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ABSTRAK

OPTIMASI PRODUKSI BIOSURFAKTAN DARI BAKTERI Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1 MENGGUNAKAN LIMBAH PULPA BI1JI KAKAO
DENGAN PENDEKATAN RESPONSE SURFACE METHODOLOGY (RSM)

Oleh

ANISA

Biosurfaktan merupakan senyawa aktif permukaan yang disintesis secara
ekstraselular oleh mikroorganisme, seperti bakteri, jamur, atau ragi. Pada
penelitian ini bertujuan untuk mempelajari manfaat limbah pulpa biji kakao
sebagai sumber karbon dalam produksi biosurfaktan dari bakteri Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1, mengetahui kondisi optimum konsentrasi sumber
karbon pulpa biji kakao (%), pH dan kadar salinitas (%) dalam produksi
biosurfaktan dari bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 melalui
pendekatan RSM, mendapatkan ekstrak kasar dari biosurfaktan dan karakterisasi
menggunakan metode FTIR.

Tahapan optimasi diawali dengan preparasi limbah pulpa biji kakao, peremajaan
bakteri, dilanjutkan dengan pembuatan kurva pertumbuhan dari bakteri
Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 dalam memproduksi biosurfaktann
dengan mengukur nilai optical density (OD) dan indeks emulsifikasi, selanjutnya
optimasi biosurfaktan menggunakan metode RSM dengan parameter sumber
karbon pulpa biji kakao dalam rentang 10%, 20% dan 30%, pH dalam rentang 6, 7
dan 8, dan kadar salinitas dalam rentang 4%, 5% dan 6% , pengujian biosurfaktan
dilakukan dengan metode uji emulsifikasi, oil spreading test dan uji drop
collapse.

Hasil penelitian diperoleh kondisi optimum produksi biosurfaktan pada sumber
karbon pulpa biji kakao sebesar 20%, pH 7, kadar salinitas 4% dengan hasil
indeks emulsi 70% serta didapatkan persamaaan polinomial dengan model
quadratic yaitu Y= 44.83 + 3.00A + 1.00 B - 3.00 C - 0.5000AB + 3.50 AC - 4.50
BC - 9.32 A%- 9.32 B? + 20.68 C2. Produksi biosurfaktan dari kondisi optimum



yang telah didapatkan diperoleh ekstrak kering bewarna putih sebanyak 1,632
mg/L dengan indeks emulsi sebesar 75%. Berdasarkan hasil analisis FT-IR yang
telah dilakukan diperoleh pada puncak karakteristik biosurfaktan pada rentang
3600-3200 cm™ tersebut yang mengindikasikan golongan lipopeptida.

Kata kunci: Biosurfaktan, Response Surface Methodology (RSM), indeks emulsi,

oil spreading test, drop collapse test, Lysinibacillus boronitolerans
LKM G1



ABSTRACT

OPTIMIZATION PRODUCTION OF BIOSURFACTANT FROM THE
BACTERIA Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 USING COCOA BEAN
PULPA WASTE WITH A RESPONSE SURFACE METHODOLOGY
(RSM) APPROACH

By

ANISA

Biosurfactants are surface active compounds that are synthesized extracellularly
by microorganisms, such as bacteria, fungi or yeast. This research aims to study
the benefits of cocoa bean pulp waste as a carbon source in the production of
biosurfactant from the bacteria Lysinibacillus boronitolerans LKM G1, to
determine the optimum conditions for the concentration of carbon source cocoa
bean pulp (%), pH and salinity levels (%) in the production of biosurfactant from
the bacteria Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 using the RSM approach,
obtaining crude extracts from biosurfactants and characterization using the FTIR
method.

The optimization stage begins with preparation of cocoa bean pulp waste,
bacterial rejuvenation, followed by creating a growth curve for the Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1 bacteria in producing biosurfactant by measuring the
optical density (OD) value and emulsification index, then optimizing the
biosurfactant using the RSM method with cocoa bean pulp carbon source
parameters in the range of 10% , 20% and 30%, pH in the range of 6, 7 and 8, and
salinity levels in the range of 4%, 5% and 6%, biosurfactant testing was carried
out using the emulsification test method, oil spreading test and drop collapse test.

The results of the research obtained optimum conditions for biosurfactant
production from cocoa bean pulp carbon sources of 20%, pH 7, salinity level 4%
with an emulsion index result of 70% and obtained a polynomial equation with a
quadratic model, namely Y= 44.83 + 3.00A + 1.00 B - 3.00 C - 0.5000AB + 3.50
AC - 450 BC - 9.32 A2 - 9.32 B2 + 20.68 C2. Biosurfactant production from the
optimum conditions obtained resulted in a white dry extract of 1.632 mg/L with



an emulsion index of 75%. Based on the results of the FT-IR analysis that was
carried out, it was found that the characteristic peak of biosurfactant in the range
3600-3200 cm™ indicated the lipopeptide group.

Keywords: Biosurfactant, Response Surface Methodology (RSM), emulsion
index, oil spreading test, drop collapse test, Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1
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“While there’s life, there is hope”
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“Tidaklah mungkin bagi matahari mengejar bulan dan malam tidak dapat
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Limbah agroindustri merupakan sisa olahan tanaman seperti, kulit, biji-bijian, sisa
produk samping pasca panen, yang memiliki kandungan karbohidrat dan lipid
yang tinggi contohnya glukosa, pektin, dekstrin, selulosa dan sebagainya. Limbah
agroindustri tersebut dapat menjadi agen pencemar jika tidak diolah dengan baik
sedangkan jika dikonsumsi tanpa diolah terlebih dahulu dapat menyebabkan
gangguan kesehatan bagi manusia, hewan dan makhluk hidup lainnya (Agustono
dkk., 2017). Wilayah pertanian Kabupaten Lampung Timur memiliki limbah
agroindustri dari sisa olahan tanaman kakao (Theobroma Cacao L.) yakni berupa
pulpa biji kakao yang memiliki kandungan asam organik yakni asam sitrat
sejumlah 9,14 mg/l (Wijaya, 2020). Pulpa biji kakao memiliki kandungan asam
asetat, asam laktat dan alkohol sehingga berpotensi untuk dijadikan substrat media
produksi biosurfaktan (Lopez, 1986). Pada penelitian ini limbah pulpa biji kakao
dimanfaatkan sebagai sumber karbon untuk produksi biosurfaktan. Penggunaan
limbah olahan samping dari pertanian kakao ini diharapkan dapat menjadi media

alternatif untuk produksi dari biosurfaktan yang relatif mahal (Rahmanto., 2011).

