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Biosurfaktan merupakan salah satu produk bioteknologi yang dihasilkan oleh 

mikroorganisme dan dapat diproduksi menggunakan berbagai substrat. Penelitian 

ini bertujuan untuk memperoleh konsentrasi optimum penambahan substrat limbah 

cair minyak kelapa sawit (POME) dalam memproduksi biosurfaktan serta 

menentukan kondisi optimum untuk pertumbuhan bakteri Bacillus cereus ALP E1 

dalam menghasilkan biosurfaktan. Metode yang dilakukan meliputi penentuan 

kurva pertumbuhan bakteri, optimasi produksi biosurfaktan meliputi optimasi 

waktu menggunakan limbah POME dengan konsentrasi 10%, 20% dan 30%, 

optimasi pH dan kadar salinitas serta uji biosurfaktan meliputi indeks emulsifikasi 

(IE24), oil spreading, dan drop collapse, ekstraksi dengan metode presipitasi asam 

serta karakterisasi biosurfaktan menggunakan KLT dan FT-IR.  Hasil penelitian 

menunjukkan bakteri Bacillus cereus ALP E1 menghasilkan biosurfaktan di akhir 

fase stasioner pada jam ke-108. Produksi biosurfaktan dari bakteri Bacillus cereus 

ALP E1 dilakukan pada kondisi optimum pada waktu optimum 108 jam, dengan 

penambahan 20% limbah POME, pH 9, dan kadar salin 0,3% dengan nilai indeks 

emulsifikasi sebesar 63,33%, oil spreading 5 cm dan hasil uji drop collapse positif. 

Produksi biosurfaktan dari bakteri Bacillus cereus ALP E1 menghasilkan 

biosurfaktan sebanyak 0,1552 g/L berwarna coklat muda. Analisis FT-IR 

menunjukkan adanya serapan khas lipopeptida pada daerah 3272 cm-1 yang 

mengindikasikan adanya gugus peptida (ikatan N-H) dan diperkuat dengan adanya 

bercak berwarna merah muda yang tampak samar dari hasil analisis KLT yang 

mengindikasikan bahwa biosurfaktan yang dihasilkan merupakan golongan 

surfaktin. Berdasarkan hasil analisis keseluruhan diduga bahwa biosurfaktan yang 

diperoleh merupakan jenis lipopeptida golongan surfaktin. 
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ENHANCEMENT PRODUCTION OF LIPOPEPTIDE BIOSURFACTANT 

FROM Bacillus cereus ALP E1 BACTERIA USING PALM OIL LIQUID 

WASTE AS SUBSTRATE 

 

 

By 

 

 

AULIA SITI PRADINA 

 

 

Biosurfactants are one of the biotechnology products produced by microorganisms 

and can be produced using various substrates.  The purpose of this study was to 

obtain the optimum concentration of palm oil liquid waste substrate addition and to 

determine the optimum conditions for the growth of biosurfactants. The method 

used include determination of bacterial growth curve, optimization of biosurfactant 

production time using palm oil liquid waste with a concentration of 10%, 20% and 

30%, optimization of pH and salinity concentration and biosurfactants test with 

emulsification test (IE24), oil spreading, and drop collapse, extraction by acid 

precipitation method and biosurfactant characterization using TLC and FT-IR. The 

results showed that Bacillus cereus ALP E1 isolates produced biosurfactants at the 

end of the stationary phase at 108 hours.  Biosurfactant production from Bacillus 

cereus ALP E1 was carried out under optimum conditions including optimum time 

at 108 hours, with the addition of 20% POME waste, pH 9, and 0.3% saline content 

with an emulsification index value of 63.33%, 5 cm oil spreading and positive drop 

collapse test results. The production of biosurfactant from the bacterium Bacillus 

cereus ALP E1 produced 0.1552 g/L of light brown biosurfactant. FT-IR analysis 

showed a typical lipopeptide uptake in the 3272 cm-1 area which indicated the 

presence of a peptide group (N-H bond) and was strengthened by the presence of 

pink spots that appeared faintly from the results of TLC analysis which indicated 

that the biosurfactant produced was a type of lipopeptide group. Based on the results 

of the overall analysis, it can be concluded that the biosurfactant obtained is a type 

of lipopeptide group surfactin. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1.  Latar Belakang  

 

Industri yang berbasis pertanian atau yang dikenal sebagai agroindustri 

menghasilkan limbah dalam jumlah yang besar setiap tahunnya.  Apabila limbah 

ini dibiarkan di lingkungan tanpa prosedur pengolahan yang tepat, maka limbah 

tersebut akan menyebabkan pencemaran lingkungan dan memiliki efek yang 

berbahaya bagi kesehatan manusia dan makhluk hidup lainnya.  Limbah 

agroindustri sebagian besar belum diolah dan dimanfaatkan dengan baik.  Oleh 

sebab itu diperlukan berbagai cara untuk mengoptimalkan pemanfaatan limbah 

agroindustri tersebut.   

 

Salah satu cara memanfaatkan limbah agroindustri adalah penggunaannya sebagai 

media pertumbuhan berbagai mikroorganisme.  Limbah agroindustri sebagian 

besar masih mengandung komponen organik yang melimpah dan berpotensi 

sebagai substrat untuk pertumbuhan mikroorganisme.  Limbah agroindustri yang 

berasal dari sisa tanaman, lemak hewan, residu pengolahan kopi, industri 

pengolahan buah dan makanan, serta industri pengolahan minyak, mengandung 

karbohidrat dan lipid dalam jumlah yang tinggi sehingga dapat dimanfaatkan 

sebagai sumber karbon yang kaya untuk pertumbuhan mikroba (Banat et 

al.,2014).  Oleh karena itu, limbah agroindustri dapat dimanfaatkan dalam 

berbagai produk bioteknologi salah satunya yaitu untuk memproduksi 

biosurfaktan.  

 

Biosurfaktan adalah senyawa yang diproduksi oleh tumbuhan dan hewan, tetapi 

sebagian besar diproduksi oleh mikroorganisme, seperti bakteri, ragi, dan jamur.
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Biosurfaktan merupakan kombinasi beberapa biomolekul (protein, karbohidrat, 

dan lipid) yang mampu mengurangi tegangan permukaan untuk bertindak sebagai 

pengemulsi (Henkel et al., 2012).  Semua biosurfaktan bersifat ampifatik dan 

terdiri dari bagian polar dan nonpolar.  Biosurfaktan banyak digunakan karena 

berperan penting dalam emulsifikasi.  Biosurfaktan memiliki keunggulan 

dibandingkan dengan surfaktan kimia dalam beberapa sifat seperti ramah 

lingkungan, toksisitas rendah, stabilitas termal, dan stabilitas pH, dan toleransi 

terhadap kadar salin (Varjani dan Upasani, 2017). 

 

Biosurfaktan memiliki potensi besar karena keunggulannya dibandingkan 

surfaktan sintetis serta berperan penting dalam proses emulsifikasi sehingga 

banyak digunakan dalam berbagai sektor industri seperti pada sektor lingkungan 

(Ashraf et al., 2017), industri makanan, pertanian (Sachdev dan Cameotra, 2013), 

produk biomedis dan nanoteknologi.  Meskipun mempunyai beberapa keunggulan 

dibandingkan dengan surfaktan kimia, biosurfaktan belum banyak digunakan 

sebab mahalnya harga substrat serta proses produksi yang kurang efisien (Kiran et 

al., 2010).  Hal tersebut dapat diminimalisir dengan penggunaan substrat yang 

banyak tersedia di alam sehingga dapat menekan biaya dalam proses produksinya 

(De Sousa et al., 2011).   

 

Untuk menekan biaya produksi serta mengembangkan proses yang lebih 

ekonomis, berbagai penelitian yang berfokus pada penggunaan substrat alternatif 

seperti limbah agroindustri, produk samping industri minyak, serta limbah yang 

kaya dengan polutan organik (Makkar et al., 2011) telah banyak dilaporkan.  

