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ABSTRAK

OPTIMASI PRODUKSI BIOSURFAKTAN DENGAN MENGGUNAKAN
MEDIA LIMBAH CAIR KELAPA SAWIT DARI BAKTERI LIPOLITIK
ISOLAT LOKAL TERPILIH

Oleh

MEITRI AYU NINGRUM

Biosurfaktan merupakan salah satu produk bioteknologi yang dihasilkan oleh
mikroorganisme dan dapat diproduksi menggunakan berbagai substrat pertumbuhan.
Tujuan penelitian ini untuk mengetahui kemampuan limbah cair kelapa sawit sebagai
substrat produksi biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri lipolitik isolat lokal
terpilih serta menentukan kondisi optimumnya. Metode yang dilakukan meliputi uji
hemolisis, penentuan kurva pertumbuhan bakteri, optimasi waktu produksi
biosurfaktan menggunakan 10 % limbah cair kelapa sawit, serta optimasi pH dan
salinitas dengan uji emulsifikasi, oil spreading, dan drop collapse. Hasil penelitian
menunjukan bahwa isolat bakteri lipolitik LKM D;, LKT B; dan LKM C, dapat
menghasilkan biosurfaktan ditandai terbentuknya zona bening disekitar kertas
cakram. Isolat bakteri lipolitik menghasilkan biosurfaktan pada akhir fase stasioner
yaitu isolat LKM D; dan LKT B; pada jam ke-60 dan LKM C, pada jam ke-72.
Produksi biosurfaktan menggunakan 10 % limbah cair kelapa sawit pada ketiga isolat
bakteri lipolitik optimum pada waktu ke-108 jam. Hasil penentuan pH dan salinitas
optimum produksi biosurfaktan menggunakan 10 % limbah cair kelapa sawit
menunjukan bahwa isolat LKM D; optimum pada pH 7 dan kadar salinitas 0,5 %,
LKT B; optimum pada pH 8 dan kadar salinitas 1 %, serta LKM C, optimum pada pH
9 dan kadar salinitas 1 %.

Kata kunci: biosurfaktan, limbah cair kelapa sawit, bakteri lipolitik



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF BIOSURFACTANT PRODUCTION USING PALM OIL
LIQUID WASTE MEDIUM FROM SELECTED LOCAL ISOLATE
LIPOLITIC BACTERIA

By

MEITRI AYU NINGRUM

Biosurfactant is one of the biotechnology products produced by microorganisms and
can be produced using various growth substrates. The purpose of this study was to
determine the ability of palm oil liquid waste as a biosurfactant production substrate
produced by selected local isolate lipolytic bacteria and determine optimum
conditions. Methods included hemolysis, determination of bacterial growth curves,
optimization of biosurfactant production time using 10 % palm oil liquid waste, and
optimization of pH and salinity with emulsification, oil spreading, and drop collapse
tests. The results showed that LKM Dj, LKT B3, and LKM C; lipolytic isolates can
produce biosurfactants marked by the formation of clear zones around the paper disk.
Lipolytic bacterial isolates produce biosurfactants at the end of the stationary phase,
namely LKM D; and LKT B; isolates at 60 hours and LKM C, at 72 hours.
Biosurfactant production uses 10 % of palm oil liquid waste in the three optimum
isolates of lipolytic bacteria at 108 hours. The results of determining the optimum pH
and salinity of biosurfactant production using 10 % of palm oil liquid waste showed
that the optimum LKM D; isolates at pH 7 and salinity level of 0.5 %, optimum LKT
B, at pH 8 and salinity level of 1 %, and optimum LKM C, at pH 9 and salinity level
of 1 %.

Keywords: biosurfactant, palm oil liquid waste, lipolytic bacteria
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Pencemaran lingkungan oleh senyawa hidrokarbon yang bersumber dari minyak
bumi mengalami peningkatan seiring dengan bertambahnya aktivitas industri
(Jahangeer and Kumar, 2013). Pencemaran ini akan menimbulkan dampak bagi
kesehatan organisme apabila masuk ke dalam lingkungan perairan maupun daratan
karena minyak bumi memiliki sifat karsinogenik, toksik, mutagenik serta sulit
terurai (Priadie, 2012). Penanggulangan telah dilakukan dengan beberapa cara
salah satunya dengan penggunaan surfaktan kimia. Akan tetapi masalah lain
timbul karena surfaktan bersifat resisten untuk dapat dipecah secara biologi dan

sangat toksik saat terakumulasi dalam suatu ekosistem alam (Fiechter, 1992).

Saat ini telah berkembang bioremediasi untuk mendegradasi pencemaran
hidrokarbon minyak bumi yang secara mikrobiologis diakui lebih aman karena
melibatkan proses biodegradasi. Proses bioremediasi ini menggunakan
biosurfaktan yang berasal dari mikroba yang diyakini sebagai sumber biologis
yang efektif untuk mendegradasi hidrokarbon (Atlas, 1991). Rodrigues et al.

(2006) mengemukakan kegunaan potensial biosurfaktan dibandingkan surfaktan



kimia yaitu lebih rendah daya toksik, ramah lingkungan, mudah terdegradasi di
alam, dan aktif spesifik dengan selektivitas tinggi. Selain itu, biosurfaktan dapat

dihasilkan dari substrat yang bernilai ekonomi rendah ataupun limbah.

Biosurfaktan merupakan kelompok molekul yang memiliki sifat aktif permukaan.
Sifat tersebut dikarenakan biosurfaktan memiliki molekul ampifatik yang terdiri
dari gugus hidrofilik dan hidrofobik yang dapat menurunkan tegangan permukaan
pada ruang antara air dan minyak (Elazzazya et al., 2015). Biosurfaktan dapat
disintesis secara ekstraselular oleh mikroba serta sumber lain seperti jamur dan
kapang (Takahashi et al., 2011). Menurut EI-Sheshtawy and Doheim (2014)
biosurfaktan yang bersumber dari mikroba mempunyai beberapa keuntungan
diantaranya mempunyai sifat fisika dan kimia yang stabil, mudah terurai, serta

dapat stabil pada temperatur tinggi.

Mikroba yang memiliki potensi sebagai penghasil biosurfaktan dapat diperoleh
dari hasil isolasi bakteri dari sampel tertentu seperti tanah atau perairan tercemar.
Elazzazya et al. (2015) melakukan isolasi bakteri potensi biosurfaktan dari sampel
tanah yang tercemar minyak dan Wibisana (2018) melakukan isolasi bakteri
penghasil biosurfaktan dari air laut yang tercemar minyak. Isolat-isolat yang
didapat dari hasil isolasi sampel tersebut kemudian digunakan untuk produksi

biosurfaktan.

