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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS BIOSURFAKTAN ISOLAT BAKTERI Serratia
marcescens strain MBC1 YANG DIPRODUKSI PADA BERBAGAI JENIS
MEDIA DENGAN VARIASI PH TERHADAP SOLAR

Oleh

CINDY LUKYTA RATIH RIYANTO

Resiko pencemaran lingkungan akibat tumpahan solar meningkat tiap tahunnya,
oleh karena itu diperlukan upaya ramah lingkungan dengan biaya produksi rendah.
Penelitian ini menggunakan bakteri Serratia marcescens strain MBC1 dengan
tujuan menguji aktivitas biosurfaktan yang dihasilkan dalam melarutkan solar.
Bakteri ini ditumbuhkan pada media produksi Trypton Water, limbah cair singkong,
dan limbah cair jagung yang masing-masing telah diberi variasi pH yaitu 6, 7, dan
8 kemudian diinkubasi selama 7 hari. Biosurfaktan dari media produksi dipanen
dengan sentrifuse dan diuji aktivitas biosurfaktan dengan 3 parameter uji yaitu uji
drop collapse, uji oil displacement, dan uji emulsifikasi. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa biosurfaktan yang dihasilkan dari ketiga jenis mediaproduksi
mampu melarutkan solar. Hal ini ditunjukkan dengan menurunnya tegangan
permukaan pada uji drop collapse sehingga droplet berbentuk datar, terbentuknya
zona jernih paling optimum pada uji oil displacement dari media Tryptone Water
sebesar 5,31 cm dan terbentuknya emulsi paling optimum pada uji emusifikasi dari
media limbah cair jagung sebesar 63,88%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pH
7 adalah pH optimum biosurfaktan dalam melarutkan solar. Penimbangan biomassa
paling besar dihasilkan pada pH 7 di media Tryptone Water, dilanjutkan dengan
limbah cair jagung dan singkong. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan masing-masing dilakukan sebanyak 3 kali
pengulangan. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji non parametrik
Friedman dan disajikan dalam bentuk tabel, gambar, dan grafik.

Kata Kunci: Biosurfaktan, Serratia marcescensstrain MBC1, Solar



ABSTRACT

BIOSURFACTANT ACTIVITY TEST FROM BACTERIAL ISOLATE OF
Serratia marcescens strain MBC1 PRODUCED ON VARIOUS TYPES OF
MEDIUM WITH PH VARIATION ON DIESEL FUEL

Oleh

CINDY LUKYTA RATIH RIYANTO

The risk of environmental pollution due to diesel fuel spills increases every year.
Therefore, efforts are needed that are safe for the environment with low production
costs. This study used the bacterium Serratia marcescens strain MBC1 with the
aim of testing the activity of the biosurfactant produced in dissolving diesel fuel.
These bacteria were grown on Trypton Water production media, cassava
wastewater, and corn wastewater, each of which had been given a pH variation of
6, 7, and 8 and then incubated for 7 days. Biosurfactants from production media
were harvested by centrifugation and tested for biosurfactant activity with 3 test
parameters, namely drop collapse test, oil displacement test, and emulsification test.
The results showed that the biosurfactants produced from the three types of
production media were able to dissolve diesel fuel. This is indicated by the decrease
in surface tension in the drop collapse test so that the droplets are flat, the formation
of the most optimum clear zone in the oil displacement test from the Tryptone Water
medium of 5.31 cm and the formation of the most optimum emulsion in the
emusification test of the corn wastewater media of 63,88%. The results showed
that pH 7 was the optimum pH of biosurfactants in dissolving diesel fuel. The
largest biomass weighing was produced at pH 7 in Tryptone Water media, followed
by corn and cassava wastewater. This study used a completely randomized design
(CRD) with 6 treatments, each of which was repeated 3 times. The data obtained
were analyzed using Friedman's non-parametric test and presented in the form of
tables, figures, and graphs.

Kata Kunci: Biosurfactant, Serratia marcescensstrain MBC1, Diesel Fuel
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Beberapa contoh penyebab permasalahan lingkungan akibat solar adalah
kebocoran pada pipa Pertamina di Cilacap Jawa Tengah pada Oktober 2019
(Zain, 2019), patahnya pipa solar di Teluk Balikpapan (Affan, 2018), dan
ceceran solar akibat kebocoran kapal tanker di Makassar Sulawesi Selatan
(Hasrul, 2019). Solar memiliki toksisitas yang tinggi karena mengandung
lebih dari 300 jenis hidrokarbon. Akumulasi cemaran solar dalam jumlah
berlebih dan waktu yang lama akan mencemari air tanah. Selain itu, cemaran
solar menjadikan tanah mudah terbakar dan membuat organisme di habitat

tersebut mati (Jagtap et al., 2014).