Produksi biosurfaktan menggunakan limbah agroindustri terbukti menghasilkan
biosurfaktan yang menambah nilai ekonomis dan hasil yang lebih melimpah
dengan adanya pemanfaatan produk samping hasil pertanian agroindustri seperti
limbah cair kelapa sawit (POME) (Yudono dkk., 2022 ), limbah tetes tebu
(molase) (Ni’matuzahroh dkk., 2010), limbah cair tahu (Kamallia dkk., 2021),
limbah minyak jelantah (Mardiah dkk., 2022), limbah cair singkong (onggok)



(Schmidt et al., 2023) yang digunakan sebagai sumber substrat pada media
produksi biosurfaktan (Ani et al., 2022). Saat ini, media produksi biosurfaktan
membutuhkan biaya produksi yang sangat tinggi, sehingga harganya relatif lebih
mahal. Hal ini menyebabkan banyak sekali industri memilih menggunakan
surfaktan sintetis dengan harga yang relatif murah. Oleh karena itu, diperlukan
alternatif media produksi yang relatif murah seperti substrat media produksi yang
berasal dari industri pertanian yang dapat mengurangi biaya produksi biosurfaktan
serta meningkatkan efektivitas dan kualitas dari biosurfaktan yang dihasilkan
(Silva et al., 2013).

Biosurfaktan terdiri dari molekul amphipatic atau amphiphilic yang mengandung
gugus hidrofobik (tidak suka air) dan hidrofilik (suka air) sehingga biosurfaktan
memiliki kemampuan dalam menurunkan tegangan permukaan suatu cairan
(Mulligan, 2005). Biosurfaktan banyak diminati karena sifatnya yang ramah
lingkungan atau dapat terdegradasi secara alami (biodegradable) dan tidak toksik
(non toxic). Biosurfaktan memiliki beberapa keunggulan antara lain detoksisasi
pencemaran logam pada air, kontrol limbah pembuangan minyak, mudah
didegradasi oleh lingkungan, efektif pada suhu ektrim, salinitas ekstrim serta
mudah disintesis. Berdasarkan keunggulan tersebut biosurfaktan dapat
diaplikasikan terhadap lingkungan untuk bioremediasi minyak tanah, pengambilan
minyak mentah, industri makanan, kosmetik, industri perawatan (farmasi),
pembersih bahan kimia beracun, sebagai agen pengemulsi seperti detergen dan
masih banyak lagi (Banat et al., 2010).

Response Surface Methodology (RSM) merupakan salah satu pendekatan
statistika yang digunakan untuk menentukan kondisi optimal suatu proses. Metode
RSM ini telah efektif digunakan dalam menekan atau mengurangi biaya produksi
melalui pemilihan variabel-variabel yang akan dioptimasi. Variabel parameter
yang divariasikan diantaranya pH, salinitas, sumber nitrogen, sumber karbon,
temperatur, waktu inkubasi, mineral dan sebagainya. Selain itu, metode ini
memiliki keunggulan yaitu dapat menentukan interaksi antar variabel secara

independen, menghemat waktu penelitian, mengurangi biaya produksi dan



mengurangi percobaan secara eksperimental (Mouafi, 2016). Pada riset
sebelumnya telah dilaporkan penggunaan metode RSM untuk menentukan efek
dan interaksi empat faktor untuk produksi biosurfaktan antara lain tetes tebu,
minuman keras curam jagung, konsentrasi minyak jelantah dan ukuran inokulum
adalah variabel independen. Uji emulsifikasi, oil spreading test dan hasil
biosurfaktan adalah variabel respon (Almeida et al., 2017).

Bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 merupakan salah satu bakteri
indigen isolat lokal yang telah berhasil diisolasi dari proses pengomposan limbah
domestik (Fransiska, 2019). Bakteri ini sudah dilakukan studi terkait
kemampuannya menghasilkan enzim lipase dengan aktivitas unit sebesar
0,1666U/mL dan diperoleh ketahanan yang relatif lebih baik terhadap metanol,
n-heksana dan benzena dengan zona bening berturut turut sebanyak 20 mm, 20
mm dan 24 mm serta isolat tersebut menunjukan hasil paling baik pada
penambahan pelarut n-heksana 3% dengan zona bening sebesar 26 mm (Husna,
dkk. 2022). Namun kemampuan bakteri tersebut dalam menghasilkan

biosurfaktan belum dipelajari lebih lanjut.

Berdasarkan uraian diatas, pada penelitian ini dilakukan optimasi produksi
biosurfaktan dari bakteri Lycinibacillus boronitolerans LKM G1 menggunakan
Response Surface Methodology (RSM) dan desain eksperimen Central Composite
Design (CCD). Adapun parameter yang dilakukan untuk optimasi yaitu pH,
kadar salinitas dan substrat sumber karbon limbah pulpa biji kakao, kondisi
optimum yang diperoleh melalui RSM digunakan pada tahap produksi

biosurfaktan.



1.2. Tujuan

Tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mempelajari manfaat limbah pulpa biji kakao sebagai sumber karbon
dalam produksi biosurfaktan dari bakteri Lysinibacillus boronitolerans
LKM G1.

2. Mengetahui kondisi optimum konsentrasi sumber karbon pulpa biji kakao,
pH dan kadar salinitas dalam produksi biosurfaktan dari bakteri
Lysinibacillus boronitolerans LKM G1melalui pendekatan RSM.

3. Mendapatkan ekstrak kasar biosurfaktan dari bakteri Lysinibacillus
boronitolerans LKM GL1.

4. Mengkarakterisasi biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1 menggunakan Fourier Transform Infrared

Spectroscopy (FT-IR).

