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ABSTRAK 

 

PRODUKSI DAN KARAKTERISASI BIOSURFAKTAN DARI BAKTERI 

INDIGEN ISOLAT BSPP-1c ASAL SEDIMEN PERAIRAN PELABUHAN 

PANJANG SERTA UJI POTENSI ANTIMIKROBA 

 

Oleh 

 

Astin Vidyasani 

 

Biosurfaktan merupakan senyawa aktif permukaan yang dihasilkan dari 

mikroorganisme. Biosurfaktan memiliki banyak manfaat dalam berbagai aspek 

kehidupan manusia, salah satunya sebagai antibakteri dan antijamur. Tujuan 

dilakukannya penelitian ini yaitu untuk memperoleh kondisi optimum dalam 

memproduksi biosurfaktan, memproduksi biosurfaktan, mendapatkan identitas 

isolat bakteri dan karakteristik biosurfaktan yang dihasilkan, dan mengetahui 

kemampuan biosurfaktan sebagai antimikroba. Tahapan yang dilakukan meliputi 

karakterisasi bakteri indigen isolat BSPP-1c, optimasi variasi pH, optimasi kadar 

salinitas, produksi biosurfaktan, ekstraksi biosurfaktan menggunakan presipitasi 

asam, karakterisasi biosurfaktan menggunakan KLT dan FT-IR, serta uji potensi 

antimikroba menggunakan metode difusi cakram. Hasil menunjukkan bahwa 

bakteri indigen isolat BSPP-1c merupakan bakteri Bacillus cereus. Bakteri ini 

memiliki kemampuan optimum dalam memproduksi biosurfaktan pada kondisi 

pH 6 dan kadar salinitas 1%. Biosurfaktan yang dihasilkan memiliki nilai indeks 

emulsifikasi (IE24) sebesar 79,27%, lebar zona bening pada uji oil spreading 

sebesar 4,2 cm, dan menunjukkan hasil positif pada uji drop collaps. Berdasarkan 

hasil karakterisasi KLT dan FT-IR didapatkan biosurfaktan yang dihasilkan 

merupakan golongan lipopeptida. Biosurfaktan ini memiliki potensi sebagai 

antimikroba dengan kategori sedang terhadap bakteri Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, dan Salmonella sp., serta jamur Candida albicans. 

 

Kata kunci: Bacillus cereus, biosurfaktan, lipopeptida, antimikroba.



 

ABSTRACT 

 

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BIOSURFACTANTS 

FROM INDIGENOUS BACTERIA ISOLATE BSPP-1c FROM WATERS 

PORT SEDIMENT PANJANG AND BACTERIAL POTENTIAL TEST 

 

By 

 

Astin Vidyasani 

 

Biosurfactants are surface-active compounds produced by microorganisms, 

offering various benefits in different aspects of human life, including notable 

antibacterial and antifungal properties. This research aims to achieve optimal 

conditions for biosurfactant production, synthesize biosurfactants, identify 

bacterial isolates, characterize the produced biosurfactants, and assess their 

antimicrobial capabilities. The conducted stages encompass the characterization of 

the indigenous bacterial isolate BSPP-1c, optimization of pH variations, 

adjustment of salinity levels, biosurfactant production, extraction using acid 

precipitation, biosurfactant characterization using TLC and FT-IR, and 

antimicrobial potential testing through the disc diffusion method. The results 

revealed that the indigenous bacterial isolate BSPP-1c corresponds to Bacillus 

cereus bacteria. This bacterium demonstrates optimal biosurfactant production at 

a pH of 6 and a salinity level of 1%. The resulting biosurfactant exhibited an 

emulsification index value (IE24) of 79.27%, a clear zone width in the oil 

spreading test of 4.2 cm, and yielded positive outcomes in the drop collapse test. 

The TLC and FT-IR characterization results indicated that the produced 

biosurfactant belongs to the lipopeptide group. This biosurfactant shows potential 

as a moderate antimicrobial against the bacteria Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, and Salmonella sp., as well as the fungus Candida albicans. 

 

Keywords: Bacillus cereus, biosurfactant, lipopeptide, antimicrobial.
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Surfaktan merupakan senyawa kimia yang bersifat amfifilik, yaitu memiliki sifat 

hidrofilik dan hidrofobik dalam satu molekul surfaktan. Surfaktan dapat 

menurunkan tegangan permukaaan suatu fluida sehingga dapat mengemulsi dua 

fluida yang tidak saling bercampur yang banyak dibutuhkan oleh berbagai 

industri, seperti industri kosmetik, makanan, tekstil, minyak bumi, dan farmasi. 

Namun, surfaktan bersifat non-biodegradable yang akan menimbulkan masalah 

lingkungan jika terlalu banyak digunakan (Rosi, 2022).  

 

Salah satu cara untuk memecahkan masalah lingkungan ini dengan surfaktan yang 

berasal dari mikroorganisme, biasa disebut dengan biosurfaktan (Yusnidar, 2022). 

Biosurfaktan merupakan surfaktan yang disintesis oleh mikroorganisme secara 

ektrakseluler dan terdiri dari molekul amphipatic atau amphiphilic yang memiliki 

gugus hidrofobik dan hidrofilik. Biosurfaktan banyak diminati karena sifatnya 

yang ramah lingkungan dengan sifat biodegradable (dapat terdegradasi secara 

alami) dan tidak toksik (Yuliana, dkk., 2019). Selain itu, menurut El-Sheshtawy 

and Doheim (2014) biosurfaktan yang bersumber dari mikroba mempunyai 

beberapa keuntungan diantaranya mempunyai sifat fisik dan kimia yang stabil, 

mudah terurai, serta dapat stabil pada suhu tinggi. 

 

Biosurfaktan dapat dihasilkan oleh bakteri yang berasal dari habitat aslinya atau 

yang disebut sebagai bakteri indigen. Beberapa penelitian telah dilakukan untuk 

mengisolasi bakteri indigen penghasil biosurfaktan dari berbagai lingkungan 

seperti lingkungan yang terkontaminasi minyak (Jaysree, et al., 2011; Liu, et al., 
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2011), limbah pabrik minyak (Gujar and Hamde, 2011), sumur aspal di La Brea, 

Los Angeles (Belcher et al., 2012), tanah disekitar bengkel mobil (Shoeb et al., 

2012), air laut pelabuhan Panjang (Citra, 2021), dan sedimen perairan pelabuhan 

Panjang (Nurhayati, 2022).  