Beberapa studi terkait pemanfaatan limbah agroindustri dalam produksi 

biosurfaktan telah dilaporkan, diantaranya penggunaan substrat olive oil mill 

effluent (OOME) sebagai sumber karbon dalam produksi biosurfaktan jenis 

surfaktin dari bakteri Bacillus subtilis dan biosurfaktan rhamnolipida dari 

Pseudomonas aeruginosa (Ramírez et al., 2015), pemanfaatan limbah minyak 

goreng untuk memproduksi biosurfaktan lipopeptida dari jamur Mucor 

circinelloides (Hasanizadeh et al. 2017).  Beberapa isolat bakteri lipolitik lokal 

yaitu LKM D1, LKM B1, dan LKM C2 juga telah dipelajari dan peroleh hasil 

produksi biosurfaktan dengan indeks emulsifikasi terbaik sebesar 45,71% dari 
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isolat LKM C2 (Ningrum 2019) dengan penambahan minyak cair kelapa sawit 

10% ke dalam media pertumbuhan.  Pemanfaatan limbah agroindustri dalam 

produksi biosurfaktan sebagian besar terbukti dapat menghasilkan produk 

biosurfaktan yang lebih melimpah serta minim biaya.  Hal ini memungkinkan 

berkurangnya biaya produksi biosurfaktan serta berguna dalam optimalisasi 

pengolahan limbah (Khopade et al., 2012).    

 

Studi pendahuluan yang telah dilakukan oleh Yusnidar (2021) dengan 

menggunakan isolat bakteri ALP E1 memperoleh ekstrak biosurfaktan sebesar 

0,0703 g/L dengan indeks emulsi 78,5%, zona bening sebesar 4 cm, serta hasil 

positif dari uji drop collapse.  Sumber karbon yang digunakan adalah minyak 

zaitun 10%, sedangkan sumber nitrogen yang digunakan adalah NH4Cl 0,26%.  

Berdasarkan uji pendahuluan yang telah dilakukan, kondisi optimum untuk 

produksi biosurfaktan menggunakan isolat ini adalah pada pH 6, dan waktu 72 

jam, serta kadar salinitas 0,5%.  Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa 

isolat bakteri ALP E1 yang diperoleh dari air laut Pelabuhan Panjang terbukti 

dapat memproduksi biosurfaktan yang diduga sebagai biosurfaktan lipopeptida.  

Namun substrat yang digunakan masih menggunakan substrat kimia (sintetik) dan 

membutuhkan biaya tinggi dalam produksinya.  Sehingga pada penelitian ini 

digunakan substrat alternatif alami yaitu limbah cair minyak kelapa sawit.   

 

Berdasarkan uraian di atas, pada penelitian ini dilakukan peningkatan produksi 

biosurfaktan dari isolat asal air laut Pelabuhan Panjang ALP E1 yang 

teridentifikasi sebagai bakteri Bacillus cereus dengan menggunakan substrat 

limbah cair minyak kelapa sawit.  Peningkatan produksi biosurfaktan dilakukan 

dengan memvariasikan kondisi lingkungan pertumbuhan antara lain waktu, 

konsentrasi limbah cair minyak kelapa sawit, pH, dan kadar salinitas.  

Penggunaan limbah cair minyak kelapa sawit ini diharapkan dapat diperoleh 

kondisi optimum untuk memproduksi biosurfaktan lipopeptida dalam jumlah yang 

relatif lebih besar dari kondisi sebelumnya serta dapat memberikan hasil produk 

biosurfaktan yang lebih baik.   
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1.2.  Tujuan Penelitian  

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mendapatkan konsentrasi optimum limbah cair minyak kelapa sawit untuk 

menghasilkan biosurfaktan lipopeptida dalam jumlah yang relatif lebih besar. 

2. Mendapatkan kondisi optimum produksi biosurfaktan lipopeptida yang berasal 

dari bakteri Bacillus cereus ALP E1 dengan menggunakan limbah cair minyak 

kelapa sawit sebagai substrat pertumbuhan. 

3. Mendapatkan konsentrasi biosurfaktan lipopeptida dalam jumlah yang relatif 

lebih besar dibandingkan kondisi sebelumnya. 

 

 

1.3.  Manfaat Penelitian 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengoptimalkan pemanfaatan limbah cair minyak kelapa sawit sebagai 

substrat pertumbuhan mikroba untuk produksi biosurfaktan. 

2. Memberikan informasi terkait kondisi optimum bakteri isolat lokal asal air laut 

Pelabuhan Panjang Bacillus cereus ALP E1 dalam produksi biosurfaktan 

dengan menggunakan limbah minyak cair kelapa sawit. 

3. Hasil biosurfaktan yang diteliti dapat dikembangkan lebih lanjut dalam 

berbagai aplikasi di dunia industri dan bioteknologi. 

 



 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1.  Biosurfaktan 

 

Surfaktan merupakan molekul amfipatik yang terdiri dari bagian hidrofilik (polar) 

dan hidrofobik (nonpolar), yang membentuk partisi antara zat cair dengan tingkat 

polaritas dan ikatan hidrogen yang berbeda (Santos et al., 2016).  Surfaktan 

diketahui dapat menurunkan tegangan permukaan dan membentuk mikroemulsi 

sehingga menyebabkan senyawa hidrokarbon dapat larut dalam air.  Struktur 

surfaktan secara umum dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

 

Gambar 1.Struktur surfaktan secara umum (Campos et al., 2013) 

 

Surfaktan kimia terbukti memiliki banyak manfaat, namun surfaktan juga 

memiliki dampak negatif karena tidak mudah terdegradasi serta bersifat toksik (de 

França et al., 2015).  Adanya permasalahan lingkungan yang berasal dari 

surfaktan kimia membuat para peneliti berfokus pada surfaktan yang ramah 

lingkungan yang dikenal sebagai biosurfaktan.  Biosurfaktan merupakan surfaktan 

yang diproduksi oleh mikroorganisme seperti bakteri, ragi dan jamur.
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Sama halnya dengan surfaktan kimia, biosurfaktan terdiri dari bagian hidrofilik 

dan hidrofobik.  Komponen hidrofobik yang membentuk biosurfaktan antara lain 

yaitu asam lemak jenuh atau tidak jenuh, dan asam lemak hidroksil, atau alkohol 

lemak.  Komponen hidrofilik biosurfaktan dapat terdiri dari karbohidrat (mono, 

oligo, atau polisakarida), peptida, atau protein dengan gugus ester, hidroksil, 

fosfat, atau karboksil yang relatif sederhana (Sun et al., 2019).  Biosurfaktan 

dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu biosurfaktan dengan berat molekul rendah dan 

biosurfaktan dengan berat molekul tinggi. 

 

Biosurfaktan menunjukkan sifat yang lebih baik dibandingkan dengan surfaktan 

sintetis.  Beberapa sifat penting yang diamati dari biosurfaktan adalah sebagai 

berikut: 

a. Toksisitas rendah, biosurfaktan dapat digunakan dalam produk pembersih, 

makanan dan kosmetik, dan dalam bioremediasi, menentukan bahwa 

biosurfaktan memang memiliki toksisitas rendah atau tidak sama sekali adalah 

hal yang penting.  Studi terbaru menunjukkan tidak adanya efek toksik dari 

biosurfaktan terhadap mikroorganisme.  Selain itu biosurfaktan berpotensi 

dalam bioremediasi tanah dan air yang terkontaminasi (Sobrinho et al., 2013). 

b. Biodegradabilitas tinggi, biosurfaktan dapat terdegradasi dalam air dan tanah, 

yang memungkinkan biosurfaktan dapat digunakan dalam proses bioremediasi. 

c. Toleransi terhadap variasi pH, salinitas, dan suhu, biosurfaktan dapat bekerja 

secara efisien meskipun di bawah suhu, pH, dan salinitas yang ekstrem (Roy, 

2017). 

d. Penggunaan substrat terbarukan, penggunaan substrat yang lebih murah secara 

ekonomis menjadikan proses produksi biosurfaktan yang hemat biaya dalam  

industri (Banat et al., 2014). 

e. Aplikasi yang luas, berbagai jenis biosurfaktan telah menunjukkan potensi untuk 

aplikasi dalam berbagai bidang, karena sifat pengemulsi, aktivitas antimikroba, 

antitumor, dan aktivitas antikorosi yang baik.  Sifat-sifat ini menarik bagi 

industri makanan, tekstil, dan biomedis (Sanches et al., 2021). 

