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Lampiran 1. Skema Penelitian

Peremajaan Isolat Bakteri
Penghasil
Polyhydroxyalkanoate
(PHA)

\ 4
Uji Variasi Konsentrasi W

Sumber Karbon dalam

Menghasilkan

Polyhydroxyalkanoate
(PHA)

\ 4

\ 4

1. Perhitungan Pertumbuhan
Total Bakteri

2. Pengukuran Berat Kering
Massa Sel

3. Analisis Kadar
Polyhydroxyalkanoate (PHA)

[ 1. Ekstraksi \

Polyhydroxyalkanoate
(PHA)

Polyhydroxyalkanoate
(PHA)

Produksi ]

2. Analisis Jenis
Polyhydroxyalkanoate

\_ (PHA) )
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Lampiran 2. Skema Kerja Peremajaan Peremajaan Isolat Bakteri Penghasil
Polyhydroxyalkanoate (PHA)

Isolat Murni Bacillus sp.
Strain CL33 dan Bacillus
flexus Strain S5a

v

Diinokulasikan pada
media Nutrient Agar yang
mengandung minyak
sawit 1% dan glukosa 1%

Diinkubasi pada suhu
37°C selama 1 x 24 jam
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Lampiran 3. Uji Variasi Konsentrasi Sumber Karbon Dalam Menghasilkan
Polyhydroxyalkanoate (PHA)

Inokulum Bakteri
25%T

\ 4 \ 4 \ 4
4 Media ) Media 4 Media
Ramsay + Ramsay + Ramsay +
Glukosa 1% Glukosa 1% Glukosa 1%
+ Minyak + Minyak + Minyak
sawit 0,5% sawit 1% sawit 2%

\ 4 \1/ \ % b \4 ‘1’

HEHEEHEEE

\'4
Kultur Bakteri
Hasil Inkubasi

\ 4

Sentrifugasi 4000 rpm
selama 15 menit

\ 4
Massa Sel + Akuades

\4
[ Sentrifugasi 4000 rpm ]

selama 15 menit

\ 4
[ Massa Sel + 5 mL ]

Akuades
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Lampiran 4. Skema kerja Perhitungan Total Bakteri Menggunakan Metode
Standard Plate Count (SPC)

1 mL
Suspensi Sel

\4

Diencerkan
dengan akuades
steril

A4

Ditumbuhkan pada
media PCA

Diinkubasi pada
suhu 37°C selama
1x24 jam
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Lampiran 5. Skema Kerja Analisis Berat Kering Sel

Wadah
Aluminium Foil

Pengeringan
di oven (70°C)
selama 24 jam

Perhitungan Berat

Kering Wadah
P I mL
~ L Suspensi Sel
\4
Pengeringan
di oven (70°C)

selama 24 jam

\4

Perhitungan berat
kering massa sel
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Lampiran 6. Skema Kerja Analisis Polyhydroxyalkanoate (PHA) Menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis

1 mL suspensi sel + 3 mL
buffer fosfat + 1 mL
NaOCl

Inkubasi pada suhu kamar

selama
24 jam
\ 4
Sentrifugasi 4000 rpm Pelet sel + Sentrifugasi
selama 5SmL 4000 rpm selama
15 menit akuades 15 menit
A2
Pelet sel +
3 mL aseton
v
Sentrifugasi
4000 rpm selama
15 menit
\ 4
- - N Pelet sel +
Pelet kering + Pengeringan 3 mL dietil eter,
3 mL H»SO4 J pelet didiamkan 5 menit,
eter dibuang
4 A 4 )
Pemanasan di Water Bath
(100°C) selama 10 menit )
.

A4

Pengukuran OD dengan
spektrofotometer UV-Vis
pada y 235 nm
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Lampiran 7. Skema Kerja Ekstraksi Polyhydroxyalkanoate (PHA)

[ 5 mL Kultur Sel ]

A4

\
Sentrifugasi 5000 rpm
selama 10 menit
J

A4

( Dikeringkan pada
suhu 70°C hingga
mendapatkan berat

\ konstan D

\ 4

4 1 gram sel kering )

50 mL cloroform
yang diencerkan
dengan sodium

\_ hypoclorite )

Vv

Dishaker 150 rpm
selama 2 jam

~N

Sonikasi
selama
20 menit

Inkubasi pada
suhu 38°C
selama 1 jam

Vv
"~ )
Sentrifugasi 5000 rpm
selama 1 jam hingga
terbentuk 3 fase
\ J

\ 4

Penguapan
Pelet sel

Vv

f Ditambahkan metanol )
dingin (9:1)

Vv

Analisis Nilai

Konsentrasi <

PHA

Perhitungan
berat kering

Filtrasi butiran
polimer PHA dengan

kertas saring
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Lampiran 8. Skema Kerja Analisis Jenis Polyhydroxyalkanoate (PHA)