 

Elazzazya et al., (2015) melakukan isolasi bakteri potensi biosurfaktan dari 

sampel tanah yang tercemar minyak, hasil penelitian menunjukkan Virgibacillus 

salarius memiliki kemampuan memproduksi biosurfaktan ditunjukkan dengan 

penurunan tegangan permukaan dan aktivitas pengemulsi (masing-masing 30 

mN/m dan 80%). Wibisana (2018) juga melakukan isolasi bakteri penghasil 

biosurfaktan dari air laut yang tercemar minyak. Citra (2021) dalam penelitiannya 

melaporkan bahwa bakteri isolat ALP D1 yang berasal dari air laut pelabuhan 

Panjang mampu menghasilkan biosurfaktan jenis lipopeptida. Selain itu, Indrianti 

(2022) dalam penelitiannya juga melaporkan bahwa bakteri isolat BSPP-4 yang 

berasal dari sedimen perairan pelabuhan Panjang mampu menghasilkan 

biosurfaktan jenis lipopeptida. 

 

Produksi biosurfaktan dapat ditingkatkan dengan melakukan optimasi kondisi, 

fisiologi, dan nutrisi (Saikia et al., 2011). Faktor-faktor lainnya yang 

mempengaruhi produksi biosurfaktan antara lain substrat pertumbuhan seperti 

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

waktu, temperatur, pH, salinitas, dan agitasi (Saharan et al., 2011). Selain itu, 

beberapa penelitian menunjukan bahwa elemen seperti konsentrasi sumber 

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

penting dalam menunjang pertumbuhan bakteri penghasil biosurfaktan (Nugroho, 

2006). 

 

Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mengetahui kemampuan tumbuh 

mikroba yang berpotensi menghasilkan biosurfaktan dengan sumber karbon dan 

sumber nitrogen yang berbeda. Ilori et al., (2005) menjelaskan dalam 

penelitiannya bahwa sumber karbon glukosa dapat digunakan untuk menghasilkan 

biosurfaktan oleh isolat Aeromonas spp. Peneliti lainnya Wibisana et al., (2015) 

melaporkan bahwa produksi biosurfaktan oleh Bacillus amyloliquefaciens dengan 
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penambahan glukosa dan urea sebagai sumber kabon dan nitrogen, dapat 

meningkatkan perolehan surfaktan 2,4 kali dibandingkan dengan kondisi sebelum 

optimasi yaitu 0,51 g/L menjadi 1,25 g/L. Selain itu, Yuliana dkk., (2019) dalam 

penelitiannya juga menunjukan produksi biosurfaktan dari Chromohalobacter 

japonicus BK-AB18 meningkat secara signifikan dengan urea sebagai sumber 

nitrogen. 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Widjajanti dkk., (2008) 

diketahui jenis mikroba yang dapat menghasilkan biosurfaktan yaitu Alcaliganes, 

Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, dan Flavobacterium. Jenis biosurfaktan 

yang dihasilkan akan berbeda tergantung dari jenis mikrobanya dan substrat 

pertumbuhannya. Begitupun pada jenis mikroba yang sama, biosurfaktan yang 

dihasilkan akan berbeda jika substrat pertumbuhan yang digunakannya berbeda. 

Substrat merupakan salah satu faktor penting yang dapat menunjang pertumbuhan 

mikroba penghasil biosurfaktan. Pada suatu substrat, nutrisi yang memegang 

peranan penting dalam pertumbuhan mikroba adalah sumber karbon dan nitrogen 

yang dapat menyebabkan perbedaan signifikan terhadap konsentrasi akhir 

biosurfaktan. Kondisi lingkungan seperti waktu, temperatur, pH, salinitas, dan 

agitasi, juga dapat mempengaruhi produksi biosurfaktan (Rosi, 2022). 

 

Studi awal terhadap bakteri isolat lokal BSPP-1c asal sedimen perairan pelabuhan 

Panjang Lampung, dilaporkan memiliki kemampuan menghasilkan biosurfaktan 

dengan baik pada kondisi optimum pertumbuhan dengan waktu inkubasi 96 jam, 

menggunakan sumber karbon glukosa 2% dengan nilai indeks emulsi 84,21%, uji 

oil spread 21 mm, dan uji drop collapse positif. Pada sumber nitrogen, hasil 

optimum ditunjukan pada sumber urea 0,3% dengan nilai indeks emulsi 77,78%, 

uji oil spread 30 mm, dan uji drop collapse positif. Pada konsentrasi inokulum 

ditunjukkan hasil optimum pada konsentrasi inokulum 5% dengan nilai indeks 

emulsi 100%, uji oil spread 7 mm, dan uji drop collapse positif (Nurhayati, 

2022). Namun, studi tersebut belum mempelajari optimasi terhadap parameter 

lainnya, seperti pH dan kadar salinitas yang juga dapat mempengaruhi produksi 

biosurfaktan, serta belum diketahui pasti jenis biosurfaktan yang dihasilkan dari 

bakteri isolat BSPP-1c dan potensi antimikrobanya. Berdasarkan studi awal 
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tersebut, perlu dilakukan optimasi produksi biosurfaktan dari bakteri isolat BSPP-

1c dengan melibatkan parameter pH, dan kadar salinitas. Kondisi optimum yang 

sudah diperoleh digunakan pada tahap produksi. Tahap karakterisasi dilakukan 

terhadap isolat BSPP-1c melalui 16S rRNA dan karakterisasi biosurfaktan 

dilakukan melalui analisis KLT dan FT-IR. Uji potensi antimikroba dilakukan 

terhadap bakteri gram positif maupun bakteri gram negatif, serta jamur. 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mendapatkan kondisi optimum (pH dan kadar salinitas) dalam produksi 

biosurfaktan dari bakteri isolat lokal BSPP-1c asal sedimen perairan 

pelabuhan Panjang. 

