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OPTIMASI PRODUKSI BIOSURFAKTAN DARI BAKTERI INDIGEN 

ISOLAT BSPP-1c ASAL SEDIMEN PERAIRAN PELABUHAN PANJANG 

 

 

 

Oleh 

 

 

ANI NURHAYATI 

 

 

 

 

Biosurfaktan adalah surfaktan alami yang diproduksi oleh mikroba dari habitat 

aslinya atau biasa disebut bakteri indigen.  Produksi biosurfaktan dipengaruhi oleh 

beberapa faktor.  Substrat pertumbuhan seperti sumber karbon dan nitrogen adalah 

salah satu faktor penting yang mempengaruhi hasil akhir biosurfaktan.  Tujuan 

penelitian ini untuk mendapatkan kondisi optimum bakteri indigen isolat BSPP-1c 

asal sedimen perairan pelabuhan Panjang dalam memproduksi biosurfaktan dan 

mengetahui karakteristik biokimianya.  Metode yang dilakukan meliputi 

peremajaan isolat BSPP-1c, pengujian hemolisis, karakterisasi biokimia, 

pembuatan kurva pertumbuhan, optimasi kondisi pertumbuhan dan uji 

biosurfaktan.  Hasil uji hemolisis menunjukkan bahwa isolat BSPP-1c memiliki 

aktivitas α-hemolisis.  Karakteristik biokimia menunjukkan bahwa isolat BSPP-1c 

berbentuk bulat dengan tepian halus, elevasi cembung, berwarna jingga, Gram 

negatif dan uji katalase positif yang merupakan karakteristik untuk golongan 

Neisseria.  Isolat BSPP-1c memiliki kondisi optimum pada waktu inkubasi 96 

jam, konsentrasi inokulum optimum 5% dengan hasil pengujian %IE 100%, oil 

spread 7 mm dan drop collapse positif.  Sumber karbon terbaik menggunakan 

glukosa 2% dengan hasil pengujian %IE 84,21%, oil spread 21 mm dan drop 

collapse positif dan sumber nitrogen terbaik urea 0,3% dengan hasil pengujian 

%IE 77,78%, oil spread 30 mm dan drop collapse positif.  Berdasarkan hasil 

tersebut dapat disimpulkan bahwa bakteri indigen isolat BSPP-1c merupakan 

bakteri Neisseria yang dapat memproduksi biosurfaktan pada waktu inkubasi 96 

jam dengan kondisi pertumbuhan menggunakan sumber karbon glukosa 2%, 

sumber nitrogen urea 0,3% dan konsentrasi inokulum 5%. 

 

Kata Kunci : Biosurfaktan, Bakteri indigen, Neisseria, Pelabuhan Panjang, 

Indeks Emulsi  



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

OPTIMIZATION OF BIOSURFACTANT PRODUCTION FROM 

INDIGENOUS BACTERIA ISOLATES BSPP-1c FROM SEDIMENTS OF 

PANJANG PORT  

 

 

 

BY 

 

 

ANI NURHAYATI 

 

 

 

 

Biosurfactants are surfactants produced by microbes from their natural habitat 

called indigenous bacteria.  Biosurfactant production is influenced by several 

factors. Growth substrates such as carbon and nitrogen sources are one of the 

important factors affecting the final biosurfactant yield.  The purpose of this study 

was to obtain the optimum conditions for indigenous bacteria isolated from  

BSPP-1c from the sediments of Panjang Port waters in producing biosurfactants 

and to determine their biochemical characteristics. The methods used include 

rejuvenation of BSPP-1c isolate, hemolysis testing, biochemical characterization, 

growth curve making, optimization of growth conditions and biosurfactant tests.  

The result hemolysis test showed that BSPP-1c isolate had α-hemolytic activity.  

Biochemical characteristics showed that the isolate BSPP-1c was round with 

smooth edges, convex elevation, orange color, Gram negative and positive 

catalase test which were characteristics for the Neisseria group.  The BSPP-1c 

isolate had optimum conditions at 96 hours of incubation, 5% optimum inoculum 

concentration with the test results optimum of 100% IE, 7 mm oil spread and 

positive drop collapse. The best carbon source using 2% glucose with the test 

results of %IE 84.21%, oil spread 21 mm and drop collapse positive and the best 

nitrogen source 0.3% urea with the test results of %IE 77.78%, oil spread 30 mm 

and drop positive collapse.  Based on this circumstances, it can be concluded that 

the indigenous bacteria isolated from BSPP-1c is a Neisseria bacterium. The 

biosurfactants at an incubation the producing of biosurfactant time of 96 hours 

with growth conditions using 2% glucose carbon source, 0.3% urea nitrogen 

source and 5% inoculum concentration. 

 

Keywords: Biosurfactant, Indigenous bacteria, Neisseria, Panjang Port, 

Emulsification indeks.  
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang  

 

 

Biosurfaktan merupakan senyawa produk metabolit yang dapat disintesis 

secara ekstraselular oleh mikroba dan sumber lain seperti jamur dan kapang 

serta dapat menurunkan tegangan permukaan pada ruang antara air dan 

minyak karena memiliki gugus hidrofilik dan hidrofobik (Elazzazya et al., 

2015).  Menurut El-Sheshtawy and Doheim (2014) biosurfaktan yang 

dihasilkan dari mikroba mempunyai beberapa keuntungan diantaranya mudah 

terurai, mempunyai sifat fisika dan kimia yang stabil, serta dapat stabil pada 

temperatur tinggi. 

 

Biosurfaktan dapat dihasilkan oleh bakteri yang berasal dari habitat aslinya 

atau yang disebut sebagai bakteri indigen.  Beberapa penelitian telah 

dilakukan untuk mengisolasi bakteri indigen penghasil biosurfaktan dari 

berbagai lingkungan seperti lingkungan yang terkontaminasi minyak (Jaysree 

et al., 2011; Liu et al., 2011), limbah pabrik minyak (Gujar and Hamde 

2011), sumur aspal di La Brea, Los Angeles (Belcher et al., 2012), dan tanah 

di sekitar bengkel mobil (Shoeb et al., 2012).  Isolat-isolat yang didapat dari 

hasil isolasi sampel tersebut kemudian digunakan untuk produksi 

biosurfaktan.   

 

Produksi biosurfaktan dapat ditingkatkan dengan melakukan optimasi kondisi 

ekologi, fisiologi, dan nutrisi (Saikia et al., 2011).  Faktor – faktor lainnya 

yang mempengaruhi produksi biosurfaktan antara lain substrat pertumbuhan 

seperti sumber karbon dan nitrogen, usia kultur, dan kondisi lingkungan 

seperti waktu, temperatur, pH, salinitas, dan agitasi (Sahara et al., 2011).  
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Selain itu beberapa penelitian menunjukkan bahwa elemen makro seperti 

konsentrasi sumber karbon, nitrogen, konsentrasi NaCl, dan aerasi juga 

memegang peranan penting dalam menunjang pertumbuhan bakteri penghasil 

biosurfaktan (Nugroho, 2006). 

