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Abstrak

Biosurfaktan adalah senyawa yang dihasilkan oleh mikroorganisme dan secara struktur memiliki gugus
hidrofilik dan hidrofobik. Biosurfaktan dapat digunakan untuk menurunkan tegangan permukaan dan
menghilangkan polutan atau kontaminan. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan sumber nitrogen yang
relatif lebih baik dan kondisi optimum untuk produksi biosurfaktan dari bakteri isolat ALP E1 asal air laut
Pelabuhan Panjang. Metode penelitian meliputi optimasi sumber nitrogen (ammonium sulfat, ammonium
klorida, dan urea) dengan variasi konsentrasi sumber karbon optimum minyak zaitun 10%, waktu pertumbuhan,
pH, dan kadar salinitas. Pengujian biosurfaktan dilakukan dengan penentuan Indeks Emulsifikasi (1Ez4), Drop
Collapse dan Oil Spreading. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri isolat ALP E1 mampu menghasilkan
biosurfaktan dengan sumber nitrogen ammonium klorida 0,26% dan sumber karbon minyak zaitun 10%, waktu
pertumbuhan 72 jam, pH 6 dan kadar salinitas 0,5 % dengan IE2s 79,31%. Uji Drop Collapse menunjukkan
adanya zona bening berukuran 3,2 cm dan uji Qil Spreading memberikan hasil uji positif. Berdasarkan hasil
tersebut dapat disimpulkan bahwa ALP E1 mampu menghasilkan biosurfaktan relatif lebih baik dengan
menggunakan ammonium klorida 0,26% sebagai sumber nitrogen, minyak zaitun 10% dengan kondisi optimum
pertumbuhan pada waktu 72 jam, pH 6 dan kadar salinitas 0,5%.

Kata kunci: Air laut; Bakteri indigen; Biosurfaktan; Indeks emulsi; Sumber nitrogen

1. Pendahuluan

Pelabuhan Panjang merupakan salah satu pelabuhan internasional yang terletak di Kecamatan Panjang,
Kota Bandar Lampung, Lampung, Indonesia. Pelabuhan Panjang saat ini telah tumbuh dan berkembang menjadi
pelabuhan Samudera yang melayani pelayaran antar pulau dan antar Negara. Pertumbuhan dan perkembangan
Pelabuhan Panjang hingga saat ini menyebabkan banyaknya tumpahan limbah minyak. Lingkungan laut telah
banyak tercemar minyak sehingga menjadikan minyak sebagai salah satu kontaminan organik paling melimpah.
Oleh sebab itu, banyaknya media yang terus-menerus menjadikan kasus kebocoran ribuan ton minyak yang
mencemari air laut (Pir6llo et al., 2000-2013). Selain itu, molekul-molekul yang terkandung dalam hidrokarbon
seperti BTEX (Benzena, Toluena, Etil Benzena, dan Xilena) dapat merusak biota laut. Jika semua ekosistem
tersebut terkontaminasi limbah hidrokarbon, maka seluruh biota laut akan berkurang mutu jualnya bahkan bisa
mati.