1.3. Manfaat

Limbah agroindustri pulpa biji kakao dapat dimanfaatkan sebagai alternatif
sumber karbon untuk pertumbuhan bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1
dalam menghasilkan biosurfaktan, biosurfaktan yang dihasilkan dari bakteri
Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 dapat diaplikasikan diberbagai bidang

industri.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Biosurfaktan dan Aplikasi Biosurfaktan

Biosurfaktan merupakan senyawa aktif permukaan yang disintesis secara
ekstraselular oleh mikroba (Takahashi et al., 2010). Berdasarkan struktur, molekul
surfaktan mengandung gugus hidrofilik dan hidrofobik, yaitu suatu sifat yang
mampu mengkonsentrasikan molekul-molekul interpermukaan yang berbeda

derajat polaritasnya, seperti interpermukaan minyak dalam air (Rau et al., 2005).
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Gambar 1. Struktur biosurfaktan fosfolipida (Takahashi et al., 2010)

Biosurfaktan merupakan struktur biomolekul kompleks terdiri atas tipe glikolipid,
lipopeptida, lipoprotein, fosfolipid, dan polimerik surfaktan (Takahashi et al.,
2010). Pada umumnya mikrobial surfaktan banyak ditemukan dalam bentuk
surfaktan glikolipid. Biosurfaktan glikolipid merupakan senyawa gula yang
berikatan kompleks dengan asam alifatik rantai panjang (asam alifatik hidroksi).
Biosurfaktan glikolipid memiliki sifat potensi industri dan aplikasi lingkungan
yang baik, seperti sebagai detoksifikasi cemaran logam di aliran sungai, kontrol
limbah pembuangan minyak, dan bioremediasi tanah yang terkontaminasi

(Mukherjee et al., 2006). Biosurfaktan dapat dihasilkan oleh mikroorganisme



prokariot maupun eukariot. Mikroorganisme penghasil biosurfaktan dari golongan
bakteri sangat variatif jenisnya, antara lain Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus licheniformis, Streptococcus thermophilus dan
Lactobacillus (Fukuoka et al., 2007).
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Gambar 2. Struktur dari C15-surfactin-O-methyl ester (Liu et al., 2009)

Bahan biosurfaktan telah lama dipakai oleh industri minyak untuk membantu
proses bioremediasi limbah minyak serta digunakan dalam proses Enhanced Oil
Recovery (EOR). Proses bioremediasi biosurfaktan digunakan untuk
meningkatkan kelarutan polutan sehingga lebih mudah untuk didegradasi oleh
mikroba. Proses EOR, biosurfaktan dapat digunakan untuk mengekstrak kembali
minyak yang terjebak dalam substansi lain sehingga dapat meningkatkan produksi
minyak dalam sumur minyak. Biosurfaktan memiliki keunggulan dibandingkan
dengan surfaktan yang disintesis secara kimiawi karena mempunyai kadar
toksisitas yang rendah, dapat didegradasi secara biologis, efektif terhadap suhu,
pH dan salinitas ekstrim, serta mudah disintesis. Biosurfaktan merupakan calon
potensial untuk aplikasi komersial dalam industri obat—obatan dan makanan serta
dalam industri pengambilan minyak (Fukuoka et al., 2007).



2.2. Jenis-Jenis Biosurfaktan

Biosurfaktan diklasifikasikan berdasarkan komponenen kimiawinya dan jenis
mikroba penghasil biosurfaktannya. Terdapat lima kelompok utama dalam
biosurfaktan, yaitu glikolipida, lipopeptida dan lipoprotein, asam lemak dan
fosfolipida, surfaktan polimer dan biosurfaktan partikular. Berikut merupakan

Tabel 1 klasifikasi biosurfaktan dan jenis mikroba yang dihasilkan.

Tabel 1. Jenis-Jenis Biosurfaktan (Desai and Desai, 1993)

Jenis Biosurfaktan

Jenis Mikroba

A. Glikolipida
Trehalosa mykolat

Trehalosa ester

Mono-, Di-, dan Trisakarida mykolat

Rhamnolipida

Sophorolipida

B. Fosfolipida dan Asam lemak

Fosfolipida dan asam lemak

Fosfolipida

C. Lipopeptida dan Lipoprotein

Gramiciden
Polymyxin

Arthrobacter paraffineus
Mycobacterium phlei
Rhodococcus crythropolis

Mycobacterium fortitum
Micromonospora sp
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium paraffinicum

Arthrobacter sp.
Corynebacterium diphtheriae
Mycobacterium smegmatis
Arthrobacter sp.

Pseudomonas sp.
Pseudomonas aeruginosa

Candida spp.
Torulopsis petrophilum
Torulopsis apicola
Torulopsis bombicola

Candida spp.
Corynebacterium spp.
Micrococcus spp.

Acinetobacter spp.
Aspergillus spp.
Thiobacillus thioxidans

Bacillus brevis
Bacillus polymyxa




Ornithin — lipida
Ceripilin

Lysin — lipida
Surfaktin — subtilysin
Peptida lipida
Viscosin

Serrawettin

D. Surfaktan Polimer

Lipo hetero polisakarida
Hetero polisakarida
Polisakarida protein

Manno — protein
Karbohidrat protein

Mannan — komplek lipida
Mannosa/erythrosa-lipida

Kompleks karbohidrat-protein-lipida
Debaryomyces polymorphus Pseudomonas
spp. Pseudomonas fluorescens

E. Biosurfaktan Partikular

Membran vesikula
HO1-N Fimbriae
Seluruh bagian sel

Pseudomonas rubescens
Gluconobacter cerinus
Agrobacterium tumefaciens
Streptomyces sioyaensis
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens

Arthrobacter calcoaceticus RAG-1
Arthrobacter calcoaceticus A2
Arthrobacter calcoaceticus strains
Candida lipolytica
Saccharomyces cerevisiae
Candida petrophilum
Endomycopsis lipolytica

Candida tropicalis

Shizonella melanogramma
Ustilago maydis

Debaryomyces polymorphus
Pseudomonas spp.

Pseudomonas fluorescens

Acinetobacter sp.
Acinetobacter calcoaciticus
Berbagai jenis mikroba

2.3. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Produksi Biosurfaktan

Adapun faktor-faktor yang mempengaruhi optimasi produksi biosurfaktan antara

lain adalah sebagai berikut:

2.3.1. Suhu

Optimalisasi faktor lingkungan yakni suhu diyakini mampu menurunkan tegangan

permukaan dan meningkatkan aktivitas emulsifikasi, optimasi suhu dengan

dilakukan variasi suhu pada saat melakukan inkubasi pada shaker inkubator



dengan begitu mendapatkan suhu optimumnya, suhu mempengaruhi pertumbuhan
mikroorganisme penghasil biosurfaktan, suhu optimal memungkinkan
pertumbuhan yang cepat, yang ada pada produksi biosurfaktan (Rodrigues et al.,
2006).

