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ABSTRAK

PRODUKSI BIOSURFAKTAN GLIKOLIPID DARI BAKTERI
Leclercia sp. PKT D4 SERTA UJI BIOAKTIVITASNYA SEBAGAI
ANTIMIKROBA

Oleh

SALSABILA

Biosurfaktan merupakan molekul yang dapat menurunkan tegangan permukaan
yang berasal dari mikroorganisme dan memiliki kemampuan sebagai antimikroba.
Tujuan penelitian ini untuk memperoleh biosurfaktan glikolipid dari bakteri
Leclercia sp. PKT D4, mengetahui karakteristik biosurfaktan yang dihasilkan dan
uji bioaktivitasnya sebagai antimikroba. Tahapan yang dilakukan meliputi
produksi biosurfaktan, ekstraksi biosurfaktan menggunakan metode presipitasi
asam, karakterisasi biosurfaktan menggunakan FT-IR dan KLT, serta uji
antimikroba menggunakan metode difusi cakram. Hasil menunjukkan bahwa
bakteri lokal isolat PKT D4 mampu memproduksi biosurfaktan pada sumber
karbon minyak zaitun 10%, sumber nitrogen urea 0,35%, kadar salin 0,5%, pH 8
serta waktu inkubasi 72 jam sebanyak 0,0433 g/L. Biosurfaktan ini memiliki nilai
indeks emulsi (IE24) 75%, lebar zona bening pada uji oil spreading 2,5 cm, dan
hasil positif pada uji drop collapse. Berdasarkan hasil karakterisasi FT-IR dan
KLT didapatkan biosurfaktan yang diproduksi merupakan golongan glikolipid
jenis rhamnolipid. Uji antimikroba menunjukkan biosurfaktan ini resistant
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, serta susceptible
terhadap jamur Aspergillus fumigatus dan Candida albicans.

Kata kunci: biosurfaktan, glikolipid, Leclercia sp., antimikroba.



ABSTRACT

PRODUCTION OF GLYCOLIPID BIOSURFACTANTS FROM
BACTERIA Leclercia sp. PKT D4 AND ITS BIOACTIVITY TEST AS
ANTIMICROBIAL

By

SALSABILA

Biosurfactants are molecules that can reduce the surface tension of
microorganisms and have antimicrobial properties. The aim of this study was to
obtain glycolipid biosurfactants from Leclercia sp. PKT D4, knowing the
characteristics of the biosurfactant produced and its bioactivity test as an
antimicrobial. The steps involved included biosurfactant production, biosurfactant
extraction using the acid precipitation method, biosurfactant characterization
using FT-IR and TLC, and antimicrobial testing using the disc diffusion method.
The results showed that the local bacterial isolate PKT D4 was able to produce
biosurfactant at 10% olive oil carbon source, 0.35% urea nitrogen source, 0.5%
saline content, pH 8 and 72 hours incubation time of 0.0433 g/L. This
biosurfactant has an emulsion index value (IE,4) of 75%, the width of the clear
zone in the oil spreading test is 2.5 cm, and the result is positive in the drop
collapse test. Based on the results of FT-IR and TLC characterization, it was
found that the biosurfactants produced were rhamnolipid type glycolipids.
Antimicrobial tests showed that this biosurfactant was resistant to Staphylococcus
aureus and Escherichia coli, and susceptible to Aspergillus fumigatus and
Candida albicans.

Keywords: biosurfactant, glycolipid, Leclercia sp., antimicrobial.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Surfaktan merupakan zat aktif permukaan yang memiliki karakteristik utama yaitu
gugus polar dan non polar yang berada pada suatu molekul yang sama. Surfaktan
dapat digunakan sebagai penurun tegangan permukaan. Di Indonesia produksi
surfaktan masih terbatas sedangkan kebutuhannya kian meningkat. Menurut
kepala Subdirektorat Industri Kimia Organik Dasar, Kementerian Perindustrian,
Indonesia belum memiliki industri yang memproduksi surfaktan yang
kebutuhannya mencapai 3 juta sampai 9 juta ton, kebutuhan surfaktan selama ini
dipenuhi oleh impor. Produksi surfaktan dalam negeri hanya sekitar 55000 ton
per tahun itupun diproduksi dari Petroleum yang tak ramah lingkungan dan tidak
ramah untuk manusia. Surfaktan dapat diproduksi dengan sintesis kimia atapun
biokimia, surfaktan yang diproduksi dengan biokimia yaitu dari isolat bakteri

disebut juga dengan biosurfaktan (Khayam, 2014).

Biosurfaktan yang dihasilkan oleh berbagai mikroorganisme terutama bakteri,
jamur dan khamir memiliki komposisi kimia yang beragam dan sifatnya serta
jumlahnya tergantung pada jenis mikroorganisme yang memproduksi biosurfaktan
tertentu (Sharma et al., 2011). Menurut Mukherjee et al. (2006) kelebihan
biosurfaktan dibandingkan dengan surfaktan sintesis kimia antara lain mudah
terdegradasi oleh alam, rendah toksisitas, dan efektif dalam lingkungan pH serta
suhu ekstrim sehingga mudah diaplikasikan. Faktor yang mempengaruhi produksi