Salah satu cara untuk memecahkan masalah lingkungan ini adalah dengan melibatkan proses surfaktan
menggunakan mikroorganisme, biasa disebut biosurfaktan guna menghilangkan polutan kontaminan.
Biosurfaktan adalah surfaktan yang memiliki molekul ampifilik, molekul hidrofobik dan hidrofilik yang bekerja
diantara cairan dengan polaritas yang berbeda (minyak-air dan air-minyak). Biodegradasi oleh biosurfaktan dari
hidrokarbon terjadi melalui dua mekanisme vyaitu ketersediaan  substrat  biologis hidrofobik untuk
mikroorganisme dengan pengurangan tegangan permukaan yang konsekuen dari media sekitar bakteri dan
pengurangan tegangan antarmuka hidrofilik antara dinding sel bakteri dan molekul hidrokarbon (Aparna et al.,
2011). Biosurfaktan memiliki keunggulan yang tak terhitung jumlahnya dibandingkan dengan surfaktan kimia,
terutama sebagai biodegradabilitas,kompatibilitas dengan lingkungan, toksisitas rendah, selektivitas tinggi dan
aktivitasnya bahkan dalam suhu, pH, dan salinitas pada kondisi ekstrim (Banat et al., 2010).
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Beberapa penelitian terkait telah berhasil menemukan isolat bakteri lokal yang diuji kemampuannya dalam
menghasilkan biosurfaktan. Bakteri isolat lokal tersebut diantaranya isolat LKT B1 dengan Indeks Emulsifikasi
(IE24) 45,45% dan PKT B3 dengan Indeks Emulsifikasi (IE,4) 46,87% Yyang paling berpotensi menghasilkan
biosurfaktan (Cahyani, 2020). Upaya lain untuk mengoptimalkan bioremediasi ramah lingkungan yaitu
penelitian yaitu mengisolasi bakteri dari air laut yang terkontaminasi minyak di Perairan Pelabuhan Panjang,
(Citra, 2019). Bakteri hasil isolasi dengan potensi terbaik menghasilkan biosurfaktan yaitu isolat ALP E1 dengan
Indeks Emulsifikasi (1E24) 27%. Namun indeks emulsifikasi yang dihasilkan masih terlalu rendah sehingga perlu
dilakukan optimasi untuk memproduksi biosurfaktan dengan sumber nitrogen agar nilai indeks emulsifikasi yang
diperoleh meningkat. Selain itu, kondisi optimum untuk memproduksi biosurfaktan dari bakteri isolat ALP E1
juga masih belum diketahui. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan optimasi produksi biosurfaktan
menggunakan variasi konsentrasi sumber nitrogen, kondisi pertumbuhan seperti waktu produksi, pH, dan kadar
salinitas. Kondisi optimum yang diperoleh dari tahap ini akan dijadikan acuan untuk memproduksi biosurfaktan
dari bakteri isolat ALP E1.

2. Metode

2.1. Preparasi Alat

Pada penelitian ini dilakukan preparasi alat-alat gelas dan bahan yang akan digunakan. Peralatan yang akan
digunakan disterilisasi terlebih dahulu untuk menghindari kontaminasi yang tidak diinginkan. Sterilisasi ini
dilakukan menggunakan autoclave model S-90N dengan cara menyiapkan alat-alat gelas terlebih dahulu,
kemudian dicuci, dikeringkan, lalu dibungkus dengan kertas yang menutupi seluruh permukaan alat. Selanjutnya
alat-alat tersebut dimasukkan dalam autoclave model S-90N dengan temperatur 121 °C tekanan 1 atm selama 15
menit. Alat-alat tersebut lalu dikeringkan dan disimpan dalam oven pada suhu 80°C.

2.2. Pembuatan Media
2.2.1. Media Nutrient Agar

Media Nutrient Agar digunakan untuk meremajakan bakteri isolat ALP E1. Media ini dibuat dengan 1,4 g
Nutrient Agar yang telah ditimbang dengan neraca analitik Ainsworth AA-160 dalam 50 mL aquades.
Selanjutnya media dididihkan lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditutup dengan sumbat, kemudian
media disterilkan dalam autoclave model S-90N diletakkan dalam posisi miring.

2.2.2. Media Nutrient Broth

Media Nutrient Broth merupakan media yang digunakan sebagai media inokulum atau adaptasi bakteri.
Media ini dibuat dengan cara melarutkan 0,26 g Nutrient Broth yang telah ditimbang dengan neraca analitik
Ainsworth AA-160 dalam 20 mL aquades lalu dipanaskan hingga mendidih, kemudian ditutup dengan sumbat
dan media disterilkan dalam autoclave model S-90N. Setelah itu, media disimpan dalam Laminar Air Flow
(LAF) Curma Model 9005-FL dan siap untuk digunakan.