2.3.2. pH

pH media pertumbuhan juga mepengaruhi produksi dan aktivitas biosurfaktan.
Mikroorgansime membutuhkan pH yang sesuai untuk pertumbuhan sel dan
produksi metabolit sekunder seperti biosurfaktan. Biosurfaktan memiliki pH
optimal kisaran pH 5-9. Mikroorganisme yang memproduksi biosurfaktan
memiliki rentang pH optimal untuk pertumbuhannya. pH diluar rentang ini dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme akibatnya menurunkan produksi
biosurfaktan (Sanches et al., 2021).

2.3.3. Sumber Karbon

Sumber karbon digunakan sebagai substrat pertumbuhan pada media biosurfaktan
dikarenakan memiliki kandungan glukosa yang cukup tinggi, selain itu juga
memiliki kandungan bahan organik yang tinggi antara lain seperti asam asetat,
alkohol dan asam laktat dan membantu mempercepat pertumbuhan dari

biosurfaktan yang ingin dihasilkan (Abdel-Mawgoud et al., 2010).

2.3.4. Kadar Salinitas

Kadar salinitas dapat menjadi faktor optimasi produksi biosurfaktan, dikarenakan
beberapa jenis biosurfaktan tahan pada rentang salinitas yang cukup ektrim, akan
tetapi ada mikroorganisme yang dapat mengalami plasmolisis apabila

ditambahkan kadar NaCl yang cukup tinggi, plasmolis terjadi akibat dari pristiwa
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osmosis. Produksi biosurfaktan memiliki kadar salinitas garam (NaCl) yang
optimal pada kisaran 2-12% (Abdel-Mawgoud et al., 2010).

2.4. Kurva Pertumbuhan

Kurva pertumbuhan merupakan gambaran fase pertumbuhan bakteri yang
diperlukan oleh mikroorganisme dalam meningkatkan jumlah sel menjadi dua kali
lipat dari jumlah semula. Kurva pertumbuhan mikroorganisme terdiri atas empat
fase yaitu fase adaptasi (fase lag), fase eksponensial atau fase logaritme, fase
stasioner dan fase kematian. Pada fase eksponensial terjadi peningkatan jumlah
sel dan digunakan untuk menentukan waktu regenerasi (Purwoko, 2007).
Pertumbuhan mikroorganisme diartikan sebagai penambahan jumlah atau total
massa sel yang melebihi inokulum asalnya. Sistem reproduksi bakteri adalah
dengan cara pembelahan biner melintang, satu sel membelah menjadi dua sel
anakan yang identik dan terpisah. Selang waktu yang dibutuhkan bagi sel untuk
membelah diri menjadi dua kali lipat disebut dengan waktu pertumbuhan.
Membuat kurva pertumbuhan dilakukan dengan menginokulasikan kedalam
medium baru, pembiakan tidak segera terjadi tetapi ada periode penyesuaian pada
lingkungan yang dikenal fase pertumbuhan. Selanjutnya, akan memperbanyak diri
dengan laju konstan, yang nantinya akan didapatnya kurva pertumbuhan disajikan

pada Gambar 3.

Stasloner
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Ekspancensial

Fase
Lag

a o

5
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Gambar 3. Kurva pertumbuhan (Purwoko, 2007)
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2.4.1. Fase Adaptasi (Lag Phase)

Pada fase ini tidak terjadi penambahan koloni atau populasi mikroba, tetapi terjadi
adanya penambahan pada volume sel, karena pada fase adaptasi biasanya sel
melakukan pembesaran ukuran. Sel mengalami perombakan komposisi kimia dan
bertambahnya ukuran. Fase adaptasi atau lag phase terjadi sesaat setelah sel
dipindahkan ke media baru, sel bakteri mengalami penyesuaian dengan

lingkungan kondisi pada media baru yang digunakan (Parlezar, 2001).

2.4.2. Fase Perbanyakan (Logaritmic or Ekponential Phase)

Pada fase ini terjadi pertumbuhan atau pembelahan sel bakteri yang berlangsung
sangat cepat dan paling baik digunakan untuk proses inokulum atau untuk
mencari fase pertumbuhan yang paling optimal (Dwidjuseputro, 1998).
Pembelahan sel yaitu persamaan dari ekponensial, pada fase ini terjadi
perbanyakan sel mikroorganisme sangat meningat pesat sampai ke fase stasioner.
Pada fase log ini didapatkan senyawa yang diinginkan antara lain seperti etanol,
asam laktat dan asam organik. Pada fase ini didapatkan enzim atau produk

supernatan yang diinginkan (Gandjar dan Sjamsuridzal, 2006).

2.4.3. Fase Statis (Stationer Phase)

Pada fase statis ini pembelahan sel bakteri atau mikrooganisme mulai berkurang
dan mulai terjadinya banyak kematian pada sel bakteri diakibatkan oleh produk
nutrisi yang terdapat dalam media sudah mulai berkurang atau habis. Hal ini juga
disebabkan terdapatnya adanya penumpukan metabolit pada media pertumbuhan
bakteri yang menjadi racun bagi mikroorganisme tersebut, sel akan berhenti
membelah dan mulai terjadi kesetimbangan antara sel yang mati dengan sel yang
mengalami pembelahan. Selain itu fase statis disebabkan terjadinya pengurangan
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kadar oksigen, nutrient, akumulasi metabolit toksik (alkohol, asam dan basa) dan

penurunan kadar air (Purwoko, 2007).

2.4.4. Fase Kematian (Death Phase)

Pada fase ini mulai banyak sel yang mati dibanding sel-sel baru yang membelah,
semua sel mati dalam beberapa bulan dikarenakan sudah kehabisan nutrient pada
media pertumbuhan dan telah melampaui laju pembiakan, maka jumlah sel
sebenarnya menurun. Penyebab utama lain yaitu autolisis sel dan penurunan

energi seluler (Purwoko, 2007).