biosurfaktan dari bakteri diantaranya substrat pertumbuhan dan kondisi



lingkungan seperti suhu, agitasi, aerasi, konsentrasi ion logam, pH, konsentrasi
NaCl, serta sumber karbon dan nitrogen yang digunakan (Sharma et al., 2011).
Biosurfaktan yang dihasilkan dipengaruhi oleh jenis sumber karbon, pH, aerasi
dan suhu. Penelitian yang telah dilakukan oleh Thavasi et al. (2007) menyatakan
bahwa produksi biosurfaktan glikolipid dari bakteri Bacillus megaterium optimum
pada suhu 38 °C, pH 8 dan penambahan kadar salin 3% serta penambahan substrat
minyak bumi sebesar 2% pada waktu optimum 120 jam menghasilkan
biosurfaktan yang baik ditandai dengan aktivitas emulsifikasi (Do) sebesar 1,72
serta uji drop collapse menunjukkan hasil positif. Yusnidar (2022) melaporkan
produksi biosurfaktan pada bakteri indigen isolat ALP E1 dari air laut pelabuhan
panjang dengan kondisi optimum sumber karbon minyak zaitun 10%, sumber
nitrogen ammonium klorida 0,26%, pada pH 6 dan kadar salinitas 0,5% dapat
menghasilkan biosurfaktan yang baik ditandai dengan Indeks Emulsifikasi (IE4)
sebesar 78,5%.

Biosurfaktan juga dilaporkan memiliki kemampuan sebagai agen yang dapat
menekan pertumbuhan mikroba seperti antijamur dan antibakteri. Sari dkk.
(2015) menyimpulkan biosurfaktan jenis rhamnolipid yang berasal dari bakteri
lumpur minyak menunjukkan potensi untuk menekan keberadaan bakteri-bakteri
patogen berupa Bacillus subtilis, Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus.
Yusnidar (2022) menyatakan biosurfaktan dari bakteri indigen isolat ALP E1
yang diduga merupakan jenis lipopeptida memiliki aktivitas dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli,serta jamur

Candida albicans dan Aspergillus fumigatus.

Studi terhadap isolat PKT D4 dengan kemampuannya menghasilkan biosurfaktan
telah dilaporkan. Isolat PKT D4 yang berasal dari pengomposan limbah domestik
telah diteliti lebih lanjut dengan mengkarakterisasi molekuler 16s-rRNA
dihasilkan isolat ini termasuk ke dalam spesies bakteri Leclercia sp. Bakteri ini
tumbuh optimal pada sumber karbon minyak zaitun 10%. Penelitian pendahuluan
yang telah dilakukan juga telah mempelajari produksi biosurfaktan dengan kondisi
optimum sumber karbon minyak zaitun 10%, sumber nitrogen urea 0,35%, pH 8,

kadar salinitas 0,5% dan waktu inkubasi 72 jam (Cahyani, 2020 ; Rosi, 2022).



Hasil uji biosurfaktan dari bakteri ini menghasilkan nilai indeks emulsi (IE;4)
75,8%, uji oil spreading menunjukkan terbentuknya zona bening berdiameter 3,2
cm, dan uji drop collapse memberikan hasil positif dengan menghasilkan bentuk
tetesan yang mendatar dan melebar. Biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri
leclercia sp. PKT D4 memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan
jamur Candida sp., C. Albicans, A. Fumigatus, serta A. flavus dan diduga sebagai
jenis rhamnolipid golongan glikolipid (Rosi, 2022). Namun dalam penelitian ini
belum diteliti lebih lanjut jenis biosurfaktan yang diperoleh dan potensinya

terhadap antimikroba yang lain.

Berdasarkan latar belakang diatas, pada penelitian ini dilakukan produksi,
karakterisasi biosurfaktan dari bakteri Leclercia sp. PKT D4 dan uji
bioaktivitasnya sebagai antimikroba. Karakterisasi biosurfaktan dilakukan melalui
analisis menggunakan KLT dan FT-IR serta uji bioaktivitas sebagai antimikroba

adapun mikroba uji adalah bakteri dan jamur.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mendapatkan biosurfaktan glikolipid dari bakteri Leclercia sp. PKT D4.

2. Mengetahui karakteristik biosurfaktan glikolipid dari bakteri Leclercia sp.
PKT D4 melalui analisis KLT dan FTIR.

3. Mengetahui kemampuan biosurfaktan glikolipid sebagai antimikroba

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan jenis
biosurfaktan glikolipid dari bakteri Leclercia sp. yang memiliki potensi
bioaktivitas sebagai antimikroba yang dapat digunakan lebih lanjut dalam bidang
farmasi serta biosurfaktan yang dikarakterisasi dapat menjadi acuan dalam

mengembangkan aplikasi lainnya.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biosurfaktan

Biosurfaktan merupakan molekul aktif permukaan yang berasal dari sel-sel hidup
dengan struktur yang terdiri dari gugus hidrofilik dan hidrofobik sehingga dapat
menurunkan tegangan permukaan. Mikroorganisme menghasilkan biosurfaktan
sebagai produk ekstraseluler ataupun sebagai bagian dari membran sel (Satpute et.
al., 2010). Biosurfaktan dapat diperoleh dari mikroorganisme prokariot maupun
eukariot. Beberapa jenis mikroorganisme penghasil biosurfaktan, antara lain
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Lactobacillus,

Pseudomonas aeruginosa, dan Streptococcus thermophilus (Fukuoka et al., 2007).

Keuntungan biosurfaktan dibandingkan surfaktan sintetis yaitu dapat didegradasi
secara alami, mempunyai biokompatibilitas, umumnya memiliki toksisitas yang

lebih rendah, dapat diproduksi dengan bahan baku yang murah, dapat digunakan
dalam kontrol lingkungan, mempunyai spesifitas yang tinggi, serta efektif dalam

suhu, pH, dan salinitas ekstrim sekalipun (Ciccyliona dan Nawfa, 2012 ).

