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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS BIOSURFAKTAN DARI BAKTERI Serratia marcescens
strain MBC 1 PADA MINYAK JELANTAH

Oleh

BERLIANA DAMAYANTI

Berbagai olahan pangan di Indonesia diolah dengan minyak goreng yang tak jarang
menyisakan minyak jelantah. Minyak jelantah seringkali dibersihkan dengan
surfaktan sintetik sabun. Campuran minyak dan sabun biasanya dibuang langsung
ke lingkungan dan mengakibatkan menurunnya kesuburan tanah dan menghambat
proses degradasi oleh mikroorganisme. Karena itu dibutuhkan senyawa alami yang
mampu melarutkan minyak jelantah yaitu biosurfaktan. Salah satu bakteri penghasil
biosurfaktan yaitu Serratia marcescens, bakteri ini menghasilkan biosurfaktan
berupa Serrawettin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas optimum
biosurfaktan bakteri dari Serratia marcescens strain MBC 1 pada berbagai media
dan pH yang berbeda. Bakteri ini ditumbuhkan di media fermentasi tryptone water,
limbah cair jagung dan limbah cair singkong dengan pH 6,7 dan 8 untuk diambil
supernatannya. Uji yang dilakukan diantaranya uji emulsifikasi, oil displacement
dan drop collapse. Pada uji drop collapse didapatkan tetesan datar di setiap
perlakuan uji. Hasil indeks emulsifikasi tertinggi didapatkan pada media limbah
jagung dengan pH 7 yaitu sebesar 49.26%. Pada uji oil displacement zona jernih
terbesar didapatkan pada media produksi tryptone water dengan pH 7 yaitu 5.72
cm. Data yang didapatkan dianalisis menggunakan uji non parametrik Friedman
dilanjutkan dengan uji Bonferroni. Setelah dilakukan uji analisis Friedman
didapatkan bahwa jenis media dan variasi pH yang digunakan berpengaruh
terhadap indeks emulsi dan zona jernih yang terbentuk. Pada uji lanjut Bonferroni
oil displacement test terdapat beda nyata perlakuan di media tryptone water pH 7
dengan akuades (K-). Pada uji emulsifikasi didapatkan beda nyata pada perlakuan
di limbah singkong pH 6 dengan tween-80 (K+). Dari hasil yang didapatkan,
terbukti bahwa bakteri Serratia marcescens strain MBC 1 mampu menghasilkan
biosurfaktan yang berpotensi dalam proses biodegradasi minyak jelantah.

Kata Kunci: Biosurfaktan, Serratia marcescens, minyak jelantah.



ABSTRACT

BIOSURFACTANT ACTIVITY TEST OF Serratia marcescens strain MBC
1IN COOKING OIL

By
BERLIANA DAMAYANTI

Various foods in Indonesia are processed with cooking oil which often leaves used
cooking oil. Used cooking oil is often cleaned with synthetic soap surfactants. A
mixture of oil and soap is usually discharged directly into the environment and
causes a decrease in soil fertility and inhibits the degradation process by
microorganisms. Therefore, natural compounds are needed that are able to dissolve
used cooking oil, namely biosurfactants. One of the biosurfactant-producing
bacteria is Serratia marcescens, this bacterium produces a biosurfactant in the form
of Serrawettin. This study aims to determine the optimum activity of bacterial
biosurfactant from Serratia marcescens strain MBC 1 on various media and
different pH. These bacteria were grown in tryptone water fermentation media,
corn liquid waste and cassava liquid waste with pH 6.7 and 8 to take the
supernatant. The tests carried out include emulsification, oil displacement and drop
collapse tests. In the drop collapse test, flat drops were obtained in each test
treatment. The highest emulsification index results were obtained in corn waste
media with a pH of 7, which was 49.26%. In the oil displacement test, the largest
clear zone was found in the production medium of tryptone water with a pH of 7,
which is 5.72 cm. The data obtained were analyzed using Friedman's non-
parametric test followed by Bonferroni's test. After the Friedman analysis test, it
was found that the type of media and the variation of pH used had an effect on the
emulsion index and the clear zone formed. In the Bonferroni oil displacement test
further test, there was a significant difference in the treatment in tryptone water pH
7 media with distilled water (K-). In the emulsification test, it was found that there
was a significant difference in the treatment in cassava waste pH 6 with tween-80
(K+). From the results obtained, it is proven that the bacteria Serratia marcescens
strain MBC 1 is able to produce biosurfactants that have potential in the
biodegradation process of used cooking oil.