Upaya penanganan cemaran dari tumpahan solar telah banyak ditempuh
dengan pengaplikasian metode kimia, salah satunya dilakukan oleh Bajagain
et al. (2018) menggunakan natrium persulfat dan hidrogen peroksida sebagai
bioremediasi pretreatment untuk lingkungan yang tercemar. Penanggulangan
dengan metode tersebut mampu mendapatkan hasil dengan cepat, namun juga
memiliki kekurangan antara lain biaya yang mahal, tingkat toksisitas yang
tinggi, dan menurunnya berbagai jenis mikroba di area tersebut akibat
oksidasi dan resistensi senyawa Kimia yang sulit dipecah secara biologis,

sehingga memungkinan terjadinya pencemaran baru (Yasmin dan Ria, 2018).

Adanya kekurangan yang ditimbulkan akibat pengendalian dengan metode
kimia menjadikan cara tersebut kurang efektif dalam menanggulangi
permasalahan ini. Upaya lain dapat dilakukan dengan teknik bioremediasi.

Menurut Abatenh et al. (2017), bioremediasi dilakukan menggunakan



senyawa biosurfaktan. Biosurfaktan adalah senyawa hasil metabolit sekunder
yang bersifat amfifatik atau memiliki dua kepolaran berbeda sekaligus yaitu
gugus hidrofilik dan hidrofobik. Karena sifat amfifatik tersebut, maka
biosurfaktan digunakan dalam upaya bioremediasi lingkungan yang tercemar
hidrokarbon.

Biosurfaktan bekerja melarutkan hidrokarbon dengan cara mengikat bagian
air dan minyak sekaligus. Gugus hidrofilik biosurfaktan berupa peptide yang
terdiri atas tujuh macam asam amino akan mengikat air, sedangkan gugus
hidrofobik biosurfaktan berupa lipid yang terdiri atas 13 atom karbon akan
mengikat hidrokarbon. Akibat pengikatan dua bagian sekaligus maka air dan
hidrokarbon dapat bersatu dan membentuk misel atau emulsi yang lebih
mudah larut, serta dapat digunakan oleh bakteri sebagai sumber karbon bagi

pertumbuhannya (Reningtyas, 2015).

Aktivitas biosurfaktan dapat dilihat dengan 3 parameter uji yaitu perubahan
bentuk droplet dari cembung menjadi datar akibat penurunan tegangan
permukaan pada uji drop collapse, terbentuknya zona jernih akibat
penyisihan minyak oleh biosurfaktan pada uji oil displacement, dan
terbentuknya emulsi akibat air dan minyak menyatu setelah penambahan
biosurfaktan pada uji emulsifikasi.

Beberapa penelitian menggunakan genus Serratia sebagai agen bioremediasi.
Genus ini digunakan karena mampu mensintesis metabolit sekunder berupa
senyawa serrawettin yang memiliki kemampuan dalam melarutkan
hidrokarbon. Menurut hasil penelitian Huang, et al. (2020), Serratia
marcescens memiliki kemampuan melarutkan lumpur minyak cukup baik
dengan indeks emulsifikasi sebesar 65,57% pada pH 7. Wongso, et al.
(2004) melaporkan bahwa Serratia marcescens memiliki kemampuan
mengemulsi minyak diesel dengan indeks emulsifikasi sebesar 67% pada pH
7. Hasil tersebut didukung oleh hasil penelitian lain yang dilakukan oleh
Borah, et al. (2018) yang juga menguji kemampuan Serratia marcescens



1.2.

1.3.

dalam melarutkan minyak diesel dan menghasilkan indeks emulsifikasi
sebesar 60% pada pH 7.

Aktivitas biosurfaktan dipengaruhi oleh pertumbuhan mikroba. Semakin
banyak jumlah sel mikroba, maka aktivitas biosurfaktan yang dihasilkan juga
semakin baik. Beberapa faktor yang dapat meningkatkan pertumbuhan
mikroba adalah jenis substrat dan pH. Substrat dan pH yang sesuai
menyebabkan mikroba tumbuh optimal dan menghasilkan biosurfaktan yang
maksimal. Oleh karena itu dilakukan penelitian ini untuk mengetahui apakah
bakteri Serratia marcescens strain MBC1 koleksi Laboratorium Mikrobiologi
FMIPA Universitas Lampung yang diproduksi pada tiga jenis media produksi
dengan variasi pH 6, 7, dan 8 memiliki kemampuan melarutkan hidrokarbon

minyak solar lebih baik dari penelitian-penelitian sebelumnya.

Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut

1. Mengetahui aktivitas biosurfaktan bakteri Serratia marcescens strain
MBC1 yang ditumbuhkan pada berbagai media dan variasi pH terhadap
kelarutan solar

2. Mengetahui media produksi terbaik dan pengaruhnya terhadap aktivitas
biosurfaktan dalam melarutkan solar

3. Mengetahui pH media terbaik dan pengaruhnya terhadap aktivitas
biosurfaktan dalam melarutkan solar

4. Mengetahui jJumlah biomassa Serratia marcescens strain MBCL1 tertinggi

dan pengaruhnya terhadap aktivitas biosurfaktan dalam melarutkan solar

Kerangka Teoritis

Serratia marcescens strain MBC1 mampu menghasilkan biosurfakan berupa
serrawettin. Serrawettin yang diproduksi bergantung pada kemampuan
pertumbuhan bakteri.