2.2. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Produksi Biosurfaktan

Proses produksi biosurfaktan dipengaruhi oleh jenis mikroba penghasil
biosurfaktan, selain itu substrat pertumbuhan dan kondisi lingkungan termasuk

pH, suhu, agitasi dan tingkat pengenceran juga dapat mempengaruhi produksi



biosurfaktan (Ulum, 2004). Berikut ini dijelaskan beberapa faktor yang

mempengaruhi biosurfaktan.

2.2.1. Substrat Pertumbuhan

Pertumbuhan mikroba membutuhkan sedikit fosfor, sulfur, sumber karbon,
nitrogen, hidrogen, dan oksigen. Menurut Hidayat dkk. (2006) medium kultur
harus mengandung semua elemen yang dibutuhkan dalam pertumbuhan mikroba.
Sumber karbon dan nitrogen merupakan hal penting dalam substrat pertumbuhan.
Sumber karbon yang biasa digunakan yaitu karbohidrat, hidrokarbon dan minyak
sayuran. Pseudomonas dikenal sebagai bakteri yang dapat menghasilkan
biosurfaktan rhamnolipid dengan tegangan permukaan yang potensial ketika
ditumbuhkan pada sumber karbon yang berbeda (Rashedi e/ al., 2006; Onbasli
and Aslim, 2009).

Sumber nitrogen dapat menjadi faktor pembatas karena dibutuhkan dalam jumlah
yang besar, keterbatasan jumlah nitrogen dapat mengubah komposisi
biosurfaktan. Sumber nitrogen yang biasa digunakan yaitu ammonium nitrat
(NH4NO3), urea, KNO;, NH4Cl, NaNOj (Ruzniza, 2005). Garam amonium dan
urca memberikan hasil yang baik dalam produksi biosurfaktan oleh Arthrobacter
paraffineus (Alvionita dan Hertadi, 2021). Sumber nitrogen juga digunakan

sebagai pengontrol pH dan medium.

2.2.2. Kondisi Lingkungan

Kondisi lingkungan seperti pH, temperatur, aerasi, agitasi dan ketersediaan
oksigen dapat menjadi faktor yang mempengaruhi produksi biosurfaktan. Zinjarde
and Pant (2002) menyatakan pengaruh pH awal dalam produk biosurfaktan oleh
Yarrowia lipolytica optimum memproduksi biosurfaktan pada pH 8. Penelitian
yang dilakukan oleh Riyanto dkk. (2021) menyimpulkan bahwa pH
mempengaruhi produksi serta kemampuan biosurfaktan yang dihasilkan oleh

Serratia marcescens strain MBC1 dalam melarutkan solar dengan pH paling



optimum yaitu pH 7. Ruzniza (2005) menyatakan pada kultur batch isolat AB-

Crl optimum pada suhu 37 °C untuk memproduksi biosurfaktan terbanyak.

2.3. Jenis-Jenis Biosurfaktan

Jenis biosurfaktan dapat dikelompokkan berdasarkan jenis mikroba yang

menghasilkan dan struktur molekulnya (Fakruddin, 2012). Setiap mikroba

menghasilkan jenis biosurfaktan yang berbeda beda. Pengelompokkan

biosurfaktan berdasarkan mikroba yang menghasilkannya dapat dilihat pada Tabel

1.

Tabel 1. Mikroba penghasil biosurfaktan dan jenis biosurfaktan yang

dihasilkannya (Kosaric, 1992).

No. Spesies Mikroba Jenis Biosurfaktan

1. Torulopsis bombicola Glycolipid (sophorose lipid)

2. Pseudomonas aeruginosa Glycolipid (rhamnose lipid)

3. Bacillus licheniformis Lipoprotein (surfactin)

4. Bacillus subtilis Lipoprotein (surfactin)

5. Pseudomonas sp. DSM 2874 Glycolipids (rhamnose lipid)

6. Arthrobacter paraffineus Sucrose dan fructose glycolipids
7. Arthrobacter Glycolipids

8. Pseudomonas fluorescens Rhamnose lipid

9. Pseudomonas sp. MUB Rhamnose lipid

10. Torulopsis petrophilurn Glycolipids dan Protein

11. Candida troopicalis Komplek Polysaccharide dan asam

lemak Glycolipids

Selain berdasarkan mikroba yang menghasilkannya, jenis biosurfaktan

dikelompokkan berdasarkan struktur molekulnya. Pengelompokkan biosurfaktan

yang umum digunakan berdasarkan strukturnya berdasarkan Fakruddin (2012)

yaitu mannosylerythritol lipid, surfaktin, trehalose lipid, sophorolipid,



rhamnolipid dan emulsan. Struktur biosurfaktan berdasarkan pengelompokan

strukturnya dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. (a) Mannosyleryhritol lipid (b) Surfaktin (c) Trehalose lipid
(d) Rhamnolipid (e) Fosfolipid (f) Emulsan (Fakruddin, 2012).

2.4. Glikolipid

Biosurfaktan glikolipid merupakan senyawa gula yang berkaitan dengan asam
alifatik rantai panjang (asam alifatik hidroksi). Biosurfaktan glikolipid memiliki
potensi di bidang industri dan aplikasi lingkungan yang baik, seperti sebagai
detoksifikasi cemaran logam di aliran sungai, kontrol limbah pembuangan
minyak, dan bioremediasi tanah yang terkontaminasi (Mukherjee et al. 2006).
Kitamoto ef al. (2002) melaporkan bahwa biosurfaktan glikolipid dapat
diaplikasikan dalam teknologi perlindungan lingkungan seperti membantu
bioremediasi kontaminan hidrofobik, penghapusan logam berat dari tanah yang
terkontaminasi seperti kadmium, timbal, seng atau tembaga. Biosurfaktan
glikolipid memiliki beberapa jenis diantaranya sophorolipida, trehalolipida dan
rhamnolipid, biosurfaktan yang paling banyak dipelajari dari kelompok glikolipid
yaitu jenis thamnolipid (Muliawati, 2005).