 

Karena biosurfaktan berasal dari mikroorganisme, biosurfaktan dapat diproduksi 

dari substrat yang dapat terbarukan dan dimodifikasi secara struktural dengan 
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rekayasa genetika dan metode biokimia (Jahan et al., 2020).  Biosurfaktan dapat 

terakumulasi dalam fase antarmuka yang berbeda seperti cair/padat, cair/gas, 

ataupun cair/cair (minyak/air) sehingga dapat mengurangi tegangan permukaan 

antara kedua fase dan membentuk emulsi (Gürkök dan Özdal, 2021).  Adanya sifat 

ini menyebabkan biosurfaktan memiliki aplikasi di berbagai sektor industri seperti 

farmasi, industri tekstil, pertanian, kosmetik, industri makanan, dan aplikasi 

lingkungan seperti remediasi tanah, degradasi hidrokarbon, dan pemulihan 

minyak (Ghasemi et al., 2019). 

 

 

2.2.  Klasifikasi Biosurfaktan 

 

Berdasarkan jenis spesies mikroba penghasil biosurfaktan dan sifat struktur 

kimianya, biosurfaktan secara garis besar dapat dibagi menjadi empat kelompok: 

lipopeptida dan lipoprotein, glikolipida, fosfolipida, dan surfaktan polimer (Gudiña 

et al., 2013).  Rhamnolipida, trehalolipida, dan sophorolipida merupakan jenis 

glikolipida yang paling dikenal.  Surfaktin, iturin, dan fengysin adalah jenis 

biosurfaktan lipopeptida yang paling dikenal (Mnif dan Ghribi, 2015).   

 

Biosurfaktan dapat diproduksi oleh mikroorganisme berupa mikroorganisme 

prokariotik maupun eukariotik.  Biosurfaktan dapat diproduksi di dalam sel 

(intraseluler) ataupun sebagai agen ekstraseluler .  Sebagian besar biosurfaktan 

diproduksi oleh mikroorganisme seperti bakteri, jamur dan ragi melalui proses 

biotransformasi (Soo et al., 2003).  Adapun mikroorganisme penghasil 

biosurfaktan serta jenis biosurfaktan yang dihasilkan dapat dilihat pada Tabel 1. 
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Tabel 1.  Klasifikasi biosurfaktan dan mikroba penghasilnya (Sekhon et al., 2012) 

 
Jenis Biosurfaktan Spesies Mikroba Penghasil Biosurfaktan 

Glikolipida  

Trehalose mycolates Rhodococcus erythropolis, Arthrobacter 

paraffineu, Mycobacterium phlei, Nocardia 

erythropolis 

Trehalose esters Mycobacterium fortium, Micromonospora sp., 

M.  smegmatis, M.  paraffinikium, 

Rhodococcus erythropolis 

Trehalose mycolates of mono, di, trisaccharide Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium 

smegmatis, Arthrobacter sp. 

Rhamnolipids Pseudomonas sp. 

Sophorolipids Rorulopsis bombicola/ apicola, Torulopsis 

petrophilum, Candida so. 

Rubiwettins R1 and RG1 Serratia rubidaea 

Diglycosyl diglycerides LactoBacillus fermenti 

Schizonellins A and B Schixonella melanogramma 

Ustilipids Ustilago maydis and Geotrichum candidum 

Amino acid lipids Bacillus sp. 

Flocculosin Pseudomonas flocculosa 

 

Fosfolipida dan Asam Lemak 

Fosfolipida dan Asam Lemak Micrococcus sp., Candida sp., Aspergillus sp., 

Acinetobacter sp., Micrococcus sp., 

ThioBacillus thiooxidans, Pseudomonas sp., 

Corynebacterium sp., Penicillium sp. 

Lipopeptida dan Lipoprotein 

Gramicidin Bacillus brevis 

Peptide lipids Bacillus licheniformis 

Viscosin Pseudomonas fluorescens 

Lichenysin G Bacillus licheniformis IM1307 

Polymyxin E1 Bacillus polymyxa 

Serrawettin Serratia marcescens 

Ornithine lipid Pseudomonas rubescens, ThioBacillus 

thiooxidans 

Cyclosporin A Tolypocladium inflatum 

Lysine lipid Agrobacterium tumefaciens 
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Surfactin, subtilisin, subsporin Bacillus subtilis 

Cerilipin Gluconobacter cerinus 

Amphomycin Streptomyces canus 

Enduracidin A Streptomyces fungicidius 

Ornithine lipid Pseudomonas sp., ThioBacillus sp., 

Agrobacterium sp., Gluconobacter sp. 

Globomycin Streptomyces globocacience 

Chlamydocin Diheterospora chlamydosporia 

Arthrofactin Arthrobacter 

Bacillomycin L Bacillus subtilis 

Fengcyn Bacillus thuringiensis CMB26 

Mycobacillin Bacillus subtilis 

Putisolvin I and II Pseudomonas putida 

Iturin A Bacillus subtilis 

Biosurfaktan Polimer  

Polysaccharide protein Acinetobacter calcoaceticus strains 

Liposan Candida lypolitica 

Mannoprotein Saccharomyces cerevisiae 

Heteropolysaccharide (biodispersan) Acinetobacter calcoaceticus A2 

Carbohydrate protein Candida petrophillum, Endomycopsis 

lipolytica 

Mannan-lipid complex Candida tropicalis 

Lipoheteropolysaccharide (Emulsan) Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, 

Arethrobacter calcoaceticus 

Carbohydrate protein-lipid complex Pseudomonas fluorescens, Debaryomyces 

polymorphus 

Mannose/ erythrose lipid Shizonella melanogramma, Ustilago maydis 

Protein PA Pseudomonas aeruginosa 

Alasan Acinetobacter calcoaceticus 

 

 

Beberapa bakteri telah diteliti dan terbukti dapat memproduksi biosurfaktan, 

sebagai contoh yaitu Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, Halomonas, 

Bacillus, Rhodococcus, Enterobacter, Serratia, dan jamur seperti Saccharomyces 

cerevisiae, Fusarium fujikuroi, Candida tropicalis, Pseudozyma,dan  Xylaria 

regalis.  Strain Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu bakteri yang 

terbukti dapat memproduksi biosurfaktan secara efektif.  Bakteri ini dikenal dalam 

memproduksi biosurfaktan khususnya jenis glikolipida dan lipopeptida yang 
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banyak digunakan dan dapat dimanfaatkan dalam proses bioremediasi dan dalam 

bidang biomedis yaitu sebagai antijamur, antibakteri, dan antivirus (Waghmode, 

et al., 2020).  Pseudomonas aeruginosa juga mulai dimanfaatkan dalam 

pembuatan nanopartikel dan mikroemulsi (Ohadi, et al., 2020).  Biosurfaktan 

polimer merupakan biopolimer dengan berat molekul tinggi yang terdiri dari 

lipoprotein, protein, polisakarida, lipopolisakarida, ataupun kombinasi molekul 

tersebut (Vijayakumar dan Saravanan, 2015).  Struktur biosurfaktan yang umum 

dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 

Gambar 2.  Struktur Kimia beberapa biosurfaktan yang umum (a) 

Mannosylerythritol lipid (b) Surfaktin (c) Trehalose Lipid (d) 

Rhamnolipid (e) Fosfolipid (f) Emulsan (Fakhruddin, 2012) 

 

 

2.2.1.  Glikolipida 

 

Biosurfaktan glikolipida adalah biosurfaktan yang berasal dari gula yang terkait 

dengan gugus alkil linier atau bercabang dengan gugus ester (Otzen, 2017).  

Glikolipida merupakan salah satu jenis biosurfaktan dengan rantai panjang asam 

hidroksil alifatik atau asam alifatik yang terkait dengan ester atau eter.  

Biosurfaktan jenis glikolipida yang paling dikenal adalah sophorolipida, 

trehalolipida dan rhamnolipida (Vandana dan Singh, 2018).  Rhamnolipida 

merupakan salah satu jenis biosurfaktan golongan glikolipida di mana satu atau 

dua molekul rhamnose dihubungkan dengan satu atau dua molekul asam hidroksil 

dekanoat.  Biosurfaktan jenis rhamnolipida diproduksi oleh Pseudomonas 
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aeruginosa, Pseudomonas sp., Burkholderia sp.  (Vandana dan Singh, 2018).  