Keyword: Biosurfactant, Serratia marcescens, Used cooking oil
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Berbagai olahan makanan di Indonesia diolah menggunakan minyak goreng.
Minyak goreng merupakan hasil olahan kelapa sawit yang diambil
ekstraknya (Kusumastuty dkk, 2013). Menurut Badan Pusat Statistik (2018)
konsumsi minyak goreng pertahunnya mencapai 36.59 ton. Penggunaan
minyak goreng hanya dapat digunakan maksimal tiga kali pemakaian.
Pemanasan minyak goreng berulang kali pada suhu tinggi (160-180°C)
mengakibatkan terhidrolisisnya lemak menjadi asam lemak bebas yang
mudah teroksidasi. Asam lemak bebas yang terbentuk dapat menyebabkan
berbagai macam penyakit seperti kanker, jantung koroner, stroke dan
hipertensi. Penggunaan minyak goreng tidak jarang menyisakan limbah
minyak bekas pakai, atau di masyarakat disebut dengan minyak jelantah
(Rian dkk., 2015).

Proses pengorengan minyak yang terus-menerus akan mengakibatkan
terbentuknya senyawa karsinogenik (Sinaga dkk., 2014). Masyarakat
seringkali membuang minyak jelantah karena merusak cita rasa makanan
dan berbau tengik (Sulistianingsih, 2019). Bau tengik ini dihasilkan dari
bilangan peroksida yang tinggi (Nurhasnawati dkk., 2015). Sisa minyak
pada peralatan masak dapat dibersinkan menggunakan sabun atau deterjen.
Sayangnya, sabun ternyata hanya dapat mengemulsi minyak tanpa

menghilangkannya dari lingkungan (Ravensca dan Saleh, 2017).

Minyak jelantah yang bercampur sabun yang dibuang ke saluran air atau ke



pekarangan dapat menghambat jalannya air. Polutan yang berasal dari

jelantah dapat menyebabkan pori-pori tanah tertutup, sehingga sirkulasi
udara menjadi terhambat yang mengakibatkan menurunnya kesuburan tanah
(Sulistianingsih, 2019). Hasil emulsifikasi jelantah dan sabun juga dapat
menghambat proses degradasi yang dilakukan oleh mikroorganisme
(Ravensca dan Saleh, 2017).

Mekanisme kerja sabun sama dengan surfaktan. Secara kimiawi, surfaktan
adalah senyawa amphipathic yang menurunkan tegangan permukaan antara
minyak dan air, sehingga meningkatkan kelarutan minyak dalam air (Singh
et al., 2019). Selain dari bahan kimia, surfaktan dapat disintesis dari agensia
hayati seperti bakteri, jamur maupun alga yang dikenal sebagai biosurfaktan.
Dibandingkan surfaktan sintetis, biosurfaktan memiliki keunggulan yakni
lebih mudah terdegradasi, juga ramah lingkungan karena tidak menyisakan
minyak di alam (Furi dan Coniwanti, 2012). Biosurfaktan mampu
mengurangi tegangan permukaan, sehingga membantu meningkatkan
kinerja enzim lipase (Putri dkk., 2021). Tegangan permukaan direduksi lalu
terbentuk mikroemulsi, sehingga hidrokarbon dapat larut dalam air (Rahayu,
2018).

Sejumlah mikroba penghasil biosurfaktan diantaranya Rhodobacteraceae
bacterium, Pseudomonas citronellolis, Pseudomonas fluorescens,
Burkholderia glumae (Laini dan Napoleon, 2014) Bacillus pumilus
(Sulistinah, 2016) Pseudomonas aeruginosa (Saikia dkk., 2012) dan
Serratia marcencens (Almansoory et al., 2017). Bakteri Klebsiella
quasivariicola IUMR-B53 mampu mengemulsi 95,76% limbah minyak
goreng (Ren et al., 2020), selain itu biosurfaktan dari Pseudomonas
aeruginosa yang diproduksi dengan substrat minyak jelantah juga mampu
mengemulsi n-hexane sampai 62.5% (Sharma et al., 2019). Dalam
penelitian Aradjo et al. (2019) menyatakan bahwa biosurfaktan mentah
produksi S. marcescens UCP 1549 mampu melarutkan 94% oli motor yang

terkandung di pasir.