Pada umumnya, pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh jenis substrat atau

media dan kondisi pH lingkungan tumbuhnya. Dalam pertumbuhannya,



bakteri membutuhkan sumber karbon sebagai energi untuk pertumbuhan dan
asimilasi metabolit sekunder. Produksi biosurfaktan termasuk asimilasi
metabolit sekunder. Sumber karbon yang dibutuhkan untuk sintesis
biosurfaktan adalah karbohidrat, hidrokarbon, dan lipid. Nitrogen yang
cukup juga diperlukan untuk menjaga pertumbuhan bakteri tetap baik.

Kebutuhan karbon dan nitrogen dapat diperoleh dari berbagai sumber,
diantaranya media Tryptone Water, limbah cair jagung dan limbah cair
singkong. Tryptone Water mengandung 10 g/L protein, namun tidak terdapat
sumber karbon di dalamnya. Dalam 100 g jagung kandungan protein sebesar
3,4 g dengan lemak sebagai sumber karbon sebanyak 1,5 gram. Pada 100 g
singkong kandungan protein hanya 1,0 g sedangkan sumber karbon berupa
lemak sebanyak 1,5 gram (Direktorat Gizi Depkes RI, 1981). Persentase
kandungan media berpengaruh terhadap pertumbuhan sel bakteri. Semakin
lengkap kandungan pada substrat, maka pertumbuhan akan meningkat.
Peningkatan pertumbuhan berpengaruh pada kenaikan jumlah sel yang
mensintesis metabolit sekunder berupa biosurfaktan. Semakin banyak
biosurfaktan yang diproduksi, maka semakin baik pula aktivitasnya dalam

melarutkan hidrokarbon.

Selain jenis substrat, kondisi pH yang sesuai membuat mikroba dapat tumbuh
dengan optimal dan menghasilkan produk metabolit sekunder yang
maksimal. Umumnya Serratia marcescens dapat tumbuh pada rentang pH 5-
9. Kondisi pH yang terlalu asam atau basa berpengaruh terhadap
Pertumbuhan sel. Pada sel akan terjadi penghambatan aktivitas karena
membran sel jenuh oleh ion hidrogen sehingga menghambat transport
membran. Pada proses ini akan terjadi penyesuain pH antara sel dengan
kondisi lingkungan yang menyebabkan pH sel berubah. Perubahan ini
menyebabkan pertumbuhan sel terhambat, sehingga jumlah sel yang
memproduksi biosurfaktan sedikit dan menyebabkan aktivitas biosurfaktan

dalam melarutkan hidrokarbon tidak maksimal.



1.4. Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini antara lain sebagai berikut:

1. Isolat bakteri Serratia marcescens strain MBC1 menunjukkan aktivitas
melarutkan solar

2. Komposisi media produksi mampu meningkatkan aktivitas biosurfaktan
dalam melarutkan solar

3. Aktivitas biosurfaktan dalam melarutkan solar paling baik terbentuk pada
pH7

4. Peningkatan biomassa bakteri Serratia marcescens strain MBC1 mampu

meningkatkan aktivitas biosurfaktan dalam melarutkan solar



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bahan Bakar Hidrokarbon

Bahan bakar merupakan materi yang bisa diubah bentuk menjadi energi.
Bahan bakar umumnya terdiri dari unsur karbon (C) dan hidrogen (H) yang
disebut dengan bahan bakar hidrokarbon. Senyawa hidrokarbon memiliki
peran penting dalam menghasilkan energi. Bahan bakar ini berpotensi
menjadi zat pencemar karena sifatnya yang mudah menguap dan bereaksi
dengan oksigen, sehingga menyebabkan terjadinya reaksi pembakaran yang
menyebabkan hidrokarbon mudah terbakar dan tergolong sebagai bahan B3.
Bahan bakar hidrokarbon umumnya mencemari air tanah terutama yang
lokasinya dekat dengan stasiun pengisian bahan bakar. Selain itu, tanaman

dapat mati akibat tanah yang tercemar bahan bakar.

Sa’diyah dan Sri (2015) melaporkan bahwa kandungan paling banyak pada
hidrokarbon adalah gugus aromatik. Persentase gugus aromatik yang terlalu
tinggi akan menghasilkan asap buangan setelah pembakaran. Asap ini
berbahaya bila masuk ke dalam saluran pernafasan, selain itu dapat pula

menyebabkan iritasi pada bagian tubuh lainnya.