Sophorolipida merupakan salah satu biosurfaktan jenis glikolipida yang 

diproduksi oleh ragi dan terdiri dari sophorose karbohidrat dimer yang terkait 

dengan asam lemak hidroksil rantai panjang melalui ikatan glikosidik.  

Sophorolipida diproduksi oleh Torulopsis bombicola, T.  apícola (Vandana dan 

Singh, 2018).  Biosurfaktan jenis trehalolipida terdiri dari disakarida trehalosa 

yang terhubung pada cincin benzena.  Trehalolipida biasa ditemukan dalam 

bentuk campuran kompleks yang komposisinya bervariasi tergantung pada 

kondisi pertumbuhannya.  Trehalolipida diproduksi oleh Rhodococcus 

erythropolis, Mycobacterium sp., Arthrobacter sp., Corynebacterium, Nocardia, 

Dietzia, Gordonia, Williamsi, dan Tsukamurella sp (Vandana dan Singh, 2018). 

 

 

2.2.2. Biosurfaktan polimer 

 

Beberapa jenis biosurfaktan polimer diantaranya sebagai berikut.   

a. Emulsan adalah agen pengemulsi yang kuat, mengemulsi hidrokarbon dalam air, 

bahkan dengan konsentrasi rendah dari 0,001 hingga 0,01%.  Emulsan adalah 

bioemulsifier polianionik hetero polisakarida yang dihasilkan dari Acinetobacter 

calcoaceticus.   

b. Biodispersan- diproduksi oleh Acinetobacter calcoaceticus.   

c. Liposan- diproduksi oleh Candida lipolyca.   

d. Karbohidrat-lipida-protein yang diproduksi oleh Pseudomonas fluorescens.   

e. Mannan-lipida-protein, diproduksi oleh Candida tropicalis (Vandana dan Singh, 

2018). 

 

 

2.2.3.  Lipopeptida dan Lipoprotein 

 

Molekul lipopeptida terdiri dari dua bagian seperti ekor asil dan suatu 

oligopeptida linear pendek yang mengandung amida.  Ekor hidrofobik terdiri dari 

rantai hidrokarbon, sedangkan kepala hidrofilik terdiri dari rantai peptida (Mondal 

et al., 2017).  Lipopeptida diklasifikasikan sebagai senyawa siklik atau linier dan 

terdiri dari asam lemak yang digabungkan dengan residu peptida (Mnif dan 

Ghribi, 2015).  Lipopeptida siklik banyak dimanfaatkan dalam berbagai bidang 
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seperti dalam industri, lingkungan, dan obat obatan.  Beberapa laporan 

menunjukkan bahwa biosurfaktan lipopeptida berpotensi sebagai agen 

antimikroba dan antitumor (Janek et al., 2018).  Surfaktin adalah biosurfaktan 

lipopeptida yang paling penting dalam kelompok biosurfaktan ini.  Surfaktin 

diproduksi oleh bakteri Bacillus subtilis.  Lipopeptida terdiri dari tujuh struktur 

cincin amino yang bergabung dengan rantai lemak tak jenuh.   Struktur dari 

beberapa jenis biosurfaktan lipopeptida dapat dilihat seperti pada Gambar 3. 

 

 

Gambar 3.  Struktur dari Beberapa Biosurfaktan Lipopeptida: a) surfaktin b) 

Iturin c) Fengycin dan d) Lichenysin (Carolin et al., 2021). 
 

Beberapa jenis lipopeptida diantaranya adalah sebagai berikut. 

1. Peptida-lipida- diproduksi oleh Bacillus licheniformis  

2. Viscosin - diproduksi oleh Pseudomonas fluorescens.   

3. Serrawettin- diproduksi oleh Serratia marcenscens.   

4. Subtilisin- diproduksi oleh Bacillus subtilis.   

5. Gramicidin- diproduksi oleh Bacillus brevis.   

6. Polymyxin- diproduksi oleh Bacillus polymyxia (Vandana dan Singh, 2018) 

7. Fengycin diproduksi oleh Bacillus mojavensis  

8. Iturin diproduksi oleh Bacillus amyloliquefaciens dan Aspergillus carbonarius 

(Jiang et al., 2020). 

9. Lichenysin diproduksi oleh Bacillus licheniformis.   
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a. Analisis FT-IR Biosurfaktan Lipopeptida 

 

Beberapa penelitian telah terbukti menghasilkan biosurfaktan lipopeptida 

berdasarkan hasil analisis seperti analisis FT-IR dan KLT.  Penelitian yang 

dilakukan oleh Kiran et al., (2017) diperoleh spektrum FT-IR dengan puncak 

karakteristik antara lain pada 3000-3200 cm-1 menunjukkan adanya ikatan N-H.   

Ikatan pada 1630 cm-1 sesuai dengan keberadaan gugus C=O.  Kemudian pada 1531 

cm-1 menunjukkan adanya amida yang kuat.  Ikatan pada 1444 cm-1 dan 1396 cm-1 

masing-masing mewakili ikatan –CH3 dan C-H.  Puncak pada 1055 cm-1 

menunjukkan adanya serapan -C-O.  Spektrum IR yang terbentuk merupakan jenis 

biosurfaktan lipopeptida yang ditunjukkan pada Gambar 4. 

 

 

Gambar 4. Spektrum FT-IR biosurfaktan lipopeptida dari bakteri Nestrenkonia 

sp. (Kiran et al., 2017). 

 

Citra (2021) memproduksi biosurfaktan lipopeptida dari isolat bakteri ALP D1 

asal air laut Pelabuhan Panjang dari hasil karakterisasi dengan FT-IR.  

Berdasarkan hasil karakterisasi FT-IR, pada pita serapan 3265 cm-1 menunjukkan 

adanya vibrasi peregangan N-H yang berasal dari gugus peptida.  Spektrum pada 

serapan 2914 cm-1 menunjukkan adanya peregangan rantai -C-H alifatik.  Pita 

serapan pada 1625 cm-1 menunjukkan adanya peregangan CO-N.  Pada 1535 cm-1 

menunjukkan adanya deformasi ikatan N-H dan vibrasi peregangan C-N.  Pada 



14 
 

pita serapan 1390 menunjukkan adanya rantai alifatik dari gugus -C-H dan pada 

serapan 1207 cm-1 menunjukkan adanya peregangan -C-O.  Hasil FT-IR 

biosurfaktan lipopeptida dari isolat bakteri ALP D1 dapat dilihat pada Gambar 5. 

 

 

Gambar 5. Spektrum FT-IR biosurfaktan dari isolat bakteri ALP D1 (Citra, 2021) 

 

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Yusnidar (2021), memperoleh 

biosurfaktan jenis lipopeptida dari hasil karakterisasi dengan FT-IR.  Berdasarkan 

hasil analisis FT-IR, biosurfaktan yang diproduksi dari isolat bakteri ALP E1 asal 

air laut Pelabuhan Panjang menghasilkan spektrum pada rentang 4000-1000 cm-1.  

Spektrum IR yang terbentuk yaitu pada puncak karakteristik 3369 cm-1 yang 

menunjukkan adanya ikatan N-H.  Puncak spektrum pada 2094 cm-1 menunjukkan 

adanya intensitas C≡C.  Sementara itu, spektrum pada bilangan gelombang 1632 

cm-1 menunjukkan keberadaan ikatan C=O.  Pita serapan pada bilangan gelombang 

1438 cm-1 dan 1080 cm-1 masing-masing mewakili –CH3 dan ikatan C-H.  

Spektrum FT-IR biosurfaktan yang dihasilkan oleh isolat ALP E1 dapat dilihat pada 

Gambar 6. 
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Gambar 6.  Spektrum FT-IR biosurfaktan dari isolat bakteri ALP 1 (Yusnidar, 

2021). 