 

Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mengetahui kemampuan tumbuh 

mikroba yang berpotensi menghasilkan biosurfaktan dengan sumber karbon 

dan sumber nitrogen berbeda, diantaranya sumber karbon glukosa dapat 

digunakan oleh Arhrobacter paraffineus untuk menghasilkan biosurfaktan.  

Ilori et al., (2005) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa sumber karbon 

glukosa bisa digunakan untuk menghasilkan biosurfaktan oleh isolat 

Aeromonas spp.  Peneliti lainnya Yulistia dkk., (2015) menggunakan 

beberapa isolat diantaranya Aeromonas yang mampu tumbuh dalam media 

pertumbuhan dengan sumber karbon pati, manitol, asam asetat dan sukrosa.  

Isolat lainnya yang juga digunakan dan memwiliki kemampuan tumbuh pada 

media dengan sumber karbon sukrosa yaitu Branhamella sp dan Niesseria sp.  

Hasil yang optimal diperoleh menggunakan hidrokarbon atau karbohidrat 

dan lipid.  Produksi biosurfaktan sebagian besar menggunakan karbohidrat 

dalam bentuk gula murni seperti glukosa, fruktosa dan sukrosa.   

 

Penelitian terhadap sumber nitrogen yang berbeda juga dilakukan 

diantaranya Rashedi et al., (2005) melaporkan bahwa nitrat lebih efektif 

untuk memproduksi rhamnolipid dari P.aeruginosa.  Sementara itu Andriana 

et al., (2009) memberikan hasil terbaik dengan sumber nitrogen KNO3 dan 

(NH4)2SO4 dalam mendegradasi crude oil untuk isolat E7a dan E7d.  

Penelitian lainnya juga menunjukkan produksi biosurfaktan dari 

Chromohalobacter japonicus BK-AB18 meningkat secara signifikan dengan 

urea sebagai sumber nitrogen (Yuliana, 2019). 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Widjajanti dkk (2008) 

diketahui jenis mikroba yang dapat menghasilkan biosurfaktan yaitu 

Alcaligenes, Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter dan Flavobacterium.  

Jenis biosurfaktan yang dihasilkan akan berbeda tergantung dari jenis 



3 

mikrobanya dan substrat pertumbuhannya.  Begitupun pada jenis mikroba 

yang sama, biosurfaktan yang dihasilkan dapat berbeda jika substrat 

pertumbuhan yang digunakannya berbeda.  Substrat merupakan salah satu 

faktor penting yang dapat menunjang pertumbuhan mikroba penghasil 

biosurfaktan dimana dalam suatu substrat, nutrisi yang memegang peranan 

penting dalam pertumbuhan mikroba adalah sumber karbon dan nitrogen 

dapat menyebabkan perbedaan signifikan terhadap konsentrasi akhir 

biosurfaktan. 

 

Studi terhadap mikroba – mikroba dari air laut pelabuhan Panjang dalam 

kemampuannya sebagai penghasil biosurfaktan dilaporkan oleh Citra (2021) 

dalam penelitiannya menggunakan isolat ALP D1 dan ALP E1 

menggunakan sumber karbon minyak bumi masing – masing memberikan 

nilai indeks emulsi sebesar 60,61% dan 51,52%.  Peneliti lainnya juga 

melaporkan bahwa isolat ALP E1 mampu memproduksi biosurfaktan pada 

keadaan optimum menggunakan sumber karbon minyak zaitun 10% dan 

sumber nitrogen urea 0,26% pada pH 7 dan salinitas 0,5% dengan nilai 

indeks emulsi 78,5% (yusnidar, 2021).  Salah satu isolat yang berpotensi 

menghasilkan biosurfaktan adalah isolat BSPP-1c dengan nilai indeks emulsi 

44,12%, nilai %IE24 ini masih rendah dibandingkan nilai IE beberapa isolat 

yang diketahui mampu menghasilkan biosurfaktan. 

 

Berdasarkan uraian di atas, maka pada penelitian ini dilakukan optimasi 

produksi biosurfaktan dari bakteri indigen isolat BSPP-1c asal sedimen 

perairan Pelabuhan Panjang.  Adapun parameter produksi yang dilakukan 

meliputi konsentrasi inokulum, sumber karbon dan sumber nitrogen. 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dari penelitian yang akan dilakukan adalah : 

1. Mendapatkan kondisi optimum isolat BSPP-1c (konsentrasi inokulum, 

sumber karbon dan sumber nitrogen) dalam memproduksi biosurfaktan. 
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2. Mengetahui karakteristik biokimia isolat BSPP-1c sebagai bakteri 

penghasil biosurfaktan. 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

Adapun manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah : 

1. Kondisi optimum yang diperoleh dapat digunakan pada tahap lanjut dalam 

memproduksi biosurfaktan dari isolat BSPP-1c asal sedimen perairan 

Pelabuhan Panjang. 

2. Memberikan informasi tentang bakteri isolat lokal asal sedimen perairan 

Pelabuhan Panjang yang memiliki potensi menghasilkan biosurfaktan. 

3. Biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri indigen isolat BSPP-1c dapat 

dipelajari kemampuannya dalam menghasilkan biosurfaktan yang berbeda 

dan diaplikasikan dalam berbagai bidang yang sesuai. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Biosurfaktan 

 

Biosurfaktan merupakan molekul aktif permukaan dalam bentuk senyawa 

amphipatik yang terdiri dari bagian hidrofilik dan hidrofobik yang dihasilkan 

oleh banyak galur mikroba ketika tumbuh dalam media yang mengandung 

substrat tak larut air.  Bagian hidrofilik ini bersifat polar dapat berupa 

karbohidrat, asam amino, atau kelompok fosfat sedangkan bagian 

hidrofobiknya bersifat non polar yang umumnya berupa karbon rantai 

panjang atau rantai hidrokarbon dari asam lemak.  Adanya gugus hidrofilik 

dan hidrofobik menyebabkan molekul ini dapat menurunkan  tegangan 

permukaan suatu cairan, tegangan antarmuka dua cairan, atau antara cairan 

dan padatan.  Biosurfaktan memiliki sifat kimia dan ukuran molekul yang 

bervariasi.  Molekul ini dapat berada pada permukaan sel mikroba ataupun 

disekresikan dalam media (Singh 2012). 

 

Beberapa mikroorganisme menghasilkan biosurfaktan hanya ketika 

ditumbuhkan pada hidrokarbon, sementara yang lainnya membutuhkan 

substrat yang larut dalam air seperti karbohidrat dan asam amino untuk 

membentuk suatu biosurfaktan.  Lemak dan asam lemak juga digunakan 

sebagai substrat untuk menghasilkan suatu biosurfaktan.  Faktor-faktor yang 

dapat mempengaruhi jumlah produksi biosurfaktan antara lain sumber karbon 

alami, sumber nitrogen, serta parameter fisika dan kimia seperti suhu dan pH.  