2.2. Solar

Solar adalah salah satu bahan bakar hidrokarbon, berwarna kuning jernih
dengan titik didih 175-370°C, oleh karena itu solar tidak mudah menguap
pada temperatur normal. Menurut Nurtanto (2017), solar cocok digunakan
sebagai bahan bakar mesin putaran tinggi karena memiliki titik nyala yang
rendah yaitu 75.0°C, semakin rendah titik nyala suatu bahan bakar, maka

semakin lama penguapan dan proses pembakarannya. Solar digunakan



sebagai bahan bakar karena memiliki kalor yang cukup tinggi (Manalu et al.,
2015). Penggunaan solar sebagai bahan bakar mesin putaran tinggi,
membuat solar memiliki kecenderungan dalam mengendapkan sisa
pembakaran, salah satunya adalah karbon. Sisa pembakaran ini disebut
dengan gas buang. Menurut Abryandoko (2014), penggunaan bahan bakar
solar dapat menjadi cemaran di lingkungan karena gas buang tersebut terdiri
atas partikel-partikel berbahaya. Tumpahan solar pada tanah akan
mengakibatkan perubahan struktur tanah dan kematian mikroba yang tidak
mampu beradaptasi terhadap kondisi lingkungan baru akibat pencemaran.

2.3. Biosurfaktan dan Mikroba Penghasil Biosurfaktan

Mikroba digunakan dalam teknik bioremediasi karena mampu menghasilkan
surfaktan hasil dari metabolit sekunder yang disebut dengan biosurfaktan.
Biosurfaktan merupakan salah satu senyawa hasil sekresi mikroba yang jika
dikeluarkan dari dalam sel mengakibatkan terjadinya proses degradasi
senyawa hidrokarbon menjadi sumber karbon dan energi bagi mikroba
tersebut. Biosurfaktan digunakan dalam upaya bioremediasi lingkungan yang
terkontaminasi senyawa hidrokarbon. Biosurfaktan banyak digunakan karena
tidak membahayakan keseimbangan ekosistem, memiliki toksisitas yang
rendah, dan efektif bekerja diberbagai kondisi lingkungan. Biosurfaktan
menggunakan mikroba sebagai agen bioremediasi karena mampu
menggunakan substrat minyak sebagai sumber karbon (Lee et al., 2018).
Beberapa mikroba penghasil biosurfaktan berasal dari genus Serratia yang
mampu menghasilkan biosurfaktan berupa serrawettin, dan genus

Pseudomonas yang menghasilkan biosurfaktan berupa rhamnolipid.

2.4. Serratia marcescens
2.4.1. Morfologi Serratia marcescens
Rukmana dan Utami (2019) memaparkan hasil pengamatannya bahwa
ciri-ciri koloni Serratia marcescens berbentuk bulat dan memproduksi

pigmen berwarna merah pada Media Endo Agar.



Setelah dilakukan pengamatan makroskopis dengan pengecatan gram,
Serratia marcescens menunjukkan gram negatif, berwarna merah, dan

berbentuk batang.

2.4.2. Kemampuan Biokimia Serratia marcescens
Genus Serratia mampu memproduksi beberapa jenis karbohidrat yaitu
glukosa, fruktosa, manitol, galaktosa, maltosa, manitol serta mampu
memproduksi semua jenis asam amino (Priyatno et al., 2011).
Berdasarkan hasil identifikasi lain yang dilakukan oleh Behera et al.
(2017), Serratia marcescens menunjukkan hasil positif terhadap uji
katalase, urea, dan VP, namun menunjukkan hasil negatif terhadap uji
oksidase, reduksi sitrat, reduksi methyl-red, dan reduksi nitrat.
Abdullah et al. (2017) melaporkan bahwa Serratia marcescensnon
fermentor terhadap laktosa, menunjukkan hasil positif pada uji

motilitas, dan urea.

2.4.3. Klasifikasi Serratia marcescens
Klasifikasi ilmiah Serratia marcescens sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Phylum  : Proteobacteria
Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family  : Yersiniaceae
Genus : Serratia

Spesies  : Serratia marcescens

2.5. Mekanisme Kerja Biosufaktan

Biosurfaktan adalah hasil metabolit sekunder dari mikroba. Biosurfaktan
memungkinkan mikroba untuk hidup beradaptasi di lingkungan tercemar
hidrokarbon dengan cara memberi sinyal kepada sistem metabolisme untuk

menghasilkan enzim tertentu yang dapat menguraikan senyawa hidrokarbon,



sehingga mikroba tetap dapat melangsungkan perkembangbiakan sel
(Reningtyas and Mahreni, 2015).
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Gambar 1. Struktur molekul Serrawettin (Lindum, et al. 1998)

Serratia marcescens mampu mensintesis biosurfaktan jenis lipopeptida yaitu
senyawa serrawettin. Serrawettin terdiri atas gugus amina dan lipid.
Senyawa ini mampu melarutkan hidrokarbon dengan memutus ikatan ester

pada hidrokarbon sehingga menjadi rantai karbon yang lebih pendek.

Aktivitas biosurfaktan diketahui berdasarkan pengujian drop collapse, oil
displacement, dan emulsifikasi. Pada pengujian drop collapse, mekanisme

kerja biosurfaktan dalam melarutkan solar dapat dilihat pada Gambar 2
berikut.

