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ABSTRAK

%

~ Mikroorganisma yang hidup dalam keadaan persekitaran yang sesuai akan
menghasilkan bahan sampingan. Eksopolisakarida, EPS merupakan salah satu bahan
sampingan hasil aktiviti pertumbuhan bakteria. Banyak EPS daripada bakteria telah
dikaji dan digunakan secara meluas. Kajian ini melibatkan pengkulturan bakteria
yang diperolehi daripada telaga minyak tempatan dalam medium pengkulturan yang
dapat menghasilkan biopolimer diikuti oleh proses pencirian. Bakteria Bacillus
licheniformis S20A yang dipencilkan daripada lapangan minyak tempatan didapati
menghasilkan EPS S20A secara optimum apabila dikulturkan di dalam medium
sukrosa pada suhu 45°C, dengan kelajuan penggoncang 200 rpm selama 22 jam.
Penggunaan sumber karbon dan nitrogen yang berbeza dalam kajian pertumbuhan
bakteria didapati menghasilkan EPS yang mempunyai kumpulan berfungsi yang sama
tetapi penghasilan EPS yang optimum dipengaruhi oleh faktor nutrient. Pertumbuhan
bakteria pula berlaku mengikut fasa tertentu iaitu fasa lag, fasa log, fasa pegun dan
diakhiri dengan fasa kematian. Ujian pencirian yang dilakukan bertujuan untuk
mengenalpasti kumpulan berfungsi dan jenis monomer yang membina biopolimer
EPS tersebut serta mengkaji sifat-sifatnya. Penentuan struktur dan jenis EPS dianalisis
menggunakan kaedah FTIR dan 'H RMN. Pencirian terhadap sifat terma dilakukan
dengan penggunan teknik DSC dan TGA. Keterlarutan EPS di dalam pelarut organik
dan inorganik turut dilakukan . Kaedah viskometri dan GPC digunakan untuk
mengukur berat molekul purata serta jenis taburannya. Sifat reologi EPS terhadap
faktor kepekatan dan suhu turut diuji. Keputusan FTIR mendapati EPS S20A
mempunyai kumpulan berfungsi C=OH dan wjian 'H RMN pula menunjukkan EPS
S20A mempunyai satu anomerik iaitu a-D mannosa. EPS S20A adalah sejenis
polimannosa dan mempunyai berat molekul purata-kelikatan di antara 1.7 x 10°
sehingga 1.54 x 10° g/mol . Berat molekul purata-kelikatannya didapati meningkat
tetapi jumlah hasil yang diperolehi semakin menurun apabila Bacillus licheniformis
S20A dikulturkan melebihi 22 jam. Kaedah GPC menunjukkan EPS S20A
mempunyai indeks kepolisebaran 1.06. EPS S20A ini melebur pada suhu Trm onset
124.5 °C . mula terurai pada suhu 200.0 °C. dan menunjukkan sifat higroskopik. EPS
S20A juga menunjukkan sifat pseudoplastik apabila digunakan dalam kepekatan
melebihi 4%.
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ABSTRACT

In suitable surrounding environment, living microorganisms are able to
produce side products. Exopolysaccharide, EPS is one of the side products in
bacterial growth activities. Many EPS from bacteria has been studied and used
widely. Among those are xanthan, alginate and curdlan. This study is purposely to
culture bacteria isolated from local oil field in a medium that can produce
biopolymer prior to characterization process. When cultured in sucrose medium at
45°C, shaker speed at 200 rpm for 22 hours Bacillus licheniformis S20A is able to
produce optimum EPS. Different carbon and nitrogen sources used in bacterial
growth study were found to produce EPS with same functional group. Bacterial was
grown following the typical growth curve consist of lag phase, log phase, stationary
phase and death phase. Characterization carried out to identify the functional group
and monomer that build up the EPS. Structure and EPS type were analyzed using
FTIR and 'H NMR. Thermal analysis was carried out using DSC and TGA
technique. Solubility test has been done in organic and inorganic solvents.
Molecular weight and distribution was measured using viscometry and GPC method.
EPS rheology upon concentration and temperature was also studied. Result in FTIR
spectrum indicate the functional group of.EPS S20A is C=OH. Only one anomeric
refers to o-D mannose was detected in 'H NMR spectrum. EPS S20A is a
polymannose with molecular weight viscosity-average around 1.7 x 10° to 1.54 x 10°
g/mol. The molecular weight viscosity-average was found increased when Bacillus
licheniformis S20A is cultured more than 22 hours, but the amount of EPS S20A
produced is decreased . GPC method indicate EPS S20A have a polydispersity index
of 1.06. EPS S20A is a hygroscopic polymer tend to melt at Tm onset 124.5°C and
degraded at 200.0°C. EPS S20A shows pseudoplastik behavior when used in
concentration higher than 4%.
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BAB 1