Di laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas Lampung terdapat
koleksi bakteri yaitu Serratia marcescens strain MBC 1. Serratia
marcescens merupakan salah satu bakteri penghasil biosurfaktan jenis
lipopeptida yaitu serrawettin (Almansoory et al., 2017), karena itu perlu
dilakukan penelitian terkait potensi Serratia dalam melarutkan minyak
jelantah sehingga dapat dijadikan agen biosurfaktan. Namun, proses
produksi biosurfaktan dari bakteri masih membutuhkan biaya yang relatif
tinggi akibat mahalnya media sintetik yang digunakan. Untuk itu digunakan
media produksi yang lebih murah dan memiliki sumber nutrisi yang tidak
kalah dari media sintetik yaitu air limbah jagung dan singkong. Limbah
jagung dan singkong tersebut didapatkan dari salah satu industri pengolah
pangan di kabupaten Pesawaran sebagai sumber nutrisi Serratia marcescens
strain MBC 1 guna menurunkan biaya produksi.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu:

1. Mengetahui apakah isolat Serratia marcescens strain MBC 1 yang
diinokulasi di berbagai media mampu menghasilkan biosurfaktan yang
dapat melarutkan minyak jelantah.

2. Mengetahui pH optimum isolat Serratia marcescens strain MBC 1
dalam menghasilkan biosurfaktan.

3. Mengetahui media optimum Serratia marcescens strain MBC 1 dalam

menghasilkan biosurfaktan.

1.3 Kerangka Pikir

Sisa minyak jelantah yang sudah tidak dapat digunakan biasanya langsung

dibuang masyarakat ke pekarangan, minyak yang menempel di



penggorengan biasanya dibersihkan dengan menggunakan sabun terlebih
dahulu, produk sabun sebagai solusi untuk membersihkan minyak justru
menimbulkan masalah di lingkungan. Minyak jelantah yang bercampur
sabun yang dibuang ke saluran air dapat menghambat jalannya air, sirkulasi
udara menjadi terhambat dan berakibat pada lambatnya pertumbuhan

tanaman serta menurunnya kesuburan tanah.

Oleh karena itu dibutuhkan solusi alami yang aman untuk menanggulangi
hal-hal tersebut. Sebelum dibuang ke lingkungan, minyak jelantah dapat
dilarutkan terlebih dahulu dengan menggunakan biosurfaktan. Biosurfaktan
merupakan senyawa amphipathic yang mampu menurunkan tegangan
permukaan antara minyak dan air, sehingga meningkatkan kelarutan
minyak dalam air. Biosurfaktan dapat disintesis dari bakteri, algae maupun
jamur. Salah satu bakteri penghasil biosurfaktan yaitu Serratia marcescens.
Bakteri ini menghasilkan biosurfaktan berupa lipopeptida yaitu serrawettin.
Biosurfaktan serrawettin diharapkan mampu menanggulangi masalah
lingkungan yang disebabkan oleh minyak jelantah sebelum dibuang ke

lingkungan.

1.4 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini yaitu:

1. Isolat bakteri Serratia marcescens strain MBC 1 pada berbagai media
mampu menghasilkan biosurfaktan yang dapat melarutkan minyak
jelantah.

2. Didapatkan pH optimum bakteri Serratia marcescens strain MBC 1 dalam
menghsilkan biosurfaktan.

3. Didapatkan jenis media optimum bakteri Serratia marcescens strain MBC

1 dalam menghsilkan biosurfaktan.



2.1

Il. TINJAUAN PUSTAKA

Minyak Jelantah

Minyak jelantah adalah minyak bekas pakai dengan kualitas buruk akibat
digunakan untuk menggoreng berulang kali, minyak ini berasal dari kelapa
sawit. Proses penggorengan pada suhu tinggi (160 °C - 180 °C) dan adanya
kontak dengan udara maupun air mengakibatkan terjadinya reaksi degradasi
yang kompleks dalam minyak, sehingga menghasilkan berbagai senyawa
sebagai hasil dari reaksi tersebut (Rahayu, 2018). Minyak jelantah memiliki
kadar asam, malonaldehid dan nilai peroksida yang jauh dibawah standar. Di
dalam minyak jelantah juga terdapat logam berat seperti timbal, kadmium
arsenik serta zat-zat berbahaya seperti benzopyrene (Geng et al., 2020). Pada
tahun 2018 secara statistik output tahunan penggunaan minyak sawit di
Indonesia mencapai 36.59 ton, banyaknya jumlah sisa penggunaan minyak
goreng berbanding lurus dengan sisa minyak jelantah yang dihasilkan
sehingga dapat menyebabkan pencemaran lingkungan dan menyebabkan

penyakit apabila digunakan terus menerus.

Minyak jelantah yang digunakan mengalami kerusakan akibat digunakan
berulang kali. Kerusakan tersebut terjadi akibat proses hidrolisis, oksidasi dan
polimerisasi. Minyak yang mengalami oksidasi dan polimerisasi akan
mengakibatkan perubahan warna menjadi gelap dan keruh akibat bahan
pangan yang digoreng dalam minyak terlarut sehingga menurunkan kualitas
minyak (Derguine-Mecheri et al., 2018). Sementara reaksi hidrolisis terjadi
akibat interaksi antara air dan lemak yang menyebabkan putusnya asam lemak



pada minyak sehingga menghasilkan asam lemak bebas dan gliserol.