2.5. Rhamnolipid

Rhamnolipid merupakan jenis glikolipid, yang memiliki struktur berupa
kelompok kepala glikosil dalam hal ini adalah bagian rhamnosa, dan 3-
(hydroxyalkanoyloxy) asam alkanoat kelompok ekor asam lemak. Keunggulan
rhamnolipid yaitu merupakan jenis biosurfaktan glikolipid yang paling banyak
dipelajari, mampu membentuk mikroemulsi antara bahan yang berbeda fasenya.
Pemanfaatan rhamnolipid meliputi beberapa bidang diantaranya bioremediasi
senyawa terhadap tanah dan air yang terkontaminasi dan pengendali hama

tanaman pangan (Vatsa et al., 2010).

Rhamnolipid bersifat anionik dan memiliki gugus karbonil dan hidroksil yang
berpotensi untuk dapat dipertukarkan dengan kation sehingga dapat digunakan
untuk menyerap logam berat. Berdasarkan penelitian dari Nugroho (2008)
rhamnolipid efektif untuk memisahkan logam berat Cd dari tanah sebesar 8-54%
dengan mekanismenya yaitu pada suhu rendah, biosurfaktan berbentuk monomer,
sedangkan pada suhu tinggi biosurfaktan dapat membentuk kompleks yaitu misel.
Misel biosurfaktan membantu menghilangkan ion logam dari permukaan tanah

dan memindahkan ke dalam larutan.

2.6. Leclercia sp.

Leclercia sp. pertama kali diamati dan ditemukan oleh seorang ahli bakteriologi
asal Prancis H. Leclerc pada tahun 1962. Bakteri ini ditemukan pada sampel
perut pasien kanker lambung wanita (Xu et al., 2020), dan usus cacing tanah
(Barman et al., 2022). Bakteri ini merupakan suatu bakteri gram negatif dan
berbentuk basil dari famili Enterobacteriaceae. Berikut merupakan klasifikasi dari

bakteri Leclercia sp. :

Kingdom : Bacteria
Phylum : Proteobacteria
Class : Gamaproteobacteria

Ordo : Enterobacteriales



Family : Enterobacteriaceae
Genus : Leclercia
Spesies : Leclercia sp.

Isolat PKT D4 yang berasal dari pengomposan limbah domestik telah diteliti
lebih lanjut dengan mengkarakterisasi molekuler 16s-rRNA dihasilkan isolat ini
termasuk ke dalam spesies Leclercia sp. Isolat ini merupakan bakteri proteolitik,
yaitu bakteri yang mampu menghasilkan enzim protease dengan indeks proteolitik
sebesar 1,64 dan aktivitas unit yang dihasilkan yaitu 0,351 U/mL. Memiliki
bentuk koloni rhizoid (seperti akar/pertumbuhan menyebar) termasuk ke dalam
mikroorganisme termofilik yaitu mikroorganisme yang dapat hidup pada
temperatur 45-80 °C dan mengandung protein tahan panas dan tahan denaturasi
sehingga dapat beradaptasi pada pH dan suhu ekstrim (Hijrianto, 2019). Isolat
PKT D4 telah dipelajari memiliki kemampuan memproduksi biosurfaktan dengan
baik dengan menggunakan sumber karbon minyak zaitun 10% dan sumber
nitrogen urea 0,35%, pada pH 8, kadar salinitas 0,5% dengan waktu inkubasi 72
jam, termasuk golongan glikolipid dan mampu menghambat pertumbuhan jamur

Candida sp., C. Albicans, Aspergillus fumigatus, A. flavus (Rosi, 2022).

2.7. Uji Senyawa Biosurfaktan

Uji senyawa biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan biosurfaktan
yang didapatkan. Beberapa uji yang dilakukan diantaranya uji emulsifikasi, uji

oil spreading, dan uji drop collapse.

2.7.1. Uji Emulsifikasi

Uji emulsifikasi bertujuan untuk menentukan kemampuan bakteri dalam
menghasilkan biosurfaktan. Uji ini merupakan proses pencampuran antara dua
buah fase cair yang tidak dapat bercampur dengan bantuan agen emulsifikasi
(biosurfaktan) (Bicca et al., 1999). Prinsip uji ini yaitu perbandingan tinggi

minyak yang teremulsi di dalam air dengan tinggi campuran minyak dan air.
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Emulsi terjadi karena biosurfaktan mampu menggabungkan senyawa polar
dengan senyawa campuran (Setiani dkk., 2020). Indeks emulsi (%) dapat

dihitung dengan menggunakan rumus pada Persamaan 1 (Pereira et al., 2013).

tinggi lapisan teremulsi (cm)

Indeks emulsi (%) =

x 100% (1)

tinggi total cairan dalam tabung

2.7.2. Uji Oil Spreading

Uji oil spreading dilakukan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dengan
melihat kemampuan menghilangkan lapisan minyak pada permukaan air dengan
prinsip penurunan tegangan permukaan antara fasa air dan minyak. Uji positif
dapat ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening akibat penyisihan lapisan oli

oleh biosurfaktan (Shah et al., 2016).

2.7.3. Uji Drop Collapse

Uji drop collapse dilakukan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dalam
menurunkan tegangan permukaan. Prinsip uji ini yaitu tetesan oli yang
sebelumnya berbentuk cembung menjadi mendatar ketika ditetesi oleh
biosurfaktan. Uji ini menjadi salah satu cara yang mudah dilakukan karena hanya
membutuhkan volume larutan biosurfaktan yang sedikit untuk menguji sifat

biosurfaktan (Shokouhfard et al., 2015).