PENGENALAN

1.1 Pendahuluan

Secara amnya, polimer dapat dikategorikan kepada polimer sintetik dan
polimer asli. ?olimer sintetik seperti plastik merupakan polimer yang dihasilkan oleh
manusia menggunakan bahan mentah petrokimia. Polimer asli pula wujud secara
siemulajadi di dunia ini dan mempunyai kegunaan yang meluas seperti juga polimer
sintetik. Walaupun begitu, polimer asli memerlukan kos pengeluaran yang tinggi
berbanding p}asﬁk sintetik yang mudah dihasilkan dengan kualiti yang seragam dan
stabil.

Permjntaan terhadap plastik bagi kegunaan domestik dan industri semakin
meningkat setiap hari. Dianggarkan pada tahun 2000, penggunaan plastik di China
jalah sebanyak 16 milion tan, menjadikan China negara kelima tertinggi penggunaan
plastik selepas Amerika Syarikat, Jepun, Jerman dan Korea Selatan (Ren, 2003).
Hampir semua polimer sintetik terutamanya plastik bersifat rintang terhadap air
sesuai dengan tujuan penggunaannya. Plastik mempunyai sifat fizikal yang lebih
baik terutamalnya kekuatan dan kerintangannya terhadap mikroorganisma yang hidup
dalam air.

Mikrolorganisma merupakan penyebab utama kerosakan komoditi. Plastik
telah diformulasikan untuk rintang terhadap kemerosotan kualiti agar boleh
digunakan untuk jangkamasa yang panjang. Pelbagai bahan telah digunakan untuk
1penjadikan plastik lengai terhﬁdap serangan mikrobial. Formulasi penghasilan



Plastik telah menjadikan ia tidak mempunyai kumpulan hujung yang dapat
memulakan proses oksidasi oleh enzim mikrobial. Sifat hidrofobik plastik
meyebabkan ia tidak menyediakan persekitaran yang sesuai untuk serangan
mikrobial yang memerlukan proses penyerapan air, pembengkakan dan pH yang
sesuai. Oleh itu, biarpun plast{k mempunyai ikatan kimia yang sama dengan
sebatian organik yang mudah biodegradasi, plastik tidak dapat diuraikan secara
biologi. |

Pertambahan kepadatan penduduk dunia bermakna semakin banyak plastik
yang dihasilkan dan semakin b@y& juga sampah yang perlu dilupuskan. Kesedaran
terhadap kepentingan memelihara alam sekitar serta peningkatan kos pengurusan
bahan buangan telah menimbulkan minat masyarakat terhadap plastik boleh yang
4iuraikan secara semulajadi bagi mengatasi masalah ini.

1.2 Latar belakang Masalah

Plastik sintetik sebenarnya memberi banyak manfaat kepada manusia.
Paripada bahfm plastik yang paling ringkas seperti plastik pembungkusan
sehinggalah lsfepada kegunaan lain seperti perabot. Malah kos penghasilan dan
keberkesanan plastik seperti dalam bidang pembungkusan adalah lebih baik
berbanding b?han pembungkusan yang lain. Menggantikan plastik dengan kertas
qkan menyebekan banyak hutan dimusnahkan. Jumlah tenaga yang diperlukan juga
akan bertambah. Scott dan Gilead (1995) melaporkan jumlah tenaga yang
diperlukan ux}tuk menghasilkan beg kertas adalah dua kali ganda lebih tinggi
daripada yang digunakan dalam penghasilan beg polietilena.

Bagaimanapun, plastik turut menyumbang kearah pencemaran alam. Berjuta-
Jpta tan plastik perlu dilupuskan setiap tahun di seluruh dunia. Sifat fizik-kimia
plastik yang lebih ringan daripada air menyebabkan ia terapung di atas permukaan
air. Angin dan ombak boleh membawa plastik ini ke merata tempat bagi tempoh
masa yang lama. Plastik juga tidak boleh dihancurkan dan mendap di dasar lautan.



Plastik yang rintang terhadap penguraian secara biologi ini dapat dilihat walaupun
setelah beberapa tahun ditanam di dalam tanah. Hidupan laut seperti mamalia, ikan
dan juga burung turut menjadi mangsa pembuangan plastik. Di sektor pertanian
pula, plastik yang ditanam akan mengganggu pertumbuhan akar dan turut

merosakkan mesin menuai dan peralatan pertanian yang lain.