 

2.3.  Aplikasi Biosurfaktan 

 

Biosurfaktan menunjukkan berbagai sifat dan aplikasi yang berguna dan relevan 

dalam berbagai bidang.  Biosurfaktan memiliki potensi untuk pengembangan 

proses bioteknologi yang signifikan (Santos et al., 2016).  Selain itu biosurfaktan 

juga dapat digunakan sebagai agen terapeutik karena sifat antibakteri, antijamur, 

dan antivirusnya (Gudiña et al., 2013).  Molekul-molekul ini bersifat ideal untuk 

diformulasikan dalam makanan dan kosmetik, dan potensi antimikroba dan 

antibiofilmnya dalam industri pengolahan makanan (Singh et al., 2011). 

 

 

2.3.1.  Aplikasi Biosurfaktan dalam Industri Makanan 

 

Biosurfaktan berperan penting sebagai bahan formulasi makanan karena 

kemampuannya untuk menurunkan tegangan permukaan..  Biosurfaktan juga 

digunakan untuk mengontrol aglomerasi gumpalan lemak, memperbaiki tekstur, 

menstabilkan sistem aerasi dan umur simpan produk yang mengandung pati, 

memodifikasi sifat reologi adonan gandum dan meningkatkan konsistensi dan 

tekstur  dari produk berbasis lemak (Krishnaswamy et al., 2008). 
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2.3.2. Aplikasi Biosurfaktan dalam Industri Kosmetik 

 

Biosurfaktan digunakan dalam industri kosmetik untuk menggantikan surfaktan 

yang disintesis secara kimia karena memiliki sifat-sifat seperti foaming, daya 

pengikat air, emulsifikasi, sifat menyebar dan membasahi yang berpengaruh pada 

viskositas dan konsistensi produk.  Biosurfaktan digunakan sebagai pengemulsi, 

agen pembusa, pembersih, pelarut, agen antimikroba, agen pembasah, mediator 

aksi enzim, produk kebersihan, anti serangga, produk bayi, pasta gigi, larutan 

lensa kontak, maskara, lipstik dan pembersih mulut (Gharaei, 2011). 

 

 

2.3.3. Aplikasi Biosurfaktan dalam Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR) 

 

Biosurfaktan banyak digunakan dalam proses oil recovery.  Perolehan minyak 

yang ditingkatkan oleh mikroba mencakup penggunaan mikroba dan eksploitasi 

proses metabolismenya untuk meningkatkan produksi minyak dari reservoir yang 

berproduksi secara marginal.  Mikroba tertentu, seperti Pseudomonas aeruginosa, 

Bacillus subtilis dan Torulopsis bombicola telah dilaporkan memanfaatkan 

hidrokarbon dan minyak mentah sebagai satu-satunya sumber karbon dan juga 

dapat digunakan untuk membersihkan tumpahan minyak (Das et al., 2008). 

 

 

2.3.4. Aplikasi Biosurfaktan dalam Pertanian 

 

Biosurfaktan yang dihasilkan oleh mikroorganisme memiliki keunggulan lebih 

dibandingkan dengan surfaktan yang disintesis secara kimia di bidang pertanian.  

Biosurfaktan yang memiliki sifat antimikroba yang dapat digunakan secara luas di 

bidang pertanian untuk pengelolaan berbagai penyakit yang disebabkan oleh 

mikroba.  Biosurfaktan juga dapat dimanfaatkan sebagai agen biodegradasi 

polutan untuk meningkatkan kualitas tanah.  Beberapa bakteri yang menghasilkan 

biosurfaktan lipopeptida menunjukkan aktivitas insektisida terhadap lalat buah 

Drosophila melanogaster sehingga dapat digunakan sebagai biopestisida (Shekhar 

et al., 2015).  Munculnya populasi serangga resisten pestisida serta kenaikan 

harga pestisida kimia baru telah mendorong penggunaan biosurfaktan sebagai alat 

pengendalian vektor baru yang ramah lingkungan. 
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2.3.5. Aplikasi Biosurfaktan dalam Medis 

 

Beberapa biosurfaktan memiliki manfaat sebagai antibakteri, antijamur dan 

antivirus.  Biosurfaktan yang dihasilkan oleh B.  circulans dari air laut memiliki 

antimikroba yang kuat terhadap patogen Gram negatif, patogen Gram positif dan 

strain mikroba semi patogen termasuk strain MDR.  Biosurfaktan yang diproduksi 

oleh Pseudomonas fluorescens dan Pseudomonas aeruginosa menunjukkan sifat 

antimikroba terhadap beberapa isolat bakteri yang menyebabkan penyakit pada 

manusia (Vandana dan Singh, 2018) 

 

 

2.4. Faktor yang Mempengaruhi Produksi Biosurfaktan 

 

 

2.4.1. Substrat pertumbuhan 

 

Produksi biosurfaktan dalam proses fermentasinya dipengaruhi juga oleh rasio 

sumber karbon dan nitrogen (Gurkok, 2021).  Produksi biosurfaktan biasanya 

dinyatakan optimal pada fase stasioner pertumbuhan sel ketika sumber nitrogen 

mulai habis dalam media kultur (Nurfarahin et al., 2018). 

 

a. Sumber Karbon 

 

Jenis dan jumlah sumber karbon dalam media kultur memegang peranan penting 

dalam produksi biosurfaktan (Gurkok, 2021).  Menurut (Nurfarahin et al., (2018), 

sumber karbon untuk produksi biosurfaktan dibagi menjadi tiga kelompok yaitu 

karbohidrat seperti glukosa, sukrosa, fruktosa, mannitol,dan laktosa, hidrokarbon 

seperti n-heksadekana, dan n-heksana, oktadekana dan minyak nabati seperti 

minyak bunga matahari, minyak kedelai, dan minyak zaitun.  Limbah minyak 

goreng, molasse, buah dan residu buah, produk pertanian yang kaya pati, limbah 

terbarukan dan murah untuk produksi biosurfaktan telah menemukan cakupan 

luas dalam beberapa tahun terakhir (Rodríguez et al., 2019). 
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b. Sumber Nitrogen 

 

Jenis sumber nitrogen sangat mempengaruhi produksi biosurfaktan oleh 

mikroorganisme.  Ada dua jenis sumber nitrogen, yaitu sumber nitrogen organik 

(pepton, ragi dan ekstrak daging, urea) dan sumber nitrogen anorganik (amonium 

sulfat, amonium nitrat, natrium nitrat, kalium nitrat, amonium klorida).  Senyawa 

nitrogen organik dengan struktur kompleks lebih disukai karena tidak 

menyebabkan perubahan pH secara drastis.  Penggunaan garam anorganik 

menyebabkan hidrolisis kation atau anion sehingga dapat mempengaruhi pH 

media kultur, sehingga mengurangi efisiensi fermentasi (Nurfarahin et al., 2018)  

Nitrat, amonia dan asam amino merupakan sumber nitrogen yang disukai untuk  

P.  aeruginosa.  Terlepas dari sumber nitrogen tersebut, penggunaan bahan limbah 

sebagai pengganti sumber nitrogen komersial memungkinkan untuk mengurangi 

biaya produksi. 

 

 

c. Mineral (Mikronutrisi) 

 

Pengaruh berbagai nutrisi terhadap produksi biosurfaktan merupakan faktor penting 

yang perlu diperhatikan.  Jumlah fosfat, besi, mangan, kalsium, dan trace element 

dalam media sangat mempengaruhi pertumbuhan dan produksi biosurfaktan.  Tidak 

hanya logam, tetapi juga asam amino seperti asam aspartat, asparagine, asam 

glutamat, valin, dan lisin mempengaruhi hasil akhir biosurfaktan (Banat et al., 

2000) 

 

Penambahan berbagai garam logam pada media fermentasi sangat mempengaruhi 

produksi biosurfaktan.  Berbagai logam seperti magnesium, kalsium, besi sering 

digunakan untuk produksi biosurfaktan.  Namun, persyaratan logam bervariasi 

tergantung pada mikroorganisme (Nurfarahin et al., 2018). 

 

Kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4) dan dipotassium hidrogen fosfat (K2HPO4) 

ditambahkan ke media produksi untuk mempertahankan pH yang diinginkan 

selama fermentasi dan mendorong pertumbuhan mikroba (Jardim et al., 2010).  