Penggunaan minyak jelantah dapat memberikan dampak pada gangguan

kesehatan. Pemanasan minyak goreng yang berulang kali pada suhu tinggi

akan mengakibatkan hidrolisis lemak menjadi asam lemak bebas yang mudah

teroksidasi, sehingga minyak dapat membentuk asam lemak trans yang dapat

menyebabkan penyakit. Minyak goreng yang dipakai berulangkali dapat

berpotensi menimbulkan penyakit kanker dan penyempitan pembuluh darah

yang dapat memicu penyakit jantung koroner serta stroke (Nurhasnawati dkk.,

2015).

2.2 Bakteri Serratia marcecens

2.2.1 Klasifikasi bakteri Serratia marcecens

Klasifikasi ilmiah bakteri Serratia menurut (Bergeys, 1994):

Kingdom
Fillum
Class
Ordo
Family
Genus

Spesies

: Eubacteria

: Proteobacter

: Gamma Proteobacter

: Enterobacteriales

2 'Yersiniaceae

: Serratia

: Serratia marcenscens



2.2.2 Morfologi Bakteri Serratia marcescens

Serratia marcescens merupakan bakteri yang berbentuk batang pendek,
gram-negatif, bersifat motil karena memiliki flagela peritrik dan
respirasinya anaerob fakultatif (Dalimunthe dkk., 2019). Bakteri ini dapat
menghasilkan metabolit sekunder yang berupa pigmen merah muda atau
yang disebut prodigiosin (Arifiyanto dkk, 2021). Bakteri ini berdiameter
0.5-0.8 um dan panjang 0.9- 2 um bakteri ini dapat tumbuh pada suhu 5-
40°C dalam kisaran pH 5-9 dan habitat alaminya ditemukan di air, tanah,

permukaan tanaman bahkan dalam tubuh manusia (Nasiroh dkk., 2015) .

b 2 “.’ 10 ym

Gambar 1. Serratia marcescens Gram staining (Gillen and Gibbs, 2011)

2.2.3 Tinjauan fisiologis Serratia marcescens

Bakteri Serratia marcescens tidak memiliki kapsul atau spora dan
menghasilkan koloni berlendir, membentuk koloni bulat, serta berbau
busuk saat di tumbuhkan di atas agar cawan pada 25- 30°C selama 1-2
hari. Sekitar setengah strain menghasilkan pigmen merah prodigiosin.
Serratia memiliki spesies yang beragam secara ekologis dan genetik
dalam keluarga Enterobacteriaceae. Berbagai strain Serratia marcescens
dapat hidup di air dan tanah, sebagai rhizobakteri, dan endofit tumbuhan.
(Zhao et al., 2019).



2.3

Bakteri Serratia memiliki hasil uji biokimia berupa gram negatif,
berbentuk lonjong, uji katalase positif, oksidase negatif, tidak dapat
memfermentasi laktosa, bersifat motil, indol negatif, uji sitrat positif,
DNase positif, uji urease yang negatif (Abdullah dkk., 2017). Bakteri
Serratia marcescens dapat mempercepat proses degradasi tanah yang
tercemar dengan minyak bumi karena menghasilkan surfaktan utama yaitu
serrawettin yang memilik berat molekul 514.7g/mol (Clements et al.,
2019).

L-Ser o
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070 HN~ O
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Gambar 2. Struktur Kimia serrawettins. Serrawettin W1 (Clements et al.,
2019).

Biosurfaktan

Biosurfaktan adalah senyawa amfifatik yang terdiri dari gugus hidrofilik dan
hidrofobik yang, dalam sebagian besar kasus diproduksi oleh
mikroorganisme. Biosurfaktan seringkali kurang beracun dan lebih
biodegradable dari surfaktan sintetis, dengan demikian sangat cocok untuk
aplikasi di lingkungan seperti remediasi hidrokarbon dalam tanah, dispersi
tumpahan minyak dan peningkatan proses pemulihan minyak (Saikia dkk.,
2012). Selain itu, biosurfaktan secara ekstraselular menyebabkan
emulsifikasi hidrokarbon sehingga meningkatkan kelarutan hidrokarbon
dalam air. Saat ini biosurfaktan telah diaplikasikan untuk bioremediasi
daerah tercemar logam berat, perairan yang terkontaminasi oleh limbah
minyak, zat tambahan pada kosmetik dan sebagai biokontrol (Sulistinah,
2016).