2.8. Ekstraksi Biosurfaktan

Biosurfaktan merupakan lipid yang mengandung molekul amphipatik dan dapat
diekstraksi dengan pelarut organik. Ekstraksi bertujuan untuk memisahkan lipid
seluler atau cairan dari konstituen lain seperti protein, polisakarida, dan molekul
kecil. Ekstraksi biosurfaktan dapat dilakukan dengan cara mengendapkan
supernatan HC] 6N sampai dengan pH 2 dan diinkubasi di lemari dingin pada

suhu 4 °C selama semalam hingga didapat fase filtrate dan endapan. Kedua fase
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tersebut kemudian dipisahkan dan di freeze drying, dengan hasil yang didapatkan
dari fase endapan merupakan produk kasar biosurfaktan (Nitschke et al., 2004).

Selain itu, ekstraksi biosurfaktan dapat menggunakan pengendapan aseton yang
dilakukan dengan cara mengambil 50 mL supernatan kultur, kemudian diekstrak
dengan aseton dengan perbandingan 1:1 dan diinkubasi semalam pada suhu 4 °C,

setelah diperoleh endapan kemudian diliofilisasi (Sasongko, 2003).

2.9. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi merupakan suatu metode pemisahan komponen dalam suatu sampel
dimana komponen tersebut didistribusikan diantara dua fasa yaitu fasa gerak dan
fasa diam. Kromatografi lapis tipis adalah bentuk kromatografi planar, selain
kromatografi kertas dan kromatografi elektroforesis. Fase gerak merupakan
medium angkut yang terdiri atas satu atau beberapa pelarut. Pelarut yang
digunakan sebagai fase gerak hanyalah pelarut bertingkat mutu analitik dan bila
diperlukan sistem pelarut multi komponen ini harus berupa suatu campuran
komponen yang sederhana, maksimum terdiri dari 3 komponen. Fasa diam adalah
fasa yang menahan cuplikan secara efektif, pada KL T fasa diamnya berupa
lapisan yang seragam pada permukaan bidang datar yang didukung oleh lempeng
kaca, lempeng alumunium atau lempeng plastik (Nyiredy, 2002 ; Gandjar dan
Rohman, 2012).

Menurut Wulandari (2011) tahapan metode analisis KL T diawali dengan preparasi
sampel dengan menentukan jenis sampel dan sifat fisika kimia analit yang akan
dianalisis. Setelah itu dilakukan pemotongan lempeng, pencucian lempeng,
aktivasi lempeng, pengkondisian lempeng dan impregnasi lempeng, selanjutnya
dilakukan penanganan eluen, penanganan chamber dan elusi (pengembangan)
KLT dan terakhir dilakukan evaluasi noda yang dilakukan dengan menggunakan
cahaya matahari, atau dapat dibantu dengan menggunakan lampu UV yang

memberikan pencahayaan pada panjang gelombang tertentu.
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Ekstrak fraksi biosurfaktan dianalisis identitas kimiawinya menggunakan pelat
kromatografi lapis tipis (KLT) dalam permukaan silika gel dengan campuran
pelarut berupa kloroform, methanol dan air. Hasil spot yang terbentuk
divisualisasikan di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm kemudian
disemprotkan dengan reagen molisch, pembentukkan bercak merah menunjukkan
ekstrak bakteri positif mengandung senyawa glikolipid biosurfaktan (Ibrahim,
2018). Penelitian yang dilakukan oleh Sari dkk. (2015) yang menggunakan
biosurfaktan dari bakteri Bacillus circulans menunjukkan adanya respon positif

spot kuning kehijauan dengan pewarna spesifik antron.

2.10. Fourier Transform Infra Red (FT-IR)

Fourier Transform Infra Red (FT-IR) adalah salah satu teknik analitik yang baik
dalam mengidentifikasi struktur molekul suatu senyawa. Spektrum Infra Red (IR)
digunakan untuk melihat gugus-gugus fungsi dalam sebuah molekul yang
diperoleh dengan menembakkan radiasi sinar infra merah ke sampel dalam
menentukan fraksi apa yang terjadi saat melawan radiasi yang teradsorpsi dengan
energi khusus. Penelitian oleh Rath et al. (2016) telah mengkarakterisasi
biosurfaktan dari bakteri Pseudomonas. Aeruginosa SMVIT 1 yang diisolasi dari
tanah yang tercemar minyak menggunakan FT-IR, diperoleh puncak pada 3421,84
cm” yang menunjukkan adanya O-H stretching. Antara 2856,55 cm™ sampai
2928,66 cm™ dapat diamati adanya symmetric stretch (CH) dari kelompok CH,
dan CHj rantai alifatik. Penyerapan disekitar 1741,14 cm™ dan 1636,57 cm™
menunjukkan ester (C=0) dan karbonil (COO-). Puncak 1045,88 cm’
menunjukkan keberadaan polisakarida atau substansi mirip polisakarida di dalam
biosurfaktan. Puncak penyerapan diantara 1124,54 cm™ dan 1045,88 cm’™
menunjukkan adanya vibrasi C-O-C (cincin rhamnose). Sedangkan puncak pada
694 cm™ mengindikasikan keberadaan kelompok CH,. Berdasarkan data tersebut
dapat disimpulkan strain P. Aeruginosa SMVIT 1 memproduksi biosurfaktan
dengan kategori glikolipid yaitu rhamnolipid. Spektra FT-IR strain P.

aeruginosa SMVIT 1 dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Spektra FT-IR strain P. Aeruginosa SMVIT 1 (Rath et al., 2016).