Kalsium (biasanya CaCl2) bekerja sebagai mediator umum dalam 

mentransmisikan sinyal dari permukaan sel ke proses intraseluler 
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mikroorganisme.  Baik ion kalium maupun kalsium berperan penting dalam 

menyeimbangkan tekanan osmotik dan mengendalikan potensial membran sel, 

yang dapat mencegah lisis sel di lingkungan (Nurfarahin et al., 2018).  Sebagian 

besar, 0,1 g/L ion Ca2+ diperlukan untuk produksi biosurfaktan dari P.  aeruginosa 

(Liu et al., 2019) dan 0,02 g/L ion Ca2+ diperlukan untuk produksi glikolipida dari 

B.  megaterium.  Pada proses produksi biosurfaktan, ion magnesium (Mg2+) 

biasanya disuplai dalam bentuk magnesium sulfat (MgSO4) dan kira-kira 50 kali 

lebih tinggi dari konsentrasi Ca2+ yang digunakan dalam media produksi (Thavasi 

et al., 2011).   

 

 

2.4.2. Usia Kultur 

 

Faktor lain yang mempengaruhi produksi biosurfaktan adalah usia kultur.  Fase 

stasioner hingga fase kematian meningkatkan produksi biosurfaktan secara 

signifikan (Mulligan and Gibbs, 1993).  Semakin tua umur kultur maka semakin 

banyak juga nutrisi yang digunakan oleh mikroorganisme, sehingga menyebabkan 

nutrisi dalam kultur batch semakin terbatas.  Hal tersebut dapat mengakibatkan 

akumulasi produk sisa metabolisme yang menyebabkan perubahan pada 

metabolisme sel dan produksi biosurfaktan.  Bertambahnya usia kultur dapat 

berhubungan pula dengan pembentukan mikroba permukaan sel yang hidrofobik 

untuk digunakan dalam emulsi minyak dalam udara (Budiarti, 2000). 

 

 

2.4.3. Faktor Lingkungan 

  

Faktor lingkungan sangat penting dalam hasil dan karakteristik dari biosurfaktan.  

Untuk memperoleh biosurfaktan dalam jumlah besar, bioproses perlu untuk 

dioptimalkan karena produk dapat dipengaruhi oleh perubahan suhu, pH, aerasi dan 

kecepatan agitasi.  Sebagian besar produksi biosurfaktan dilaporkan dilakukan pada 

kisaran suhu 25-30℃ (Desai and Banat, 1997).  Pengaruh pH terhadap biosurfaktan 

memperoleh hasil bahwa produksi biosurfaktan terbaik terjadi pada rentang pH 7,0-

8,0 (Zinjarde dan Pant, 2002).  Aerasi dan agitasi merupakan faktor penting yang 

mempengaruhi produksi biosurfaktan karena keduanya memfasilitasi transfer 

oksigen dari fase gas ke fase air.  Adamczak dan Bednarski (2000) mengamati 
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bahwa nilai produksi surfaktan terbaik (45,5g/l) diperoleh ketika laju aliran udara 1 

vvm dan konsentrasi oksigen terlarut dipertahankan pada saturasi 50%.   

 

Konsentrasi garam dari media tertentu juga memiliki efek yang sesuai pada 

produksi biosurfaktan karena aktivitas seluler mikroorganisme dipengaruhi oleh 

konsentrasi garam.  Namun demikian, pengamatan sebaliknya diperhatikan untuk 

beberapa produk biosurfaktan yang tidak terpengaruh oleh konsentrasi hingga 10% 

(berat/volume) meskipun sedikit penurunan CMC terdeteksi. 

 

 

2.5. Limbah Kelapa Sawit 

 

Limbah kelapa sawit merupakan sisa-sisa hasil tanaman kelapa sawit yang tidak 

termasuk dalam produk utama dari proses pengolahan kelapa sawit baik berupa 

limbah padat maupun limbah cair.  Limbah industri kelapa sawit digolongkan dalam 

tiga jenis yaitu limbah padat, limbah cair, dan limbah gas (Mirnandaulia et al., 

2019).   

 

Limbah cair minyak kelapa sawit atau yang lebih dikenal dengan Palm Oil Mill 

Effluent (POME) merupakan material kompleks dan mempunyai komposisi yang 

berbeda tergantung pada proses pengolahan Kelapa sawit menjadi Crude Palm Oil 

(CPO).  Umumnya POME terdiri dari molekul organik dengan konsentrasi yang 

sangat tinggi seperti asam lemak bebas, protein, karbohidrat, senyawa nitrogen, 

dan lemak (termasuk triasilgliserol) dan mineral.  POME adalah limbah kompleks 

yang tidak beracun tetapi dapat meningkatkan senyawa organik dan dapat 

menyebabkan pencemaran ekstrim.  Karakteristik dari POME tergantung pada 

proses produksi dan bahan baku yang digunakan. 

 

POME memiliki kandungan bahan organik yang tinggi dan kemungkinan POME 

mengandung beberapa nutrisi organik yang menguntungkan (Ani et al., 2021).  

Nurul Adela et al., (2014) melaporkan analisis energi dispersi X-ray (EDX) dari 

POME menunjukkan kandungan karbon, hidrogen, nitrogen, kalium, dan 

magnesium yang menunjukkan bahwa POME merupakan substrat yang kaya dan 

baik untuk pertumbuhan mikroba.  Bhuyar et.al., (2020) juga melaporkan bahwa 

POME mengandung beberapa nutrisi dan mineral penting dan dapat digunakan 
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sebagai media yang efektif untuk aplikasi berbasis mikroba.  Adapun kandungan 

zat yang terdapat dalam limbah POME dapat dilihat seperti pada Tabel 2. 

 

Tabel 2.  Komposisi limbah cair minyak kelapa sawit (Opurum et al., 2017) 

 
Komponen Konsentrasi 

Karbohidrat total 1.05 

Protein 1.16 

Minyak 12.00 

Fosfat (P) 2.74 

Kalsium (Ca) 117.0 

Magnesium (Mg) 0.033 

Tembaga (Cu) 0.16 

Kalium (K) 23.03 

Natrium (Na) 17.64 

Besi (Fe) 1.71 

Mangan (Mn) 0.88 

Seng (Zn) 1.09 

 

 

Pemanfaatan limbah cair pengolahan minyak kelapa sawit sangat potensial untuk 

digunakan dalam produksi biosurfaktan karena harganya yang rendah serta kaya 

akan kandungan lemak, gula, dan protein.  Abas et al., (2013) dalam penelitiannya 

menggunakan POME sebagai media fermentasi menghasilkan surfaktin dari 

Bacillus subtilis dengan konsentrasi POME terbaik pada 50% (v/v).  Pada 

penelitian (Radzuan et al. (2017) menggunakan limbah pengolahan minyak kelapa 

sawit sebagai sumber karbon dihasilkan biosurfaktan rhamnolipida dari 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 sebanyak 0,43g/L. 

 



 

III.  METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1.  Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei-Desember 2022 di Laboratorium 

Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.  

Karakterisasi biosurfaktan menggunakan FT-IR, dan KLT dilakukan di Unit 

Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT 

LTSIT) Universitas Lampung. 

 

 

3.2. Alat-Alat yang Digunakan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu cawan petri, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, labu erlenmeyer, gelas kimia, gelas ukur, labu ukur, bunsen, pipet 

tetes, jarum ose, freezer, spatula, oven model T60 Heraeus, alumunium foil, 

magnetic stirrer, autoclave model S-90N, inkubator model Precisterm P’selecta, 

shaker incubator, kompor, hotplate-stirrer Stuart CB162, mikropipet model 

DragonLab, Laminar Air Flow (LAF) Curma model 9005-FL, neraca analitik 

Ainsworth AA160, tabung sentrifugasi, chamber, plat kromatografi lapis tipis, 

sentrifuga model 225 Fisher scientific, indikator pH, vortex model Grant Bio PV-

1, kertas saring Whatman no.  42, freeze dryer model Scanvac Cool Safe 

Labogene, Fourier Transform Infrared (FT-IR) Agilen Technologies Carry 630, 

dan spektrofotometer UV-Vis Carry Win UV 32. 