2. Mendapatkan biosurfaktan yang dihasilkan dari bakteri indigen isolat BSPP-

1c. 

3. Mendapatkan identitas isolat bakteri lokal BSPP-1c dan karakteristik 

biosurfaktan yang dihasilkan. 

4. Mengetahui kemampuan biosurfaktan sebagai antimikroba. 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Adapun manfaat yang diperoleh yaitu memberikan informasi tentang parameter 

lingkungan yang mendukung produksi optimum dalam menghasilkan biosurfaktan 

dari bakteri indigen isolat BSPP-1c. Hal ini dapat berdampak pada pengembangan 

metode produksi yang lebih efisien dan berkelanjutan. Karakterisasi biosurfaktan 

yang didapatkan, dapat memberikan informasi terkait potensi aplikatif 

biosurfaktan yang luas dalam dunia industri. Selain itu, melalui identifikasi isolat 

bakteri dapat menambah informasi bakteri isolat lokal yang berpotensi sebagai 

penghasil biosurfaktan dari perairan Pelabuhan Panjang, serta dapat 

dikembangkan lebih lanjut dalam potensinya sebagai sumber daya alam lokal. 
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Pemahaman tentang kemampuan biosurfaktan sebagai antimikroba akan menjadi 

landasan untuk pengembangan produk yang dapat digunakan dalam pengendalian 

mikroorganisme patogen, yang memiliki potensi untuk memajukan industri 

farmasi dan kesehatan masyarakat secara umum. 



 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Biosurfaktan 

 

Biosurfaktan merupakan zat aktif permukaan yang bersifat ampifilik dan 

diproduksi oleh mikroorganisme secara ekstrakseluler. Kemampuan biosurfaktan 

dapat mempengaruhi serta menurunkan tegangan permukaan dan tegangan 

antarmuka suatu media dengan cara meningkatkan kelarutan senyawa polar dalam 

pelarut organik dengan cara menggabungkan bagian antar fase yang berbeda 

kepolaran seperti minyak dan air. Biosurfaktan mengandung senyawa khas yaitu 

struktur ampifilik, pada satu molekul biosurfaktan terdapat gugus hidrofilik 

(polar) dan gugus hidrofobik (nonpolar). Gugus hidrofilik mengandung 

monosakarida, polisakarida, oligosakarida, peptida, atau protein. Sedangkan 

gugus hidrofobik mengandung asam lemak jenuh, asam lemak tak jenuh, dan 

lemak alkohol (Masfaridah, 2019). Terdapatnya gugus hidrofobik dan hidrofilik 

menyebabkan molekul ini dapat menurunkan tegangan permukaan cairan, 

tegangan antarmuka cairan, atau antar cairan dan padatan (Singh, 2012). Berat 

molekul biosurfaktan dikategorikan menjadi dua kelompok yaitu berat molekul 

rendah dan berat molekul tinggi. Berat molekul rendah berperan dalam 

menurunkan tegangan permukaan, sedangkan berat molekul tinggi berperan 

sebagai penstabil emulsi (Saharan et al., 2011). 

 

Biosurfaktan memiliki banyak keunggulan jika dibandingkan dengan surfaktan 

sintesis, seperti memiliki toksisitas yang rendah, bersifat biodegradabel, stabil 

pada kondisi pH, suhu maupun kekuatan ionik yang ekstrem, dan dapat disintesis 

dari bahan baku yang murah dan terbarukan. Berdasarkan struktur molekulnya, 

biosurfaktan dapat digolongkan menjadi glikolipida, lipopeptida, kompleks 
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polisakarida-protein, fosfolipida, asal lemak, dan lipida netral. Struktur molekul 

yang variatif tersebut menjadikan biosurfaktan memiliki potensi besar untuk 

diaplikasikan di berbagai industri (Wibisana, 2018). 

 

Biosurfaktan memiliki banyak manfaat dalam berbagai aspek kehidupan manusia 

meliputi bidang medis, lingkungan, pertanian, dan industri. Di bidang medis, 

aktivitas antibakteri, antijamur, dan antivirus menjadikan biosurfaktan sebagai 

molekul yang relevan untuk diaplikasikan sebagai agen terapeutik. Di bidang 

lingkungan, biosurfaktan digunakan untuk remediasi air dan tanah. Di bidang 

pertanian, biosurfaktan digunakan dalam eliminasi patogen tanaman dan 

meningkatkan ketersediaan nutrisi bagi mikroba tanaman. Di bidang industri 

kosmetik, biosurfaktan juga digunakan sebagai bahan pembusa (foaming agents), 

bahan pembasah (wetting agents), bahan pelarut (solubilizer), zat pengemulsi 

(emulsifiers), sebagai mediator kerja enzim, dan senyawa antimikroba 

(Masfaridah, 2019). 

 

2.2. Mikroorganisme Penghasil Biosurfaktan 

 

Biosurfaktan dapat diproduksi oleh mikroorganisme berupa mikroorganisme 

prokariotik maupun eukariotik. Biosurfaktan dapat diproduksi di dalam sel 

(intraseluler) ataupun sebagai agen ekstrakseluler. Sebagian besar biosurfaktan 

diproduksi oleh mikroorganisme seperti bakteri, jamur, dan ragi melalui proses 

biotransformasi (Soo at al., 2003). Mikroorganisme diketahui menghasilkan 

beberapa jenis biosurfaktan seperti glikolipid, lipopeptida, fosfolipid, lipid netral 

atau asam lemak, dan biosurfaktan polimer (El-Sheshtawy and Doheim, 2014). 

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., 2021). 

Jenis Biosurfaktan Spesies Mikroba Penghasil Biosurfaktan 

Glycolipids 

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. 

Floccolosin  Pseudomonas flocculosa 

Phospolipid and Fatty acids 

Phospolipid and Fatty acids Micrococcus sp., Candido sp., Aspergillus sp., 

Acinetobacter sp., Micrococcus sp., Thiobacillus 

thiooxidans, Pseudomonas sp., Corynebacterium sp., 

Penicillium sp. 