Plastik biodegradasi boleh dibahagikan kepada tiga bahagian utama iaitu
(}legradasi melalui oksidasi cahaya kopolimer plastik dan selulosa atau kanji dan
bahan terbitan dari mikrobial yang mempunyai kadar degradasi yang tinggi. Bahan
polimer yang dihasilkan secara semulajadi adalah lebih mudah diuraikan. Bahan
polimer ini juga lebih dikenali sebagai biopolimer. Antara bahan biopolimer yang
telah dibangunkan untuk memegnuhi sifat-sifat tertentu dalam pelbagai industri ialah
R’oh'hidroksialkanoat, polilaktid, poliester alifatik, polisakarida dan kopolimer
daripada polimer-polimer tersebut. (Lee,1996).

Kayu, kapas, kulit dan bulu bebiri juga merupakan sumber semulajadi yang
boleh menggantikan polimer sintetik. Bagaimanapun, kesemua sumber ini
memerlukan ruang dan masa yang lama sebelum hasilnya boleh diperolehi. Lebih 80
milion ekar tanah diperlukan untuk menanam pokok sekiranya ia digunakan bagi
menggantikan pengeluaran plastik di Amerika Syarikat yang menghampiri 40 bilion

paun setahun.

Biopolimer turut dihasilkan oleh bakteria dan prokariot. Gam xanthan adalah
antara biopolimer daripada bakteria yang telah digunakan dengan meluas di dalam
industri pembuatan makanan dan juga dalam menggalakan perolehan minyak.
Rolimer daripada bakteria mempunyai banyak kelebihan berbanding sumber
semulajadi lain untuk dijadikan alternatif kepada polimer sintetik. Mikroorganisma
mempunyai tempoh pertumbuhan yang lebih singkat berbanding benda hidup yang
lain. Pertumbuhan mikroorganisma juga stabil kerana tidak bergantung kepada
perubahan iklim dan juga serarjgan penyakit.



Selain daripada dimajukan untuk menggantikan plastik sintetik, biopolimer
juga digunakan dalam industri makanan, farmasi, petroleum dan banyak lagi. Ketika
ini permintaan terhadap biopolimer ini lebih tertumpu kepada polisakarida daripada
tumbuhan dan rumpai laut. Masalah kekurangan bekalan mentah, kualiti produk
yang tidak tetap dan peningkatan kos menyebabkan biopolimer daripada
mikroorganisma lebih diminati berbanding polimer daripada tumbuhan untuk
diusahakan.

Mikroorganisma yang berkeupayaan menghasilkan biopolimer juga boleh
digunakan secara langsung tanpa proses fermentasi. Contohnya, bakteria penghasil
biopolimer disuntik terus ke dalam telaga minyak untuk menggalakkkan perolehan
minyak Bakteria ini akan menghasilkan palam yang akan menyekat saluran aliran
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yang tidak dikehendaki. Keadéan ini akan menyebabkan aliran air yang disuntik
akan melalui saluran mengandungi minyak yang dikehendaki untuk menolak minyak
keluar daripada telaga. Kaedah kedua ialah dengan mengeramkan bakteria tersebut
di dalam medium penghasilan biopolimer. Seterusnya biopolimer tersebut akan
disuntik masuk kedalam telaga minyak untuk digunakan bagi tujuan yang sama.

ZENECA Bio Product, United Kingdom telah mengeluarkan
polihidroksialkanoat yang pertama daripada mikroorganisma dengan menggunakan
nama komersil Biopol™. Wella iaitu sebuah syarikat penjagaan rambut German
telah menggunakan plastik BIOPOL untuk membotolkan syampu rambut mereka
yang dinamakan SANARA. Bekas pengisi makanan dan pisau cukur pakai buang
turut diperbuat BIOPOL telah dijual di Jepun. Polimer ini terbina daripada
komhmer 3-asid hidroksibutirik (3HB) dan 3- asid hidroksivalerik (3HV).
Kopolimer ini boleh diuraikan secara biologi dan juga melalui aktiviti enzim oleh
kebanyakan bakteria, kulat dan alga (Hammond dan Liggat, 1995). Masa penguraian
adalah bergantung kepada bentuk material tersebut. Penguraian boleh berlaku dalam
tempoh minggu hinggalah ke tahun.