Biosurfaktan dapat diproduksi dari berbagai substrat yang berbeda – beda.  

Struktur biosurfaktan khususnya ekor hidrofobik, mungkin dapat 

mencerminkan substrat, pergantian substrat sering merubah struktur dan tentu 

saja sifat dari produk. 
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Berdasarkan komponen kimianya biosurfaktan dapat diklasifikasikan ke 

dalam 5 tipe yaitu glikolipid, lipopeptida dan lipoprotein (lipid biosurfaktan 

yang mengandung asam amino), fosfolipid dan asam lemak, surfaktan 

polimerik dan surfaktan partikulat (Desai and Banat, 1997).  Glikolipid 

adalah karbohidrat dengan rantai alifatik panjang atau asam hidroksialifatik.  

Glikolipid banyak diketahui antara lain rhamnolipid, trehalolipid dan 

shoporolipid.   

a. Rhamnolipid merupakan satu atau dua molekul rhamnose dihubungkan 

pada satu atau dua molekul asam β-hidroksidekanoik.   

b. Trehalolipid kebanyakan diperoleh dari genus Mycobacterium disebabkan 

ester trehalolipid berada pada permukaan sel.  Trehalolipid mengandung 

disakarida trehalose yang dihubungkan pada C-6 dan C6‟ pada asam 

mikolik.  Asam mikolik merupakan rantai panjang asam lemak α-β-

hidroksi. 

c. Shoporolipid terdiri dari sebuah gula sophorose dan sebuah asam lemak 

hidroksil yang dihubungkan dengan sebuah ikatan β-glikosidik (Rahman 

and Gakpe, 2008). 

 

Lipopeptida merupakan juga surfaktan dengan 7 asam amino yang diikat pada 

sebuah gugus karboksil dan hidroksil pada 14 asam karbon.  Biosurfaktan 

asam lemak terdiri dari gugus OH dan cabang alkil.  Biosurfaktan polimerik 

terdiri dari emulsan, liposan, mannoprotein dan kompleks polisakarida-

protein.  Emulsan yaitu bioemulsifier polianionik amphipatik 

heteropolisakarida.  Liposan merupakan emulsifier ekstraseluler yang larut 

dalam air.  Liposan terdiri dari 83% karbohidrat dan 17% protein dengan 

bagian karbohidrat merupakan heteropolisakarida yang terdiri dari glukosa, 

galaktosa, galaktosamin dan galaktoramik.  Jenis polimerik lainnya yaitu 

biodispersan, bioemulsifier makanan dan insektisida emulsifier.  Biosurfaktan 

polimerik disusun dari  protein, phospholipid dan lipopolisakarida (Rahman 

and Gakpe, 2008). 
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Berdasarkan berat molekulnya biosurfaktan dikelompokkan menjadi 2 

kelompok menurut Ron dan Rosenberg (2001) : 

1. Biosurfaktan dengan berat molekul rendah 

Yang termasuk kedalam jenis ini adalah glikolipid seperti sakarolipid, 

trehalosalipid, fosfolipid dan asam lemak yang semuanya memiliki bagian 

hidrofilik dan hidrofobik yang berfungsi dalam menurunkan tegangan 

permukaan.   

2. Biosurfaktan dengan berat molekul tinggi 

Yang termasuk kedalam jenis ini adalah lipoprotein, lipopolisakarida dan 

polisakarida amphipatik, polimerik dan partikulat.  Biosurfaktan jenis ini 

tidak memilik bagian hidrofilik dan hidrofobik serta lebih efektif dalam 

stabilisasi minyak dalam emulsi air. 

 

2.2 Mikroba Penghasil Biosurfaktan 

 

Kebanyakan biosurfaktan dihasilkan oleh bakteri namun ada juga beberapa 

fungi yang mampu menghasilkan biosurfakan.  Jenis biosurfaktan yang 

dihasilkan oleh setiap mikroba berbeda-beda.  Jenis-jenis mikroba lain 

penghasil biosurfaktan dan tipe biosurfaktan yang dihasilkan dapat dilihat 

pada Tabel 1. 

 

Tabel 1.  Jenis mikroba dan biosurfaktan yang dihasilkan 

 

(Muthusamy et al., 2008). 

Jenis Biosurfaktan Jenis Mikroba 

Glikolipida    

Trehalosa mykolat 
Arthrobacter paraffineus; Mycobacterium phlei; 

Rhodococcus crythropolis 

Trehalosa ester Mycobacterium fortitum; Micromonospora sp.; 

Mycobacterium smegmati; Mycobacterium paraffinicu 

Arthrobacter sp.; Corynebacterium diphtheria; 

Mycobacterium smegmatis 

Mono-, Di-, Trisakarida mykolat 

  
Mycobacterium fortitum; Micromonospora sp.; 

Mycobacterium smegmati; Mycobacterium paraffinicu 

Rhamnolipida Pseudomonas sp.; Pseudomonas aeruginosa 

Candida spp.; Torulopsis petrophilum; Torulopsis 

apicola; Torulopsis bombicola 
Sophorolipida 
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  Pseudomonas sp.; Pseudomonas aeruginosa 

Fosfolipida dan Asam Lemak   

Candida spp.; Corynebacterium spp.; Micrococcus 

spp. 
Fosfolipida dan asam lemak 

Fosfolipida 
Acinetobacter spp.; Aspergilus spp.; Thiobacillus 

thioxidans 

  
Candida spp.; Corynebacterium spp.; Micrococcus 

spp. 

Lipopeptida dan Lipoprotein   

Bacillus brevis Gramiciden 

Polymyxin Bacillus polymyxa 

Ornithin-lipida Pseudomonas rubescens 

Ceripilin Gluconobacter cerinus 

Lysin-lipida Agrobacterium tumefaciens; Streptomyces sioyaensis 

Surfaktin-subtilysin Bacillus subtilis 

Peptida lipida Bacillus licheniformis 

Viscosin Pseudomonas fluorescens 

Serrawettin Serratia marcescens 

Surfaktan Polimer   

Lipo hetero polisakarida Arthrobacter calcoaceticus RAG-1 

Hetero polisakarida Arthrobacter calcoaceticus A2 

Polisakarida protein Arthrobacter calcoaceticus strains; Candida lipolytica 

Manno-protein Saccaromyces cerevisiae 

Karbohidrat protein Candida petrophilium; Endomycopsis lipolytica 

Mannan- komplek lipida Candida tropicalis 

Mannosa/erythrosa-lipida Shizonella melanogramma; Ustilago maydis 

Kompleks karbohidrat-protein-

lipida 

Debaryomyces polymorphus; Pseudomonas spp.; 

Pseudomonas fluorescens 

Biosurfaktan Partikular   

Membran vesikula Acinetobacter sp. H01-N 

Fimbriae Acinetobacter calcoaciticus 

Seluruh bagian sel  Berbagai jenis mikroba 
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2.3 Karakterisasi Biosurfaktan 