2.5. Kakao (Theobroma cacao L.)

Biji kakao

Kulit kakao Pulpa biji kakao

Gambar 4. Buah kakao (Siregar, 1898)

Kakao merupakan salah satu komoditas ekspor non migas Indonesia, baik sebagai
sumber penghidupan bagi petani, produsen maupun penyumbang devisa negara
dari subsektor perkebunan (Sunarto, 1992). Pengembangan tanaman kakao di
Indonesia sampai dengan tahun 2010 luas areal telah mencapai 1.651.539 ha
dengan produksi mencapai 844.626 ton biji kakao kering (Sunarto, 2004). Limbah
pulpa diperoleh dari pemerasan biji kakao yang dipisahkan dari kulitnya dan
direndam atau difermentasi dengan menggunakan air selama beberapa waktu.
Limbah ini, jika tidak diolah menjadi produk baru akan mencemari lingkungan

dan menimbulkan bau yang tidak sedap dan menjadi sumber penyakit bagi
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makhluk hidup. Pemanfaatan limbah pulpa berupa produk pupuk dan olahan
pangan terfermentasi seperti sumber mikroorganisme untuk produk nata de coco.
Oleh karena itu, pemanfaatan limbah pulpa kakao dapat menambah nilai mutu dan
nilai jual dari limbah tersebut. Pulpa biji kakao adalah cairan berlendir yang
berwarna putih yang membungkus seluruh permukaan biji kakao, kandungan
pulpa sendiri sebanyak 25-30% dibanding dengan keseluruhan berat biji buah
kakao, didalamnya mengandung glukosa cukup tinggi sebanyak 10-13% (Lopez,
1986). Produksi kakao yang besar memerlukan penanganan pasca panen yang
baik agar diperoleh biji kakao dengan kualitas yang baik dan bermutu. Salah satu
tahapan penting dalam penanganan pasca panen kakao adalah proses fermentasi
(Widyotomo dan Mulato, 2008). Fermentasi biji kakao bertujuan untuk
menghancurkan pulpa dan mengusahakan kondisi untuk terjadinya reaksi
biokimia dalam keping biji, yang berperan bagi pembentukan cita rasa, warna dan
aroma coklat. Pulpa yang telah hancur akan mudah lepas dari biji, membentuk
cairan pulpa. Cairan pulpa sebagai limbah hasil samping selama fermentasi biji
kakao, diantaranya mengandung asam asetat atau asam cuka, asam laktat dan
alkohol. Asam-asam organik tersebut terbentuk dari fermentasi gula yang
terkandung dalam pulpa biji kakao. Pulpa merupakan jaringan halus yang
berlendir yang membungkus biji kakao, keadaan zat yang menyusun pulpa terdiri
dari 80-90% air dan 8-14% gula. Kondisi ini sangat baik untuk pertumbuhan
mikroorganisme yang berperan dalam proses fermentasi (Bintoro, 1977).
Aktivitas mikroorganisme dalam proses fermentasi meliputi peragian gula
menjadi alkohol dan alkohol menjadi asam cuka. Di samping itu, aroma pun
meningkat selama proses fermentasi dan pH biji mengalami perubahan (Siregar et
al., 2010).

2.6. Bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1

Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 merupakan isolat lokal yang dihasilkan

dari proses pengomposan limbah domestik dengan karakteristik morfologi sel

berbentuk basil (batang) (Fransiska, 2019). Isolat ini salah satu jenis dari bakteri
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gram negatif, memiliki kemampuan hidup pada suhu 29°C-45°C menjadikannya
kedalam jenis kelompok mikroorganisme mesofilik. Analisis molekul
menggunakan 16s-rRNA dengan isolat bakteri lokal tersebut dikategorikan
kedalam Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 dengan 99,08% identitasnya
terhadap bakteri Lysinibacillus boronitolerans strain NRBRC 103108. Pada
penelitian studi terkait lipase, terhadap bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM
G1 yang memiliki aktifitas unit sebesar 0,1666 U/mL dan diperoleh ketahanan
yang relatif lebih baik terhadap metanol, n-heksana dan benzena dengan zona
bening berturut-turut sebanyak 20 mm, 20 mm dan 24 mm serta bakteri
Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 menunjukan aktivitas paling baik pada
media dengan penambahan pelarut organik n-heksana 3% yang menghasilkan

terbentuknya zona bening sebesar 26 mm (Husna dkk., 2022).

2.7. Response Surface Methodology (RSM)

Metode RSM (Response Surface Methodology) adalah pendekatan matematika
statistik yang paling umum digunakan untuk tata letak eksperimen, menilai
pengaruh variabel, membangun model, dan mencari nilai optimal. Teknik RSM
disesuaikan dengan fungsi kuadrat untuk proses optimasi, pada literatur
menunjukan bahwa RSM telah digunakan secara efektif untuk produksi
biosurfaktan. Metode RSM digunakan untuk membangun model empiris, karena
memungkinkan untuk mengevaluasi efek dari beberapa faktor dan interaksinya
pada satu atau lebih karakter. Tujuan dari metode RSM vyaitu untuk menyiapkan
serangkaian desain eksperimen untuk prediksi respon (y) yang memadai,
menyesuaikan model empiris yang dihipotesiskan dengan data yang diperoleh
menggunakan desain yang terpilih, menentukan kondisi optimal pada variabel
input (kontrol) model yang menghasilkan respon maksimum atau minimum
wilayah yang diinginkan. Box-Behnken Design (BBD) dan Central Composite
Design (CCD) adalah dua desain eksperimen utama yang digunakan dalam RSM.
Central Composite Design (CCD) pada metode RSM didalam softwere design

expert berfungsi untuk mengukur faktor numerik yang divariasikan dengan tiga
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atau lima tingkatan plus (+a) dan minus (-a) pada titik axial plus (+1) dan minus
(-1) pada titik faktorial dan center point. Pada tahap awal penelitian dilakukan
skrining terlebih dahulu terhadap variabel-variabel yang memiliki kemungkinan
untuk dapat berpengaruh terhadap respon yang dihasilkan. RSM memiliki
keunggulan dari desain penelitian lainnya antara lain dapat menentukan antara
interaksi antar variabel independen, pemodelan sistem secara matematis, serta
menghemat waktu dan biaya dengan mengurangi jumlah percobaan. Penelitian ini
dilakukan dengan melakukan optimasi produksi biosurfaktan dengan teknik RSM
pada isolat bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 dengan desain
eksperimen Central Composite Design (CCD) pada parameter pH, kadar salinitas
(NaCl) dan sumber karbon limbah pulpa biji kakao (Yaraguppi et al., 2020).
Penelitian mengenai optimasi biosurfaktan menggunakan Response Surface
Methodology (RSM) menunjukan hasil yang signifikan oleh (Ikhwani et al., 2017)
biosurfaktan dari Pseudomonas aeruginosa dioptimalkan dengan pH 7.54 dan
konsentrasi minyak mentah 3.25%, menghasilkan indeks emulsifikasi sebesar
55.66% dan tegangan permukaan 51.06 mN/m. Sementara itu penelitian lain oleh
Nugraha menemukan kondisi optimum pada pH 4 dan laju air 3L/menit,
menghasilkan biosurfaktan dari limbah biodesel menunjukan potensi biosurfaktan
dalam aplikasi industri dan lingkungan.