Keuntungan paling signifikan dari biosurfaktan dibanding surfaktan kimiawi
dapat dilihat dari dampak ekologisnya. Beberapa keuntungan lain dari
biosurfaktan seperti bersifat biodegradabel, toksisitas rendah, dapat
disintesis dari bahan baku yang murah dan terbarukan, stabil pada kondisi
pH, suhu maupun kekuatan ionik yang ekstrem (Wibisana, 2018).
Keunggulan lain dari biosurfaktan yaitu ramah lingkungan karena tidak
menyisakan minyak di alam (Furi dan Coniwanti, 2012). Jenis biosurfaktan

dan mikroba penghasilnya disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Jenis biosurfaktan serta mikroba penghasilnya

Jenis Biosurfaktan Jenis Mikroba
Glikolipid Trehalosa mykolat Arthrobacter paraffineus;
Mycobacterium phlei;
Rhodococcus crythropolis
Trehalosa ester Mycobacterium fortitum;
Micromonospora sp.;

Mycobacterium smegmati;
Mycobacterium paraffinicum

Mono-, Di-, Trisakarida  Arthrobacter sp.;
mykolat Corynebacterium diphtheria;
Mycobacterium smegmatis
Rhamnolipida Pseudomonas sp.;
Pseudomonas aeruginosa
Sophorolipida Candida spp.; Torulopsis
petrophilum; Torulopsis
apicola; Torulopsis
bombicola
Fosfolipida Fosfolipida dan Asam Candida spp.;
dan Asam Lemak Corynebacterium spp.;
Lemak Micrococcus spp.
Fosfolipida Acinetobacter spp.; Aspergilus
spp.; Thiobacillus thioxidans
Lipopeptida ~ Gramiciden Bacillus brevis
d?” _ Polymyxin Bacillus polymyxa
Lipoprotein  “Serrawettin Serratia marcescens
Ornithin-lipida Pseudomonas rubescens
Ceripilin Gluconobacter cerinus
Lysin-lipida Agrobacterium tumefaciens;
Streptomyces sioyaensis
Surfaktin-subtilysin Bacillus subtilis
Peptida lipida Bacillus licheniformis

Viscosin Pseudomonas fluorescens
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Jenis Biosurfaktan

Jenis Mikroba

Surfaktan
Polimer

Lipo heteropolisakarida

Arthrobacter calcoaceticus
RAG-1

Heteropolisakarida

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. HO1-N

Fimbriae

Acinetobacter calcoaciticus

Seluruh bagian sel

Berbagali jenis mikroba

(Desai and Banat, 1997)

2.4 Mekanisme Kerja Biosurfaktan

2.4.1 Aktivitas Emulsifikasi

Emulsi merupakan dispersi suatu larutan di dalam larutan lain

dimana molekul kedua campuran tersebut tidak saling bercampur

atau bercampur sebagian dengan bantuan agen pengemulsi atau

surfaktan (Rahayu, 2018). Surfaktan menyebabkan dispersi

hidrokarbon dalam emulsi air, akibat bagian ekor dari surfaktan

yang mengikat minyak dan bagian kepala yang mengikat air

sehingga membentuk mikrodroplet atau misel yang selanjutnya

diangkut ke dalam sel mikroba (Rodriguez et al., 2015). Mekanisme

uji emulsifikasi ditampilkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Mekanisme uji emulsifikasi

Kestabilan emulsi pada surfaktan merupakan kesetimbangan antara
gaya tarik-menarik dan tolak-menolak yang terjadi antar partikel.
Apabila gaya tersebut tetap seimbang, maka globula-globula fasa
terdispersi dalam sistem emulsi dapat dipertahankan agar tidak
tergabung (Suryanti dkk., 2016). Penambahan surfaktan dalam
larutan akan menyebabkan turunnya tegangan permukaan larutan
suatu cairan dan di antarmuka fasa baik cair-gas maunpun cair-cair
(Swasono dkk., 2012).

2.4.2 Drop collapse Test

Metode drop collapse merupakan metode yang sensitif serta mudah
dalam mendeteksi keberadaan biosurfaktan (Soberén-chavez et al.,
2010). Minyak yang bersifat hidropobik apabila minyak diteteskan
dipermukaan benda padat yang bersifat hidropilik, bentuk tetesan
akan cembung disebabkan karena tegangan permukaan tetesan
minyak tidak sama dengan permukaan benda padat. Hal ini
disebabkan karena gaya kohesi molekul minyak lebih besar
dibandingkan dengan gaya adesi antara permukaan minyak dan
padatan.
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Gambar 4. Mekanisme pengujian drop collapse

Setelah surfaktan ditambahkan ke permukaan antar fase, tetesan
minyak akan terdistribusi di permukaan padatan (Reningtyas dan
Mabhreni, 2015). Mekanisme pengujian drop collapse disajikan pada
Gambar 4.