 

Karakterisasi biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri 

yang berpotensi menghasilkan biosurfaktan.  Beberapa cara yang dapat 

dilakukan untuk mengkarakterisasi biosurfaktan adalah : 

 

2.3.1 Hemolisis 

 

Hemolisis merupakan metode kualitatif menggunakan sel darah merah 

sebagai media tumbuh kaya nutrisi bagi mikroba spesifik yang paling 

mudah dan paling cepat sebagai penduga awal terhadap bakteri 

penghasil biosurfaktan.  Batista et al., (2006) menyatakan bahwa 

metode cawan agar darah merupakan metode penapisan awal sehingga 

perlu didukung pengujian lanjutan seperti pengukuran kemampuan 

emulsi dan aktivitas tegangan permukaan.  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 agar darah (Das et al., 2008).   Media blood agar 

digunakan untuk skrining bakteri yang memiliki sifat mampu 

menghemolisis darah merah.  Bakteri yang mampu menghemolisis sel 

darah merah ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar 

koloni.  Zona bening yang terbentuk diukur (Jennings and Tanner, 

2000).   

 

2.3.2 Indeks Emulsifikasi 

 

Indeks emulsifikasi (%IE24) adalah aktivitas emulsi pada hidrokarbon 

uji dan ditetapkan sebagai persentase tinggi lapisan emulsi (mm) dibagi 

total tinggi dari cairan kolom (Kumar et al., 2008).  Karakteristik utama 

biosurfaktan antara lain mempunyai sifat tensioaktif, menghasilkan buih 

atau busa, dan membuat emulsi minyak dalam air atau air dalam 

minyak yang berperan seperti surfaktan sintesis.  Emulsi merupakan 

dispersi suatu larutan dalam larutan lain yang molekul–molekul kedua 

campuran tersebut tidak saling bercampur atau bercampur sebagian.  
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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 

(Suryani et al., 2000). 

 

2.3.3. Uji Drop Collaps 

 

Uji drop collaps dilakukan dengan meneteskan 1 tetes supernatan yang 

merupakan biosurfaktan kultur bakteri diatas minimum media minyak 

pada wadah datar biasanya digunakan cawan petri.  Pengukuran 

dilakukan dengan menghitung waktu yang dibutuhkan oleh supernatan 

(biosurfaktan) untuk memecah minyak pada satuan detik.   

Hasil pengujian dilaporkan sebagai hasil rata-rata dari dua ulangan 

(Fatimah, 2007). 

 

2.3.4 Oil Spreading Test 

 

Uji karakterisasi bakteri penghasil biosurfaktan lainnya dapat dilakukan 

dengan metode oil spreading untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan 

dari bakteri yang diuji dengan mengamati kemampuan bakteri dalam 

menghilangkan lapisan minyak pada permukaan air.  Uji dilakukan 

dengan cara cawan petri diisi akuades sebanyak 20 mL lalu 

ditambahkan hidrokarbon di atasnya hingga terbentuk lapisan tipis pada 

permukaan akuades.  Lalu tambahkan 1 tetes supernatan di atas 

permukaan minyak.  Hasil positif ditandai dengan memisahnya minyak 

dengan membentuk zona bening.  Larutan akuades digunakan sebagai 

kontrol negatif (Gozan et al., 2014). 

 

2.4 Produksi Biosurfaktan 

 

Pola laju produksi biosurfaktan oleh mikroorganisme antara lain : 

a. Produk biosurfaktan diproduksi seiring dengan pertumbuhan mikroba dan 

kwantitas produk biosurfaktan yang dihasilkan berbanding lurus dengan 

penambahan biomassa mikroorganisme. 
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b. Produk biosurfaktan diproduksi ketika fase pertumbuhan mencapai 

eksponensial (logaritma) dan produksinya mencapai maksimum saat fase 

pertumbuhan mikroorganisme mendekati stasioner. 

c. Produk biosurfaktan dihasilkan pada saat pertumbuhan mikroorganisme 

mencapai fase eksponensial akhir dan akan meningkat terus meskipun fase 

pertumbuhan mikroorganisme mendekati fase kematian. 

d. Produk biosurfaktan yang dihasilkan tidak mengiringi pola pertumbuhan 

dan tidak bisa diikuti polanya. 

Pemahaman tentang korelasi antara daya produksi biosurfaktan dan waktu 

inkubasi sangat penting untuk mengungkap beberapa hal terkait dengan 

biosurfaktan diantaranya  pengelompokan biosurfaktan sebagai metabolit 

primer atau sekunder.  Upaya pengembangan produksi biosurfaktan dalam 

dunia industri, efisiensi waktu inkubasi pada setiap variabel produksi lainnya 

sangat dibutuhkan, mengingat semakin cepat laju produksi semakin banyak 

hasilnya. 

 

2.5 Faktor yang Mempengaruhi Produksi Biosurfaktan 

 

Sebagian besar produksi biosurfaktan dipengaruhi oleh jenis substrat (sumber 

karbon dan nitrogen), kondisi lingkungan (waktu, salinitas, pH, suhu, agitasi 

dan tingkat pengenceran) dan umur kultur (Sahara et al., 2011).  Berikut ini 

beberapa faktor yang mempengaruhi produksi biosurfaktan : 

 

2.5.1 Sumber substrat 

 

a. Sumber Karbon 

Media kultur harus mengandung semua elemen yang dibutuhkan 

untuk pertumbuhan mikroba (Hidayat et al., 2006).  Pemilihan 

sumber karbon mempunyai peran penting terhadap hasil dan struktur 

biosurfaktan yang dihasilkan.  Sumber karbon yang biasa digunakan 

untuk menghasilkan biosurfaktan adalah karbohidrat, hidrokarbon 

dan minyak nabati.  Beberapa organisme mampu memproduksi 

biosurfaktan hanya dengan menggunakan karbohidrat, hidrokarbon 



12 

dan yang lain lagi mengkonsumsi beberapa substrat, dikombinasi 

atau secara terpisah.   

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Zajic et al., (1977) 

diketahui bahwa bakteri hidrokarbonolastik mampu menggunakan 4 

macam sumber karbon yaitu glukosa, parafin cair, heksadekana, dan 

minyak mentah (crude oil) untuk menghasilkan biosurfaktan dengan 

parameter tegangan permukaan yang menurun.  Penurunan tegangan 

permukaan cenderung meningkat secara teratur sesuai dengan 

peningkatan konsentrasi yang digunakan dalam media kultur dimana 

semakin tinggi konsentrasi maka akan semakin besar penurunan 

tegangan permukaan yang dihasilkan (Nugroho, 2006).   

 

Sumber karbon terlarut, seperti manitol, gliserol dan etanol dapat 

digunakan untuk produksi rhamnolipid oleh Pseudomonas sp. (Desai 

and Banat, 1997).   