Lipopeptides and lipoproteins 

Gramicidin  Bacillus brevis 

Peptide lipids Bacillus licheniformis 

Viscosin  Pseudomonas fluorescens 

Lichenysin G Bacillus licheniformis IMI307 

Polymyxin E1 Bacillus polymyxa 

Serrawettin  Serratia marcescens 

Ornithine lipid Pseudomonas rubescens, Thiobacillus thiooxidans 

Cyclosporin A Tolypocladium inflatum 

Lysine lipid Agrobacterium tumefaciens 

Surfactin, subtilisin, subsporin Bacillus subtilis 

Cerilipin  Gluconobacter cerinus 

Amphomycin  Streptomyces canus 

Enduracidin A Streptomyces fungicidius 
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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 

Polymeric surfactants 

Polysccharide protein Acinetobacter calcoaceticus strains 

Liposan  Candida hypolitica 

Manno protein Saccharomyces cerevisiae 

Heteropolysaccharide (biodispersan) Acinetobacter calcoaceticus A2 

Carbohydrate protein Candida petrophillum, Endomycopsis liplytica 

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 mydis 

Protein PA Pseudomonas aeruginosa 

Alasan  Acinetobacter calcoaceticus 

 

 

Beberapa bakteri telah diteliti dan terbukti dapat memproduksi biosurfaktan, 

seperti 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 khusus jenis glikolipida dan lipopeptida yang banyak 

digunakan dan dapat dimanfaatkan dalam proses bioremediasi dan dalam bidang 

biomedis yaitu sebagai antijamur, antibakteri, dan antivirus (Waghmode et al., 

2020). 
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2.3. Karakterisasi Biosurfaktan 

 

Karakterisasi biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri yang 

berpotensi menghasilkan biosurfaktan. Berikut beberapa cara yang dapat 

dilakukan untuk mengkarakterisasi biosurfaktan adalah: 

 

2.3.1. Indeks Emulsifikasi 

 

Indeks emulsifikasi (%IE24) merupakan aktivitas emulsi pada hidrokarbon uji dan 

ditetapkan sebagai persentase tinggi lapisan emulsi (mm) dibagi total tinggi dari 

cairan kolom (Kumar et al., 2008). Prinsip uji ini yaitu dilihat dari perbandingan 

tinggi minyak yang teremulsi di dalam air dengan tinggi campuran minyak dan 

air. Emulsi terjadi karena biosurfaktan mampu menggabungkan senyawa polar 

dengan senyawa campuran (Setiani dkk., 2020). Ilustrasi tahap terbentuknya 

emulsi dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

 

Gambar 1. Ilustrasi tahap terbentuknya emulsi (Da Silva et al., 2021). 
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2.3.2. Uji Drop Collaps 

 

Uji drop collaps merupakan metode yang sensitif dan mudah untuk dilakukan 

karena hanya membutuhkan volume kecil (~5 µL) larutan biosurfaktan untuk 

menguji sifat biosurfaktan. Metode ini didasarkan pada mendatarnya permukaan 

oli ketika ditetesi oleh biosurfaktan (Shokouhfard et al., 2015). Ilustrasi tahap uji 

drop collaps dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Ilustrasi tahap uji drop collaps (Da Silva et al., 2021). 

 

2.3.3. Uji Oil Spreading 

 

Uji karakterisasi bakteri penghasil biosurfaktan lainnya dapat dilakukan dengan 

metode oil spreading untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dari bakteri yang 

diuji dengan mengamati kemampuan bakteri dalam menghilangkan lapisan 

minyak pada permukaan air. Uji dilakukan dengan cara cawan petri diisi akuades 

sebanyak 20 mL lalu ditambahkan hidrokarbon di atasnya hingga terbentuk 

lapisan tipis pada permukaan akuades. Lalu tambahkan 1 tetes supernatan di atas 

permukaan minyak. Hasil positif ditandai dengan memisahnya minyak dengan 

membentuk zona bening. Larutan akuades digunakan sebagai kontrol negatif 

(Gozan et al., 2014). Ilustrasi tahap terbentuknya zona bening dapat dilihat pada 

Gambar 3. 
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Gambar 3. Ilustrasi tahap terbentuknya zona bening (Da Silva et al., 2021). 

 

2.4. Faktor yang Mempengaruhi Produksi Biosurfaktan 

 

Biosurfaktan dapat diproduksi dengan berbagai substrat seperti karbohidrat, lipid, 

dan protein. Produksi biosurfaktan oleh mikroba tergantung dari jenis 

mikroorganisme dan kondisi pertumbuhan seperti sumber karbon, sumber 

nitrogen, pH, dan suhu (Rahayu, 2015). Berikut ini faktor-faktor yang dapat 

mempengaruhi produksi biosurfaktan: 

 

2.4.1. Substrat Pertumbuhan 

 

Pada proses fermentasi, rasio sumber karbon dan nitrogen juga mempengaruhi 

produksi biosurfaktan (Gurkok, 2021). Produksi biosurfaktan biasanya dinyatakan 

optimal pada fase stasioner pertumbuhan sel ketika sumber nitrogen mulai habis 

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

 

1. Sumber Karbon 

 

Sumber karbon dari berbagai jenis sangat penting dan sangat mempengaruhi hasil 

produksi biosurfaktan baik dalam segi kualitas maupun kuantitas (Jimoh, 2019). 

Sumber karbon untuk produksi biosufaktan dibagi menjadi tiga kelompok yaitu 

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

seperti n-heksanadekana, dan n-heksana, oktadekana dan minyak nabati seperti 
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minyak bunga matahari, minyak kedelai, dan minyak zaitun (Nurfarahin et al., 

2018). 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 (Rodriguez et al., 2019). 

 

2. Sumber Nitrogen 

 

Nitrogen adalah nutrisi terpenting kedua yang dibutuhkan untuk menghasilkan 

biosurfaktan oleh mikroorganisme. Sumber nitrogen komposit sangat penting 

untuk pertumbuhan mikroba, perkembangan konstituen sel, dan sintesis metabolit 

bioaktif (Jimoh, 2019). Terdapat 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).  