Produksi biosurfaktan dari isolat bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor antara

lain substrat pertumbuhan, usia kultur, dan kondisi lingkungan seperti waktu,



temperatur, pH, salinitas, dan agitasi (Sahara et al., 2011). Selain itu beberapa
penelitian menunjukkan bahwa elemen makro seperti karbon, nitrogen, dan
konsentrasi NaCl juga memegang peranan penting dalam menunjang pertumbuhan

bakteri penghasil biosurfaktan (llori et al., 2005).

Produksi biosurfaktan dapat ditingkatkan dengan melakukan optimasi kondisi
ekologi, fisiologi, dan nutrisi (Saikia et al., 2011). Saat ini mulai berkembang
optimasi produksi biosurfaktan dari isolat bakteri dengan memanfaatkan limbah
agroindustri seperti limbah tahu, limbah tapioka, dan limbah kelapa sawit sebagai
substrat pertumbuhan. Suryanti dkk. (2014) melakukan optimasi produksi
biosurfaktan dengan menggunakan limbah cair tapioka sebagai substrat media.
Sementara penggunaan limbah cair kelapa sawit sebagai substrat belum banyak
dilaporkan oleh peneliti. Limbah cair kelapa sawit bermanfaat sebagai substrat
media untuk pertumbuhan bakteri penghasil biosurfaktan karena memiliki
kandungan bahan organik, karbon, serta nitrogen (Mandaki and Cheng, 2013).
Nutrisi lain yang terdapat dalam limbah cair kelapa sawit berupa karbohidrat,

lemak, dan protein (Crognale et al., 2006).

Berdasarkan uraian di atas, pada penelitian ini dilakukan optimasi produksi
biosurfaktan dengan menggunakan limbah cair kelapa sawit dari bakteri lipolitik
isolat lokal terpilih yang memiliki potensi menghasilkan biosurfaktan. Optimasi
produksi biosurfaktan dilakukan dengan variasi kondisi lingkungan pertumbuhan
antara lain waktu, pH, dan kadar salinitas. Isolat bakteri lipolitik yang digunakan

adalah isolat-isolat yang diperoleh dari hasil isolasi bakteri asal kompos yang telah



didapatkan oleh peneliti sebelumnya (Fransiska, 2019). Penggunaan bakteri
lipolitik isolat lokal terpilih ini diharapkan dapat menjadi sumber mikroba lokal
yang memiliki kemampuan sebagai penghasil biosurfaktan serta mengetahui

kondisi optimum untuk produksi biosurfaktan.

. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui kemampuan limbah cair kelapa sawit sebagai substrat pertumbuhan
untuk produksi biosurfaktan dari bakteri lipolitik isolat lokal terpilih.

2. Menentukan kondisi optimum produksi biosurfaktan dari bakteri lipolitik isolat

lokal terpilih.

. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengoptimalkan pemanfaatan limbah cair kelapa sawit sebagai substrat media
pertumbuhan untuk produksi biosurfaktan.

2. Memberikan informasi mengenai kondisi optimum untuk produksi biosurfaktan

dari bakteri lipolitik isolat lokal terpilih.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Biosurfaktan

Biosurfaktan merupakan salah satu produk bioteknologi yang dihasilkan oleh
mikroorganisme. Secara struktural biosurfaktan mengandung berbagai molekul
yang bersifat aktif yang disintesis oleh mikroorganisme. Biosurfaktan bersifat
ampifatik, yaitu terdiri dari komponen hidrofilik dan hidrofobik. Bagian hidrofilik
(kepala) bersifat polar dan merupakan derivat dari ester, karbohidrat, asam amino,
peptida siklis, fosfat, golongan alkohol fungsional dari lemak netral, atau asam
karboksilat yang berfungsi mengikat molekul air. Bagian hidrofobik (ekor)
bersifat non polar yang berupa rantai hidrokarbon dari asam lemak, hidroksi asam
lemak, atau a-alkil-pB-hidroksi asam lemak yang berfungsi mengikat molekul

minyak (Joshi et al., 2008).

Pada lingkungan berair, bagian ekor (hidrofobik) molekul ampifatik berkelompok
berjajar membentuk daerah hidrofilik yang disebut bilayer atau misel. Misel
adalah bentukan seperti bola yang tersusun dari kumpulan molekul ampifatik
dengan ukuran tertentu. Sedangkan bilayer merupakan molekul ampifatik berlapis

dua yang mempunyai panjang tidak terbatas. Bagian hidrofobik dari lemak hampir



selalu berasal dari satu gugus hidrokarbon atau asam lemak jenuh atau tak jenuh
dan mengandung struktur siklik atau gugus hidroksi. Sebagian besar biosurfaktan
bermuatan netral atau negatif. Pada biosurfaktan anionik, muatan itu disebabkan
oleh karboksilat atau fosfat dan kelompok sulfat. Sejumlah kecil biosurfaktan

kationik mengandung gugus amina (Desai and Banat, 1997).

Biosurfaktan adalah produk metabolisme ekstraseluler yang terikat pada bagian
sel. Peran fisiologis biosurfaktan bagi mikroba penghasilnya antara lain berperan
dalam emulsifikasi substrat yang tidak larut air, membantu pelekatan sel pada
kondisi lingkungan yang baru, dalam patogenesis, dan memiliki aktivitas anti-
mikroba. Substrat berupa cairan akan teremulsi menjadi misel dan menyebarkan
ke permukaan sel bakteri dengan adanya biosurfaktan. Substrat padat dipecah oleh

biosurfaktan sehingga lebih mudah masuk ke dalam sel (Joshi et al., 2008).

Biosurfaktan memiliki keunggulan dibanding surfaktan sintetik yaitu biosurfaktan
memiliki tingkat toksisitas yang lebih rendah, mudah terurai secara biologi, lebih
efektif pada suhu, pH dan kadar garam yang berlebihan, serta lebih mudah
disintesis. Selain itu, sifat aktif permukaan yang dimiliki biosurfaktan berbeda
dengan surfaktan sintetik (Lin Soo et al., 2003). Biosurfaktan mampu mengikat
molekul hidrokarbon tidak larut air dan mampu menurunkan tegangan permukaan
serta secara ekstraseluler menyebabkan emulsifikasi hidrokarbon sehingga mudah
untuk didegradasi (Rau et al., 2005). Biosurfaktan dikelompokkan menjadi

beberapa jenis sesuai dengan jenis mikroba yang menghasilkannya (Tabel 1).