Sampel Ekstraksi
PHA

ml metanol yang
mengandung 2,8 M

1metan011s1s dengan
1 ml kloroform dan 1
H>SO4

Diinkubasi pada suhu
100°C selama 2 jam

Setelah dlngm
ditambahkan 0,5 ml
akuades

Fase organik yang
mengandung metil
ester dimasukkan ke
dalam vial untuk

dianalisis

menggunakan library

Data kromatogram
dibaca dengan
NIST dan Wiley 9
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Lampiran 9. Pertumbuhan Total Bakteri Bacillus sp. Strain CL33 pada
Konsentrasi Minyak 0,5%, 1%, dan 2% dengan Standard Plate Count (SPC)

1. Bakteri Bacillus sp. Strain CL33

Konsentrasi Pertumbuhan Total Bakteri (CFU/ml)
Minyak 48 jam 72 jam 96 jam
0,5% 6,2 x 103 2,5x 10" 1,6 x 10
1% 6,3 x 108 2,9x 10! 1,9x 10"
2% 7,1 x 108 3,4x 10" 2,7x 101

2. Bakteri Bacillus flexus Strain S5a

Konsentrasi Pertumbuhan Total Bakteri (CFU/ml)
Minyak 48 jam 72 jam 96 jam
0,5% 1,6 x 108 2,1 x 10" 1,4x 10"
1% 3,0x 108 2,4x 1010 1,9x 10"
2% 3,4x 108 2,8 x 10! 22x 10"
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Lampiran 10. Perbandingan Berat Kering Sel Bacillus sp. Strain CL33 pada
Konsentrasi Minyak 0,5%, 1%, dan 2%

1. Bakteri Bacillus sp. Strain CL33

Konsentrasi Berat Kering Sel (g/ml)
Minyak 48 jam 72 jam 96 jam
0,5% 0.051 0.057 0.060
1% 0.057 0.065 0.090
2% 0.065 0.067 0.097
2. Bakteri Bacillus flexus Strain S5a
Konsentrasi Berat Kering Sel (g/ml)
Minyak 48 jam 72 jam 96 jam
0,5% 0.043 0.050 0.064
1% 0.049 0.059 0.067
2% 0.047 0.060 0.079
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Lampiran 11. Perbandingan Nilai Absorbansi (Optical Density) Bacillus sp.
Strain CL33 pada Konsentrasi Minyak 0,5%, 1%, dan 2%

1. Bakteri Bacillus sp. Strain CL33

Konsentrasi Nilai Absorbansi
Minyak 48 jam 72 jam 96 jam
0,5% 3,030 3,111 1,018 x 10"1
1% 3,177 3,908 1,095 x 10"1
2% 3,670 4,130 1,236 x 10"1

2. Bakteri Bacillus flexus Strain S5a

Konsentrasi Nilai Absorbansi
Minyak 48 jam 72 jam 96 jam
0,5% 3,070 3,563 4,112
1% 3,308 3,667 4,384
2% 3,635 4,384 5,236
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Lampiran 12. Hasil Perhitungan Ekstraksi Polyhydroxyalkanoate (PHA)

. Berat Kering Sel | Berat Kering PHA | Konsentrasi
No Isolat Bakteri (/L) (g/L) PHA
Bacillus sp. Strain CL33 o
1. (2% - 96 jam) 0,927 0,855 92,23%
5 Bacillus flexus Strain S5a 0.512 0,440 85.93%

(2% - 96 jam)

Lampiran 13. Hasil Perhitungan Konsentrasi Polyhydroxyalkanoate (PHA)

Konsentrasi PHA dihitung dengan rumus (Bhuwal et al., 2013):

Akumulasi PHA (%) =

Berat Kering Ekstrak PHA (g/L)

Berat Kering Sel (g/L)

1. Isolat Bacillus sp. Strain CL33 (% - jam)

Akumulasi PHA (%) =

0,855 (g/L)

0,927 (g/L)

x 100%

Akumulasi PHA (%) = 92,23%

2. Isolat Bacillus flexus Strain S5a (0,5% - 72 jam)

Akumulasi PHA (%) =

0,440 (g/L)

0,512 (g/L)

x 100%

Akumulasi PHA (%) = 85,93%

% 100%
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Lampiran 14. Uji Variasi Konsentrasi Sumber Karbon dalam Menghasilkan
Polyhydroxyalkanoate (PHA)

Kultur Isolat Bakteri Bacillus sp. Strain CL33 pada Media Minimal Ramsay yang
ditambahkan Glukosa 1% dan Minyak Sawit yang divariasikan Konsentrasinya
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Berat Kering Sel Isolat Bacillus sp. Strain CL33
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Hasil Asam Krotonoat Isolat Bacllus sp. Strain CL33 Setelah Penambahan H>SOj4
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Kultur Isolat Bakteri Bacillus flexus Strain S5a pada Media Minimal Ramsay
yang ditambahkan Glukosa 1% dan Minyak Sawit yang divariasikan
Konsentrasinya
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Berat Kering Sel Isolat Bacillus flexus Strain S5a
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Hasil Asam Krotonoat Isolat Bacllus flexus Strain S5a Setelah Penambahan
H2SO4
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Lampiran 15. Ekstraksi Polyhydroxyalkanoate (PHA)

