,2 gram MgSO,; 1,0 gram KH,PQOy; 1,0 gram K,;HPOy; 1,0 gram NH4NOs;
0,02 gram CacCl,; dan 0,05 gram FeCls;. Semua bahan dilarutkan ke dalam 1000

ml aquades, kemudian diautoklaf pada 121°C selama 15 menit.



Lampiran 4. Data Hasil Penelitian dan Perhitungan

1. Data Hasil Biodegradasi Plastik PET Kontrol

Perlakuan Berat Berat Weight  %Degradasi
Awal (g)  Akhir (g) Loss (9)
Kontrol 0,0185 0,0185 0 0

2. Data Hasil Biodegradasi Plastik PET Oleh Bacillus subtilis

Bakteri Berat Berat Weight  %Degradasi
Awal (g)  Akhir (g) Loss (9)
Ulangan 1 0,0173 0,0172 0,0001 0,57
Ulangan 2 0,0183 0,0181 0,0002 1,09
Ulangan 3 0,0192 0,0191 0,0001 0,52
Persen Degradasi Rata-rata 0,72%

3. Data Hasil Biodegradasi Plastik PET Oleh Aspergillus niger

Jamur Berat Berat Weight  %Degradasi
Awal (g)  Akhir (g) Loss (9)
Ulangan 1 0,0183 0,0181 0,0002 1,09
Ulangan 2 0,0186 0,0184 0,0002 1,07
Ulangan 3 0,0168 0,0166 0,0002 1,19
Persen Degradasi Rata-rata 1,11%
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4. Data Hasil Biodegradasi Plastik PET Oleh Campuran Bacillus subtilis dan

Aspergillus niger

Bakteri+Jamur Berat Berat Weight  %Degradasi
Awal (g)  Akhir (g) Loss (9)
Ulangan 1 0,0190 0,0189 0,0001 0,52
Ulangan 2 0,0188 0,0186 0,0002 1,06
Ulangan 3 0,0191 0,0189 0,0002 1,04

Persen Degradasi Rata-rata 0,87%




Perhitungan %Degradasi Kontrol

Kontrol:
. berat awal —berat akhir
%Degradasi = ———————— =" x 100%

bherat awal

_ 0,0185-0,0185
- 0,0185

x 100%

= 0%

Perhitungan %Degradasi Bakteri

Ulangan 1:
. barat awal —berat akhir
%Degradasi = ——— —————— x 100%
0,0173—-0,017 2
=——=x100%
0,0173
=0,57%
Ulangan 2:
. barat awal —berat akhir
%Degradasi = P— x 100%
0.0183-0,0181
=——=x100%
0,0183
=1,09%
Ulangan 3:
. barat awal —berat akhir
%Degradasi = P—— x 100%

0,0192 —0,0191
=———x100%
0,0192

=0,52%
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Perhitungan %Degradasi Jamur

Ulangan 1:
. herat awal—berat akhir
%Degradasi = ————————— """ x 100%

bearat awal

_ D.ole3-oolel

=————x100%
0,0183
=1,09%
Ulangan 2:
%Degradasi = ~——- —=SLET y 100%
- D,DlBEu.—El,I}lBé x 100%
0,0188
=1,07%
Ulangan 3:

herat awal—berat akhir

%Degradasi = x 100%

barat awal

_ DDleE-0.0le6
0.01e8

X 100%

=1,19%

Perhitungan %Degradasi Campuran Bakteri dan Jamur

Ulangan 1: _
%Degradasi - herat awal—berat akhir X 100%

barat awal

_ 0,01%0-0.0189
0.0203

X 100%

=0,52%

Ulangan 2: _
%Degradasi - herat awal—berat akhir X 100%

barat awal

_ holBE—-0.0186
0.0188

x 100%
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=1,06%

Ulangan 3:
%Degradasi = berat awal—berat akhir

bearat awal

_ 00191 -0.0189

=———x100%

00191

=1,04%

X 100%
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Lampiran 5. Perubahan Warna Media Bushnell Haas (BH) Setelah
Biodegradasi

1. Media Bushnell Haas (BH) Plastik PET Kontrol

2. Media Bushnell Haas (BH) Plastik PET Dengan Penambahan Inokulum
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Lampiran 6. Hasil FTIR

1. Plastik PET Kontrol
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Lampiran 7. Hasil SEM

1. Permukaan PET Kontrol Pada Perbesaran 1000x

TeknikMesin ITS 8.00kV X1.00k SE
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3. Permukaan PET Kontrol Pada Perbesaran 5000x

L
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Lampiran 7. Dokumentasi

78

~

Pembuatan Media Bhshnell Haas

ABS =0.599

Pengukuran Optical Density (OD)

cillus subtilis
L

BT 11 1218

BRWENCGN | (1
ALAT WAJIB MENCA
DALAM BUKU KEA

ALAT

Uji Biodegradasi PET