2.8. Uji Biosurfaktan

Uji biosurfaktan dilakukan untuk mengetahui kemampuan biosurfaktan yang

didapatkan. Uji ini diantaranya yaitu uji emulsifikasi, oil spreading test, uji drop

collapse, seperti sebagai berikut:

2.8.1. Uji Emulsifikasi

Uji emulsifikasi merupakan suatu proses pencampuran (mixing) antara dua buah

fase cair pelarut dan zat terlarut yang tidak dapat bercampur dengan bantuan agen



16

emulsifikasi (biosurfaktan) (Bicca et al., 1999). Faktor-faktor yang menentukan
kestabilan suatu emulsi adalah ukuran partikel dan distribusi, jenis emulsifier
yang digunakan, rasio antara fasa terdispersi dan fasa pendispersi serta perbedaan
tegangan antara dua fasa. Emulsi dapat dilakukan dengan dua cara yaitu
penambahan air atau minyak dan penambahan elektrolit (Rahmawati, 2002).
Menurut Willumsen and Karlson (1997), nilai indeks emulsi di atas 50%

dinyatakan sebagai penghasil biosurfaktan yang baik.
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Gambar 5. Uji emulsifikasi (Da Silva et al., 2021)

2.8.2. Oil Spreading Test

Uji oil spreading dilakukan untuk mengetahui kemampuan biosurfaktan dalam
menghilangkan lapisan minyak pada permukaan air dengan prinsip penurunan
tegangan permukaan antara fasa air dan minyak. Teknik ini dilakukan dengan
mengukur diameter zona bening yang terbentuk ketika setetes larutan yang
mengandung biosurfaktan ditempatkan pada permukaan minyak-air (Morikawa et
al., 2000).

. Minyak ’) Sampel biosurfaktan
2 Zona
> =] z
Air —> g bening

Gambar 6. Oil spreading test (Da Silva et al., 2021)
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2.8.3. Uji Drop Collapse

Uji drop collapse didasarkan pada mendatarnya permukaan minyak ketika ditetesi
oleh biosurfaktan. Metode ini adalah cara yang sensitif dan mudah untuk
dilakukan karena hanya membutuhkan volume kecil (~5 pL) larutan biosurfaktan
untuk menguji sifat biosurfaktan (Shokouhfard et al., 2015).

Sampel

biosurfaktan
i) oy (W
Gambar 7. Uji drop collapse (Da Silva et al., 2021)

2.9. Analisis Karakterisasi FT-IR

Karakterisasi melalui teknik FT-IR dilakukan untuk mengidentifikasi dan
menganalisis sifat kimia dan stuktur suatu sampel melalui spektrum
inframerahnya. Saat sampel terkena radiasi inframerah, FT-IR mengukur getaran
ikatan kimianya yang menghasilkan spektrum unik yang berfungsi untuk
mempelajari dan mengkarakterisasi berbagai aspek dari sampel. Karakterisasi
biosurfaktan melalui FT-IR digunakan untuk mengidentifikasi jenis biosurfaktan
yang dihasilkan melalui gugus fungsi yang terdapat dalam suatu senyawa
biosurfaktan. Metode ini memungkinkan analisis spektrum absorbansi yang
menunjukan interaksi antara informasi vibrasi ikatan kimia. Analisis ini dapat
mengidentifikasi gugus fungsi seperti O-H, C=0 dan C=C dalam bilangan
gelombang cm™ yang penting untuk memahami sifat dan potensi aplikasi

biosurfaktan dalam berbagai bidang, termasuk bioteknologi dan industri.

Biosurfaktan lipopeptida yang dihasilkan oleh mikroorganisme seperti Bacillus,
memiliki struktur amfipatik dengan bagian hidrofilik dan hidrofobik,

Karakterisasi biosurfaktan ini dapat dilakukan melalui metode FT-IR. Metode FT-
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IR mengidentifikasi gugus fungsi, seperti ikatan N-H pada sekitar 3272 cm™, yang
menunjukan keberadaan peptida. Beberapa penelitian telah terbukti menghasilkan
biosurfaktan lipopeptida berdasarkan hasil analisis seperti analisis FT-IR.
Penelitian yang dilakukan oleh Citra (2021) memproduksi biosurfaktan
lipopeptida dari bakteri ALP D1 asal air laut Pelabuhan Panjang dari hasil
karakterisasi dengan FT-IR. Berdasarkan hasil karakterisasi FT-IR, pada pita
serapan 3265 cm " menunjukkan adanya vibrasi peregangan N-H yang berasal
dari gugus peptida. Spektrum pada serapan 2914 cm™menunjukkan adanya
peregangan rantai -C-H alifatik. Pita serapan pada 1625 cm™ menunjukkan
adanya peregangan CO-N. Pada 1535 cm™ menunjukkan adanya deformasi
ikatan N-H dan vibrasi peregangan C-N. Pada pita serapan 1390 menunjukkan
adanya rantai alifatik dari gugus -C-H dan pada serapan 1207 cm™ menunjukkan
adanya peregangan -C-O. Hasil FT-IR biosurfaktan lipopeptida dari bakteri ALP
D1 dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. 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 bakteri ALP E1 asal air
laut Pelabuhan Panjang menghasilkan spektrum pada rentang 4000-1000 cm™.
Spektrum IR yang terbentuk yaitu pada puncak karakteristik 3369 cm™ yang
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menunjukkan adanya ikatan N-H. Puncak spektrum pada 2094 cm™ menunjukkan
adanya intensitas C=C. Sementara itu, spektrum pada bilangan gelombang 1632
cm™ menunjukkan keberadaan ikatan C=0. Pita serapan pada bilangan
gelombang 1438 cm™ masing-masing mewakili —CH3 dan ikatan C-H.

Spektrum FT-IR biosurfaktan yang dihasilkan oleh ALP E1 dapat dilihat pada
Gambar 9.
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Gambar 9. Spektrum FT-IR biosurfaktan dari isolat bakteri ALP E1 (Yusnidar,
2021)



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2023 s.d. September 2024 di
Laboratorium Biokimia, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam
(FMIPA), Jurusan Kimia, Universitas Lampung dan Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR) di Laboratorium Teknik Kimia, Institut Teknologi Sumatra.