 

Penelitian Abouseoud et al.,(2007) juga memproduksi biosurfaktan 

jenis rhamnolipid oleh genus Pseudomonas dengan sumber karbon 

gliserol, manitol, fruktosa, glukosa, n-parafin dan minyak nabati.  

Menurut Suryatmana et al., (2006) substrat seperti glukosa akan 

digunakan oleh bakteri sebagai sumber karbon dan energi untuk 

proses metabolisme seperti sintesis biomassa, sintesis produk 

ekstraseluler, energi untuk pertumbuhan, dan energi untuk 

pemeliharaan.  Produksi biosurfaktan termasuk pada kategori proses 

sintesis produk ekstraseluler.  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).  Limbah industri yang mengandung 

bahan organik dapat dimanfaatkan sebagai substrat untuk produksi 

biosurfaktan.  Salah satu jenis sumber karbon dari limbah yang dapat 

digunakan adalah molase dan minyak kedelai.  Penelitian yang telah 

dilakukan oleh Priyani dkk (2011) diketahui bahwa bakteri 
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P.aeruginosa yang menggunakan 3 macam sumber karbon yaitu 

molase, minyak kedelai dan glukosa memberikan hasil terbaik pada 

media dengan sumber karbon minyak kedelai (media SK).  

b. Sumber Nitrogen 

Nitrogen berperan penting dalam regulasi sintesis biosurfaktan.  

Keterbatasan jumlah nitrogen dalam media dapat mengubah 

komposisi biosurfaktan yang dihasilkan (Ruzniza, 2005).  Sumber 

nitrogen yang biasa digunakan dalam produksi biosurfaktan adalah 

ammonium nitrat (NH4NO3), urea, KNO3, NH4Cl, NaNO3 

(Yataghene et al., 2008).   

 

Beberapa penelitian terkait penggunaan sumber nitrogen di atas di 

antaranya telah dilakukan oleh Budiarti (2000) yang melaporkan 

bahwa penggunaan urea sebagai sumber nitrogen pada media oleh 

bakteri B4 juga memberikan hasil lebih baik dibandingkan dengan 

yeast extract.  Penelitian yang dilakukan oleh Makkar and Cameotra 

(2002) melaporkan bahwa sodium nitrat, potassium nitrat, dan urea 

merupakan sumber nitrogen yang paling baik untuk pertumbuhan 

Bacillus subtilis dibandingkan dengan sumber nitrogen lain yang 

dicobakan (peptone, yeast ekstrak, beef ekstrak, tripton, ammonium 

nitrat, dan sodium sulfat).  Pertumbuhan Lysinibacillus spaerichus 

lebih tinggi ketika ditumbuhkan dalam medium dengan ammonium 

nitrat dibandingkan dengan urea sebagai sumber nitrogen, namun 

produksi biosurfaktan pada medium dengan ammonium nitrat lebih 

rendah dibandingkan dengan urea (Sandri, 2009). 

 

2.5.2 Kondisi Lingkungan  

 

Kesesuaian kondisi lingkungan pertumbuhan bakteri akan 

mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme dan kemampuan bakteri 

dalam memproduksi biosurfaktan.  Faktor  lingkungan seperti suhu, pH 

maupun salinitas dapat mempengaruhi produksi biosurfaktan.  Faktor 

lainnya seperti panas, adanya air, dan cahaya juga dapat mempengaruhi 

pertumbuhan mikroorganisme (Sahara, 2011).   
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Kenaikan dan penurunan temperatur kemungkinan berperan dalam 

mengubah metabolisme mikroba.  Pada kultur batch isolat AB-Cr1 dan 

ETL-Cr1 dengan variasi suhu 30°C sampai 55°C, diperoleh temperatur 

yang optimum pada suhu 37°C untuk produksi biosurfaktan terbanyak 

(Ruzniza, 2005).  Menurut Nurlaila (2016) pada penelitiannya 

menggunakan bakteri P.aeroginosa dalam menentukan kondisi 

optimasi pH yang menggunakan pH 4 – 9 biosurfaktan yang optimum 

dihasilkan pada pH 7.  Pembentukan biosurfaktan oleh sel dipengaruhi 

oleh salinitas.  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 (Budiarti, 

2000). 

 
2.5.3 Waktu pertumbuhan kultur 

 

Waktu pertumbuhan kultur merupakan faktor yang penting untuk 

memproduksi biosurfaktan dalam kultur batch.  Semakin tua umur 

kultur maka semakin banyak nutrisi yang digunakan oleh 

mikroorganisme, sehingga nutrisi dalam media 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 permukaan sel mikroba yang hidrofobik 

untuk digunakan dalam deemulsifikasi emulsi minyak dalam air 

(Budiarti, 2000).  Produksi biosurfaktan meningkat secara signifikan 

pada saat memasuki fase stasioner sampai fase kematian bakteri. 

 

2.6 Kurva Pertumbuhan 

 

Kurva pertumbuhan menunjukkan meningkatnya jumlah sel menjadi dua kali 

lipat jumlah semula.  Jika bakteri ditanam dalam suatu media pembiakan, 

maka bakteri akan terus tumbuh sampai salah satu faktor mencapai minimum 
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dan pertumbuhan menjadi terbatas.  Kalau sepanjang peristiwa ini tidak 

diadakan penambahan nutrien atau penyaluran keluar produk-produk 

metabolisme, maka pertumbuhan dalam lingkungan seperti ini disebut kultur 

statik.  Perkembangbiakan bakteri dapat dinyatakan dengan grafik logaritma 

jumlah sel versus waktu.  Suatu kurva pertumbuhan (Gambar 1) dapat 

dibedakan dalam beberapa tahap pertumbuhan, yaitu tahap adaptasi (lag-

phase), tahap eksponensial (logaritma), tahap stasioner dan tahap kematian. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1.  Kurva pertumbuhan bakteri (Pratiwi, 2008). 

 

Keterangan : 

A : Fase adaptasi/FaseLag 

B : Fase eksponensial/logaritma 

C : Fase stasioner 

D : Fase kematian 

Tahapan dalam kurva pertumbuhan :  

A. Fase adaptasi 

Tahap adaptasi mencakup interval waktu antara saat penanaman dan saat 

tercapainya kecepatan pembelahan maksimum.  Lamanya tahap adaptasi 

ini tergantung dari perkembangbiakan di awal, umur bahan yang ditanam, 

dan juga dari media pertumbuhan. 

B. Fase eksponensial 

Tahap pertumbuhan eksponensial atau logaritma mempunyai ciri 

kecepatan pembelahan maksimum yang konstan.  Kecepatan pembelahan 

diri sepanjang tahap log bersifat spesifik untuk tiap jenis bakteri dan 
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tergantung lingkungan.  Pada fase ini terbentuk senyawa yang diinginkan 

seperti, etanol, asam laktat dan asam organik  lainnya (Purwoko, 2007).   

Pada fase ini dapat dipanen enzim-enzim (Gandjar dan Sjamsuridzal, 

2006). 