Studi awal yang telah dilakukan terhadap biosurfaktan dari isolat bakteri PKT D4
oleh Rosi (2022) merupakan jenis biosurfaktan glikolipid jenis rhamnolipid
berdasarkan spektra FTIR yang menunjukkan puncak 3362 cm™ yang
menunjukkan ada O-H stretching (kelompok hidroksil bebas dari cincin
rhamnose). Pada 2922 cm™ dapat diamati symmetric stretch (CH) dari kelompok
CH, dan CHj rantai alifatik. Penyerapan disekitar 1744 cm™ dan 1625 cm™
menunjukkan ester (C=0) dan karbonil (COO-) acid. Puncak penyerapan pada
1118 cm™ menunjukkan adanya vibrasi C-O-C (cincin rhamnose). Spektra FTIR

sampel biosurfaktan dari bakteri lokal isolat PKT D4 dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Spektra FTIR sampel biosurfaktan dari bakteri lokal isolat PKT D4
(Rosi, 2022).
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2.11. Antimikroba

Antimikroba merupakan suatu zat-zat kimia yang diperoleh/dibentuk dan
dihasilkan oleh mikroorganisme, zat tersebut memiliki daya hambat aktivitas
mikroorganisme lain meskipun dalam jumlah sedikit. Beberapa sifat yang perlu
dimiliki oleh zat antimikroba diantaranya menghambat atau membunuh mikroba
patogen tanpa merusak hospes/inang, tidak menyebabkan resistensi pada kuman
atau mikroba, dapat larut dalam air dan stabil (Waluyo, 2004). Antimikroba

meliputi antibakteri dan antijamur.

2.11.1. Antibakteri

Antibakteri merupakan senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dan dapat membunuh bakteri patogen (Paju dkk., 2013). Menurut Pelczar dan
Chan (2005) senyawa bioaktif dapat digunakan sebagai antibakteri, sehingga
dapat mengurangi keracunan pangan akibat patogen. Bakteri patogen seperti
Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang dapat menyebabkan penyakit
pada manusia. Beberapa bakteri patogen yang sering dijumpai dalam bahan
pangan yaitu Bacillus subtilis dan Escherichia coli. Bakteri patogen seperti
Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa juga dapat menyebabkan

infeksi pada manusia (Djide dan Sartini, 2008).

Metode yang umumnya digunakan dalam antibakteri yaitu difusi cakram.

Metode ini dilakukan dengan cara zat antimikroba diberikan pada media
pembenihan yang telah diinokulasi oleh bakteri, setelah diinkubasi selama 24-48
jam, kemudian diukur zona bening disekitar zat antimikroba yang
diinterpretasikan sebagai hambatan suatu sampel terhadap pertumbuhan bakteri.
Beberapa penelitian menunjukkan biosurfaktan memiliki hasil yang positif
terhadap antibakteri. Velmurugan ef al. (2015) menyatakan biosurfaktan golongan
glikolipid jenis lipolipid yang berasal dari bakteri Pseudomonas sp. memiliki

kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri gram positif Staphylococcus
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aureus ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening berukuran 10 mm dan pada
bakteri gram negatif yaitu Escherichia coli dengan zona bening sebesar 1 1mm
Setiani dkk. (2020) menyimpulkan bahwa biosurfaktan yang dihasilkan oleh
Bacillus cereus dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif (S.aureus)

dan gram negatif (E.coli) dengan terbentuknya zona bening pada kertas cakram.

2.11.2. Antijamur

Antijamur merupakan bagian antibiotik yang membunuh atau memperlambat
pertumbuhan jamur dan termasuk golongan obat yang bersifat fungisida atau
fungistatik yang dapat digunakan untuk mengobati mikosis (Jawetz ef al. 2001).
Penelitian mengenai biosurfaktan sebagai antijamur yang dilakukan oleh Nawaz et
al. (2018) dengan menggunakan biosurfaktan dari B. Licheniformis OE-04
terhadap jamur C. Gossypii dan memberikan zona hambat 29.13 £+ 1.35mm.
Yusnidar (2022) menyatakan biosurfaktan jenis lipopeptida yang berasal dari
bakteri indigen isolat ALP E1 memiliki aktivitas dalam menghambat
pertumbuhan jamur Candida albicans dan Aspergillus fumigatus. Rosi (2022)
melaporkan bakteri lokal isolat PKT D4 memiliki kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan jamur Candida sp., C. Albicans, A. Fumigatus, dan A.

flavus.



III. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Desember 2022 di Laboratorium
Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung, Analisis karakterisasi Biosurfaktan menggunakan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) dan FT-IR dilakukan di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium
Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT LTSIT) Universitas Lampung serta
Uji Antimikroba yang dilakukan di Balai Veteriner Lampung.

3.2. Alat-Alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah, spektrofotometer FT-IR
(Fourier Transform Infra Red), gelas kimia, Erlenmeyer, cawan petri, tabung
sentrifugasi, tabung reaksi, rak tabung reaksi, chamber, plat KLT, pipet tetes,
freezdryer model Scanvac Cool Safe Labogene, autoclave model S-90N, shaker
model Stuart SSL2, incubator model Precisterm P’ selecta, laminar air flow
(LAF) Curma model 9005-FL, jarum ose, neraca analitik, alumunium foil,
sentrifuga model 225 Fisher Scientific, indikator pH, vortex model Grant Bio PV-
1, hotplate stirer model Stuart CB162, bunsen, spatula, oven model T60 Heraeus,
gelas ukur, labu ukur, jangka sorong model Mitutoyo CD-6, dan mikropipet
model Dragonlab.
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3.3. Bahan-bahan yang digunakan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri lokal isolat PKT
D4, S.aureus, E.coli, A.fumigatus, C.albicans dan A. Fumigatus yang tersedia di
Balai Veteriner, minyak zaitun, kapas, kasa, kertas cakram, nutrient agar, nutrient
broth, KBr, akuades, kloroform, methanol, benzena, urea, media Muller Hinton
Agar (MHA), Sabourd Dextrose Agar (SDA), Chloramphenicol (Tjay dan
Rahardja, 2007), Citrofloxacin (Das et al., 2008) dan Mineral Salt Medium
(MSM) antara lain; Na,HPO,4, NaH,PO,4, HCI, NaOH, KH,PO4, (NH4),SO4, NaCl,
FeS0O,4.7H,0, MgS0,4.7H,0, CaCl,.2H,0, MnSO4.H,0, veast extract, dan

glukosa.