 

 

3.3. Bahan-bahan yang Digunakan 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu isolat bakteri Bacillus 

cereus ALP E1 yang telah digunakan pada penelitian sebelumnya oleh Yusnidar 
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(2021), limbah cair  minyak kelapa sawit yang diperoleh dari PT Indo Energy 

Solution (IES), kapas kasa, nutrient agar, nutrient broth, blood agar base, akuades, 

benzena, kloroform, asam asetat, metanol, reagen ninhidrin, media MSM (Mineral 

Salt Medium) antara lain Na2HPO4, NaH2PO4, HCl, NaOH, KH2PO4, K2HPO4, 

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

extract, dan glukosa. 

 

 

3.4. Metode Penelitian 

 

 

3.4.1. Pembuatan Media 

 

 

3.4.1.1.  Media Nutrient Agar 

 

Media Nutrient Agar digunakan untuk meremajakan isolat bakteri ALP E1.  

Pembuatan media ini dilakukan dengan cara melarutkan sebanyak 1,4 g Nutrient 

Agar ke dalam 50 mL akuades.  Kemudian media tersebut dipanaskan hingga larut 

seluruhnya dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditutup dengan sumbat.  

Selanjutnya media disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121℃, tekanan 1 

atm selama 15 menit.  Kemudian media dalam tabung reaksi diletakkan dengan 

posisi miring. 

 

 

3.4.1.2.  Media Nutrient Broth 

  

Media Nutrient Broth adalah media yang digunakan untuk media inokulum atau 

media adaptasi bakteri.  Pembuatan media ini dilakukan dengan cara melarutkan 

sebanyak 0,26 g Nutrient Broth dalam 20 mL akuades dan dipanaskan hingga larut 

seluruhnya.  Selanjutnya media ditutup dengan sumbat dan disterilkan dalam 

autoclave pada suhu 121℃, tekanan 1 atm, selama 15 menit.  Kemudian media 

disimpan pada suhu ruang dan siap digunakan. 
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3.4.1.3. Media Mineral Salt Medium (MSM) 

 

Media Mineral Salt Medium (MSM) adalah media selektif yang digunakan untuk 

pertumbuhan bakteri penghasil biosurfaktan.  Pembuatan media ini dilakukan 

dengan cara menyiapkan terlebih dahulu bahan-bahan pembuatan media ini yaitu 

KH2PO4 0,2 gram, K2HPO4 0,5 gram, (NH4)2SO4 0,3 gram, NaCl 0,01 gram, 

FeSO4.7H2O 0,001 gram, MgSO4.7H2O 0,02 gram, CaCl2.2H2O 0,001 gram, 

MnSO4.H20 0,0002 gram, glukosa 0,03 gram dan yeast extract 0,003 gram.  

Selanjutnya media ini ditimbang dan dilarutkan dalam 100 mL akuades dan 

dihomogenkan menggunakan stirrer.  Media kemudian dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer lalu ditutup dengan sumbat dan disterilkan dalam autoclave pada suhu 

121℃, tekanan 1 atm, selama 15 menit.  Selanjutnya media disimpan disimpan 

pada suhu ruang dan siap digunakan. 

 

  

3.4.2. Peremajaan Isolat Bacillus cereus ALP E1 

 

Peremajaan isolat bakteri Bacillus cereus ALP E1 dilakukan guna menjaga nutrisi 

dari isolat bakteri yang akan digunakan sebagai stok kultur bakteri lokal Bacillus 

cereus ALP E1.  Peremajaan isolat ini mengacu pada penelitian Citra (2021) 

dilakukan dalam media Nutrient Agar miring.  Isolat bakteri lokal Bacillus cereus 

ALP E1 diambil sebanyak 1 ose dan diinokulasikan ke permukaan media secara 

zig-zag dan diinkubasi selama 24-48 jam pada temperatur 37℃.  Selanjutnya 

biakan hasil peremajaan ini dapat digunakan sebagai stok kultur dan disimpan 

dalam lemari pendingin pada temperatur 4℃.   

 

 

3.4.3. Pembuatan Kurva Pertumbuhan 

 

Kurva pertumbuhan bakteri dibuat untuk mengetahui fase pertumbuhan dari 

bakteri penghasil biosurfaktan.  Kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan cara 1 

ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam 20 mL media cair NB, lalu diinkubasi 

pada shaker incubator pada suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm selama 24 jam.  

Selanjutnya biakan dipindahkan sebanyak 1% dari media NB ke dalam media 

MSM.  Kemudian biakan bakteri diinkubasi pada suhu 30℃ dengan shaker 
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incubator pada kecepatan 110 rpm selama 120 jam.  Pengukuran nilai OD (optical 

density) diukur setiap 12 jam sekali.  Sebanyak 0,3 mL kultur serta 2,7 mL 

akuades dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan diukur serapannya menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada Panjang gelombang 600 nm.   

 

 

3.4.4. Uji Biosurfaktan 

 

Uji biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri ALP E1 

yang digunakan untuk menghasilkan biosurfaktan.  Uji biosurfaktan dilakukan 

dengan beberapa cara yaitu dengan uji hemolisis, uji emulsifikasi, uji oil 

spreading, dan uji drop collapse. 

 

 

3.4.4.1. Uji Emulsifikasi 

 

Uji emulsifikasi adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui bakteri yang 

memiliki aktivitas biosurfaktan.  Hasil positif dari uji ini adalah terbentuknya 3 

fase setelah pengadukan dengan kecepatan tinggi.  Uji ini dilakukan dengan cara 

kultur cair bakteri disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit 

hingga pelet dan supernatan terpisah.  Supernatan yang diperoleh lalu diambil 

sebanyak 2 mL dan ditambahkan 2 mL benzena sebagai substrat non polar yang 

membentuk emulsi.  Campuran selanjutnya divorteks dengan kecepatan tinggi 

selama 2 menit dan didiamkan pada suhu ruang selama 24 jam dan dihitung 

indeks emulsinya (Pereira et al., 2013).  Indeks emulsifikasi (IE24%) dapat diukur 

menggunakan persamaan sebagai berikut: 

 

Indeks Emulsifikasi (IE24%) =   
𝑇𝑖𝑛𝑔𝑔𝑖 𝑙𝑎𝑝𝑖𝑠𝑎𝑛 𝑡𝑒𝑟𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖  (𝑐𝑚)

𝑇𝑖𝑛𝑔𝑔𝑖 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑎𝑖𝑟𝑎𝑛 (𝑐𝑚)
× 100%..................(1) 

 

 

3.4.4.2. Uji Oil spreading 
 

Uji oil spreading digunakan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dari bakteri 

yang diuji dengan mengamati kemampuan bakteri untuk menghilangkan lapisan 

minyak pada di permukaan air.  Sebelum melakukan pengujian, kultur cair bakteri 

terlebih dahulu disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit 
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hingga pelet dan supernatan terpisah.  Selanjutnya uji dilakukan dengan 

memasukkan sebanyak 30 mL akuades ke dalam cawan petri pada permukaan 

datar dan ditambahkan 1 mL oli bekas.  Kemudian supernatan kultur dimasukkan 

secara perlahan sebanyak 20 µL pada tengah lapisan oli bekas.  Uji positif dapat 

diamati apabila terdapat zona bening akibat lapisan oli bekas oleh biosurfaktan 

(Shah et al., 2016). 

 

 

3.4.4.3. Uji Drop collapse 
 

Uji drop collapse merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui aktivitas 

biosurfaktan dalam menurunkan tegangan permukaan senyawa.   Sebelum 

melakukan pengujian, kultur cair bakteri terlebih dahulu disentrifugasi dengan 

kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit hingga pelet dan supernatan terpisah.  Uji 

ini dilakukan dengan cara meneteskan sebanyak 20µL oli bekas pada cawan petri 

dan didiamkan hingga 1 jam agar stabil.  Kemudian supernatan diteteskan 

sebanyak 10µL di atas oli bekas.  Hasil positif uji ini yaitu apabila tetesan 

supernatan di atas oli akan berbentuk datar jika mengandung biosurfaktan 

(Bodour dan Miller Maier, 1998). 

 

 

3.4.5. Optimasi Produksi Biosurfaktan  

 

Optimasi produksi dilakukan untuk mengetahui kondisi optimum untuk proses 

produksi biosurfaktan.  Optimasi produksi yang dilakukan dalam penelitian ini 

mencakup optimasi waktu dan konsentrasi substrat, variasi pH, dan kadar salinitas 

media pertumbuhan bakteri. 