2.4.3 Oil displacement test

Pengujian aktivitas biosurfaktan dengan teknik uji oil displacement
dilakukan dengan melihat perpindahan minyak dan menghasilkan
zona perpindahan yang terbentuk dipermukaan minyak.
Terbentuknya zona jernih menujukkan adanya kemampuan
menurunkan tegangan permukaan karena adanya kandungan
biosurfaktan pada supernatan. Nilai ODA (oil displacement area)
pada aktivitas biosurfaktan merupakan salah satu kriteria untuk
mendukung pemilihan produsen biosurfaktan yang potensial dari

mikroba.

Metode ini diprediksi lebih baik daripada metode drop collapse
dalam uji produksi biosurfaktan karena sangat sensitif untuk
deteksi. Metode ini juga memiliki beberapa keuntungan yaitu hanya
membutuhkan sampel dalam jumlah sedikit serta pengujiannya
yang sangat cepat, mudah dilakukan, serta tidak memerlukan
peralatan khusus (Rahayu, 2018).
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2.5 Aplikasi Biosurfaktan

Biosurfaktan dapat digunakan sebagai agen pelarut, pengemulsi minyak,
dan solubilizer. Biosurfaktan diaplikasikan dalam beberapa bidang antara
lain kosmetik, deterjen, pengolahan makanan, industri tekstil, perawatan,
pengolahan logam, pengolahan kertas dan industri cat. Dewasa ini
biosurfaktan seringkali digunakan dalam studi Enhanced Qil Recovery
(EOR) guna meningkatkan bioremedisi hidrokarbon (Reningtyas dan
Mahreni, 2015)

Selain sebagai agen pengemulsi dan bahan tambahan dalam industri

pangan, biokontrol atau agen antimikroba dalam industri farmasi dan
kesehatan, juga mempercepat proses bioremediasi senyawa toksik di
lingkungan (Singh et al., 2019).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakasanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas

Lampung pada bulan Januari sampai bulan April 2021

3.2 Alat dan Bahan

Alat- alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu cawan Petri, jarum ose,
Bunsen, tabung reaksi, Laminar air flow ESCO Airstream Class 11 BSC,
neraca digital US Solid 220 0.0001g, sentrifuse Fischer Scientific 225,
Erlenmeyer, gelas ukur, pipet tetes, vortex mixer Maxi mix I, oven Heraeus
ST50, hot plate magnetic stirrer Gr Herb 791, jangka sorong, dan autoklaf
ALP KT-30LDP AC 220V.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu media pertumbuhan
Tryptone Soya Agar-Merck (Casein peptone 15¢/L, Soya pepton 5¢/L, NaCl
5¢/L, Agar 15¢/L) dan Tryptone water-Merck (tryptone 10g/L dan NaCl
5¢/L), tween 80-Merck, larutan buffer, isolat bakteri Serratia marcescens
strain MBC 1 koleksi Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Universitas
Lampung, akuades, alkohol 70%, spirtus, minyak jelantah serta limbah
singkong, dan limbah jagung yang didapat dari industri rumahan di

kabupaten Pesawaran yang diberi 0.5% sukrosa teknis dan 0.5 % NaCl.
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3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap
Faktorial dengan 2 faktor. Faktor pertama yaitu jenis media (Tryptone
water, limbah cair jagung dan singkong) dan faktor kedua yaitu variasi pH
(6,7 dan 8), dilakukan 3 pengulangan. Terdapat 11 perlakuan uji serta
digunakan kontrol positif berupa tween-80 dan kontrol negatif
menggunakan akuades. Parameter yang diukur dalam penelitian ini yaitu:
kemampuan supernatan dalam mengemulsi minyak yang dapat dilihat dari
indeks emulsi pada uji emulsifikasi, kemampuan supernatan dalam
menurunkan tegangan permukaan minyak dan air yang dibuktikan dengan
bentuk permukaan droplet yang berubah menjadi rata pada uji drop
collapse, dan kemampuan supernatan dalam menyisihkan lapisan minyak
yang dibuktikan dengan besarnya diameter zona jernih pada uji oil
displacement. Metode pengujian aktivitas biosurfaktan dilakukan dengan
modifikasi dari metode (Ibrahim, 2018) dengan rincian tata letak sebagai

berikut:

Tabel 2. Tata letak isolat produksi

S73 | T71 J61 S62 J83 T63 T82 T81 | J72

S71 | T83 Jgl J62 J71 J63 S72 S63 | T73

S83 | T62 J73 J82 S81 T72 T61 S61 | S82

Keterangan:

T6: Tryptone water + starter Serratia marcescens dengan pH 6

T7: Tryptone water + starter Serratia marcescens dengan pH 7

T8: Tryptone water + starter Serratia marcescens dengan pH 8

J6: Limbah air rebusan jagung + starter Serratia marcescens dengan pH 6
J7: Limbah air rebusan jagung + starter Serratia marcescens dengan pH 7
J8: Limbah air rebusan jagung + starter Serratia marcescens dengan pH 8

S6: Limbah air rebusan singkong + starter Serratia marcescens dengan pH 6
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S7: Limbah air rebusan singkong + starter Serratia marcescens dengan pH 6
S8: Limbah air rebusan singkong + starter Serratia marcescens dengan pH 8
1,2,3: Pengulangan ke-1, ke-2 dan ke-3

Hasil data pengujian indeks emulsifikasi dan diameter zona jernih pada uji
oil displacement pada berbagai media dan variasi pH akan dianalisis dengan
uji nonparametric Friedman dan dilanjutkan dengan uji Bonferroni untuk

melihat beda nyata terkecil.

3.4 Prosedur Kerja

3.4.1 Peremajaan isolat Serratia marcescens strain MBC1

Peremajaan Serratia marcescens strain MBC1 koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Lampung dilakukan
dengan diambil 1 ose biakan bakteri pada cawan Petri, lalu dimurnikan
dengan metode streak diatas media Tryptone Soy Agar, kemudian

diinkubasi pada suhu ruang (27°C) selama 24 jam.

3.4.2 Uji Aktivitas Biosurfaktan.

Uji aktivitas biosurfaktan menggunakan modifikasi dari metode
(Ibrahim, 2018) terdiri dari:

3.4.2.1 Preparasi sampel

Preparasi sampel terdiri dari beberapa tahap diantaranya:

A.Pembuatan starter
Starter dibuat dengan cara diinokulasikan bakteri Serratia
marcescens strain MBC 1 kedalam media Tryptone water
dan diinkubasi 24 jam sampai didapatkan kerapatan sel 108
U/mL.
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B. Pembuatan media fermentasi
Starter dengan kerapatan sel 108 U/mL yang telah dibuat

kemudian dimasukkan kedalam berbagai media antara lain
Tryptone water dengan cara dilarutkan menggunakan
akuades 15¢/L, limbah rebusan air jagung dan limbah
rebusan singkong yang diberi 0.5% sukrosa teknis dan 0.5%
NaCl di dalam tabung Erlenmeyer volume 100 mL diisi
dengan 40 mL masing-masing media yang telah diatur pH
nya sampai 6,7 dan 8 dengan larutan buffer. Media
fermentasi tersebut selanjutnya diinkubasi selama 7 hari di
shaking incubator. Dibuat juga media dengan perlakuan yang
sama tanpa penambahan starter. Media fermentasi dibuat

sebanyak 3 Erlenmeyer per masing-masing perlakuan.

C. Pemanenan crude biosurfaktan di berbagai media
Media fermentasi dan kontrol yang telah diinkubasi selama
7 hari kemudian dikeluarkan dari shaking incubator, lalu
dimasukkan ke dalam botol falcon dan sentrifuse selama 30
menit dengan kecepatan 6000 rpm. Supernatan yang didapat

kemudian dipisahkan dari pellete.

D. Perhitungan kadar biomassa sel
Pellet dari berbagai media fermentasi dengan vatriasi pH
dan kontrol yang telah dipisahkan dari supernatan kemudian
dikeringkan di oven menggunakan alumunium foil yang
telah ditimbang sebelumnya, lalu ditimbang dengan neraca
digital. Berat kering dapat dihitung dengan rumus:

Berat alumunium foil berisi sel kering (g)—Berat alumunium foil kosong (g) 10°
X

X (9/L) =

Volume sampel (mL)

Keterangan: X (g/L): berat kering sel
10%: konversi satuan dari (g/L) ke (mg/L)



18

3.4.2.2 Uji Drop collapse

Uji drop collapse menggunakan parafilm yang bersifat hidrofilik
yang ditetesi 20 uL. minyak jelantah yang sifatnya hidrofobik.
Bentuk tetesan minyak adalah bulat yang disebabkan gaya kohesi
molekul minyak lebih besar dari gaya adhesi antar minyak dan
gelas objek. Di atas tetesan minyak ditetesi 10 puLL supernatan dan
diamati setelah 1 menit. Jika supernatan mengandung biosurfaktan
maka lapisan permukaan tetesan minyak akan mendatar akibat
penurunan tegangan permukaan antar fase. Apabila supernatan
tidak mengandung biosurfaktan lapisan permukaan minyak akan
tetap cembung. Dilakukan hal yang sama pada media yang
diinkubasi tanpa starter bakteri. Uji kontrol positif digunakan
tween 80, dan kontrol negatif digunakan akuades sebagai

pembanding.