3.4. Metode Penelitian

3.4.1. Tahap Persiapan

Pada tahap ini dilakukan preparasi alat dan bahan yang akan digunakan.
Peralatan yang akan digunakan distrerilisasi terlebih dahulu untuk menghindari
kontaminan yang tidak diinginkan. Sterilisasi dilakukan adapun menggunakan
autoclave dengan cara disiapkan terlebih dahulu alat alat yang akan digunakan,
dicuci, dikeringkan lalu dibungkus dengan kertas hingga menutupi seluruh
permukaan alat. Kemudian alat-alat tersebut dimasukkan dalam autoclave
dengan temperatur 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah dingin, alat-

alat dikeringkan dan siap digunakan.

3.4.2. Pembuatan Media

3.4.2.1. Media Nutrient Agar (NA)

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

dipanaskan sampai mendidih lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditutup
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dengan sumbat. Selanjutnya media disterilkan dalam autoclave dengan
temperatur 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi
selesai tabung reaksi yang berisi media diletakan dalam posisi miring hingga

memadat dan siap digunakan.

3.4.2.2. Media Nutrient Broth (NB)

Media nutrient broth merupakan media yang digunakan sebagai media inokulum
atau adaptasi bakteri. Media ini dibuat dengan cara 0,2667 g nutrient broth
dilarutkan dalam 20 mL akuades lalu dipanaskan hingga mendidih. Kemudian
ditutup dengan sumbat dan media disterilkan dalam autoclave dengan temperatur
121°C tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah selesai, media disimpan pada suhu

ruang dan di dalam laminar air flow serta siap digunakan.

3.4.2.3. Mineral Salt Medium (MSM)

MSM merupakan media selektif untuk pertumbuhan bakteri penghasil
biosurfaktan. Media ini dibuat dengan cara masing masing bahan: 0.2 g KH,POy,
0.5 g KoHPO4, 0.3 g (NH4)2S04,0.01 g NaCl, 0.001 g FeS04.7H,0, 0.02 g
MgS0,4.7H,0, 0.001 g CaCl,.2H,0, 0.0002 g MnSO4.H,0, 0.03 g veast extract,
dan 0.03 g glukosa ditimbang dan dilarutkan dengan 100 mL akuades steril
kemudian dihomogenkan dengan stirrer. Kemudian media dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer dan ditutup dengan sumbat lalu disterilkan dalam autoclave pada
temperatur 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah itu, media disimpan

dalam laminar air flow dan siap digunakan.

3.4.3. Peremajaan Bakteri Lokal PKT D4

Peremajaan bakteri dilakukan untuk menjaga nutrisi isolate bakteri yang

digunakan sebagai stok kultur yaitu bakteri lokal isolat PKT D4 sebagai penghasil
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biosurfaktan. Peremajaan ini dilakukan pada media nutrient agar miring.
Sebanyak 1 ose bakteri lokal isolat PKT D4 diinokulasikan ke permukaan media
secara zig-zag. Kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37°C. Setelah
itu biakan hasil peremajaan siap digunakan dan disimpan di dalam lemari

pendingin 4°C (Kalyani et al., 2014).

3.4.4. Produksi Biosurfaktan

Produksi biosurfaktan bertujuan untuk mendapatkan biosurfaktan dari bakteri
lokal isolate PKT D4 yang dilakukan sesuai dengan hasil yang telah didapatkan
pada peneliti pendahulu yaitu sebanyak 1000 pL bakteri lokal PKT D4
ditumbuhkan dalam media MSM 100 mL yang mengandung sumber nitrogen
optimum urea 0,35% dan sumber karbon minyak zaitun 10%, pada pH 8, kadar
salinitas 0,5% dengan waktu inkubasi 72 jam (Cahyani, 2020; Rosi, 2022).
Kemudian kultur bakteri tersebut diinkubasi pada suhu 30°C menggunakan shaker
incubator pada kecepatan 110 rpm. Setelah itu kultur disentrifugasi dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit lalu supernatan yang diperoleh dilakukan
uji emulsifikasi, uji drop collapse, dan uji oil spreading (Francy et al., 1991) serta

digunakan untuk tahap ekstraksi.

3.4.4.1. Uji Emulsifikasi

Uji emulsifikasi adalah uji yang digunakan untuk mengetahui bakteri yang
memiliki aktivitas biosurfaktan. Prinsip uji ini yaitu perbandingan tinggi minyak
yang teremulsi di dalam air dengan tinggi campuran minyak dan air. Emulsi
yang terjadi karena kemampuan biosurfaktan yang mampu menggabungkan
senyawa polar dengan senyawa campuran (Setiani dkk., 2020). Uji ini dilakukan
dengan cara sebanyak 2 mL supernatan yang telah didapat dimasukkan ke dalam
tabung reaksi dan ditambahkan benzena sebagai substrat non-polar pembentuk
emulsi. Akuades digunakan sebagai kontrol negatif. Campuran tersebut

kemudian divorteks dengan kecepatan tinggi selama 2 menit kemudian didiamkan
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pada suhu ruang selama 24 jam dan diukur tingkat emulsinya (Pereira et al.,

2013). Nilai Indeks Emulsifikasi (IE;4) dapat dihitung dengan persamaan (1).