Tabel 1. Jenis mikroba dan biosurfaktan yang dihasilkan

Jenis Biosurfaktan

Jenis Mikroba

Glikolipida
Trehalosa mykolat

Trehalosa ester
Mono-, Di-, Trisakarida mykolat

Rhamnolipida
Sophorolipida

Arthrobacter paraffineus; Mycobacterium phlei;
Rhodococcus crythropolis

Mycobacterium fortitum; Micromonospora sp.;
Mycobacterium smegmati; Mycobacterium paraffinicum

Arthrobacter sp.; Corynebacterium diphtheria;
Mycobacterium smegmatis

Pseudomonas sp.; Pseudomonas aeruginosa
Candida spp.; Torulopsis petrophilum; Torulopsis
apicola; Torulopsis bombicola

Fosfolipida dan Asam Lemak
Fosfolipida dan asam lemak
Fosfolipida

Candida spp.; Corynebacterium spp.; Micrococcus spp.

Acinetobacter spp.; Aspergilus spp.; Thiobacillus
thioxidans

Lipopeptida dan Lipoprotein
Gramiciden

Polymyxin

Ornithin-lipida

Ceripilin

Lysin-lipida
Surfaktin-subtilysin

Peptida lipida

Viscosin

Serrawettin

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Pseudomonas rubescens

Gluconobacter cerinus

Agrobacterium tumefaciens; Streptomyces sioyaensis
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens

Surfaktan Polimer

Lipo hetero polisakarida
Hetero polisakarida
Polisakarida protein
Manno-protein
Karbohidrat protein
Mannan- komplek lipida
Mannosa/erythrosa-lipida

Kompleks karbohidrat-protein-
lipida

Arthrobacter calcoaceticus RAG-1

Arthrobacter calcoaceticus A2

Arthrobacter calcoaceticus strains; Candida lipolytica
Saccaromyces cerevisiae

Candida petrophilium; Endomycopsis lipolytica
Candida tropicalis

Shizonella melanogramma; Ustilago maydis

Debaryomyces polymorphus; Pseudomonas spp.;
Pseudomonas fluorescens

Biosurfaktan Partikular
Membran vesikula
Fimbriae

Seluruh bagian sel

Acinetobacter sp. HO1-N
Acinetobacter calcoaciticus
Berbagai jenis mikroba

(Desai and Desai, 1993).




B. Aplikasi Biosurfaktan

Aplikasi biosurfaktan meliputi berbagai bidang antara lain aplikasi potensial di
bidang pertanian, kosmetik, farmasi, deterjen, produk perawatan diri, pengolahan
makanan, tekstil, perlengkapan laundry, perawatan dan pengolahan logam, serta
pengolahan kertas dan industri cat. Saat ini biosurfaktan digunakan dalam studi
tentang teknologi Enhanced Oil Recovery (EOR) untuk meningkatkan perolehan

minyak dan bioremediasi hidrokarbon (Kosaric, 2001).

Biosurfaktan yang diproduksi oleh mikroba telah menjadi produk bioteknologi
penting yang diaplikasikan secara luas di bidang industri dan medis. Senyawa ini
digunakan sebagai agen pengemulsi dan agen pembasah dalam industri logam,
kertas, tekstil maupun industri pertanian (Banat et al., 2010). Biosurfaktan
berperan sebagai agen pengemulsi dan bahan tambahan dalam industri pangan.
Selain itu biosurfaktan diaplikasikan sebagai detergen untuk industri minyak bumi,
agen antimikroba untuk industri farmasi dan kesehatan serta sebagai agen
pengemulsi yang dapat mempercepat proses degradasi dalam proses bioremediasi

senyawa toksik di lingkungan (Singh, 2012).

C. Produksi Biosurfaktan

Biosurfaktan sebagian besar diproduksi oleh mikroorganisme atau mikroba.
Banyak mikroba memperlihatkan kemampuannya sebagai penghasil biosurfaktan

dengan jenis tertentu, terutama selama masa pertumbuhannya pada substrat tak



larut air. Mayoritas biosurfaktan yang ditemukan dihasilkan oleh bakteri dengan
jenis yang bervariasi, sebagai contoh Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus licheniformis, Streptococcus thermophilus, dan

Lactobacillus (Fukuoka et al., 2007).

Sifat-sifat fisika dan kimia seperti penurunan tegangan permukaan dan kestabilan
emulsi yang terbentuk merupakan hal yang sangat penting untuk menentukan
potensi biosurfaktan. Sifat-sifat ini digunakan dalam mengevaluasi biosurfaktan
dan memilih mikroorganisme potensial untuk menghasilkan biosurfaktan (Desali
and Desai, 1993). Produksi biosurfaktan dipengaruhi oleh beberapa faktor antara
lain substrat pertumbuhan, sumber nutrisi (mikro elemen), usia kultur, dan kondisi

lingkungan seperti pH, salinitas, temperatur, agitasi, dan ketersediaan oksigen.

1. Substrat Pertumbuhan

Semua mikroorganisme dalam pertumbuhannya membutuhkan sumber karbon,
hidrogen, nitrogen, oksigen serta sedikit fosfor dan sulfur (Mulligan and Gibbs,
1993). Ketersediaan, kestabilan, dan variabilitas komponen penyusun medium
yang digunakan merupakan hal yang penting dalam proses produksi zat aktif

permukaan oleh mikroorganisme.

a. Sumber Karbon

Sumber karbon mempunyai peran penting terhadap hasil dan struktur

biosurfaktan. Sifat sumber karbon yang digunakan bakteri untuk
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pertumbuhannya mempengaruhi jenis, kualitas, dan kuantitas biosurfaktan
yang dihasilkan. Kemampuan bakteri menggunakan karbon dari substrat
pertumbuhan akan memberikan aktivitas emulsifikasi yang berbeda serta
kemampuan menurunkan tegangan permukaan kultur yang berbeda. Sumber
karbon yang telah diketahui dapat digunakan untuk produksi biosurfaktan
yaitu karbohidrat, hidrokarbon, dan minyak nabati. Beberapa
mikroorganisme memproduksi biosurfaktan hanya pada substrat karbohidrat,
beberapa hanya pada substrat hidrokarbon, dan beberapa mikroorganisme
ada yang mampu memproduksi biosurfaktan pada substrat dengan beberapa

sumber karbon yang digabungkan atau terpisah (Desai and Banat, 1997).

Sumber karbon seperti mannitol, gliserol, dan etanol mampu digunakan oleh
Pseudomonas sp. untuk memproduksi rhamnolipid, namun produksinya
masih lebih rendah dari substrat tidak larut air seperti n-alkana dan olive oil
(Desai and Banat, 1997). Bravibacterium mampu tumbuh pada sumber
karbon glukosa, gliserol, molasse, canola oil, dan limbah minyak. Akan
tetapi biosurfaktan tipe glikolipid hanya dapat diproduksi pada substrat
dengan sumber karbon glukosa, gliserol, dan canola oil (Samadi et al.,

2007).