C. Fase stasioner 

Tahap stasioner dimulai apabila sel-sel sudah tidak tumbuh lagi.  

Kecepatan pertumbuhan tergantung dari kadar substrat, dimana 

menurunnya kecepatan pertumbuhan sudah terjadi ketika kadar substrat 

berkurang dan sebelum substrat habis terpakai.  Pengalihan dari tahap 

eksponensial ke tahap stasioner terjadi berangsur-angsur.  Pada tahap ini 

mengalami penurunan kecepatan pertumbuhan karena keterbatasan 

substrat, kepadatan populasi yang tinggi, tekanan parsial oksigen yang 

rendah, dan timbunan produk metabolisme yang bersifat racun.  Pada fase 

ini terbentuk produk metabolisme yang cenderung menumpuk yang dapat 

menjadi racun bagi bakteri yang bersangkutan.  Sel akan berhenti 

membelah dan terjadi keseimbangan antara sel mati dengan sel hidup 

(Pelczar, 2005).  Pada fase statis sel akan melakukan adaptasi terhadap 

kondisi yang kurang menguntungkan.  Adaptasi ini akan menghasilkan 

senyawa metabolit sekunder.  Karena biosurfaktan merupakan produk 

metabolit sekunder, maka dapat diproduksi pada fase ini (Schlegel, 1994).  

Selain itu, pada fase ini juga dihasilkan  antibiotik dan antioksidan 

(Purwoko, 2007). 

D. Fase kematian 

Tahap kematian merupakan kematian sel bakteri dalam media 

pertumbuhan.  Jumlah sel hidup dapat berkurang secara eksponensial, ada 

kemungkinan bahwa sel-sel dihancurkan oleh pengaruh enzim asal sel 

sendiri (otolisis).  Jumah sel yang mati akan lebih banyak dibandingkan sel 

yang hidup (Hidayat dkk., 2006). 

 

2.7 Karakterisasi Morfologi dan Biokimia Bakteri 

Uji biokimia bakteri adalah cara yang dilakukan untuk mengidentifikasi dan 

mendeterminasi suatu biakan murni bakteri hasil isolasi melalui sifat-sifat 

fisiologisnya.   
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Karakterisasi isolat dapat dilakukan berdasarkan morfologi koloni dan sifat 

biokimianya.  Karakterisasi morfologi dapat dilakukan dengan dua cara yaitu 

secara makroskopis dan mikroskopis.  Secara makroskopis, karakterisasi yang 

dilakukan dapat berupa pengamatan warna, bentuk, elevasi dan tepi koloni 

bakteri.  Adapun bentuk –bentuk, elevasi dan tepi koloni dapat dilihat pada 

Gambar 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.  Bentuk, elevasi dan tepi koloni bakteri 

(www.sciencebuddies.org). 

 

 

Sedangkan, secara mikroskopis karakterisasi yang diamati meliputi 

pewarnaan gram, bentuk dan penataan sel bakteri, pewarnaan endospora dan 

motilitas.  Karakterisasi untuk mengetahui sifat biokimia dari bakteri 

penghasil biosurfaktan dapat dilakukan dengan uji katalase (Cappuccino and 

Sherman, 2005). 

 

Uji pewarnaan gram dilakukan dengan cara menumbuhkan bakteri pada 

media padat harus dipindahkan ke kaca objek terlebih dahulu karena 

menghasilkan pertumbuhan yang tebal dan rapat.  Pemindahan ke kaca objek 

menggunakan jarum inokulasi steril dengan ujung jarum menyentuh biakan 

agar menghindari pemindahan sel yang terlalu banyak.  Ujung jarum diputar 

diatas tetesan air sampai kelihatan semitransparan.  Kemudian dilakukan 

fiksasi panas terhadap apusan biakan bakteri dengan melewatkan secara cepat 

apusan bakteri diatas api bunsen sebanyak 2 atau 3 kali.  Jika tidak dilakukan 

https://www.sciencebuddies.org/


18 

fiksasi maka apusan bakteri akan tercuci selama memasuki prosedur 

pewarnaan.  Tujuan dilakukan fiksasi yaitu agar protein bakteri mengalami 

koagulasi dan melekat di atas permukaan kaca objek.  Pada sel bakteri Gram 

negatif, kompleks kristal violet dapat dihilangkan dari lapisan peptidoglikan 

yang tidak tertaut silang dengan kuat.  Pencucian dengan alkohol dapat 

melepas kompleks kristal violet yang tidak terikat sehingga sel menjadi 

kehilangan warna atau tidak berwarna.  Alkohol dapat meningkatkan 

porositas dinding sel dengan melarutkan lipid lapisan luar.  Karena sel Gram 

negatif kehilangan warna, sehingga sel-selnya dapat menyerap pewarna 

safranin dan berwarna merah.  Sedangkan bakteri Gram positif tetap 

mempertahankan warna primer yaitu kristal violet sehingga menghasilkan 

warna ungu (Post and Songer, 2005). 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waku dan Tempat 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni – Desember 2021 di 

Laboratorium Biokimia jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Lampung.  Karakterisasi bakteri dan uji 

hemolisis dilakukan di Laboratorium Bakteriologi Balai Veteriner Bandar 

Lampung. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Adapun alat – alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Erlenmeyer, 

tabung reaksi, cawan petri, gelas ukur, pipet tetes, autoklaf, oven, penangas 

air, inkubator, shaker incubator, laminar air flow, freezer, Bunsen, vorteks, 

sentrifugasi, spektrofotometer UV Vis, jarum ose, mikropipet, neraca analitik, 

kapas, kassa, alumunium foil, plastik wrap dan spektrofotometer UV-Vis. 

 

Adapun bahan – bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah nutrient 

agar, nutrient broth, akuades, agar darah, kertas cakram, glukosa, nitrat, urea, 

sukrosa, dan media mineral salt medium yang meliputi KH2PO4, K2HPO4, 

(NH4)2SO4, NaCl, FeSO4.7H2O, MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, MnSO4.H2O. 

 

3.3 Metode Penelitian 

 

3.3.1 Sterilisasi alat 

 

Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian terlebih dahulu dicuci 

dan dikeringkan.  Alat yang telah bersih, kemudian dibungkus dengan 

kertas lalu disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C dengan 

tekanan 1 atm selama 15 menit.  Setelah itu alat – alat dikeringkan 

menggunakan oven. 
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3.3.2 Pembuatan media 

 

a. Media nutrient agar (NA) 

 

Media NA dibuat dengan cara 2,8 gram NA ditimbang lalu 

dilarutkan ke dalam 100 mL akuades, dipanaskan di atas penangas 

air dan disterilkan dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121
o
C 

tekanan 1 atm.  Setelah itu ditunggu sampai tidak terlalu panas dan 

dimasukkan ke dalam cawan petri masing – masing sebanyak  

15 – 20 mL setelah membeku lalu dibungkus dengan plastik wrap.  