2.2.3. Media Mineral Salt Medium (MSM)

Media Mineral Salt Medium (MSM) merupakan media selektif untuk pertumbuhan bakteri penghasil
biosurfaktan. Media ini dibuat dengan cara masing-masing bahan KH.PO. 0,2 gram, K:HPO4 0,5 gram,
(NH4),S0,4 0,3 gram, NaCl 0,01 gram, FeSO4.7H,0 0,001 gram, MgSO4. 7H,0 0,02 gram, CaCl,. 2H,0 0,001
gram, MnSO4.H,0 0,0002 gram, glukosa 0,03 gram dan yeast extract 0,003 gram yang telah ditimbang dengan
neraca analitik Ainsworth AA-160, kemudian dilarutkan dalam 100 mL aquades lalu dihomogenkan. Selanjutnya
media dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditutup dengan sumbat lalu disterilkan dalam autoclave model S-
90N. Setelah itu, media disimpan dalam Laminar Air Flow (LAF) Curma Model 9005-FL dan siap untuk
digunakan.
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2.3. Uji Biosurfaktan
2.3.1.  Uji Indeks Emulsifikasi (1E24)

Indeks Emulsifikasi (IE2s) adalah aktivitas emulsifikasi pada hidrokarbon uji dan ditetapkan sebagai
persentase tinggi lapisan emulsi (cm) dibagi total tinggi dari cairan kolom (cm) (Pereira et al., 2013). Jumlah
senyawa biosurfaktan yang terbentuk mempengaruhi kemampuan senyawa biosurfaktan dalam mengurangi
tegangan pada permukaan cairan. Konsentrasi biosurfaktan berbanding lurus dengan jumlah bakteri yang
terdapat di dalamnya (Anandaraj and Thivakaran., 2010).

Uji dilakukan dengan cara kultur cair bakteri disentrifus menggunakan sentrifus Model 225 Fisher
Scientific dengan kecepatan 10000 rpm selama 20 menit sehingga supernatan dan pelet terpisah. Selanjutnya
sebanyak 2 mL supernatan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2 mL benzena dan n-heksana
sebagai substrat non polar pembentuk emulsi. Campuran tersebut di vorteks dengan kecepatan tinggi selama 2
menit. Kriteria nilai indeks emulsifikasi yang baik adalah mencapai 50% keatas (Willumsen and Karlson, 2008).
Nilai Indeks Emulsifikasi (I1E24) dapat dilihat menggunakan formula (1) dibawah ini

Indeks emulsifikasi (%) ditentukan dengan rumus sebagai berikut:

Tinggi lapizan emulsi (cm)

Indeks Emulsifikasi = x 100% (1)

Tinggi total cairan (cm)

2.3.2. Uji Oil Spreading

Uji oil spreading digunakan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dari bakteri yang diuji dengan
mengamati kemampuan bakteri dalam menghilangkan lapisan minyak pada permukaan air. Sebelum melakukan
uji kultur cair bakteri disentrifius dengan kecepatan 10000 rpm selama 20 menit sehingga supernatan dan pelet
terpisah. Uji dilakukan dengan cara sebanyak 30 mL aquades dimasukkan ke dalam cawan petri pada tempat yang
datar, kemudian ditambahkan 1 mL oli bekas. Setelah itu dimasukkan secara perlahan 20 pL supernatan kultur
pada tengah lapisan oli bekas. Uji positif dapat teramati apabila terjadi zona bening akibat penyisihan lapisan oli
bekas oleh biosurfaktan (Morikawa et al., 2000).

2.3.3. Uji Drop Collapse

Uji drop collapse dilakukan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan. Sebelum melakukan uji, kultur
bakteri disentrifius dengan kecepatan 10.000 rpm selama 20 menit sehingga didapatkan supernatan. Uji ini
dilakukan dengan meneteskan 20 pL minyak pelumas pada permukaan kaca (bersih) dan didiamkan selama 1
jam agar stabil. Selanjutnya, di atas tetesan minyak ditetesi supernatan sebanyak 10 uL. Tetesan supernatan di
atas minyak akan berbentuk datar jika mengandung biosurfaktan (Bodour et al., 1998).