 

 

3.4.5.1.  Optimasi waktu dan konsentrasi substrat 

 

Optimasi waktu produksi biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui waktu optimal 

untuk produksi biosurfaktan dengan menambahkan limbah cair minyak kelapa 

sawit sebagai substrat pada media.  Optimasi waktu dilakukan dengan cara hasil 

biakan isolat bakteri Bacillus cereus ALP E1 dari media NB dimasukkan sebanyak 

1% ke dalam campuran media MSM dengan variasi penambahan limbah cair 
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kelapa sawit 10%, 20% dan 30%.  Selanjutnya biakan bakteri diinkubasi pada 

temperatur 30℃ dengan menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 110 

rpm pada rentang waktu 0-120 jam.  Pengukuran nilai OD (optical density) 

dilakukan setiap 12 jam sekali.  Sebanyak 0,3 mL kultur ditambah dengan 2,7 mL 

akuades dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan diukur serapannya menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm (Yakimov et al., 

1995). 

 

 

3.4.5.2. Optimasi pH  

 

Optimasi pH dilakukan untuk mengetahui pH optimal untuk produksi 

biosurfaktan.  Optimasi pH dilakukan dengan cara hasil biakan isolat Bacillus 

cereus ALP E1 dari media NB dimasukkan sebanyak 1% ke dalam media MSM 

dengan limbah cair kelapa sawit pada konsentrasi yang optimal.  Variasi pH yang 

digunakan yaitu 5, 6, dan 7 dengan penambahan NaOH 1 N dan HCl 1 N.  

Kemudian biakan bakteri diinkubasi pada temperatur 30℃ dengan menggunakan 

shaker incubator dengan kecepatan 110 rpm sesuai dengan waktu optimum 

produksinya.  Setelah itu dilakukan uji emulsifikasi, uji oil spreading, dan uji 

drop collapse (Yakimov et al., 1995). 

 

 

3.4.5.3. Optimasi Kadar Salinitas  

 

Optimasi kadar salinitas dilakukan untuk mengetahui kadar salinitas optimal 

untuk produksi biosurfaktan.  Optimasi kadar salinitas dengan cara hasil biakan 

isolat Bacillus cereus ALP E1 dari media NB dimasukkan sebanyak 1% ke dalam 

media MSM dengan limbah cair kelapa sawit pada konsentrasi yang optimal.  

Kadar salinitas diatur dengan penambahan NaCl dengan variasi kadar 0,2; 0,4; 

0,6; 0,8 dan 1,0% (b/v).  Kemudian biakan bakteri diinkubasi pada temperatur 

30℃ dengan menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 110 rpm sesuai 

dengan waktu optimum produksinya.  Setelah itu dilakukan uji emulsifikasi, uji 

oil spreading, dan uji drop collapse (Suwansukho et al., 2008) 

 

 



28 
 

3.4.6. Ekstraksi Biosurfaktan 

 

Produksi biosurfaktan dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan ekstrak 

biosurfaktan dari isolat bakteri Bacillus cereus ALP E1.  Waktu kultivasi, pH, dan 

kadar salinitas, yang digunakan untuk proses ekstraksi ini menggunakan kondisi 

optimum yang telah diperoleh dari proses optimasi.  Ekstraksi biosurfaktan dapat 

dilakukan dengan metode presipitasi asam.  Supernatan biosurfaktan 

disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit sehingga diperoleh 

supernatan bebas sel.  Supernatan selanjutnya ditambahkan HCl 6 N hingga 

diperoleh pH 2 kemudian didiamkan pada temperatur 4℃ selama 24 jam.  

Kemudian supernatan disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 20 menit (Nitschke 

et al., 2004).  Pelet yang diperoleh dari hasil sentrifugasi kemudian dilakukan 

freeze drying.  Freeze drying dilakukan dengan tujuan untuk memisahkan 

biosurfaktan murni dari sisa minyak yang masih menempel pada pelet.  

Biosurfaktan selanjutnya digunakan pada tahap berikutnya. 

 

Biosurfaktan yang diekstraksi menggunakan metode presipitasi asam yaitu dengan 

membuat pH supernatan bebas sel menjadi pH 2 dengan menambahkan HCl 6N..  

Supernatan dibiarkan hingga mengendap selama semalam pada temperatur 4℃.  

Endapan kemudian dikumpulkan dengan cara disentrifugasi selama 20 menit 

dengan kecepatan 10.000 rpm.  Selanjutnya crude basah biosurfaktan dikeringkan 

dengan freeze dryer hingga didapatkan biosurfaktan kering.  Biosurfaktan kering 

yang diperoleh selanjutnya ditimbang (Nitschke dan Pastore, 2006; Mnif et al., 

2016). 

 

 

3.4.7. Karakterisasi Biosurfaktan 

 

Karakterisasi biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui jenis biosurfaktan yang 

dihasilkan oleh mikroorganisme.  Karakterisasi yang dilakukan dalam penelitian 

ini meliputi karakterisasi dengan kromatografi lapis tipis (KLT), dan Fourier-

Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). 
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3.4.7.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Analisis kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan pada tahap uji biosurfaktan 

setelah produksi dan setelah ekstraksi.  Sebanyak 10µL ekstrak biosurfaktan 

diteteskan pada pelat KLT dengan ukuran 2x2 cm.  Pelat dimasukkan ke dalam 

sistem pelarut yang terdiri dari kloroform: metanol: asam asetat (65:10:2, v/v/v) 

dalam chamber dan dilanjutkan dengan pengamatan di bawah sinar UV 254 nm.  

Untuk mendeteksi komponen protein atau asam amino dalam fraksi yang 

dipisahkan ditentukan dengan menetesi pelat KLT dengan larutan ninhidrin 

(George dan Jayachandran, 2009; Tahzibi et al., 2004).  Uji positif menunjukan 

adanya bercak berwarna merah muda setelah penambahan reagen ninhidrin. 

 

 

3.4.7.2. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

 

Karakterisasi biosurfaktan menggunakan FTIR dilakukan agar mengetahui gugus-

gugus fungsi yang terkandung dalam molekul biosurfaktan.  Karakterisasi dengan 

dengan cara produk kasar biosurfaktan dicampurkan dengan KBr murni.  Setelah 

itu campuran dimasukkan ke dalam cetakan pelet dan ditekan dengan press 

hidrolik.  Selanjutnya sampel dikeluarkan dan dianalisis dengan menggunakan 

FTIR (Pavan dan Andrew, 2021).  Spektrum IR yang terbentuk dapat dijadikan 

sebagai acuan untuk menentukan jenis biosurfaktan. 
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Adapun bagan alir penelitian dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7.  Diagram alir penelitian 



 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1.  Simpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan bahwa: 

 

1. Penambahan substrat limbah cair kelapa sawit dapat menghasilkan 

biosurfaktan dari bakteri Bacillus cereus ALP E1 secara optimum pada 

konsentrasi 20%. 

2. Isolat bakteri Bacillus cereus ALP E1 mampu memproduksi biosurfaktan 

dengan kondisi optimum yaitu pada waktu inkubasi 108 jam, pH 9, dan kadar 

salin 0,3% dengan indeks emulsifikasi (IE24) sebesar 63,33%, uji oil spreading 

membentuk zona bening sebesar 5 cm, serta uji drop collapse menunjukkan 

hasil positif. 

3. Hasil produksi biosurfaktan dari bakteri Bacillus cereus ALP E1 yaitu 

diperoleh ekstrak kering berwarna coklat muda sebanyak 0,1552 g/L dan 

berdasarkan hasil analisis FTIR dan KLT biosurfaktan yang diperoleh 

termasuk dalam golongan lipopeptide jenis surfaktin. 

 

 

5.2.  Saran 

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, maka pada penelitian selanjutnya 

disarankan untuk melakukan optimasi kondisi produksi biosurfaktan dengan 

menggunakan substrat pertumbuhan limbah agroindustri lainnya.yang melibatkan 

parameter variasi kadar salin, sumber nitrogen, parameter agitasi dan aerasi serta 

menguji aktivitas antimikroba dan analisis instrumentasi lainnya. 
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