Minvak

Bagian hidrofobik
biosurfaktan

Bagian hidrofilik
biosurfaktan
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Gambar 2. llustrasi mekanisme kerja biosurfaktan pada pengujian drop

collapse
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Pengujian ini menggunakan parafilm dengan permukaan hidrofilik, kemudian
diteteskan minyak yang bersifat hidrofobik di atas parafilm tersebut. Setelah
itu, di atas permukaan minyak ditetesi biosurfaktan yang bersifat amfifatik.
Bagian kepala biosurfaktan yang bersifat hidrofilik menyatu dengan
permukaan parafilm, sedangkan bagian ekor biosurfaktan yang bersifat
hidrofobik menyatu dengan permukaan minyak. Hal ini terjadi karena adanya
penurunan tegangan permukaan akibat penambahan biosurfaktan. Turunnya
tegangan permukaan mengakibatkan perubahan bentuk droplet dari cembung
menjadi datar. Pengujian ketiga adalah uji emusifikasi, mekanisme kerja
biosurfaktan dalam melarutkan solar pada pengujian ini dapat dilihat pada
Gambar 3 berikut.

Oil
Emulsifier

Water

Bagian hidrofilik biosurfaktan

d

@
. | & Bagian
%L _dm hidrofobik
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Water-Based . . ®
Water

Gambar 3. llustrasi mekanisme kerja biosurfaktan pada pengujian

emulsifikasi

Pengujian ini dilakukan dengan menambahkan biosurfaktan ke dalam cairan
yang tidak dapat menyatu contohnya air dengan minyak. Setelah dilakukan
penambahan biosurfaktan ke dalam dua jenis cairan tersebut, dilakukan

homogenasi menggunakan vortex mixer. Bagian kepala biosurfaktan
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menyatu dengan bagian hidrofilik air, sedangkan bagian ekor biosurfaktan
menyatu dengan bagian hidrofobik minyak. Akibat dari ikatan yang dibentuk
oleh supernatan, air dapat menyatu dengan minyak sehingga terbentuk misel

atau disebut dengan emulsi di antara lapisan air dan minyak.

Produksi Biosurfaktan

Biosurfaktan dapat dihasilkan dari mikroorganisme dengan cara diproduksi
menggunakan media yang mengandung nutrisi bagi pertumbuhan bakteri.
Naibaho et al (2020) menggunakan media Bushnel Haas sebagai media
produksi, hal ini karena media tersebut mengandung nutrisi seperti
magnesium sulfat, kalsium klorida, dan amonium nitrat yang berfungsi
memacu pertumbuhan bakteri. Beberapa penelitian lain menggunakan media
produksi Nutrient Broth, salah satunya penelitian Setiani, et al (2020). Media
lain dapat digunakan menyesuaikan kebutuhan nutrisi yang dibutuhkan oleh
bakteri. Penggunaan media alternatif dapat digunakan apabila ingin menekan
biaya produksi yang tinggi. Rodriguez, et al (2015) menggunakan low cost
medium dalam produksi biosurfaktan yaitu limbah cair singkong dan jagung.
Hal ini dilakukan karena dalam limbah tersebut masih terdapat nutrisi yang

dapat memacu pertumbuhan bakteri.

OUTSIDE ENVELOPE INSIDE
ALKANE BIOSURFACTANT | Transport (?) Biosynthesis of precursors
\/ (Final steps of

synthesis/modifh
cation reactions)

Alkane drops, droplets, micoles,

microemuisions;

aggregales of alkane and emulsi-

fiers or biosurfactants

Gambar 4. Skema metabolisme sel dalam proses sintesis biosurfaktan
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Sintesis biosurfaktan diawali dengan senyawa biosurfaktataben yang
dikeluarkan oleh bakteri untuk memecah substrat di luar sel, contohnya rantai
karbon alkana dengan cara menurunkan tegangan permukaan alkana.
Penurunan tegangan permukaan tersebut menyebabkan alkana teremulsi
membentuk misel, mikroemulsi, atau agregat. Alkana yang teremulsi larut
dalam air sehingga dapat terdifusi ke dalam dinding sel yang bersifat
hidrofobik maupun hidrofilik. Deposit alkana melalui serangkaian proses
bioreaksi di dalam sel yang dikatalisis oleh enzim-enzim intraseluler
sehingga masuk ke siklus metabolisme sel. Hasil metabolisme membentuk
produk intraseluler sehingga perkembangbiakan sel dapat terus berlangsung.
Selain itu, terbentuk pula produk metabolit sekunder berupa biosurfaktan.
Produk biosurfaktan yang dihasilkan akan disekresikan kembali untuk
memecah rantai karbon lain di luar sel sebagai emulsifier, sehingga substrat

dapat teremulsi dan mudah larut dalam air (Kosaric dan Sukan, 1993).

Limbah Cair Jagung

Berbagai macam olahan pangan dari jagung menyebabkan banyaknya limbah
cari yang dihasilkan. Beberapa penelitian menggunakan limbah cair jagung
sebagai media tumbuh mikroorganisme, salah satunya Furgani (2018) yang
menggunakan limbah cair jagung sebagai substrat pertumbuhan bakteri
karena karbohidrat, mineral, dan fosfat yang terkandung di dalamnya cukup
banyak. Senyawa tersebut dapat digunakan oleh mikroba untuk

pertumbuhannya.