3.4.4.2. Uji Oil Spreading

Uji o0il spreading dilakukan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dengan
melihat kemampuan menghilangkan lapisan minyak pada permukaan air dengan
prinsip penurunan tegangan permukaan antara fasa air dan minyak. Uji ini
dilakukan dengan cara sebanyak 30 mL akuades dimasukkan ke dalam cawan
petri bersih pada tempat yang datar, kemudian ditambahkan 1 mL oli bekas.
Setelah itu, dimasukkan perlahan 20 uL supernatan kultur pada tengah lapisan oli
bekas. Kontrol negatif menggunakan akuades. Uji positif dapat ditunjukkan
dengan terbentuknya zona bening akibat penyisihan lapisan oli oleh biosurfaktan
(Shah et al., 2016).

3.4.4.3. Uji Drop Collapse

Uji drop collapse dilakukan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dalam
menurunkan tegangan permukaan. Prinsip uji ini yaitu mendatarnya permukaan
oli ketika ditetesi oleh biosurfaktan. Uji ini dilakukan dengan meneteskan 20 pLL
oli bekas pada permukaan kaca bersih dan didiamkan selama 1 jam agar stabil.
Selanjutnya, di atas tetesan oli diteteskan supernatan sebanyak 10 uL. Kontrol
negatif menggunakan akuades. Tetesan supernatan akan berbentuk datar ketika

mengandung biosurfaktan (Bodour and Miller, 1998).

3.4.5. Ekstraksi Biosurfaktan

Ekstraksi biosurfaktan dilakukan dengan menggunakan metode presipitasi asam.
Supernatan yang dihasilkan dari tahap produksi di sentrifugasi pada kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit untuk memperoleh supernatan bebas sel.

Supernatan yang terbentuk ditambahkan HCL 6 N hingga pH 2 kemudian
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didiamkan pada suhu 4 °C selama 24 jam. Supernatan kemudian di sentrifugasi
pada 10.000 rpm selama 20 menit (Nitsckhe et al., 2004). Pellet yang dihasilkan
oleh sentrifugasi kemudian dilakukan freeze drying yang bertujuan untuk
memisahkan biosurfaktan murni dari sisa minyak yang masih menempel.

Biosurfaktan kemudian ditimbang untuk digunakan pada uji selanjutnya.

3.4.6. Analisis Biosurfaktan

3.4.6.1. Analisis Menggunakan KLT

Analisis menggunakan KLT dilakukan pada tahap uji biosurfaktan setelah
produksi dan setelah ekstraksi. Sampel dilarutkan dengan metanol kemudian
dianalisis identitas kimiawinya menggunakan plat KLT. Plat KLT kemudian
dimasukkan ke dalam chamber yang berisi eluen yang terdiri kloroform,
methanol, dan asam asetat (65:15:2 v:v:v). Hasil spot yang terbentuk
divisualisasikan di bawah sinar UV (254 nm) kemudian disemprotkan dengan
reagen molisch. Uji positif bakteri mengandung senyawa glikolipid ditunjukkan

dengan terbentuknya bercak merah (Ibrahim, 2018).

3.4.6.2. Analisis menggunakan FT-IR

Analisis menggunakan FT-IR dilakukan dengan cara sampel biosurfaktan
dicampur dengan KBr murni, selanjutnya campuran dimasukkan ke dalam cetakan
pellet yang kemudian ditekan menggunakan Press hidrolik. Selanjutnya sampel
dikeluarkan dari cetakan dan dianalisis menggunakan FT-IR (Pavan and Andrew,

2021).
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3.4.7. Uji Biosurfaktan Sebagai Antimikroba

3.4.7.1. Uji Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan cara suspensi bakteri uji (S. aureus dan
E. coli) sebanyak 0.2 mL diinokulasikan ke dalam media Muller Hinton Agar
(MHA) yang telah dibuat sebelumnya, kemudian diratakan diatas permukaan
media menggunakan batang L. Kertas cakram yang telah dicelupkan biosurfaktan
dengan variasi konsentrasi 10, 30,dan 60 pg/mL diletakan diatas lapisan agar.
Kontrol positif menggunakan Chloramphenicol (Tjay dan Rahardja, 2007) diuji
terhadap bakteri gram positif S. aureus dan Ciprofloxacin (Das et al., 2008) diuji
terhadap bakteri gram negatif E. coli dan kontrol negatif menggunakan metanol.
Kultur kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah itu,
dilakukan pengukuran zona hambat di sekitar kertas cakram menggunakan jangka

sorong.

3.4.7.2. Uji Antijjamur

Uji aktivitas antijamur dilakukan terhadap biosurfaktan yang dihasilkan dari tahap
ekstraksi. Suspensi jamur sebanyak 0,2 mL yang telah diinokulasikan ke dalam
media SDA, diratakan menggunakan spreader. Kertas cakram yang telah
dicelupkan biosurfaktan dengan variasi konsentrasi 10, 30 dan 60 pg/mL di
letakkan diatas lapisan agar. Kontrol positif menggunakan nystatin 30 pg/mL
(Rantekata, 2018). Kultur kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Kemudian dilakukan pengukuran zona hambat disekitar kertas cakram
menggunakan jangka sorong. Adapun diagram alir berdasarkan penelitian ini

dapat dilihat pada Gambar 4.
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