Sandri (2009) menyebutkan bahwa Lysinibacillus sphaericus mampu
tumbuh pada sumber karbon yang berbeda dan memproduksi biosurfaktan
dengan indeks emulsifikasi biosurfaktan yang berbeda pula. Sumber karbon

yang digunakan oleh Lysinibacillus sphaericus dalam pertumbuhan untuk
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produksi biosurfaktan adalah crude gliserol, oli bekas, dan crude oil.
Gliserol mudah dimanfaatkan oleh bakteri karena bersifat larut air dan asam
lemak bebas yang terkandung dapat merangsang pembentukan biosurfaktan
dengan cepat (Bidlan et al., 2007). Sedangkan oli bekas dan crude oil
mengandung senyawa heterogen yang menyebabkan lambatnya
pertumbuhan sel bakteri dan mempengaruhi pertumbuhan biosurfaktan

(Sandri, 2009).

Beberapa penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa elemen
makro yang memegang peranan penting dalam menunjang pertumbuhan
bakteri penghasil biosurfaktan adalah elemen karbon dan nitrogen.
Perbedaan sumber karbon dan panjang rantai substrat hidrokarbon sering
berakibat signifikan terhadap konsentrasi akhir fermentasi biosurfaktan
(Georgiou et al., 1992). Sebagai contoh, Arthrobacter hanya memproduksi
75% biosurfaktan ekstraseluler ketika ditumbuhkan pada asetat dan etanol
namun dapat mencapai 100% biosurfaktan ekstraseluler ketika ditambahkan

pada substrat hidrokarbon (Mulligan and Gibbs, 1993).

Produksi biosurfaktan oleh Pseudomonas aeruginosa meningkat seiring
dengan kenaikan konsentrasi molasse sebagai sumber karbon (Rashedi et al.,
2005). Selain itu, Suryatmana dkk. (2006) menyebutkan bahwa semakin
tinggi konsentrasi glukosa yang digunakan dalam pertumbuhan Azotobacter
chroococcum untuk produksi biosurfaktan maka semakin tinggi pula

produksi biosurfaktan yang dihasilkan.
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b. Sumber Nitrogen

Sumber nitrogen dalam medium memberikan hasil yang baik dalam produksi
biosurfaktan. Sumber nitrogen juga berperan sebagai pengontrol pH dalam
medium. Garam ammonium dan urea memberikan hasil yang lebih baik
untuk produksi biosurfaktan oleh A. paraffineus. Selain itu, produksi
biosurfaktan oleh P. aeruginosa didukung oleh nitrat. Budiarti (2000)
menyebutkan bahwa pertumbuhan bakteri B4 pada medium urea sebagai
sumber nitrogen lebih baik dibandingkan dengan media yeast extract.
Konsentrasi nitrogen yang terlalu tinggi dalam suatu medium pertumbuhan
dengan hidrokarbon sebagai satu-satunya sumber karbon dapat
menyebabkan keracunan pada bakteri. Ketersediaan nitrogen yang terbatas
tidak hanya menyebabkan produksi biosurfaktan yang berlebih namun juga
mengubah komposisi dan biosurfaktan yang dihasilkan (Desai and Banat,

1997).

Makkar dan Cameotra (2002) menyebutkan bahwa sodium nitrat, potassium
nitrat, dan urea merupakan sumber nitrogen yang paling baik untuk
pertumbuhan Bacillus subtilis dibandingkan dengan sumber nitrogen lain
yang diujikan (peptone, yeast extract, beef extract, tripton, ammonium nitrat,
dan sodium sulfat). Selain itu, Sandri (2009) menerangkan bahwa L.
spaerichus dapat tumbuh optimum pada media bushnel-haas dengan urea

sebagai sumber nitrogen pada pH 6, namun biosurfaktan yang dihasilkan
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dapat lebih tinggi ketika ditumbuhkan dalam medium dengan ammonium

nitrat dibandingkan dengan urea sebagai sumber nitrogen.

2. Sumber Nutrisi (mikro elemen)

Mikroorganisme membutuhkan sejumlah mikro elemen dalam pertumbuhannya
meskipun dalam jumlah sedikit. Senyawa mikro elemen itu meliputi besi,
mangan, seng, kobalt, dan iodium (Lechninger, 1997). Keberadaan mikro
elemen dengan konsentrasi tertentu dapat merangsang produksi biosurfaktan.
Desai and Banat (1997) melaporkan bahwa terbatasnya fosfat dapat
merangsang produksi biosurfaktan pada Pseudomonas aeruginosa. Selain itu,
adanya unsur besi dalam media pertumbuhan mampu menaikan produksi

biosurfaktan jenis rhamnolipid menjadi tiga kali lipat.

3. Usia Kultur

Faktor lain yang penting untuk memproduksi biosurfaktan dalam kultur batch
adalah usia kultur. Produksi biosurfaktan secara signifikan meningkat pada saat
memasuki fase stasioner sampai fase kematian bakteri (Mulligan and Gibs,
1993). Semakin tua usia kultur maka semakin banyak nutrisi yang digunakan
oleh mikroorganisme, sehingga nutrien dalam medium kultur batch semakin
terbatas. Hal tersebut dapat mengakibatkan akumulasi produk sisa metabolisme
yang menyebabkan perubahan pada metabolisme sel dan produksi biosurfaktan.

Bertambahnya usia kultur dapat berhubungan pula dengan pembentukan
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permukaan sel mikroba yang hidrofobik untuk digunakan dalam emulsi minyak

dalam air (Budiarti, 2000).

. Faktor Lingkungan

Faktor lingkungan yang berpengaruh dalam produksi biosurfaktan antara lain
adalah pH, salinitas, temperatur, agitasi, dan ketersediaan oksigen. Beberapa
faktor tersebut mempengaruhi produksi biosurfaktan dalam pertumbuhan dan
aktivitas selnya. Kenaikan kecepatan agitasi menghasilkan penurunan produksi
biosurfaktan oleh Nocardia erythropolis (Desai and Banat, 1997). Selain itu,
pH dan temperatur berperan penting dalam produksi biosurfaktan. Produksi
biosurfaktan oleh strain Serratia marcescens mencapai kestabilan maksimum
pada saat temperatur antara 60 °C hingga 120 °C serta pH medium antara 10-
12. Penelitian yang dilakukan Sandri (2009) menyebutkan bahwa pertumbuhan

L. spaerichus dan aktivitas emulsi yang baik diperoleh pada pH 6.

Pembentukan biosurfaktan oleh sel juga dipengaruhi oleh salinitas serta kadar
oksigen. Salinitas dapat berfungsi membantu keseimbangan konsentrasi
mineral dalam sel. Al-Araji et al. (2007) menyebutkan bahwa pengaruh
salinitas terhadap produksi biosurfaktan tergantung pada efek aktivitas seluler.
Apabila salinitas terganggu, maka akan mempengaruhi pertumbuhan sel dalam
produksi biosurfaktan. Pada kultur dengan kondisi oksigen terbatas,

biosurfaktan yang terbentuk dapat menurunkan tegangan permukaan hingga



mencapai 30 mN/m dimana pada kondisi aerob penuh atau anaerob hanya

mencapai 40 mN/m (Budiarti, 2000).