2.4. Variasi Konsentrasi Sumber Nitrogen

Variasi konsentasi dilakukan untuk mengetahui konsentrasi optimum sumber nitrogen pertumbuhan bakteri
penghasil biosurfaktan. Sumber nitrogen yang digunakan meliputi ammonium sulfat, ammonium nitrat dan urea
dengan variasi konsentrasi 0,26 % dan 0,35%. Pembuatan variasi konsentrasi diawali dengan membuat media
NB terlebih dahulu kemudian diambil 1 ose bakteri isolat ALP E1 secara steril di dalam Laminar Air Flow
(LAF) Curma Model 9005-FL lalu dibiakkan dalam 20 mL media NB, setelah itu biakan diinkubasi dengan
kecepatan 110 rpm selama 24 jam.

Selanjutnya inokulum dipindahkan ke media kultivasi berupa media MSM dengan berbagai variasi sumber
nitrogen yaitu ammonium sulfat, ammonium nitrat dan urea masing-masing konsentrasinya 0,26% dan 0,35%,
kemudian media MSM yang telah mengandung sumber nitrogen, ditambahkan juga sumber karbon yang telah
optimum yaitu minyak zaitun 10% [4]. Media kultivasi tersebut diinkubasi dengan kecepatan 110 rpm selama 24
jam.
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2.5. Optimasi Produksi Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Optimasi produksi dilakukan untuk mengetahui kondisi optimum produksi bakteri penghasil biosurfaktan.
Optimasi produksi dilakukan dengan variasi waktu, pH, dan kadar salinitas media pertumbuhan bakteri dengan
uji biosurfaktan.

2.5.1. Optimasi Waktu Produksi Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Optimasi waktu produksi bakteri isolat ALP E1 dilakukan sebagai parameter pengukuran uji emulsifikasi
yang mana nilai indeks emulsifikasi dapat dijadikan sebagai salah satu parameter produksi biosurfaktan dengan
dapat menentukan waktu optimum produksi selama 120 jam. Parameter waktu produksi bakteri ALP E1 diawali
dengan cara 1 ose isolat bakteri ALP E1 diinokulasikan ke dalam 20 mL media cair NB, kemudian biakan
bakteri diinkubasi dengan shaker incubator pada suhu ruang dengan kecepatan 110 rpm selama 24 jam. Setelah
itu hasil biakan dipindahkan sebanyak 1% dari media NB ke dalam media MSM dengan berbagai variasi
konsentrasi sumber nitrogen (ammonium sulfat, ammonium klorida, dan urea) dengan konsentrasi 0,26% dan
0,35% [11] yang telah ditambahkan minyak zaitun 10% sebagai sumber karbon optimum (Cahyani,2020).
Selanjutnya biakan bakteri diinkubasi pada suhu 30 °C menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 110
rpm selama 120 jam. Pengukuran nilai OD (Optical Density) dilakukan setiap 12 jam sekali. Sebanyak 0,3 mL
kultur dan 2,7 mL aquades dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu diukur serapannya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis Model Agilent Carry-100 pada panjang gelombang 600 nm. Setelah itu dilakukan uji
biosrufaktan meliputi Indeks Emulsifikasi (1E.4), uji oil spreading, dan uji drop collapse [12].