3.4.2.3 Uji Oil displacement

Metode ini menggunakan 20 mL akuades steril lalu
ditambahkan 20puL minyak jelantah sampai membentuk lapisan
di atas akuades steril, selanjutnya ditetesi 10 uL supernatan dari
berbagai media di tengah lapisan minyak. Jika supernatan
mengandung biosurfaktan maka akan terbentuk zona jernih
sehingga lapisan minyak akan melebar. Jika supernatan tidak
mengandung biosurfaktan maka tidak akan terbentuk zona jernih
pada lapisan minyak. Dilakukan hal yang sama pada media yang
diinkubasi tanpa starter bakteri. Uji kontrol positif digunakan
tween 80 dan kontrol negatif digunakan akuades sebagai

pembanding.
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Gambar 5. Pengukuran zona jernih secara: (a) vertikal, (b)

diagonal, (c) horizontal

3.4.2.4 Uji Emulsifikasi

Uji ini digunakan supernatan dari berbagai macam media.
Supernatan selanjutnya dicampurkan dengan minyak jelantah
dengan perbandingan 1:1 dan divortex selama 3 menit hingga
homogen. Diamkan campuran tersebut selama 24 jam pada suhu
ruang lalu ukur kembali tinggi emulsi. Selanjutnya tinggi emulsi

yang didapat dihitung dengan rumus sebagai berikut:

_ Tinggi layer emulsi

x 100%

B Tinggi total larutan

Keterangan: E24: Indeks emulsi setelah 24 jam

Apabila supernatan mengandung biosurfaktan maka akan
terbentuk lapisan emulsi atau buih diantara fase minyak dan air
yang akan tetap stabil dari jam pertama sampai 24 jam.
Sedangkan apabila supernatan tidak mengandung biosurfaktan
maka tidak terbentuk emulsi atau buih diantara 2 fase. Dilakukan
hal yang sama pada media yang diinkubasi tanpa starter bakteri.
Kontrol positif digunakan tween 80 dan kontrol negatif

digunakan akuades sebagai pembanding.
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Pengujian Aktivitas Biosurfaktan
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Subkultur Serratia marcescens strain MBC1
Pada Media Tryptic Soya Agar (TSA)

A 4

Pembuatan Starter Serratia marcescens strain MBC1
Pada Media Produksi Trypton Water (TW)

Pembuatan media produksi

Limbah Jagung

Pembuatan me
Trypton Water

dia produksi Pembuatan media produksi
(TW) Limbah Singkong

Pengaturan pH media hingga 6,7 dan 8

/\

Produksi Serratia marcescens strain

MBC1

Pada Berbagai Media Fermentasi

Produksi Media Fermentasi Tanpa
Penambahan Starter Serratia marcescens
strain MBC1

Inkubasi selama 7 ha

ri di shaking inubator

A

Pemanenan Crude biosurfaktan dengan Sentrifuse
6000 rpm 30 menit

/\

| Supernatan |

Uji Drop Collapse |

\4

\ Pelet \

| Uji Emul

sifikasi |

| Uji Oil Displacement |

| Penimbangan Biomassa




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Setelah dilakukan penelitian, dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut:

1. Bakteri Serratia marcenscens strain MBC1 terbukti mampu memproduksi
biosurfaktan pada media trypone water, limbah jagung dan limbah
singkong dengan menghasilkan bentuk datar pada uji drop collapse,
menghasilkan diameter tertinggi sebesar 5.72 cm pada uji oil displacement
dan menghasilkan indeks emulsi tertinggi sebesar 49.26%,

2. Kondisi lingkungan optimum bakteri Serratia marcenscens strain MBC1
dalam menghasilkan biosurfaktan terdapat pada pH 7, dibuktikan pada uji
emulsifikasi, oil displacement serta penimbangan biomassa yang memiliki
hasil terbaik di pH 7

3. Media optimum Serratia marcenscens strain MBC1 dalam menghasilkan
biosurfaktan yaitu media trypone water, dibuktikan pada oil displacement
dan pengukuran biomassa yang memiliki hasil terbaik di media trypone

water

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat dilakukan
untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai berikut:
1. Melakukan pengujian GCMS (Gas Chromatography Mass Spectrometry)
guna menganalisis kandungan minyak jelantah sebelum dan sesudah
diberi supernatan dari bakteri Serratia marcescens strain MBC 1.

2. Melakukan optimasi media guna memaksimalkan produksi biosurfaktan.
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