D. Karakterisasi biosurfaktan

Karakterisasi merupakan cara yang dilakukan untuk mengetahui bakteri yang
berpotensi sebagai penghasil biosurfaktan. Beberapa cara karakterisasi

biosurfaktan diantaranya sebagai berikut:

1. Hemolisis

Pengujian pendahuluan terhadap bakteri potensial penghasil senyawa
biosurfaktan dilakukan dengan metode lisis sel darah merah (hemolisis)
menggunakan medium spesifik. Metode hemolisis merupakan metode
kualitatif menggunakan sel darah merah sebagai media tumbuh kaya nutrisi
bagi mikroba spesifik. Pembentukan zona hemolisis disebabkan oleh aksi
strain bakteri mengeluarkan senyawa aktif glikolipid dalam substrat hidrofilik.
Prinsip pengujian hemolisis adalah melihat perubahan warna media ketika
bakteri ditumbuhkan di atas medium padat darah segar (Das et al., 2008).
Batista et al. (2006) menyatakan bahwa metode cawan darah agar merupakan
metode penapisan awal sehingga perlu didukung pengujian lanjutan seperti

pengukuran kemampuan emulsi dan aktivitas tegangan permukaan.
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2. Tegangan permukaan

Tegangan permukaan merupakan gaya tarik menarik antara molekul-molekul
pada permukaan cairan dengan udara yang cenderung menggerakkan molekul-
molekul menuju bagian pusat cairan sehingga menyebabkan cairan membentuk
lapisan tipis. Sedangkan tegangan antar muka yaitu gaya tarik menarik antara
dua fase yang berbeda polaritasnya. Gugus hidrofilik menurunkan gaya kohesi
dari molekul air sehingga akan menurunkan tegangan permukaan (Hargreaves,

2003).

Suryani et al. (2000) menerangkan bahwa penurunan tegangan antar muka akan
menurunkan gaya kohesi dan sebaliknya meningkatkan gaya adhesi. Gaya
kohesi adalah gaya antar molekul yang bekerja diantara molekul-molekul yang
sejenis, sedangkan gaya adhesi adalah gaya antar molekul yang bekerja diantara
molekul-molekul yang tidak sejenis. Menurut Farn (2006) semakin banyak
molekul surfaktan yang terbentuk maka gaya kohesi air akan menurun dan
dapat membuat tegangan permukaan semakin menurun. Molekul-molekul
surfaktan mempunyai kecenderungan untuk berada pada permukaan sebuah

cairan dan menurunkan jumlah total kerja untuk memperluas permukaan.

Tegangan permukaan dapat diukur dengan beberapa metode sebagai berikut:
a. Metode Cincin Du Nuoy
Suatu cincin Pt dimasukkan ke dalam cairan dan gaya yang diperlukan untuk

memisahkan cincin dari permukaan cairan diukur.
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b. Metode Drop-Weigth
Prinsip metode ini adalah gaya tegangan permukaan zat cair setimbang
dengan gaya yang ditimbulkan berat zat cair sehingga cairannya akan
menetes.

c. Metode Tekanan Maksimum Gelembung
Prinsipnya adalah tegangan permukaan dari tekanan maksimum yang
dibentuk untuk mengeluarkan gelembung pada ujung pipa kapiler.

d. Metode Kenaikan Pipa Kapiler
Bila suatu pipa kapiler dimasukkan ke dalam cairan yang membasahi
dinding, maka cairan akan masuk ke dalam kapiler karena adanya tegangan
muka. Energi paling rendah di dapat saat lapisan tipis menutupi sebanyak
mungkin kaca tersebut. Ketika lapisan tipis ini merembet keatas dinding
bagian dalam, lapisan tipis itu mempunyai efek melengkungkan permukaan
cairan ke dalam pipa. Kenaikan cairan sampai pada suatu tinggi tertentu

terjadi keseimbangan antara gaya keatas dan ke bawah (Atkins, 1997).

3. Aktivitas emulsifikasi

Karakteristik utama biosurfaktan adalah antara lain mempunyai sifat
tensioaktif, menghasilkan buih atau busa, dan membuat emulsi minyak dalam
air atau air dalam minyak yang berperan seperti surfaktan sintesis. Bagian
hidrofobik dari molekul ampifatik dibentuk oleh asam lemak yang bercabang
dan panjang rantainya berbeda satu dengan spesies yang lain. Cabang yang

mengandung gugus asam lemak akan berikatan dengan cabang yang
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mengandung gugus asam amino. Bagian hidrofilik dari molekul ampifilik
umumnya berupa peptida siklik yang mengandung tujuh asam amino (Duvnjak,

1982).

Emulsi merupakan dispersi suatu larutan dalam larutan lain yang molekul—
molekul kedua campuran tersebut tidak saling bercampur atau bercampur
sebagian. Pada suatu emulsi terdapat tiga bagian utama yaitu fase terdispersi,
terdiri dari butir-butir yang biasanya terdiri dari minyak. Bagian kedua adalah
zat pendispersi, biasanya air dan bagian ketiga adalah zat pengemulsi yang
menjaga agar butir minyak tetap terdispersi dalam air. Selain itu penambahan
bahan pengemulsi yang cukup ke dalam campuran dua larutan akan terbentuk
lapisan utuh antara kedua cairan tersebut yang dapat menurunkan tegangan

permukaan, sehingga tetap stabil dan lama (Claesson et al., 2001).

Menurut Suryani et al. (2000) kestabilan emulsi pada suatu surfaktan adalah
kesetimbangan antara gaya tarik menarik dan gaya tolak-menolak yang terjadi
antar partikel dalam sistem emulsi. Apabila kedua gaya ini dapat dipertahankan
tetap seimbang atau terkontrol, maka globula-globula fasa terdispersi dalam
sistem emulsi dapat dipertahankan agar tidak tergabung. Adapun faktor-faktor
yang menentukan kestabilan suatu emulsi adalah ukuran partikel dan distribusi,
jenis emulsifier yang digunakan, rasio antara fasa terdispersi dan fasa

pendispersi serta perbedaan tegangan antara dua fasa.
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D. Bakteri Lipolitik

Bakteri lipolitik adalah bakteri yang memiliki aktivitas katalitik untuk memecah
atau menghidrolisis lemak, fosfolipid dan turunannya. Beberapa contoh spesies
bakteri lipolitik adalah: Bukholderia, Chromobacterium viscosum, Pseudomonas
cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi,
Bacillus thermocatenulatus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus aereus,

Staphylococcus epidermides (Buckle et al., 1985).