2.8. Limbah Cair Singkong

Limbah cair singkong yang dihasilkan dari air rebusan singkong dapat
digunakan sebagai media pertumbuhan bakteri, karena di dalamnya masih
mengandung senyawa organik yang dapat dimanfaatkan oleh mikroba antara
lain karbohidrat, nitrogen, mineral, dan fosfat. Selain itu, jumlahnya yang
banyak dan mudah ditemui menjadikan limbah tersebut cocok digunakan
sebagai media alternatif produksi biosurfaktan (Suryanti, 2014).

12



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung pada bulan Februari sampai April 2021.

3.2. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain jarum ose, bunsen,
cawan Petri, tabung reaksi, Erlenmeyer, beaker glass, gelas ukur, gelas
objek, rak tabung, pipet tetes, pipet volumetri, bulb, hotplate, oven,
autoclave, vortex, magnetic stirrer, mikroskop, kulkas, biosavety cabinet,
shaking incubator, neraca digital, spatula, sentrifuse, tabung sentrifuse,

pH meter dan jangka sorong.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain Trypton Soya Agar
(TSA), Tryptone Water (TW), spirtus, alkohol 70%, akuades, plastik
wrap, korek api, tisu, karet, plastik tahan panas, Tween 80, sukrosa, NaCl,
kasa, kapas, tali kasur, limbah singkong, limbah jagung, standar
McFarland, HCI, NaOH, dan solar.

3.3. Rancangan Percobaan

Penelitian ini menggunakan 3 parameter uji. Pengujian drop collapse
digunakan untuk mengetahui kemampuan biosurfaktan dalam
menurunkan tegangan permukaan. Parameter dari pengujian ini adalah
perubahan bentuk droplet dari cembung menjadi datar setelah

penambahan supernatan. Pengujian oil displacement dilakukan untuk
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mengetahui kemampuan biosurfaktan dalam menyisihkan minyak.
Parameter dari pengujian ini adalah terbentuknya zona jernih pada
minyak setelah penambahan supernatan. Pengujian emulsifikasi
dilakukan untuk mengetahui persentase kemampuan biosurfaktan dalam
mengemulsikan minyak. Parameter dari pengujian ini adalah
pembentukan emulsi setelah penambahan supernatan. Penelitian ini
menggunakan surfaktan sintetik Tween 80 sebagai kontrol positif dan
akuades sebagai kontrol negatif. Selain uji aktivitas biosurfaktan,
dilakukan juga perhitungan biomassa. Perhitungan biomassa dilakukan

dengan menghitung berat kering dari pelet yang dihasilkan.

Rancangan yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 11 perlakuan masing-masing 3 kali ulangan. Data yang diperoleh
dianalisis menggunakan Two Way Anova. Jika setelah dilakukan analisis
data tidak memenuhi asumsi pengujian Two Way Anova yaitu data tidak
homogen dan tidak berdistribusi normal, maka pengujian alternatif yang
dapat dilakukan adalah dengan uji non parametrik Friedman. Analisis
tersebut dilakukan untuk mengetahui pengaruh variasi pH dan jenis media
produksi terhadap kemampuan biosurfaktan yang dihasilkan dalam
melarutkan solar. Adapun rincian perlakuan pada penelitian ini sebagai
berikut:

K+ (Kontrol Positif) : Tween 80 (surfaktan sintetis)

K- (Kontrol Negatif) : Akuades

TAG6 : Tryptone Water + starter Serratia marcescens variasi pH 6

TA7 : Tryptone Water + starter Serratia marcescens variasi pH 7

TAS8 : Tryptone Water + starter Serratia marcescens variasi pH 8

TOG6 : Tryptone Water tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 6
TO7 : Tryptone Water tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 7
TO8 : Tryptone Water tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 8
JAG6 : Limbah Jagung + starter Serratia marcescens variasi pH 6

JA7 : Limbah Jagung + starter Serratia marcescens variasi pH 7

JA8 : Limbah Jagung + starter Serratia marcescens variasi pH 8



JO6
JO7
JO8
SA6
SA7
SA8
SO6
SO7
SO8
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: Limbah Jagung tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 6

: Limbah Jagung tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 7

: Limbah Jagung tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 8

: Limbah Singkong + starter Serratia marcescens variasi pH 6

: Limbah Singkong + starter Serratia marcescens variasi pH 7

: Limbah Singkong + starter Serratia marcescens variasi pH 8

: Limbah Singkong tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 6
: Limbah Singkong tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 7
: Limbah Singkong tanpa starter Serratia marcescens variasi pH 8

3.4. Prosedur Penelitian

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

Subkultur Serratia marcescens strain MBC1

Subkultur isolat bakteri Serratia marcescens strain MBC1
dilakukan dengan metode streak pada media Tryptone Soya Agar
(yang terdiri atas casein, soy peptone, natrium Kklorida, agar, dan
air) steril secara aseptis. Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada

suhu ruang.