Proses ini dilakukan di dalam Laminar Air Flow.  Media Nutrient 

Agar digunakan untuk meremajakan isolat bakteri. 

 

b. Media nutrient broth (NB) 

 

Sebanyak 1,3 gram Nutrient Broth ditimbang lalu dimasukkan ke 

dalam erlenmeyer lalu ditambahkan 100 mL akuades lalu dipanaskan 

hingga mendidih.  Kemudian ditutup dengan sumbat dan disterilkan 

menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C tekanan 1 atm selama 15 

menit.  Media Nutrient Broth merupakan media yang digunakan 

sebagai media inokulum atau adaptasi bakteri.  

 

c. Media agar darah 

 

Media agar darah 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 ditimbang dan dilarutkan dalam 1000 mL aquades.  Kemudian 

media disterilkan dalam autoclave dengan temperatur 121
o
C tekanan 

1 atm selama 15 menit.  Setelah itu didinginkan sampai temperatur 

55
o
C dan ditambahkan 5 – 7% darah kambing.  Selanjutnya media 

dituang ke dalam cawan petri yang steril hingga membeku dan siap 

untuk digunakan (Cheesbrough, 2000). 
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d. Mineral salt medium (MSM) 

 

Media Mineral Salt Medium ( MSM ) ini digunakan untuk inokulasi 

bakteri penghasil biosurfaktan.  Komposisi MSM yang digunakan 

adalah KH2PO4 2 g/L, K2HPO4 5 g/L, (NH4)2SO4 3 g/L, NaCl 0.1 

g/L, FeSO4.7H2O 0.01 g/L, MgSO4.7H2O 0.2 g/L, CaCl2.2H2O 0.01 

g/L, MnSO4.H2O 0.002 g/L (b/v) lalu dilarutkan dalam akuades 

kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121
o 
C 

tekanan 1 atm selama 15 menit.  Media Mineral Salt Medium 

(MSM) merupakan media selektif untuk pertumbuhan bakteri 

penghasil biosurfaktan (Nurlaila, 2016). 

 

3.3.3 Peremajaan bakteri 

 

Peremajaan bakteri dilakukan dengan cara isolat BSPP-1c diambil 1 ose 

lalu digoreskan ke media NA miring kemudian diinkubasi selama  

24 – 48 jam pada suhu 37
o
C.  Prosesnya dilakukan dalam keadaan 

aseptik.  Setelah itu biakan hasil peremajaan siap digunakan sebagai 

stok kultur dan disimpan didalam lemari pendingin 4
o
C (Kalyani et al., 

2014). 

 

3.3.4 Karakterisasi biokimia 

 

Karakterisasi morfologi bakteri meliputi pengamatan secara 

makroskopik dan mikroskopik.  Karakteristik biokimia diamati dengan 

melakukan pengujian katalase. 

 

a. Pewarnaan bakteri 

 

Uji pewarnaan Gram merupakan uji morfologi secara mikroskopis 

yang dilakukan untuk mengetahui sifat gram dari bakteri yang akan 

diuji.  Biakan bakteri yang digunakan telah diremajakan selama 24 

jam.  Pertama-tama, kaca objek dibersihkan dengan alkohol dan 

dipanaskan menggunakan api spritus sampai kering.  Setelah itu, 

diambil biakan bakteri sebanyak 1 ose secara aseptis, diletakkan 

pada kaca objek, diratakan hingga membentuk lapisan tipis, dan 
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dikering anginkan.  Setelah kering dilakukan fiksasi dengan 

melewatkan kaca objek diatas api spritus ± 5-7 kali.  Kemudian 

diteteskan 2-3 tetes larutan cat kristal violet pada lapisan biakan 

bakteri di kaca objek, didiamkan selama 1 menit, dicuci dengan 

akuades dan dikeringkan.  Setelah kering, teteskan larutan lugol dan 

didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci dengan akuades dan 

dikeringkan.  Langkah selanjutnya yaitu dicuci dengan larutan 

alkohol selama ± 30 detik dan dikeringkan.  Selanjutnya, ditetesi 

dengan larutan safranin dan didiamkan selama 1 menit, kemudian 

dicuci kembali dengan akuades dan dikeringkan.  Hasil diamati di 

bawah mikroskop dengan perbesaran 10 x 100, kemudian dilakukan 

pengambilan gambar menggunakan kamera.   

 

Pengecatan Gram termasuk pengecatan deferensial karena dapat 

membedakan bakteri yang memiliki Gram positif dan Gram negatif.  

Bakteri Gram positif adalah bakteri yang dapat mengikat cat utama 

dengan kuat dan tidak dapat dilunturkan dengan peluntur cat 

sehingga warna sel bakteri tetap ungu.  Sedangkan bakteri Gram 

negatif adalah bakteri yang tidak mengikat cat utama dengan kuat 

sehingga dapat dilunturkan dengan peluntur cat.  Sel bakteri Gram 

negatif akan terwarnai oleh cat penutup yaitu safranin sehingga sel 

bakteri berwarna merah (Jutono et al., 1993). 

 

b. Uji katalase 

 

Uji katalase merupakan salah satu uji sifat biokimia.  Biakan bakteri 

yang digunakan telah diremajakan selama 24 jam.  Biakan uji 

diambil sebanyak satu ose dan ditetesi dengan H2O2 3% sebanyak  

1-2 tetes pada kaca objek.  Hasil uji positif bila dihasilkan buih atau 

gelembung gas dan hasil negatif bila tidak dihasilkan buih atau 

gelembung.  Kemudian gambar hasil uji diambil menggunakan 

kamera (Jutono et al., 1993). 
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3.3.5 Uji biosurfaktan 

 

Uji biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri 

yang digunakan dalam menghasilkan biosurfaktan yaitu uji hemolisis, 

emulsifikasi, drop collapse dan oil spread. 

 

a. Hemolisis 

 

Uji ini dilakukan dengan cara kertas cakram yang sudah steril 

diteteskan dengan inokulum bakteri.  Cakram yang seluruh 

bagiannya sudah ditetesi kemudian diletakkan di atas permukaan 

media agar darah dan diinkubasi selama 48 – 72 jam.  Jika bakteri 

tersebut merupakan bakteri penghasil biosurfaktan maka akan 

terlihat zona bening disekitar koloni yang menunjukkan adanya 

aktivitas β-hemolitik (Gozan et al., 2014). 

 

b. Indeks emulsifikasi 

 

Uji Indeks emulsifikasi dilakukan dengan cara kultur cair bakteri 

disentrifius dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit sehingga 

supernatan dan pelet terpisah.  Selanjutnya sebanyak 2 mL 

supernatan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2 

mL hidrokarbon sebagai substrat non polar pembentuk emulsi.  