Kultur Bacillus sp. Strain CL33 pada Media Minimal Ramsay yang ditambahkan
Glukosa 1% dan Minyak Sawit 2% pada waktu inkubasi 96 jam

Berat Kering Sel Bacillus sp. Strain CL33

Berat Kering Ekstrak PHA Bacillus sp. Strain CL33
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Kultur Bacillus flexus Strain S5a pada Media Minimal Ramsay yang ditambahkan
Glukosa 1% dan Minyak Sawit 2% pada waktu inkubasi 96 jam

Berat Kering Sel Bacillus flexus Strain S5a

Berat Kering Ekstrak PHA Bacillus flexus Strain S5a
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Lampiran 16. Analisis Jenis Polyhydroxyalkanoate (PHA)

1. Bacillus sp. strain CL33
DATA REPORT GCMS-QP2010 ULTRA SHIMADZU
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2. Bacillus flexus strain S5a

DATA REPORT GCMS-QP2010 ULTRA SHIMADZU
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AH Name
1702 13-Diphenyltstramethydisilowane

4104 11133,5.5-HEPTAMETHVLTRISILOXANE

514 HEXADECANOIC ACID, METHYLESTER.

6.11 12-Diphenylteramethydisilane

1395 1.1,33,557,7.99.11.1113.13,15.15- HEXADECAMETHYLOCTASILOXANE #
904 7.15-Dibvdrowydshydroabiatic acid, methy] esterdi(frimethylsilyjether

1007 1.1.33,55.7,7.92,11.11-DODECAMETHYL-HEXASILOXANE

10.06 1.1.33,55.7.7.99.11,1113.13,15.15-HEXADECAMETHYLOCTASILOXANE #
500 TETRASILOXANE, 1,1.3.35.5.7,7-0CTAMETHYL-

9.07 TETRASILOXANE, 1,133,557, 7-OCTAMETHYL-

981 1-ETHOXY-3 3 3-TRIMETHYL-1 {TRIMETHYLSILYL)OXY)DISILOXANYL TRI
736 PENTAMETHYL PHENYL-DISILANE

1156 11333.5,7.7.09.11,11.13.13,15,15-HEXADECAMETHYLOCTASILOKANE #
974 HEPTASILONANE, 1,13,355.7.79.8.11.11.13,13-TETRADECAMETHYL-

1564 1.1,33,55.7,7.00.11,11-DODECAMETHYL-HEXASILOX ANE

9.73 PENTAMETHYL PHENVL-DISILANE

1660 1133,557.7.99.11,11,13.13,15.15-HEXADECAMETHYLOCTASILOXANE #
1142 11.13:379,11,11,11-DECAMETHYL-5{(TRIMETHYLSILYL YOXVJHEXASILOX.
10.19 1{DIMETHOXYMETHYL}4-{-METHOXY-1-METHYLETHYL)BENZENE
1355 11135781111, 11-DEC AMETHYL-5-{(TRIMETHYLSIL YL)OXVJHEXASILOX.
1430 1133,557.7.99.11.1113.13,15.15-HEXADECAMETHYLOCTASILOXANE #
2526 11.33,55.7.7.90.11,1113.13,15.15- HEXADECAMETHYLOCTASILONANE #
1321 1133,557.7.89.11.11,13.13,15.15-HEXADECAMETHYL OCTASILOXANE #
1070 1133357.7.09.11,1113,13,15,15-HEXADECAMETHYLOCTASILOXANE #
1710 Heptacilowane, 1.1.3.3.5.5.7.7.9..11,11.13.13-4etradecamethy-

2930 2-PHENYL-1.2PROPANEDIOL 2THMS

%20 SILICONE OLL

1730 1.1.33,55.7.7.99.11.11-DODECAMETHYL-HEXASILOXANE

3122 Ocaslosane, 1,13,355.7,79.8.11.11.13.13,15.15 heradecamethy-

4061 [Dimethyl-(3-rimedylsilamylosy-propyl)-silanyl]-benzens

150 SILIEONFETT SE30 (GREVELS)

2226 1.1.33,55.7,7-OCTAMETHYL TETRASILOXANE

4723 1133357708.11,1113.13,15.]5-HEXADECAMETHYLOCTASILOXANE #
2179 Ocmsdosane, 1,13,355.7,79.8.11.11.13,13,15.15-heradecamethy]-

1878 1244,6688.101012.1214,1416,16,18.18,20 204COSAMETHYLCYCLODECA!
2059 Ocaslosane, 1,13,3.55.7.79.011.11.13.13.15.15 heradecamethy]-
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Lampiran 17. Foto Prosedur Penelitian
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Analisis PHA Menggunakan GC-MS
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