Selain bakteri lipolitik, terdapat mikroba lainnya seperti kapang dan khamir yang
dapat menghasilkan enzim lipase. Enzim lipase merupakan produk metabolisme
primer dari bakteri yang digunakan untuk memecah atau menghidrolisis lemak
menjadi menjadi asam-asam lemak dan gliserol (Poedjiadi, 1994). Bakteri
lipolitik dapat membantu pemecahan lemak pada makanan. Bakteri yang bersifat

lipolitik kebanyakan merupakan bakteri yang bersifat aerobik (Fardiaz, 1992).

Lipase dari bakteri lipolitik kebanyakan diproduksi secara ekstraselular. Lipase
dari bakteri memainkan peranan yang penting dalam kehidupan manusia seperti
dalam pembuatan yoghurt dan keju. Lipase juga digunakan sebagai katalis yang
murah dan serbaguna untuk mendegradasi lipid dalam aplikasi modern seperti
penggunaan enzim lipase untuk pembuatan deterjen dan biokatalis, serta juga
dapat digunakan sebagai energi alternatif untuk mengubah minyak tumbuhan

menjadi bahan bakar. Pada hampir semua kasus, bakteri lipolitik berfungsi dengan
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baik pada emulsi minyak dalam air, dimana kandungan air tinggi dan area

interfacial untuk degradasi tersedia luas (Sharma et al., 2001).

. Limbah Kelapa Sawit

Produksi biosurfaktan dalam skala besar membutuhkan biaya yang cukup besar.
Oleh karena itu upaya yang dilakukan untuk menekan biaya produksi salah
satunya adalah menggunakan bahan alam terbarukan dari sumber substrat
alternatif yang tidak mahal dari industri yang potensial, sebagai contoh limbah
industri dari minyak kelapa sawit dan turunannya. Industri minyak kelapa sawit
melakukan produksi crude oil palm dengan jumlah yang besar setiap tahunnya

sehingga menghasilkan limbah hasil produksi yang besar juga.

Limbah yang keluar dari industri minyak kelapa sawit berbentuk padat, gas, dan
cair. Limbah padat meliputi tandan kosong sekitar 23%, serat (sekitar 13,5%) dan
cangkang (sekitar 5,5%). Limbah padat dapat dimanfaatkan sebagai bahan bakar,
pupuk, pakan ternak. Limbah cair yang dikenal dengan Palm QOil Mill Effluent
(POME) yang dihasilkan sebesar 55-67%. POME berupa air buangan yang
berasal dari kondensat rebusan, air hidrosiklon, dan lumpur separator. POME
memiliki kandungan BOD sebesar 230 mg/L dan COD sekitar 700 mg/L sehingga
tidak dapat dibuang langsung ke lingkungan (Satriadi dkk., 2011). POME
berwarna cairan coklat tua dan mempunyai bau asam yang kuat yang dapat
mengurangi kadar oksigen dalam air, sehingga berbahaya bagi ekosistem perairan

bahkan dapat menghilangkan keanekaragaman hayati di dalamnya.
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Limbah cair yang keluar dari pengolahan minyak terdiri dari substansi beracun
seperti polifenol. Limbah cair yang dibuang di kolam terbuka dapat melepaskan
sejumlah gas metana dan gas CO, yang dapat menyebabkan emisi gas rumah kaca
(Hamman et al., 1999). Namun disamping itu limbah tersebut masih memiliki
substansi organik yang berharga seperti senyawa gula, karbohidrat, nitrogen, asam
organik, dan sisa lemak dan senyawa polifenol yang menyebabkan
mikroorganisme dapat tumbuh dan berkembang. Nutrisi yang ada di dalam POME
sangat lengkap karena terdapat karbohidrat, lemak dan protein (Crognale et al.,
2006). Limbah POME dapat bermanfaat dan berguna sebagai substrat media
karena kandungan bahan organik, karbon serta nitrogennya. Proses dekomposisi
dari senyawa-senyawa organik oleh bakteri anaerob dapat menghasilkan biogas

(Mandaki and Cheng, 2013).

POME dapat dimanfaatkan sebagai media fermentasi, pembuatan pupuk, pakan
ternak dan sumber energi. Produk yang dihasilkan oleh POME sebagai media
fermentasi adalah insektisida, solven aseton butane etanol, polihidroksialkanoat,
antibiotik, asam organik dan enzim. Penggunaan POME sebagai media fermentasi
sangat menguntungkan karena POME masih mengandung konsentrasi yang tinggi
dari karbohidrat, protein, nitrogen, lipida, dan mineral seperti Al dan Fe. Oleh
karena itu POME dapat digunakan sebagai substrat media fermentasi untuk

menghasilkan biosurfaktan (Wu et al., 2007).

Pemanfaatan limbah cair pengolahan minyak sawit sangat potensial untuk

disintetis menjadi biosurfaktan karena kandungan asam lemak, gula, dan protein.
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Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri yang membantu untuk menghasilkan
biosurfaktan rhamnolipida. Benincasa (2002) menyebutkan Pseudomonas
aeruginosa menggunakan kandungan minyak sebagai sumber karbon untuk
memproduksi biosurfaktan rhamnolipida melalui proses fermentasi sistem tumpak
di dalam media garam mineral dengan produksi konsentrasi rhamnolipida
maksimum 15,9 g/L. Pada penelitian Rahman et al. (2002) mengatakan bahwa
biosurfaktan disintesis sebagian besar berasal dari minyak dan dikarakterisasi
dapat mengurangi tegangan permukaan, kritis konsentrasi misel dan tegangan

antarmuka di kedua larutan air dan campuran hidrokarbon.



I11.  METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret - September 2019 di Laboratorium

Biokimia Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah gelas kimia,
erlenmeyer, cawan petri, tabung sentrifugasi, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
pipet tetes, freezer, autoclave model S-90N, shaker incubator, inkubator, laminar
air flow (LAF) Curma model 9005-FL, jarum ose, neraca analitik Ainsworth AA-
160, alumunium foil, termometer, kompor, sentrifuga model 225 Fisher Scientific,
pH meter Metrohm Mobile 826, vortex, hotplate, bunsen, spatula, magnetic stirer,
oven, gelas ukur, mikropipet Eppendorff, dan spektrofotometer UV-Vis Carry Win

UV 32.

Adapun bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat bakteri

lipolitik (LKM D1, LKT B;, LKM C,), limbah cair kelapa sawit, kapas, kasa,
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kertas cakram steril, oli bekas, darah kambing, nutrient agar, nutrient broth, blood
agar base, aquades, N-heksana, serta media MSM (Mineral Salt Medium) antara
lain Na,HPO, NaH,PO, HCI, NaOH, KH,PO,, (NH,4),SO4, NaCl, FeSO,.7H,0,

MgSQ,.7H,0, CaCl,.2H,0, MnSO,4.H,0, yeast extract, dan glukosa.