Kemudian divortex 2 menit lalu didiamkan selama 24 jam dan 

dihitung nilai indeks emulsifikasi nya (Pereira et al., 2013).  Indeks 

emulsifikasi (%) ditentukan dengan rumus sebagai berikut: 

                    ( )   
                         (  )

                    (  )
        

 

c. Drop collapse 

 

Kultur cair bakteri disentrifius dengan kecepatan 10.000 rpm selama 

20 menit sehingga supernatan dan pelet terpisah.  Uji ini dilakukan 

dengan cara meneteskan 10 µL supernatan ke atas 20 µL oli bekas di 

atas permukaan kaca yang datar.  Setelah itu aktivitas biosurfaktan 

diamati berdasarkan atas penambahan luas permukaan senyawa uji 
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dibandingkan dengan kontrol (Plaza et al., 2006).  Hasil uji 

dinyatakan positif jika tetesan berubah menjadi datar atau melebar, 

sedangkan uji dinyatakan negatif jika bentuk tetesan di atas 

permukaan hidrokarbon tidak berubah atau tetap berbentuk bulat 

atau cembung. 

 

d. Oil spread 

 

Kultur cair bakteri disentrifius dengan kecepatan 10.000 rpm selama 

20 menit sehingga supernatan dan pelet terpisah.  Akuades 

dimasukkan ke dalam cawan petri sebanyak 20 mL lalu ditambahkan 

hidrokarbon di atasnya hingga terbentuk lapisan tipis pada 

permukaan akuades.  Lalu tambahkan 1tetes (20 µL) supernatan 

pada tengah lapisan hidrokarbon.  Hasil positif ditandai dengan 

memisahnya minyak dengan membentuk zona bening.  Larutan 

akuades digunakan sebagai kontrol negatif (Gozan et al., 2014). 

  

3.3.6 Kurva pertumbuhan 

 

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 10 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 2% 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 24 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. Setelah itu dilakukan pembuatan kurva pertumbuhan bakteri 

penghasil biosurfaktan (Francy et al., 1991). 
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3.3.7 Optimasi produksi biosurfaktan 

 

a. Optimasi konsentrasi inokulum 

Variasi jumlah inokulum dilakukan untuk mengetahui jumlah 

inokulum terbaik yang menunjang produksi biosurfaktan yang 

terbanyak.  Uji ini dilakukan dengan cara 1 ose bakteri diambil dan 

diinokulasi ke mdia NB selama 24 jam lalu jumlah inokulum 

divariasikan 5%, 10%, dan 15% (v/v).  Masing – masing variasi 

konsentrasi inokulum dimasukan ke dalam media MSM.  Kemudian 

diinkubasi pada suhu 30°C menggunakan shaker incubator dengan 

kecepatan 110 rpm selama waktu optimumnya.  Biosurfaktan yang 

terbentuk kemudian disentrifugasi selama 15 menit lalu supernatan 

dipisahkan dari pellet untuk dilakukan  uji emulsifikasi.  Jumlah 

inokulum terbaik dapat diketahui dari kultur dengan nilai hasil uji 

emulsifikasi paling besar (Nugroho, 2006). 

 

b. Optimasi sumber karbon 

 

Optimasi sumber karbon dilakukan untuk mengetahui sumber karbon 

optimum dalam produksi biosurfaktan.  Uji ini dilakukan dengan 

cara 1 ose bakteri diambil dan diinokulasi ke media NB selama 24 

jam lalu inokulum diambil sebanyak konsentrasi optimum, lalu 

dimasukan ke dalam Erlenmeyer hanya berisikan media MSM 

sebagai kontrol dan media MSM lainnya dengan penambahan 2  

sumber karbon yaitu glukosa dan sukrosa 2% (Abouseoud dkk., 

2008).  Selanjutnya biakan bakteri diinkubasi pada suhu 30°C 

menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 110 rpm selama 

waktu optimumnya.  Biosurfaktan yang terbentuk disentrifugasi 

selama 15 menit lalu supernatan dipisahkan dari pellet untuk 

dilakukan  uji emulsifikasi (Nugroho, 2006). 

 

c. Optimasi sumber nitrogen 

 

Optimasi sumber nitrogen dilakukan untuk mengetahui sumber 

nitrogen optimum dalam produksi biosurfaktan.  Uji ini dilakukan 
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dengan cara 1 ose bakteri diambil dan diinokulasi ke media NB 

selama 24 jam selanjutnya inokulum diambil sebanyak konsentrasi 

optimum dan masing – masing dimasukan ke dalam media MSM 

dengan sumber karbon optimum sebagai kontrol, yang lainnya ke 

dalam media MSM yang  telah ditambahan sumber nitrogen urea dan 

nitrat 0,3% (Abouseoud dkk., 2008).  Selanjutnya biakan bakteri 

diinkubasi pada suhu 30°C menggunakan shaker incubator dengan 

kecepatan 110 rpm selama waktu optimumnya.  Biosurfaktan yang 

terbentu disentrifugasi selama 15 menit lalu supernatan dipisahkan 

dari pellet untuk dilakukan  uji emulsifikasi (Nugroho, 2006).



27 

3.3.8 Diagram Air Penelitian 
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Gambar 3.  Bagan alir penelitian 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Simpulan  

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa : 

1. Isolat BSPP-1c asal sedimen perairan pelabuhan Panjang dapat 

menghasilkan biosurfaktan dengan kondisi optimum produksi pada 

konsentrasi inokulum 5% dengan nilai %IE24  100%, uji oil spread 7 mm 

dan drop collapse positif, sumber karbon optimum glukosa 2% dengan 

nilai %IE24 84,21%, uji oil spread 21 mm dan drop collapse positif dan 

sumber nitrogen urea 0,3% dengan nilai %IE24 77,78%, uji oil spread 30 

mm dan drop collapse positif dengan waktu inkubasi optimum 96 jam.  

 

2. Karakteristik biokimia bakteri isolat BSPP-1c asal sedimen perairan 

Pelabuhan Panjang secara makroskopis memiliki tepi halus, elevasi 

cembung, berwarna jingga.  Pengamatan secara mikroskopis bersifat gram 

negatif dan memiliki bentuk sel coccus.  Berdasarkan uji biokimia isolat 

BSPP-1c merupakan bakteri yang bersifat katalase positif dan termasuk 

dalam golongan Neisseria sp . 

 

5.2 Saran 

 

Adapun saran yang harus dilakukan untuk penelitian selanjutnya adalah : 

1. Melakukan identifikasi molekular bakteri isolat BSPP-1c asal sedimen 

perairan Pelabuhan Panjang yang berpotensi menghasilkan biosurfaktan.  

2. Melakukan optimasi produksi biosurfaktan menggunakan parameter lain 

seperti salinitas, pH, variasi aerasi, variasi konsentrasi sumber karbon dan 

nitrogen pada pertumbuhan isolat BSPP-1c. 
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3. Melakukan produksi biosurfaktan dan melakukan mengkarakterisasi 

biosurfaktan menggunakan FTIR, KLT, dan MS untuk mengetahui jenis 

biosurfaktan yang dihasilkan. 

4. Mengaplikasikan biosurfaktan yang diperoleh dalam berbagai bidang.  
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