Pembuatan Starter

Pembuatan starter dilakukan dengan menginokulasikan 5 mL
inokulum bakteri dengan kerapatan sel 108 sel/mL ke dalam 100
mL media Tryptone Water (TW) steril dalam Erlenmeyer
berukuran 250 mL. Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada

incubator shaker.

Pembuatan Media Produksi

Media produksi yang digunakan antara lain Tryptone Water,
limbah cair singkong dan limbah cair jagung. Komposisi media
Tryptone Water terdiri atas casein dan sodium chloride. Media ini
dibuat dengan melarutkan 15 g bubuk media ke dalam 1000 mL
akuades. Media limbah cair singkong dan jagung didapatkan dari
pabrik pengolahan singkong dan jagung di Pesawaran, Lampung

yang kemudian dilakukan penambahan sukrosa dan NaCl masing-



3.4.4.

3.4.5.

3.4.6.

masing sebanyak 0,5% serta diatur variasi pH menjadi 6, 7, dan 8.
Masing-masing media produksi dituangkan sebanyak 40 mL ke
dalam Erlenmeyer berukuran 100 mL berdasarkan variasi pH dan
media. Selain itu, dilakukan perlakuan yang sama pada media
produksi Tryptone Water (TW), limbah jagung, dan limbah
singkong namun tanpa diinokulasi starter. Perlakuan ini digunakan
sebagai pembanding. Semua media disterilisasi menggunakan
autoclave selama 15 menit dengan tekanan 2 atm dengan suhu
121°C.

Produksi Biosurfaktan di Berbagai Media Produksi

Starter yang telah diinkubasi selama 24 jam ditambahkan sebanyak
1 mL ke dalam 40 mL masing-masing media produksi. Inkubasi
dilakukan selama 7 hari pada incubator shaker. Perlakuan yang
sama dilakukan juga pada media yang tidak ditambahkan starter.

Pemanenan Crude Biosurfaktan dari Berbagai Media Produksi
Hasil produksi yang telah diinkubasi selama 7 hari dimasukkan ke
dalam botol valkon dan disentrifuse selama 30 menit dengan
kecepatan 6000 rpm. Perlakuan yang sama dilakukan pada media
produksi tanpa inokulasi starter yang telah diinkubasi. Supernatan
yang dihasilkan dipisahkan dari pelet untuk selanjutnya digunakan
pada pengujian aktivitas biosurfaktan, sedangkan pelet dipisahkan

untuk dihitung biomassanya.

Pengujian Aktivitas Biosurfaktan

A. Uji Drop Collapse
Pengujian drop collapse dilakukan berdasar metode (Walter,
Syldatk dan Hausmann, 2010). Pengujian ini dilakukan dengan
meneteskan sebanyak 20 pL solar di atas kaca objek. Solar
tersebut didiamkan selama 1 jam agar stabil. Setelah itu,
ditambahkan 10 pL supernatan di atasnya. Kemudian

dilakukan pengamatan bentuk droplet atau tetesan. Perlakuan

16
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yang sama dilakukan pada media produksi tanpa inokulasi
starter, kontrol positif dan negatif. Tween 80 digunakan
sebagai pengganti supernatan pada kontrol positif, sedangkan
akuades digunakan sebagai pengganti supernatan pada kontrol
negatif. Pada perlakuan ini dilakukan pengulangan sebanyak 3
kali. Jika supernatan memproduksi biosurfaktan maka lapisan
permukaan yang terbentuk adalah flat atau datar, namun jika
bentuk lapisan rounded atau cembung, maka supernatan tidak
memproduksi biosurfaktan.

. Uji Oil Displacement

Pengujian ini dilakukan berdasar metode (Walter, Syldatk dan
Hausmann, 2010) dengan menyiapkan supernatan dari masing-
masing media produksi, solar, dan akuades. Sebanyak 20 mL
akuades dituang ke dalam cawan Petri, kemudian ditambahkan
20 pL minyak solar di bagian permukaan. Setelah itu, sebanyak
10 pL supernatan diteteskan di atas permukaan minyak
tersebut. Perlakuan yang sama dilakukan pada media produksi
tanpa inokulasi starter, kontrol positif dan negatif. Akuades
digunakan sebagai pengganti supernatan pada kontrol negatif,
sedangkan Tween 80 digunakan sebagai pengganti supernatan
pada kontrol positif. Pada perlakuan ini dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali. Indikator positif uji oil
displacement ditandai dengan terbentuknya zona jernih pada
permukaan minyak. Jika supernatan mengandung biosurfaktan,
maka minyak solar akan terpecah dan menghasilkan zona
jernih di permukaan. Jika supernatan tidak mengandung
biosurfaktan maka permukaan minyak tidak akan terpecah.
Setelah itu dilakukan pengukuran zona jernih yang terbentuk
akibat pemecahan minyak. Pengukuran zona jernih dilakukan
menggunakan jangka sorong dengan cara seperti Gambar 2
berikut.
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Rumus pengukuran zona jernih:
ab +cd + ef
3
Keterangan:
ab : diameter vertikal zona jernih
cd : diameter horizontal zona jernih
ef : diameter diagonal zona jernih