 

2.4.2. Usia Kultur  

 

Faktor lain yang mempengaruhi produksi biosurfaktan pada kultur batch adalah 

usia kultur. Fase stasioner hingga fase kematian meningkatkan produksi 

biosurfaktan secara signifikan. Semakin tua usia kultur maka akan semakin 

banyak juga nutrisi yang digunakan oleh mikroorganisme, sehingga menyebabkan 

nitrisi dalam kultur batch semakin terbatas. Hal tersebut dapat menyebabkan 

akumulasi produk sisa metabolisme yang mengakibatkan perubahan pada 

metabolisme sel dan produksi biosurfaktan. Bertambahnya usia kultur dapat 

berhubungan dengan pembentukan mikroba permukaan sel yang hidrofobik untuk 

dignakan dalam emulsi minyak dalam udara. 
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2.4.3. Faktor Lingkungan 

 

Faktor lingkungan sangat penting dalam hasil produksi dan karakterisasi dari 

biosurfaktan. Untuk memperoleh biosurfaktan dalam jumlah yang besar, 

bioproses perlu untuk dioptimalkan karena produk dapat dipengaruhi oleh faktor 

lingkungan, seperti perubahan suhu, pH, dan salinitas yang digunakan. Pengaruh 

pH terhadap biosurfaktan yang dihasilkan dengan produksi terbaik terjadi pada 

rentang pH 7,0-8,0 (Neibaho, dkk., 2020). 

 

Aerasi dan agitasi merupakan faktor penting yang mempengaruhi produksi 

biosurfaktan karena keduanya memfasilitasi transfer oksigen dari fase gas ke fase 

air. Adamezak dan Bednarski (2000) mengamati bahwa nilai produksi surfaktan 

terbaik (45,5 g/l) diperoleh ketika laju aliran udara 1 vvm dan konsentrasi oksigen 

terlarut dipertahankan pada saturasi 50%. Kondisi garam dari media tertentu juga 

memiliki efek yang sesuai pada produksi biosurfaktan karena aktivitas seluler 

mikroorganisme dipengaruhi oleh konsentrasi garam. Namun, pengamatan 

sebaliknya diperhatikan untuk beberapa produksi biosurfaktan yang tidak 

terpengaruh oleh konsentrasi hingga 10% (berat/volume) meskipun sedikit 

penurunan CMC terdeteksi. 

 

2.5. Fourier Transform Infra Red (FT-IR) 

 

Fourier Transform Infra Red (FT-IR) merupakan suatu teknik analisis yang 

digunakan untuk melihat gugus-gugus dalam sebuah molekul ataupun senyawa 

melalui vibrasi-vibrasi yang ditimbulkan oleh atom tersebut. Spektrum Infra Red 

(IR) digunakan untuk melihat gugus-gugus dalam sebuah molekul yang diperoleh 

dengan cara menembakkan radiasi sinar infra merah ke sampel untuk menentukan 

fraksi apa yang terjadi saat melewatkan radiasi yang terabsorpsi dengan energi 

khusus. Energi yang terdapat pada beberapa puncak dalam sebuah spektrum 

absorpsi menunjukkan kecocokan terhadap frekuensi pada vibrasi dari sebagian 

molekul sampel (Ayyad, 2011). 
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Secara umum, terdapat empat wilayah jenis ikatan yang dapat dianalisis di FTIR. 

Ikatan tunggal seperti O-H, C-H, N-H dapat dideteksi pada panjang gelombang 

tinggi (4000-2500 cm
-1

). Ikatan rangkap tiga seperti C≡C dan C≡N dapat dideteksi 

pada panjang gelombang 2500-2000 cm
-1

. Ikatan ganda seperti C=O, C=N dan 

C=C dapat dideteksi pada panjang gelombang 2000-1500 cm
-1

.  Sedangkan ikatan 

molekul kompleks akan dideteksi sebagai daerah finerprint yang terdeteksi pada 

panjang gelombang rendah (1500-650 cm
-1

) (Mohamed at al., 2017). 

 

FT-IR dapat digunakan untuk mengetahui gugus-gugus yang terkandung dalam 

sampel uji, salah satunya adalah biosurfaktan. Gugus-gugus fungsi yang telah 

diperoleh akan mempermudah untuk mengetahui jenis biosurfaktan yang 

dianalisis. Biosurfaktan dengan jenis yang berbeda akan menghasilkan serapan 

FT-IR yang berbeda.  

 

Citra (2020) melaporkan bahwa bakteri isolat ALP D1 diduga dapat memproduksi 

senyawa biosurfaktan jenis lipopeptida, yang ditandai dengan terbentuknya 

spektrum pada bilangan gelombang 3265 cm
-1

 yang menunjukkan adanya ikatan 

NH stretching, CO stretching pada bilangan gelombang 1207 cm
-1

, CO-N 

stretching pada bilangan gelombang 1625 cm
-1

, dan membentuk CH alifatik pada 

bilangan gelombang 1625-1446 cm
-1

. Spektrum IR yang terbentuk dapat dilihat 

pada Gambar 4. 
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Gambar 4. Spektrum IR yang dihasilkan oleh bakteri isolat ALP D1 

 

 

Yusnidar (2022) telah mengkarakterisasi biosurfaktan yang diproduksi dari 

bakteri indigen isolat ALP E1, memperoleh 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- menunjukkan 

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

cm
-1

 menunjukkan keberadaan C=O. Pita serapan pada bilangan gelombang 1438 

cm
-1

 dan 1080 cm
-1

 masing-masing mewakili –CH3 dan ikatan C-H. Spektrum IR 

biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri indigen isolat ALP E1 dapat dilihat 

pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Spektrum IR biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri isolat ALP E1 

 

2.6. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan uji kualitatif untuk mengetahui sifat 

kimia biosurfaktan berdasarkan tingkat kepolaran (Setiani, dkk., 2020). Prinsip 

KLT adalah adanya perbedaan sifat fisik dan kimia dari senyawa, seperti 

kecenderungan dari molekul untuk melarut dalam larutan, kecenderungan molekul 

untuk menguap, dan kecenderungan molekul untuk melekat pada permukaan 

(adsorpsi). Prinsip dalam fase gerak yaitu like dissolve like, pelarut polar akan 

larut dalam pelarut polar dan pelarut non polar akan larut dalam pelarut non polar. 