2.5.2. Optimasi pH Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Optimasi pH dilakukan untuk mengetahui pH yang optimal dalam produksi biosurfaktan. Optimasi pH
dilakukan dengan cara hasil biakan bakteri isolat dari media NB dimasukkan sebanyak 1% ke dalam media
MSM dengan campuran media MSM berupa sumber nitrogen (ammonium klorida, ammonium sulfat dan urea)
dengan konsentrasi 0,26% dan 0,35% (Zuhri et al., 2013) serta minyak zaitun 10% sebagai sumber karbon
optimum (Cahyani, 2020) dengan variasi pH 4; 5; 6; 7; 8 dan 9 yang diukur menggunakan pH meter Metrohm
Mobile 826. Biakan bakteri lalu diinkubasi pada suhu 30 °C menggunakan shaker incubator dengan kecepatan
110 rpm selama waktu produksi optimum dari masing-masing isolat bakteri. Kemudian dilakukan uji meliputi
Indeks Emulsifikasi (IE24), uji oil spreading, dan uji drop collapse (Yakimov et al., 1995).

2.5.3. Optimasi Kadar Salinitas Bakteri Penghasil Biosurfaktan

Optimasi kadar salinitas dilakukan untuk mengetahui kadar salinitas yang optimal untuk produksi
biosurfaktan. Optimasi kadar salinitas dilakukan dengan cara inokulum NB dimasukkan sebanyak 1% ke dalam
campuran media MSM berupa sumber nitrogen (ammonium Klorida, ammonium sulfat dan urea) dengan
konsentrasi 0,26% dan 0,35% (Zuhri et al., 2013) serta minyak zaitun 10% sebagai sumber karbon optimum
(Cahyani, 2020) lalu ditambahkan NaCl dengan berbagai konsentrasi. Konsentrasi NaCl yang ditambahkan
adalah 0,5; 1; 3; 5 dan 9 %. Selanjutnya biakan bakteri diinkubasi pada suhu 30 °C menggunakan shaker
incubator dengan kecepatan 110 rpm selama waktu dan pH optimum. Kemudian dilakukan uji meliputi Indeks
Emulsifikasi (1E24), uji oil spreading, dan uji drop collapse (Yakimov et al., 1995).

3. Hasil dan Pembahasan

3.1. Uji Biosurfaktan
3.1.1. Uji Indeks Emulsifikasi (1E24)

Pada uji emulsifikasi, isolat yang telah di remajakan dan di kultivasi pada media selektif MSM, dilakukan
pengujian dengan uji emulsifikasi. Uji emulsifikasi bertujuan untuk mengetahui kemampuan isolat untuk
menghasilkan emulsi dengan penambahan pelarut organik non polar (benzena) sebagai variabel untuk
menurunkan tegangan permukaan kedua zat yang berbeda kepolaran. Adapun hasil uji emulsifikasi dapat dilihat
pada (Gambar 1).
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Gambar 1. Indeks Emulsifikasi (IE24) Isolat ALP E1 pada (a) n-heksana (b) Benzena
(c) Aquades

Isolat ALP E1 yang telah dikultivasi pada media MSM (Gambar 1) (a) menunjukkan hasil Indeks
Emulsifikasi (IE24) sebesar 27% menggunakan pelarut organik non polar n-heksana dan (b) Indeks Emulsifikasi
(1E24) 34% menggunakan pelarut organik non polar benzena. Penggunaan benzena sebagai pelarut organik non
polar menunjukkan hasil yang lebih besar dibandingkan menggunakan n-heksana. Titik didih benzena lebih
besar dari n-heksana sehingga menyebabkan benzena memiliki kelarutan yang lebih besar dibandingkan dengan
n-heksana. Sedangkan (c) sebagai kontrol tidak dapat teremulsi karena perbedaan kepolaran antara n-heksana
dan benzena yang bersifat hidrofobik dan air yang bersifat hidrofilik.