C. Prosedur Penelitian

1. Tahap Persiapan

Pada penelitian ini dilakukan tahap persiapan alat dan bahan yang akan
digunakan. Peralatan yang akan digunakan disterilisasi untuk menghindari
kontaminasi oleh kontaminan yang tidak diinginkan. Sterilisasi ini dilakukan
dengan menggunakan autoclave dengan cara menyiapkan terlebih dahulu alat-
alatnya, kemudian dicuci, dikeringkan lalu dibungkus dengan kertas menutupi
seluruh permukaan alat. Selanjutnya alat-alat tersebut dimasukkan dalam
autoclave dengan temperatur 121 °C tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah

itu, alat-alat dikeringkan dan disimpan dalam oven.

2. Pembuatan Media

a. Media Nutrient Agar

Media Nutrient Agar digunakan untuk meremajakan isolat bakteri lipolitik.
Media ini dibuat dengan cara melarutkan 2,8 g nutrient agar dalam 100 mL

aquades. Selanjutnya media dipanaskan sampai mendidih lalu dimasukkan
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ke dalam tabung reaksi dan ditutup dengan sumbat. Kemudian media
disterilkan dalam autoclave dengan temperatur 121 °C tekanan 1 atm selama
15 menit. Setelah itu tabung reaksi berisi media diletakkan dalam posisi

miring.

. Media Nutrient Broth

Media Nutrient Broth merupakan media yang digunakan sebagai media
inokulum atau adaptasi bakteri. Media ini dibuat dengan cara melarutkan 13
gram NB dengan 1000 mL aquades dalam Erlenmeyer dan dipanaskan
hingga mendidih. Kemudian ditutup dengan sumbat dan media disterilkan
dalam autoclave dengan temperatur 121 °C tekanan 1 atm selama 15 menit.
Setelah itu, media disimpan dalam laminar air flow dan siap untuk

digunakan.

. Media Blood Agar

Media Blood Agar merupakan media untuk uji hemolisis dimana uji ini
dilakukan untuk mengetahui isolat bakteri yang berpotensi sebagai penghasil
biosurfaktan. Sebanyak 40 g bubuk media blood Agar Base ditimbang dan
dilarutkan dalam 1000 mL aquades. Kemudian media disterilkan dalam
autoclave dengan temperatur 121 °C tekanan 1 atm selama 15 menit.

Setelah itu didinginkan sampai temperatur 55 °C dan ditambahkan 5% darah
kambing. Selanjutnya media dituang ke dalam cawan petri yang steril

hingga membeku dan siap untuk digunakan.
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d. Media Mineral Salt Medium (MSM)

Media Mineral Salt Medium (MSM) merupakan media selektif untuk
pertumbuhan bakteri penghasil biosurfaktan. Media ini dibuat dengan cara
masing-masing bahan: 2 g KH,POy4, 5 g K;HPOy4, 3 g (NH4)2SO4, 0,1 g
NaCl, 0,01 g FeS0O,4.7H,0, 0,2 g MgS0,.7H0, 0,01 g CaCl,.2H,0, 0,002 g
MnSQO,.H,0 dan 0,3 g glukosa serta 0,3 g yeast exctrat ditimbang dan
dilarutkan dengan 1000 mL aquades steril kemudian dihomogenkan dengan
stirrer. Selanjutnya media dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditutup
dengan sumbat lalu disterilkan dalam autoclave pada temperatur 121 °C
tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah itu, media disimpan dalam laminar

air flow dan siap untuk digunakan.

3. Peremajaan Isolat Bakteri Lipolitik

Peremajaan isolat bakteri lipolitik dilakukan untuk menjaga nutrisi isolat
bakteri yang digunakan sebagai stok kultur untuk menguji bakteri lipolitik yang
berpotensi sebagai penghasil biosurfaktan serta optimasi produksi biosurfaktan.
Peremajaan ini dilakukan pada media nutrient agar miring. 1 ose isolat bakteri
lipolitik (LKM D4, LKT B; LKM C,) diinokulasikan ke permukaan media
secara zig-zag kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37 °C.
Setelah itu biakan hasil peremajaan siap digunakan sebagai stok kultur dan

disimpan didalam lemari pendingin 4 °C (Kalyani et al., 2014).
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4. Uji Biosurfaktan

Uji biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri
lipolitik yang digunakan dalam menghasilkan biosurfaktan. Uji ini dilakukan
dengan beberapa cara antara lain dengan uji hemolisis, uji emulsifikasi, uji oil

spreading, dan uji drop collapse.

a. Uji Hemolisis

Uji hemolisis merupakan uji pendahuluan yang dilakukan untuk mengetahui
bakteri penghasil biosurfaktan dengan mengamati aktivitas hemolisis bakteri
menggunakan media agar darah (blood agar). Uji ini dilakukan dengan cara
kertas cakram steril dicelupkan ke dalam kultur cair bakteri yang diuiji.
Kemudian diletakkan di atas permukaan media blood agar plate. Setelah itu
diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 37 °C selama 48-72 jam.
Selanjutnya diamati terbentuknya zona bening disekitar koloni yang tumbuh
pada media dan diukur zona beningnya. Aktifitas hemolisis yang ditandai
dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni bakteri dapat menjadi

indikator terbentuknya biosurfaktan (Das et al., 2008).

b. Uji Emulsifikasi

Uji emulsifikasi merupakan uji untuk mengetahui bakteri yang memiliki
aktivitas biosurfaktan. Uji dilakukan dengan cara kultur cair bakteri

disentrifius dengan kecepatan 10000 rpm selama 20 menit sehingga
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supernatan dan pelet terpisah. Selanjutnya sebanyak 2 mL supernatan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2 mL n-heksana
sebagai substrat non polar pembentuk emulsi. Campuran tersebut divorteks
dengan kecepatan tinggi selama 2 menit kemudian didiamkan pada suhu
ruang selama 24 jam dan diukur tinggi emulsinya (Pereira et al., 2013).
Indeks emulsifikasi (%) ditentukan dengan rumus sebagai berikut:

) ) tinggi lapisan teremulsi (cm)
Indeks emulsifikasi (%)=——— - X 100%
tinggi total cairan (cm)