Dianggarkan permintaan untuk polimer terbiodegradasikan akan mencapai
1.4 milion tan pada tahun 2000 (Lee, 1996). Bagaimanapun, satu daripada masalah
yang dihadapi oleh pembangunan biopolimer ini adalah harganya yang lebih mahal



berbanding plastik daripada petro-kimia. Harga pasaran bagi BIOPOL ialah $16/kg
(Lee, 1996). Harga ini adalah 16 kali ganda lebih mahal berbanding dengan
polipropilena yang berharga kurang dari $1/kg. Faktor harga menyebabkan BIOPOL
#ukar digunakan sebagai bahan mentah pukal bagi menghasilkan sesuatu produk.

Oleh itu, usaha perlu dijalankan untuk mencari alternatif kepada biopolimer
yang sedia ada. Dalam kajian ini sejenis bakteria S20A telah dipencilkan dari telaga
minyak tempatan .dan ujian menunjukkan ia ialah Bacillus licheniformis (Ooi, 2000)
dan dikenali sebagai Bacillus licheniformis S20A Apabila dikulturkan di dalam
medium yang sesuai didapati mikroorganisma ini mengeluarkan mukus. Mukus ini
telah menyebabkan pertambahan kelikatan medium pertumbuhan yang digunakan.
Mukus ini dipercayai sebagai eksopolimer iaitu polimer yang dirembeskan diluar sel
mikroorganisma. Polimer yang terhasil ini dikaji dari segi cirinya untuk menentukan
kepentingan dan keupayaan polimer tersebut menggantikan polimer sintetik dan
biopolimer yang sedia ada. Polimer yang dihasilkan oleh Bacillus licheniformis
$20A mungkin boleh menjadi satu sumber tempatan yang baru untuk dibangunkan.
Di Malaysia, antara pusat pengajian tinggi yang terlibat dengan penyelidikan
terhadap biopolimer ialah Universiti Putra Malaysia (UPM) yang sedang
menj alankan kajian terhadap penghasilan asid sitrik daripada Aspergilus niger
(Suryani, 2003) dan rawatan logam berat menggunakan polimer semulajadi
(Abdullah er.al., 2003).

1.3  Objektif Penyelidikan

Penyelidikan ini boleh dibahagikan kepada beberapa objektif seperti:
1) Pengkulturan bakterig yang diperolehi daripada telaga minyak tempatan.
dengan menggunakan medium yang dijangkakan sesuai untuk bakteria hidup

dan menghasilkan biopolimer.

2) Mengenalpasti jenis dan struktur kimia biopolimer yang diperolehi.



3) Menciri dan mengkaji berat molekul, kesan tindakan haba serta sifat kimia
biopolimer yang diperolehi.



1.4 Skop Penyelidikan

Bagi mencapai objektif tersebut, penyelidikan ini telah dibabagikan kepada beberapa
skop 1aitu:

1. Proses pengkulturan yang melibatkan kajian terhadap
a) pertumbuhan Bqcillus licheniformis S20A dan
b) kesan sumber karbon dan nitrogen terhadap pertumbuhan dan
peﬁghasilan polimer.
2. Penganalisaan terhadap jenis dan struktur biopolimer melalui tekmk
a) spektroskopi inframerah transformasi Fourier (FTIR) bagi
mengenalpasti kumpulan berfungsi pada biopolimer.
b) resonans magnet nuklear (RMN) untuk mengklasifikasi jenis dan
struktur biopolimer.
3. Pencirian polimer yang melibatkan
a) penentuan sifat ferma biopolirier melalui teknik kalorimeter
pengimbasan peﬂ)'ezaan dan teknik termogravimetrik
b)  kajian lentang kelikatan dan berat molekul biopolimer melalui teknik
viskoﬁietrik‘dd]i krofﬁat'ograﬁ telapih gel.
¢) sifat kithia Biopolimer.
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dikenalpasti samada ia jenis polimer rantai lurus atau bercabang. EPS S20A juga
boleh dikaji dari segi fungsi atau aplikasinya. Sesetengah EPS tidak berfungsi
apabila wujud dalam bentuk yang asal. Oleh itu fungsi EPS S20A boleh dikaji
samada dalam keadaan asalnya mahupun dicampurkan dengan bahan kimia yang lain
seperti dalam proses pensulfonan atau sililasi. Penambahan bahan kimia atau
polimer lain ke dalam EPS S20A boleh dilakukan bergantung kepada fungsi akhir
yang diingini bagi polimer ini. Kajian ke atas sifat mekanikal polimannan EPS S20A
juga boleh dilakukan memandangkan polimer ini mempunyai beberapa ciri yang baik

seperti berat molekul yang tinggi.
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