Fase diam yang digunakan yaitu lapis tipis penjerap, dapat terbuat dari silika yang 

telah dimodifikasi, resin penukar ion, gel ekslusi, dan siklodektrin yang digunakan 

untuk pemisahan kiral. Eluen yang baik yaitu eluen yang bisa memisahkan 

senyawa dalam jumlah yang banyak dan di tandai dengan munculnya noda (Nada, 

2022). Penelitian yang dilakukan oleh Sari dkk. (2015) yang menggunakan 

biosurfaktan dari bakteri Bacillur circulans menunjukkan adanya respon positif 

spot kuning kehijauan dengan pewarna spesifik antron. 

 



 

III. METODE PENELITIAN 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Januari-Agustus 2023 di 

Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung. 

Karakterisasi morfologi bakteri dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan 

Biologi FMIPA Universitas Lampung. Karakterisasi 16S-rRNA bakteri dilakukan 

di UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (LTSIT) Universitas 

Lampung. Karakterisasi biosurfaktan menggunakan KLT dilakukan di 

Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung. 

Karakterisasi biosurfaktan menggunakan FT-IR dilakukan di UPT Laboratorium 

Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (LTSIT) Universitas Lampung. Uji 

antimikroba yang dilakukan di Balai Veteriner Lampung. 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

Adapun alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah erlenmeyer, tabung 

reaksi, spatula, cawan petri, gelas ukur, gelas kimia, pipet tetes, jarum ose, 

bunsen, tabung sentrifuga, indikator pH, mikropipet model Dragon Lab, neraca 

analitik model DJ-V220A Lucky, autoclave model S-90N, oven model T60 

Heraus, inkubator model Precisterm P’selecta, pH meter model Metrohm 827 pH, 

shaker incubator model Reciprocating shaker SSL2, Laminar Air Flow (LAF) 

model Curma 9005-FL, freezer, magnetic stirrer, hotplate stirrer model Stuart 

162, vorteks model Grant Bio PV-1, sentrifuga model 225 Fisher Scientific, freeze
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 dryer model Scanvac Cool Safe, NanoPhotometer model P300 Implen, Fourier 

Transform Infra Red (FT-IR) model Agilent Technologies Carry, pelat KLT, dan 

chamber. 

 

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat BSPP-1c 

yang sudah berhasil diisolasi dari sedimen perairan Pelabuhan Panjang 

(Nurhayati, 2022), nutrient agar, nutrient broth, Mueller Hinton Agar (MHA), 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA), kapas, kassa, kertas cakram, aquades, 

aluminium foil, plastik warp, glukosa, urea, ninhidrin, kloroform, metanol, asam 

asetat, oli, dan media Mineral Salt Medium (MSM) yang meliputi KH2PO4, 

K2HPO4, (NH4)2SO4, NaCl, FeSO4.7H2O, MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, dan 

MnSO4.H2O. 

 

3.3. Metode Penelitian 

 

3.3.1. Pembuatan Media 

 

3.3.1.1. Media Nutrient Agar (NA) 

 

Media NA dibuat dengan cara 2,8 gram NA ditimbang lalu dilarutkan ke dalam 

100 mL akuades, dipanaskan di atas penangas air dan disterilkan dengan autoklaf 

selama 15 menit pada suhu 121
o
C tekanan 1 atm. Setelah itu ditungggu sampai 

tidak terlalu panas dan dimasukkan ke dalam Laminar Air Flow. Media Nutrient 

Agar (NA) siap digunakan untuk meremajakan isolat bakteri. 

 

3.3.1.2. Media Nutrient Broth (NB) 

 

Sebanyak 1,3 gram Nutrient Broth (NB) ditimbang lalu dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer dan ditambahkan akuades, kemudian dipanaskan hingga mendidih. 

Setelah itu ditutup dengan sumbat dan disterilkan menggunakan autoklaf pada 
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suhu 121
o
C tekanan 1 atm selama 15 menit. Media Nutrient Broth (NB) siap 

digunakan untuk media inokulum atau adaptasi bakteri.  

 

3.3.1.3. Mineral Salt Medium (MSM) 

 

Media Mineral Salt Medium (MSM) ini digunakan untuk inokulasi bakteri 

penghasil biosurfaktan. Komposisi MSM yang digunakan adalah KH2PO4 2 g/L, 

K2HPO4 5 g/L, (NH4)2SO4 3 g/L, NaCl 0.1 g/L, FeSO4.7H2O 0.01 g/L, 

MgSO4.7H2O 0.2 g/L, CaCl2.2H2O 0.01 g/L, dan MnSO4.H2O 0.2 g/L (b/v) lalu 

dilarutkan ke dalam 100 mL akuades. Kemudian disterilkan menggunakan 

autoklaf pada suhu 121
o
C tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah itu, media 

disimpan dalam laminar air flow dan siap untuk digunakan. Media Mineral Salt 

Medium (MSM) merupakan media selektif untuk pertumbuhan bakteri penghasil 

biosurfaktan (Nurlaila, 2016). 

 

3.3.1.4. Media Mueller Hinton Agar (MHA) 

 

Media MHA merupakan media yang digunakan untuk uji antibakteri. Uji ini 

dilakukan dengan 3,8 gram MHA dilarutkan dalam 100 mL akuades, lalu 

dipanaskan. Media yang telah larut seluruhnya, kemudian dipanaskan dan 

disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121
o
C dengan tekanan 1 atm selama 15 

menit. Media MHA dituangkan ke dalam cawan petri yang telah disterilisasi. 

Penuangan tersebut dilakukan di dalam Laminar Air Flow, kemudian media 

didinginkan sampai memadat, dan jika tidak terlihat adanya kontaminan/pengotor, 

maka media dapat digunakan. 
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3.3.1.5. Media Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

 

Media SDA digunakan untuk melakukan uji antijamur. Media ini dibuat dengan 

cara melarutkan 6,5 gram SDA dalam 100 mL akuades. Kemudian media 

dipanaskan hingga larut dengan sempurna dan tidak terjadi penggumpalan. 