3.1.2. Uji Drop Collapse

Uji kualitatif biosurfaktan dapat dilihat dari kemampuannya dalam menurunkan tegangan permukaan.
Salah satu uji kualitatif biosurfaktan adalah dengan uji drop collapse yang bertujuan untuk melihat kemampuan
senyawa biosurfaktan dalam memecah atau menurunkan tegangan permukaan selama kurang dari 1 menit. Oli
bekas dapat digunakan sebagai parameter pengujian drop collapse. Apabila hasil uji drop collapse menunjukkan
penurunan tegangan permukaan lebih dari 1 menit maka biosurfaktan memiliki kualitas buruk dan belum bisa
digunakan untuk proses bioremediasi (Youssef et al., 2004). Adapun hasil pengujian drop collapse bakteri isolat
ALP E1 ditunjukkan pada (Gambar 2).
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Gambar 2. Uji Drop Collapse Isolat Indigen ALP E1 pada (a) Kontrol (b) Sampel

Pada uji drop collapse, bila bakteri ditambahkan 1 tetes oil kemudian menjadi mendatar atau melebar maka
bakteri positif menghasilkan biosurfaktan, bila tetesan bentuknya tetap tidak ada perubahan menunjukkan hasil
negatif (Plaza et al., 2006).

Berdasarkan (Gambar 2) (a) Kontrol negatif yang digunakan berupa tetesan air pada bagian permukaan oli
bekas. Hasil tetesan pada 52 yaitu cembung dan tidak mendatar. Hal ini menunjukkan bahwa air dan oli tidak
dapat bercampur karena kedua zat berbeda kepolaran, sedangkan pada (b) berupa oli bekas yang ditetesi isolat
ALP E1 menunjukkan bentuk tetesan yang mendatar dan melebar. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa
biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri isolat ALP E1 mampu menurunkan tegangan permukaan.

3.1.3 Uji Oil Spreading

Uji oil spreading digunakan untuk mengetahui aktivitas biosurfaktan dari bakteri yang diuji dengan
mengamati kemampuan bakteri dalam menghilangkan lapisan minyak pada permukaan air. Uji positif dapat
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teramati apabila terjadi zona bening akibat penyisihan lapisan oli bekas oleh biosurfaktan (Yakimov et al.,
1995). Adapun hasil pengujian Oil Spreading bakteri isolat ALP E1 dapat ditunjukkan pada (Gambar 3).

Gambar 3. Uji Oil Spreading Isolat Indigen ALP E1 pada (a) Kontrol (b) Sampel

Berdasarkan (Gambar 3) (a), bakteri isolat ALP E1 dapat memecah permukaan oli dan membentuk zona
bening disekitar lapisan oli. Zona bening yang terbentuk berukuran 0,002 cm, sedangkan pada (b) kontrol negatif
tidak membentuk zona bening karena air tidak dapat bercampur dengan oli bekas.

3.2. Variasi Konsentrasi Sumber Nitrogen
Sumber nitrogen yang digunakan pada tahap ini adalah ammonium sulfat, ammonium klorida dan urea.
Variasi konsentrasi sumber nitrogen yang digunakan yaitu 0,26% dan 0,35%. Pada uji biosurfatan yang telah

dilakukan pada variasi sumber nitrogen, diperoleh data pada (Tabel 1, Tabel 2, dan Tabel 3).

Tabel 1. Uji Indeks Emulsifikasi (1E24)

Sumber Nitrogen Indeks Emulsifikasi (IE24 %)
0,26 % 0,35%
Ammonium Sulfat 24% 41%
Ammonium Klorida 51% 37%
Urea 37% 10%

Tabel 2. Uji Drop Collapse

Sumber Nitrogen Drop Collapse

0,26 % 0,35%
Ammonium Sulfat + +
Ammonium Klorida + +
Urea + +

Tabel 3. Uji Qil Spreading

Sumber Nitrogen Qil Spreading

0,26 % 0,35%
Ammonium Sulfat 5,4cm 2,9cm
Ammonium Klorida 5,2cm 56 cm
Urea 6,3cm 5,2¢cm