Gambar 5. Rumus pengukuran zona jernih pada pengujian oil
displacement

C. Uji Emulsifikasi
Uji emulsifikasi dilakukan berdasarkan metode (Walter,
Syldatk dan Hausmann, 2010). Supernatan isolat bakteri
Serratia marcescens strain MBC1 yang berasal dari produksi
berbagai media dicampurkan dengan solar dengan
perbandingan 1:1. Sebanyak 2 mL solar dimasukkan ke dalam
tabung reaksi steril, kemudian ditambahkan di dalamnya 2 mL
supernatan dari masing-masing media produksi. Campuran
larutan tersebut dihomogenkan menggunakan vortex selama 3
menit. Setelah itu, diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang
supaya terbentuk emulsi yang stabil. Perlakuan yang sama
dilakukan pada media produksi tanpa inokulasi starter, kontrol
positif dan negatif. Tween 80 digunakan sebagai pengganti
supernatan pada kontrol positif, sedangkan akuades digunakan
sebagai pengganti supernatan pada kontrol negatif. Pada
perlakuan ini dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.
Pembentukan emulsi ditandai dengan terbentuknya emulsi di
tengah lapisan antara minyak dengan supernatan. Namun, jika

supernatan tidak mengandung biosurfaktan maka tidak



terbentuk emulsi di antara lapisan minyak dengan supenatan.

Kemudian dilakukan pengukuran tinggi emulsi yang terbentuk.

Perhitungan indeks emulsifikasi menggunakan rumus berikut:

Tinggi lapisan emulsi

E24 (%) = x 100%

Tinggi total lapisan

Keterangan:
E24: Indeks dihitung setelah 24 jam

3.4.7. Perhitungan Biomassa

Perhitungan biomassa dilakukan untuk mengetahui berat kering
dari pelet yang dihasilkan. Pengujian ini berfungsi sebagai
perhitungan jumlah sel bakteri secara tidak langsung. Pengujian
ini dilakukan dengan memisahkan pelet dari supernatan, kemudian
pelet dipindahkan ke dalam alumunium foil berdasarkan jenis
media produksi dan variasi pH. Semua pelet dikeringkan di dalam
oven dengan suhu 60°C hingga tersisa berat keringnya. Kemudian
dilakukan perhitungan selisih berat kering biomassa dari media
produksi dengan inokulasi starter bakteri dan tanpa inokulasi
starter bakteri. Semakin tinggi berat kering bersih yang dihasilkan
semakin banyak jumlah sel bakteri hasil produksi.

Adapun rumus perhitungan biomassa adalah sebagai berikut:

% _Berat foil berisi sel kering atau basah (g) - berat foil kosong (g) 103

Volume sampel (mL)
X = Berat kering/basah sel (g/L)

10 = Konversi satuan dari g/L ke mg/L
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3.5. Diagram Alir
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Pengujian Aktivitas Biosurfaktan

Subkuliur Serratia marcescens strain MBC1
Pada Media Trynion Sova Aear (TSA)

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

Produks) Serratia marcescens strain
MECI1
Pada Berbagai Media Fermentasi
dengan Variasi pH 6. 7 dan 8

Prodyksi Media Egrmaentast Tanpa
Penambahan Starter Serratia marcescens
strain MBC1 dengan Variast
pHG 7 dan §

| Limbah Jasuns, | | Dpron Water (TW) |

Pemangnan Crude biosurfaktan dengan Senfrifise

000 rpm 30 menit

| Supernatan

Y

| Uiji Drop Collapse |

h
| Uit Oil Displacement |




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan data yang diperoleh, kesimpulan dari penelitian ini sebagai

berikut.

1. Biosurfaktan isolat bakteri Serratia marcescens strain MBC1 yang
dihasilkan dari semua jenis media dan variasi pH menunjukkan
kemampuan melarutkan solar, dengan hasil tertinggi yaitu diameter zona
jernih sebesar 5,31 cm, indeks emulsifikasi sebesar 63,88% dan semua
droplet yang berubah bentuk dari cembung menjadi datar

2. Aktivitas melarutkan solar paling baik terbentuk oleh biosurfaktan yang
diproduksi pada media limbah cair jagung

3. Aktivitas melarutkan solar paling baik terbentuk oleh biosurfaktan yang
diproduksi pada media dengan pH 7

4. Biomassa tertinggi dihasilkan oleh hasil produksi dari media Tryptone
Water pH 7 sebesar 0,0110 g/L.

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang dilakukan,saran yang dapat dilakukan untuk

penelitian selanjutnya adalah sebagai berikut.

1. Dilakukan optimasi limbah cair jagung dan singkong sebagai media
produksi untuk meningkatkan pertumbuhan Serratia marcescens strain
MBC1 dengan perlakuan periode fermentasi serta penambahan berbagai
konsentrasi garam

2. Dilakukan pengujian Gas Chromatografy Mass Spectrometry (GCMS)
untuk menganalisis perubahan komponen penyusun solar setelah

ditambahkan biosurfaktan dari Serratia marcescens strain MBC1.
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