Selanjutnya media dimasukkan ke dalam tabung reaksi/tabung vial sesuai 

kebutuhan dan ditutup. Media disterilkan dalam autoclave dengan temperatur 

121
o
C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Tuangkan media pada cawan petri steril, 

lalu biarkan memadat (Warsinah dan Sunarto, 2011). 

 

3.3.2. Peremajaan Bakteri 

 

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

digoreskan ke media NA miring. Kemudian diinkubasi selama 24-48 jam pada 

suhu 37
o
C. Prosesnya dilakukan dalam keadaan aseptik. Setelah itu biakan hasil 

peremajaan siap digunakan sebagai stok kultur dan disimpan di dalam lemari 

pendingin 4
o
C. 

 

3.3.3. Optimasi Produksi Biosurfaktan 

 

3.3.3.1. Optimasi pH 

 

Optimasi pH dilakukan dengan cara hasil biakan isolat bakteri dari media NB 

dimasukkan sebanyak 1% ke dalam campuran media MSM dengan 2% glukosa 

sebagai sumber karbon yang telah ditambah urea 0,3% sebagai sumber nitrogen 

optimum dan telah dibuat variasi pH yaitu pH 6, 7, dan 8 dengan menambahkan 

larutan NaOH 1 N dan HCl 1 N. Sampel kontrol digunakan sebagai pembanding 

dengan perlakuan yang sama tanpa penambahan variasi pH. Selanjutnya media 

MSM disterilisasi menggunakan autoclave, lalu ditambahkan 5% (v/v) inokulum 

dari media NB ke dalam setiap variasi pH media MSM. Kemudian diinkubasi 
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pada suhu 30 °C menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 110 rpm 

selama 96 jam (waktu produksi optimum) dari isolat bakteri, kemudian dilakukan 

uji emulsifikasi, uji oil spreading, dan uji drop collapse (Yakimov, 1995).  

 

3.3.3.2. Optimasi Kadar Salinitas 

 

Optimasi kadar salinitas dilakukan dengan cara hasil biakan isolat bakteri dari 

media NB dimasukkan sebanyak 1% ke dalam MSM yang ditambahkan 5% 

glukosa sebagai sumber karbon optimum dan urea 0,3% sebagai sumber nitrogen 

optimum, pH media diatur sesuai kondisi pH optimum, dan dilakukan variasi 

konsentrasi NaCl yaitu 1; 3; dan 5%. Selanjutnya biakan bakteri diinkubasi pada 

suhu 30 °C menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 110 rpm selama 96 

jam (waktu produksi optimum) dan pH optimum. Setelah itu dilakukan uji 

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

 

3.3.4. Uji Biosurfaktan 

 

Uji biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri yang 

digunakan dalam menghasilkan biosurfaktan yaitu uji emulsifikasi, drop collapse, 

dan oil spread. 

 

3.3.4.1. Uji Indeks Emulsifikasi 

 

Uji ini dilakukan dengan cara kultur cair bakteri disentrifius dengan kecepatan 

10.000 rpm selama 20 menit sehingga supernatan dan pelet terpisah. Selanjutnya 

sebanyak 2 mL supernatan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 

2 mL benzena sebagai substrat non polar pembentuk emulsi. Kemudian divorteks 

2 menit, lalu didiamkan selama 24 jam dan dihitung nilai indeks emulsifikasinya. 
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Kontrol negatif menggunakan akuades (Pereira et al., 2013). Indeks emulsifikasi 

(%) ditentukan dengan rumus sebagi berikut: 

Indeks emulsifikasi (%) = 
                             

                        
 x 100% 

 

3.3.4.2. Uji Drop Collapse 

  

Kultur cair bakteri disentrifius dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit 

sehingga supernatan dan pelet terpisah. Uji ini dilakukan dengan cara meneteskan 

sebanyak 1 tetes oli bekas pada cawan petri dan didiamkan beberapa saat pada 

suhu ruang. Kemudian sebanyak 1 tetes supernatan di atas oli bekas. Setelah itu, 

aktivitas biosurfaktan diamati berdasarkan atas penambahan luas permukaan 

senyawa uji dibandingkan dengan kontrol. Kontol negatif menggunakan akuades. 

Hasil uji dinyatakan positif jika tetesan berubah menjadi datar atau melebar (Płaza 

et al., 2006). 

 

3.3.4.3. Uji Oil Spread 

 

Kultur cair bakteri disentrifius dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit 

sehingga supernatan dan pelet terpisah. Akuades dimasukkan ke dalam cawan 

petri sebanyak 20 mL, lalu ditambahkan hidrokarbon di atasnya hingga terbentuk 

lapisan tipis pada permukaan akuades. Kemudian ditambahkan 1 tetes (20  L) 

supernatan pada tengah lapisan hidrokarbon. Hasil positif ditandai dengan 

memisahnya minyak dengan membentuk zona bening. Larutan akuades digunakan 

sebagai kontrol negatif (Pereira et al., 2013). 

 

3.3.5. Produksi dan Ekstraksi Biosurfaktan 

 

Produksi biosurfaktan bertujuan untuk mendapatkan ekstrak biosurfaktan dari 

bakteri lokal isolat BSPP-1c. Produksi dilakukan dengan cara menginokulasi 
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bakteri isolat BSPP-1c ke dalam media NB dan dishaker selama 24 jam di dalam 

shaker incubator dengan kecepatan 150 pm dan suhu 30
o
C. Konsentrasi inokulum 

5% yang telah dikultur 24 jam pada media NB dipindahkan ke dalam 1000 L 

media MSM yang telah ditambah 5% glukosa sebagai sumber karbon optimum 

dan urea 0,3% sebagai sumber nitrogen optimum (Nurhayati, 2022). Media 

produksi kemudian dishaker menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 

150 rpm, suhu 30
o
C hingga 96 jam. Media disentrifugasi selama 20 menit dengan 

kecepatan 10.000 rpm. Supernatan yang diperoleh dilakukan uji emulsifikasi, uji 

drop collapse, dan uji oil spreading serta digunakan untuk tahap ekstraksi. 