3.2. Alat dan Bahan

Adapun alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu coolbox, inkubator,
LAF (Laminar Air Flow), shaker inkubator, pipet tetes, oven, hot plate,
micropipet, autoclave, tabung reaksi, labu enlenmeyer, vortex, tabung ependorf,
botol kaca, petridish, plastik wrap, alumunium foil, timbangan analitik, gelas
beaker, jarum ose, magnetic stirrer, kaca preparat, lemari es, mikrotip, pH

indikator, sentrifuga model 225 Fisher Scientific dan tabung Eppendorf.

Adapun bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu isolat bakteri
Lisynibacillus boronitolerans LKM G1 (Husna et al., 2022), kain kasa, kapas,
aquades, Nutrien Agar (NA), Nutrien Broth (NB), Mineral Salt Medium (MSM)
dengan komposisi 2.0 g/L KH2PO4, 5.0 g/L K2HPO4, 3.0 g/L (NH4)2S04, 10,0
g/L NaCl, 0.01 g/L FeS04.7H20, 0.2 g/L MgS04.7H20, 0.01 g/L CaCl2.2H20,
0.002 g/L MnS0O4.H20, media juga diberi 0,3 g/L yeast extract sebagai sumber
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nitrogen organik semua bahan tersebut berasal dari Merck dan limbah pulpa biji
kakao diperoleh dari wilayah pertanian di Kabupaten Lampung Timur.

3.3. Metode Penelitian

3.3.1. Pembuatan Media

3.3.1.1. Media Nutrient Agar (NA)

Media Nutrient Agar digunakan untuk peremajaan isolat bakteri. Pembuatan
media ini dilakukan dengan cara melarutkan sebanyak 0,56 g Nutrient Agar ke
dalam 20 mL akuades. Kemudian media tersebut dipanaskan hingga larut
seluruhnya dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 3 mL dan ditutup
dengan sumbat. Selanjutnya media disterilkan menggunakan autoclave pada suhu
121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit. Kemudian media dalam tabung reaksi

diletakkan dengan posisi miring (Sujaya, 2014).

3.3.1.2. Media Nutrient Broth (NB)

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°C, tekanan 1 atm, selama 15 menit. Kemudian media

disimpan pada suhu ruang dan siap digunakan (Sujaya, 2014).

3.3.1.3. Media Mineral Salt Medium (MSM)

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

produksi biosurfaktan. Pembuatan media ini dilakukan dengan cara menyiapkan
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terlebih dahulu bahan-bahan pembuatan media yaitu KH,PO,4 0,2 gram, K;HPO,
0,5 gram, (NH,4),SO, 0,3 gram, NaCl 0,01 gram, FeSO,.7H,0 0,001 gram,
MgSQ,.7H,0 0,02 gram, CaCl,.2H20 0,001 gram, MnSQO,4.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°C, tekanan 1 atm, selama 15
menit. Selanjutnya media disimpan pada suhu ruang dan siap digunakan (Francy
etal., 1991).

3.3.2. Preparasi Limbah Pulpa Biji Kakao

Disiapkan sebanyak 30 buah kakao yang telah dipetik dari pohon, lalu dikupas
kulit terluar dari buah kakao, kemudian biji kakao yang telah dikupas
dikumpulkan diatas karung bersih untuk diperas sari pati pulpa biji kakao (bagian
lendir terluar dari biji buah kakao), selanjutnya diperas menggunakan karung tadi
dan dibiarkan terfermentasi dengan digantung selama semalam supaya semua sari
pati pulpa biji kakao keluar seluruhnya pada baskom yang tersedia, yang terakhir
masukan cairan pulpa biji kakao yang terkumpul ke dalam wadah botol bekas.

3.3.3. Peremajaan Bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1

Peremajaan isolat dilakukan dalam media Nutrient Agar miring. Bakteri
Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 diambil sebanyak 1 ose dan
diinokulasikan ke permukaan media secara zig-zag dan diinkubasi selama
24-48 jam pada temperatur 37°C. Selanjutnya biakan hasil peremajaan ini dapat
digunakan sebagai stok kultur dan disimpan dalam lemari pendingin pada
temperatur 4°C (Wijayati dkk., 2014).
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3.3.4. Pembuatan Kurva Pertumbuhan

Kurva pertumbuhan bakteri dibuat untuk mengetahui fase pertumbuhan dari
bakteri penghasil biosurfaktan. Satu ose bakteri yang sudah diremajakan
diinokulasikan ke dalam 20 mL media cair NB, lalu diinkubasi pada shaker
inkubator di suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm selama 24 jam. Selanjutnya
biakan dipindahkan sebanyak 1% (v/v) dari media NB ke dalam media MSM.
Kemudian biakan bakteri diinkubasi dengan shaker inkubator pada suhu 30°C
pada kecepatan 110 rpm selama 120 jam. Nilai OD (Optical Density) diukur
setiap 12 jam sekali dengan cara sebanyak 0,3 mL kultur ditambahkan 2,7 mL
akuades dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm dan

aktivitas biosurfaktan diukur dengan menghitung indeks emulsifikasi (1E.4).

3.3.5. Uji Biosurfaktan

Uji biosurfaktan dilakukan dengan 3 jenis uji yang berbeda yaitu uji emulsifikasi,
uji oil spreading dan Uji drop collapse. uji emulsifikasi berfungsi untuk
mengetahui kemampuan emulsi biosurfaktan, uji oil spreading untuk mengetahui
kemampuan biosurfaktan dalam mendegradasi minyak, dan Uji drop collapse
digunakan untuk mengetahui kemampuan biosurfaktan dalam menurunkan

tegangan permukaan.