Sumber nitrogen terbaik pada ammonium klorida 0,26%, dari semua variasi konsentrasi ammonium
sulfat, ammonium klorida dan urea dengan indeks emulsifikasi optimum sebesar 51% pada (Tabel 1) serta
membentuk zona bening dengan diameter 5,2 cm pada uji oil spreading ditunjukkan pada (Tabel 3). Sumber
nitrogen seperti kalium nitrat, amonium klorida dan amonium sulfat dapat digunakan untuk produksi
biosurfaktan. Kalium nitrat adalah sumber nitrogen sederhana terbaik dari enam yang sumber nitrogen
(ammonium sulfat, urea, yeast extract, kalium nitrat, pepton, dan ammonium klorida) yang diuji , penurunan
tegangann permukaan tertinggi tertinggi lainnya diikuti pada amonium klorida dan ammonium sulfat (Tayebeh
etal., 2013).
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3.3.  Produksi Optimum Isolat Indigen ALP E1 sebagai Penghasil Biosurfaktan

Optimasi waktu produksi biosurfaktan dari bakteri isolat ALP E1 bertujuan menentukan

lamanya waktu inkubasi optimum untuk menghasilkan biosurfaktan. Optimasi produksi dilakukan dengan
penambahan 0,26% ammonium klorida sebagai sumber nitrogen dan 10% minyak zaitun sebagai sumber
karbon optimum,yang dicampurkan bersamaan pada media pertumbuhan Mineral Salt Medium (MSM) sebagai
kontrol tanpa penambahan sumber nitrogen optimum. Pada penelitian ini waktu optimum produksi
biosurfaktan dilakukan selama 120 jam dan dilakukan setiap 12 jam sekali selama waktu inkubasi. Sebagai
parameter pengukuran dilakukan uji emulsifikasi yang mana nilai indeks emulsifikasi dapat dijadikan sebagai
salah satu parameter produksi biosurfaktan dan dapat menentukan waktu optimum produksi. Penentuan waktu
optimum produksi biosurfaktan isolat ALP E1 dapat dilihat pada (Gambar 4).
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Gambar 4. Waktu Optimum Produksi Biosurfaktan dengan Indeks Emulsifikasi (1E24)

Berdasarkan Indeks Emulsifikasi (IE4) yang diperoleh (Gambar 4), bakteri isolat ALP E1 dengan sumber
nitrogen ammonium klorida 0,26% serta penambahan minyak zaitun 10% sebagai sumber karbon optimumnya,
diperoleh indeks emulsifikasi dengan waktu optimum pada jam ke-72 yaitu sebesar 96,55% dan nilai Indeks
Emulsifikasi (IE24) yang diperoleh dengan tanpa penambahan sumber nitrogen, diperoleh indeks emulsifikasi
dengan waktu optimum pada jam ke-72 sebesar 72,41%.

3.4.  pH Optimum Produksi Isolat Indigen ALP E1 sebagai Penghasil Biosurfaktan

Bakteri isolat ALP E1 ditumbuhkan pada media dengan berbagai perlakuan pH, yaitu 4;5;6;7;8, dan 9.
Kondisi pH pada media adalah parameter penting untuk memproduksi biosurfaktan. Keenam perlakuan pH
tersebut diinkubasi menggunakan waktu inkubasi optimum yaitu pada jam ke-72. Perlakuan yang digunakan
berupa media selektif yang ditambahkan sumber nitrogen optimum ammonium klorida 0,26% dan sumber
karbon optimum minyak zaitun 10%. Perlakuan pH pada media bertujuan menentukan kondisi pH optimum
untuk menghasilkan biosurfaktan. Penentuan pH optimum ditentukan berdasarkan hasil uji biosurfaktan yaitu uji
emulsifikasi, uji oil spreading, dan uji drop collapse. Hasil pengamatan dapat dilihat pada (Gambar 5).
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Gambar 5. (a) Indeks Emulsifikasi (1E,4) pada Optimasi Produksi pH Biosurfaktan (b) Uji Oil Spreading
pada Optimasi Produksi pH Biosurfaktan
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Berdasarkan data pH optimum pada (Gambar 5) (a) terlihat bahwa pH 6 menunjukkan pH optimum
dengan Indeks Emulsifikasi (1Ez4) yang dihasilkan mencapai 89,6% dan zona bening sebesar 4,3 cm. Kondisi
optimum untuk produksi biosurfaktan ditunjukkan dengan tingginya indeks emulsifikasi yang dihasilkan
(Suryanti et al., 2009). Sedangkan pada (Gambar 5) (b), zona bening yang terbentuk paling besar yaitu 4,3 cm
pada pH 6. Lingkungan asam adalah lingkungan terbaik bagi bakteri penghasil biosurfaktan yaitu berkisar pH
6,60- 6,71 pada suhu 35-36°C (Citra, 2019).