 

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 supernatant bebas sel. Supernatan 

yang terbentuk ditambahkan HCL 6 N hingga pH 2 kemudian didiamkan pada 

suhu 4
o
C selama 24 jam. Supernatan kemudian di sentrifugasi pada 10.000 rpm 

selama 20 menit (Nitschke et al., 2004). Supernatan yang dihasilkan dari 

sentrifugasi kemudian dilakukan freeze drying, yang bertujuan untuk memisahkan 

biosurfaktan murni dari sisa pengotor. Biosurfaktan kemudian ditimbang untuk 

digunakan pada uji selanjutnya. 

 

3.3.6. Karakterisasi Bakteri 

 

Identifikasi bakteri dilakukan dengan cara pengamatan morfologi dan identifikasi 

berdasarkan gen 16S rRNA. Identifikasi 16S rRNA dilakukan terhadap isolat 

BSPP-1c. Proses identifikasi 16S rRNA diawali dengan ekstraksi DNA, kemudian 

dilanjutkan dengan amplifikasi menggunakan primer spesifik 16S rRNA yaitu 

primer 27F dan 1492R. Hasil amplifikasi kemudian disekuensing dan dianalisis 

menggunakan BLAST dalam NCBI, selanjutnya dibuat pohon filogenetik 

menggunakan MEGA. Identifikasi berdasarkan karekter morfologi dilakukan 

sebagai uji konfirmasi antara isolat bakteri BSPP-1c dan data yang muncul dalam 
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BLAST. Karakter morfologi yang diamati meliputi pengamatan bentuk, warna, 

tepian koloni, dan pewarnaan gram (Pangestu, 2016). 

 

3.3.7. Karakterisasi Biosurfaktan 

 

3.3.7.1. Karakterisasi Menggunakan FT-IR 

 

Ektraksi biosurfaktan yang diperoleh, selanjutnya dikarakterisasi menggunakan 

Fourier Transfrom Infrared Spectroscopy (FT-IR). Karakterisasi ini bertujuan 

untuk mengidentifikasi gugus fungsi yang terdapat dalam ekstrak biosurfaktan. 

Ekstrak biosurfaktan diambil sebanyak 1 mg dan ditambahkan 100 mg KBr, 

ekstrak biosurfaktan dikarakterisasi menggunakan FTIR dengan bilangan 

gelombang 4000 hingga 650 cm
-1

 (Rane, 2017). 

 

3.3.7.2. Karakterisasi Menggunakan KLT 

 

Isolat biosurfaktan BSPP-1c dilarutkan ke dalam kloroform. Sebanyak 10µL 

ekstrak biosurfaktan ditotolkan pada pelat KLT dengan ukuran 2x2 cm. Pelat 

dimasukkan ke dalam sistem pelarut yang terdiri dari kloroform: methanol: asam 

asetat (65:25:4, v/v/v). Untuk mendeteksi komponen karbohidrat dalam fraksi 

yang dipisahkan, pelat KLT ditetesi dengan reagen anthrone yang disiapkan 

dalam H2SO4 pekat. Untuk mendeteksi komponen lipid, pelat KLT dikenai asap 

iodium. Adanya komponen protein atau asam amino dalam fraksi yang dipisahkan 

ditentukan dengan menetesi plat KLT dengan larutan ninhidrin (George dan 

Jayachandran, 2009; Tahzibi et al., 2004). 
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3.3.8. Uji Biosurfaktan Sebagai Antimikroba 

 

3.3.8.1. Uji Antibakteri 

 

Uji aktifitas antibakteri dilakukan terhadap beberapa bakteri uji, baik bakteri gram 

positif (Staphylococcus aureus) maupun bakteri gram negatif (Escherichia coli). 

Suspensi bakteri diinokulasikan ke dalam media MHA yang telah dibuat 

sebelumnya, dan diratakan diatas permukaan media menggunakan spreader. 

Kertas cakram yang telah dicelupkan pada biosurfaktan diletakkan di atas lapisan 

agar. Kontrol positif menggunakan Ciprofloxacin, dan kontrol negatif 

menggunakan methanol yang diteteskan pada kertas cakram. Kultur diinkubasi 

pada suhu 37
o
C selama 24 jam, pembentukan zona hambat disekitar kertas cakram 

diukur diameternya menggunakan jangka sorong (Das at al., 2008). 

 

3.3.8.2. Uji Antijamur 

 

Uji aktifitas 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 konsentrasi 30 µg/mL diletakkan diatas lapisan 

agar. Kontrol positif menggunakan nystatin 30 µg/mL. Kultur kemudian 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Setelah itu, dilakukan pengukuran 

zona hambat disekitar kertas cakram menggunakan jangka sorong (Rantekata, 

2018). 
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3.3.9. Diagram Alir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Bagan Alir Penelitian 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Simpulan 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka diperoleh simpulan sebagai 

berikut:  

1. Kondisi optimal (pH dan kadar salinitas) dalam produksi biosurfaktan dari 

bakteri isolat lokal BSPP-1c diperoleh pada kondisi pH 6 dan kadar salinitas 

1%. 

2. Biosurfaktan yang dihasilkan berwarna coklat kekuningan dengan berat 

0,187g. 

3. Berdasarkan analisis morfologi dan sequensing 16S rRNA isolat bakteri lokal 

BSPP-1c memiliki kemiripan sebesar 100% terhadap Basillus cereus strain 

ZGTB14-11, analisis karakteristik KLT dan FT-IR biosurfaktan yang 

dihasilkan termasuk dalam golongan lipopeptida. 

4. Biosurfaktan yang dihasilkan memiliki potensi sebagai antibakteri dengan 

kategori sedang terhadap bakteri gram positif (Staphylococcus aureus) dan 

bakteri gram negatif (Escherichia coli dan Salmonella sp.), serta memiliki 

potensi sebagai antijamur terhadap jamur Candida albicans dengan kategori 

sedang. 

 

5.2. Saran 

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, terdapat beberapa saran untuk 

penelitian selanjutnya antara lain melakukan optimasi produksi biosurfaktan 

dengan parameter agitasi dan aerasi, melakukan analisis karakterisasi lebih lanjut 
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menggunakan instrumen LC-MS dan NMR, serta melakukan uji bioaktivitas 

lainnya.
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