3.3.5.1. Uji Emulsifikasi

Oli mesin sebanyak 2 mL dimasukan kedalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 2
mL supernatan, kemudian divortex dengan kecepatan tinggi selama 2 menit.
Selanjutnya, campuran didiamkan selama 24 jam untuk melihat kestabilan emulsi.
Pengamatan dilakukan secara visual dengan melihat lapisan emulsi yang
terbentuk. Reaksi emulsifikasi ditandai dengan adanya suatu layer emulsifikasi

antara crude oil dan media yang berisi biosurfaktan. kontrol positif yang
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digunakan yaitu dengan SDS dan akuades, sedangkan kontrol negatif
menggunakan oli dan akuades. Selanjutnya dihitung nilai indeks emulsifikasi
(IE24) yang merupakan persentase dari tinggi lapisan emulsi dibagi dengan tinggi

total larutan. (Da Silva et al., 2021). dengan rumus:

tinggi lapisan emulsi

Indeks Emulsifikasi (IE4) =

tinggi total larutan

3.3.5.2. Uji Penyebaran Minyak (Oil Spreading Test)

Cawan petri (diameter 14 cm) yang telah berisi 40 mL air suling ditambahkan 1
mL oli mesin ke permukaan air. Selanjutnya, 10 pL supernatan dari media MSM
diteteskan di permukaan oli mesin dan didiamkan selama 30 detik. Selanjutnya
diukur diameter zona bening yang terbentuk pada permukaan oli, dibandingkan
dengan kontrol yaitu 40 mL air suling tanpa diinokulasi dengan supernatan bakteri
(Desai & Banat, 1997; Morikawa et al., 2011).

3.3.5.3. 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 (Da
Silva et al., 2021). Uji ini dilakukan dengan cara oli mesin diteteskan sebanyak 20
uL pada cawan petri dan didiamkan hingga 1 jam agar stabil kemudian
ditambahkan dengan supernatan sebanyak 10 pL. Hasil positif uji ini yaitu apabila
tetesan supernatan di atas oli berbentuk datar jika mengandung biosurfaktan
(Bodour and Maier, 1998).
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3.3.6. Desain Eksperimen RSM-CCD

Pada penelitian ini, parameter produksi seperti konsentrasi sumber karbon, pH,
dan kadar salinitas dilakukan menggunakan rancangan desain RSM-CCD (Central
Composite Design) (Yaraguppi et al., 2020). Parameter yang digunakan pada
percobaan ini antara lain konsentrasi sumber karbon (%), pH dan kadar salinitas
NaCl (%). Sedangkan rentang dan tingkatan pada konsentrasi sumber karbon (%)
yaitu 10, 20 dan 30, pada pH menunjukan rentang kisaran 6,7 dan 8, pada kadar
salinitas NaCl (%) menunjukan rentang sebesar 4, 5 dan 6. Berdasarkan Tabel 2
menunjukan rentang dan tingkatan parameter dari optimasi biosurfaktan bakteri
Lysinibacillus boronitolerans LKM G1.

Tabel 2. Rentang dan tingkatan parameter dari optimasi biosurfaktan bakteri
Lysinibacillus boronitolerans LKM G1

Parameter Rentang dan Tingkatan

-1 0 +1
Konsentrasi sumber karbon (%) 10 20 30
pH 6 7 8
Kadar Salinitas NaCl (%) 4 5 6

3.3.7. Produksi Biosurfaktan

Produksi biosurfaktan dilakukan berdasarkan hasil yang diperoleh dari tahap
optimasi menggunakan metode RSM. Sebanyak 3% (v/v) bakteri Lysinibacillus
boronitolerans LKM G1 dari media cair NB dimasukan ke dalam campuran
media MSM dengan konsentrasi sumber karbon (%), kadar salinitas (%), dan pH
optimum. Kultur diinkubasi menggunakan shaker inkubator dengan kecepatan
110 rpm selama masa inkubasi optimum. Terakhir, dilakukan pengujian
biosurfaktan menggunakan uji emulsifikasi, uji oil spreading dan uji drop
collapse (Batubara, 2011).
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3.3.8. Ekstraksi Biosurfaktan

Ekstraksi biosurfaktan menggunakan metode presipitasi asam. Supernatan
biosurfaktan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit
sehingga diperoleh supernatan bebas sel. Supernatan selanjutnya ditambahkan
HCI 6N hingga diperoleh pH 2 kemudian didiamkan pada temperatur 4°C selama
24 jam. Kemudian disentrifugasi kembali selama 20 menit dengan kecepatan
10.000 rpm untuk memisahkan ekstrak kasar biosurfaktan dengan filtrat.
Selanjutnya ekstrak kasar biosurfaktan dikeringkan dengan freeze dryer hingga
didapatkan biosurfaktan kering (Nitschke and Pastore, 2006; Mnif et al., 2016).

3.3.9. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Karakterisasi biosurfaktan menggunakan FT-IR dilakukan agar mengetahui
gugus-gugus fungsi yang terkandung dalam molekul biosurfaktan. Karakterisasi
dengan cara ekstrak 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
FT-IR (Pavan dan Andrew, 2021). Spektrum IR yang terbentuk dapat dijadikan

sebagai acuan untuk menentukan jenis biosurfaktan.
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3.3.10. Skema Alur Penelitian
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Gambar 10. Skema alur penelitian



3.3.11. Skema Response Surface Methodology (RSM)
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Gambar 11. Skema Response Surface Methodology (RSM)



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan bahwa:

1. Limbah pulpa biji kakao dapat dijadikan sebagai sumber karbon dalam
produksi biosurfaktan, kondisi optimum produksi biosurfaktan yang
didapat pada konsentrasi sumber karbon sebesar 20%, pH 7 dan kadar
salinitas 4% dengan indeks emulsifikasi 73% pada waktu optimum 108
jam.

2. lsolat bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 memiliki
kemampuan dalam memproduksi biosurfaktan pada kondisi optimum yaitu
dengan indeks emulsifikasi sebesar 73%, oil spreading test sebesar 5,5 cm
serta pada uji drop collapse menunjukan hasil positif.

3. Produksi biosurfaktan dari bakteri Lysinibacillus boronitolerans LKM G1
dalam penelitian ini diperoleh ekstrak kering bewarna putih sebanyak
1,632 mg/L dengan indeks emulsifikasi sebesar 75%.

4. Berdasarkan hasil analisis FT-IR mengindikasikan puncak pita
karakteristik 3600-3200 cm™ tersebut diduga merupakan biosurfaktan

dengan ciri khusus lipopeptida.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, maka pada penelitian selanjutnya

disarankan untuk melakukan optimasi dengan kondisi produksi biosurfaktan



dengan substrat pertumbuhan limbah agroindustri lainnya yang melibatkan
parameter variasi kadar salin, sumber nitrogen, pH, parameter agitasi, dan aerasi
serta melakukan karakterisasi seperti KLT, GC-MS, LC-MS, menguji aktivitas

anti mikroba dan instrumen lainnya.
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