3.5. Kadar Salinitas Optimum Produksi Isolat Indigen ALP E1 sebagai Penghasil Biosurfaktan

Salinitas dapat berfungsi dalam membantu konsentrasi mineral di dalam sel. Kondisi salinitas yang
terganggu akan berpengaruh juga terhadap pertumbuhan sel dan biosurfaktan yang dihasilkan (Budiarti, 2000).
Penambahan konsentrasi NaCl ke dalam media kultur akan mempengaruhi biosurfaktan yang dihasilkan.
Konsentrasi NaCl yang digunakan pada penelitian ini antara lain adalah 0,5;1;3;5, dan 9 %. Kelima perlakuan
tersebut diinkubasi sesuai dengan waktu dan pH optimum pada isolat indigen ALP E1. Pengaruh konsentrasi
NaCl pada media ditentukan berdasarkan hasil uji biosurfaktan yaitu uji emulsifikasi, uji oil spreading, dan uji
drop collapse agar diperoleh kadar salinitas optimum untuk menghasilkan biosurfaktan. Kadar salinitas optimum
produksi biosurfaktan dari bakteri isolat ALP E1 yang ditumbuhkan pada sumber nitrogen ammonium klorida
0,26% dan minyak zaitun 10% pada pH dan waktu inkubasi optimum dapat dilihat pada (Gambar 6).
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Gambar 6. (a) Indeks Emulsifikasi (IE.4) pada Optimasi Produksi Kadar Salinitas Biosurfaktan
(b) Uji Oil Spreading pada Optimasi Produksi Kadar Salinitas Biosurfaktan

Berdasarkan grafik diagram pada (Gambar 6) (a) dapat diketahui bahwa isolat ALP E1 mempunyai
kemampuan dalam memproduksi biosurfaktan pada kadar salinitas optimum berada pada 0,5% yang memiliki
nilai indeks emulsifikasi sebesar 79,31% dan membentuk zona bening uji oil spreading sebesar 3,2 cm yang
ditunjukkan pada (Gambar 6) (b).

NaCl yang ditambahkan pada media dengan kadar yang tinggi dapat menyebabkan sel bakteri mengalami
plasmolisis. Lingkungan dengan kondisi hipertonik menyebabkan air berdifusi keluar sehingga membran plasma
mengkerut. Plasmolisis mudah terjadi pada bakteri Gram negatif, seperti Pseudomonas aeruginosa (Kumar,
2012). Hal ini yang menyebabkan penambahan NaCl menurunkan produksi biosurfaktan pada bakteri ditandai
dengan adanya penurunan nilai indeks emulsifikasi.

4. Kesimpulan

Bakteri isolat ALP E1 menggunakan sumber nitrogen terbaik ammonium klorida sebagai media
pertumbuhannya berpotensi menghasilkan biosurfaktan. Kondisi optimum produksi biosurfaktan dari bakteri
isolat ALP E1 yaitu selama 72 jam dengan sumber nitrogen ammonium klorida 0,26% dan sumber karbon
minyak zaitun 10% pada pH 6 dan kadar salinitas sebesar 0,5% dengan Indeks Emulsifikasi (IE2s) 79,31%
merupakan kondisi optimum terbaik untuk memproduksi biosurfaktan.
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