. Uji Oil Spreading

Uji oil spreading digunakan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dari
bakteri yang diuji dengan mengamati kemampuan bakteri dalam
menghilangkan lapisan minyak pada permukaan air. Sebelum melakukan uji
kultur cair bakteri disentrifius dengan kecepatan 10000 rpm selama 20 menit
sehingga supernatan dan pelet terpisah. Uji dilakukan dengan cara sebanyak
30 mL aquades dimasukkan ke dalam cawan petri pada tempat yang datar,
kemudian ditambahkan 1 mL oli bekas. Setelah itu dimasukkan secara
perlahan 20 pL supernatan kultur pada tengah lapisan oli bekas. Uji positif
dapat teramati apabila terjadi zona bening akibat penyisihan lapisan oli

bekas oleh biosurfaktan (Morikawa et al., 2000).
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d. Uji Drop Collapse

Uji drop collapse merupakan uji cepat untuk mengetahui adanya aktivitas
biosurfaktan dari bakteri yang diuji. Sebelum melakukan uji kultur cair
bakteri disentrifius dengan kecepatan 10000 rpm selama 20 menit sehingga
supernatan dan pelet terpisah. Uji ini dilakukan dengan cara meneteskan 10
ML supernatan ke atas 20 pL oli bekas di atas permukaan kaca yang datar.
Setelah itu aktivitas biosurfaktan diamati berdasarkan atas penambahan luas
permukaan senyawa uji dibandingkan dengan kontrol media (Plaza et al.,

2006).

5. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri dilakukan untuk mengetahui fase
pertumbuhan bakteri penghasil biosurfaktan. Pembuatan kurva pertumbuhan
diawali dengan cara 1 ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam 20 mL media
cair NB, kemudian biakan bakteri diinkubasi pada shaker incubator pada suhu
kamar dengan kecepatan 110 rpm selama 24 jam. Setelah itu hasil biakan
dipindahkan sebanyak 1% dari media NB ke dalam media MSM. Selanjutnya
biakan bakteri diinkubasi pada suhu 30 °C menggunakan shaker incubator
dengan kecepatan 110 rpm selama 120 jam. Pengukuran nilai OD (optical
dencity) dilakukan setiap 12 jam sekali. Sebanyak 0,3 mL kultur dan 2,7 mL
aquades dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu diukur serapannya

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm.
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Setelah itu dilakukan pembuatan kurva pertumbuhan bakteri penghasil

biosurfaktan (Francy et al., 1991).

. Optimasi Produksi Bakteri Lipolitik Penghasil Biosurfaktan

Optimasi produksi dilakukan untuk mengetahui kondisi optimum produksi
bakteri lipolitik penghasil biosurfaktan. Optimasi produksi dilakukan dengan

variasi waktu, pH, dan kadar salinitas media pertumbuhan bakteri.

a. Optimasi Waktu Produksi Biosurfaktan

Optimasi waktu dilakukan untuk mengetahui waktu optimal produksi
biosurfaktan dengan penambahan limbah cair kelapa sawit sebagai substrat
media. Optimasi waktu dilakukan dengan cara hasil biakan masing-masing
isolat bakteri dari media NB dimasukkan sebanyak 1% ke dalam campuran
media MSM dengan 10% limbah cair kelapa sawit. Selanjutnya biakan
bakteri diinkubasi pada suhu 30 °C menggunakan shaker incubator dengan
kecepatan 110 rpm selama 120 jam. Pengukuran nilai OD (optical dencity)
dilakukan setiap 12 jam sekali. Sebanyak 0,3 mL kultur dan 2,7 mL aquades
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu diukur serapannya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm untuk

menentukan waktu produksi optimum (Yakimov et al., 1995).
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b. Optimasi pH Produksi Biosurfaktan

Optimasi pH dilakukan untuk mengetahui pH yang optimal dalam produksi
biosurfaktan. Optimasi pH dilakukan dengan cara hasil biakan masing-
masing isolat bakteri dari media NB dimasukkan sebanyak 1% ke dalam
media MSM dan 1% ke dalam campuran media MSM dengan 10% limbah
cair kelapa sawit dengan variasi pH 5; 6; 7; 8 dan 9. Selanjutnya biakan
bakteri diinkubasi pada suhu 30 °C menggunakan shaker incubator dengan
kecepatan 110 rpm selama waktu produksi optimum dari masing-masing
isolat bakteri. Kemudian dilakukan uji emulsifikasi, uji oil spreading, dan

uji drop collapse (Yakimov et al., 1995).

c. Optimasi Kadar Salinitas Produksi Biosurfaktan

Optimasi kadar salinitas dilakukan untuk mengetahui kadar salinitas yang
optimal untuk produksi biosurfaktan. Optimasi kadar salinitas dilakukan
dengan cara hasil biakan masing-masing isolat bakteri dari media NB
dimasukkan sebanyak 1% ke dalam media MSM dan 1% ke dalam campuran
media MSM dengan 10% limbah cair kelapa sawit dengan variasi kadar
salinitas 0,5; 1; 3; 5 dan 9%. Variasi kadar salinitas diatur dengan
penambahan NaCl. Selanjutnya biakan bakteri diinkubasi pada suhu 30 °C
menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 110 rpm selama waktu
dan pH optimum. Kemudian dilakukan uji emulsifikasi, uji oil spreading,

dan uji drop collapse (Prommachan et al., 2001).
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Bagan alir penelitian dapat dilihat pada gambar berikut.

[ Peremajaan Isolat Bakteri Lipolitik ]
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Gambar 1. Bagan alir penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh simpulan bahwa:

1. Isolat bakteri lipolitik LKM Dy, LKT B; dan LKM C; berpotensi menghasilkan
biosurfaktan serta mampu memanfaatkan limbah cair kelapa sawit sebagai
substrat pertumbuhan.

2. Limbah cair kelapa sawit yang digunakan sebagai substrat mampu
meningkatkan produksi biosurfaktan dengan meningkatnya kepadatan sel
bakteri.

3. Produksi biosurfaktan dengan menggunakan media MSM dan 10 % limbah cair
kelapa sawit dari isolat bakteri lipolitik LKM D, LKT By, dan LKM C,
optimum pada jam ke-108.

4. Produksi biosurfaktan dengan menggunakan media MSM dan 10 % limbah cair
kelapa sawit dari isolat bakteri lipolitik LKM D; optimum pada pH 7 dan kadar
salinitas 0,5 %, LKT B; optimum pada pH 8 dan kadar salinitas 1 %, serta

LKM C; optimum pada pH 9 dan kadar salinitas 1 %.
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B. Saran

Berdasarkan penelitian ini, terdapat beberapa saran untuk penelitian selanjutnya:

1. Melakukan pengukuran indeks emulsifikasi dalam setiap jam pengukuran kurva
pertumbuhan.

2. Melakukan optimasi produksi biosurfaktan menggunakan limbah cair kelapa
sawit dengan konsentrasi yang berbeda-beda serta melakukan karakterisasi
biosurfaktan yang dihasilkan.

3. Melakukan identifikasi molekular terhadap isolat-isolat bakteri yang memiliki

kemampuan menghasilkan biosurfaktan.
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