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INTERAKSI BIOSURFAKTAN DAN ENZIM LIPASE BAKTERI
HIDROKARBONOKLASTIK DALAM SOLUBILISASI OIL SLUDGE

(Ni’matuzahroh, Sri Sumarsih, Fatimah)

ABSTRAK

Penelitian bertujuan untuk mengetahui jenis interaksi produk biosurfaktan
Acinetobacter sp. P2(1) dan Bacillus subtilis 3KP dan dengan tiga enzim lipase bakteri
indigenus hidrokarbonoklastik dari spesies Micrococcus sp. L1161, Bacillus sp. LII63B, dan
Actinobacillus sp. P3-7 dalam solubilisasi hidrokarbon dalam oil sludge. Biosurfaktan kedua
jenis bakteri diproduksi menggunakan media air mineral sintetik dengan molase sebagai
substrat dan ditumbuhkan pada kondisi optimum hasil penelitian sebelumnya. Enzim lipase
dideteksi secara kualitatif menggunakan media padat selektif mengandung garam mineral,
minyak dan Rhodamin-B. Enzim lipase diproduksi dengan menumbuhkan dua bakteri
potensial penghasil lipase terpilih pada media selektif hidrokarbon cair. Biosurfaktan dan
enzim lipase diekstraksi menggunakan metode pengendapan ammonium sulfat. Uji
solubilisasi o# sludge dilakukan dengan variasi jenis dan konsentrasi biosurfaktan serta
variasi jenis dan konsentrasi enzim lipase. Hasil solubilisasi oi/ s/udge dideteksi dengan
metode gravimetri. Data yang diperoleh berupa karakteristik biosurfaktan uji, nilai aktivitas
enzim lipase dari isolat bakteri hidrokarbonoklastik dianalisis secara deskriptif. Sedangkan,
persentase solubilisasi oil sludge dianalisis secara statistik menggunakan Anova dan
dilanjutkan dengan uji Duncan dengan derajat signifikansi 95%. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa jenis biosurfaktam, jenis enzim, konsentrasi biosurfaktan, dan
konsentrasi enzim, serta interaksi biosurfaktan dan enzim memberikan pengaruh dalam
meningkatkan dan menghambat kelarutan oi/ siudge. Kombinasi biosurfaktan Acinetobacter
sp. P(2)1 (=CMC) dan enzim Micrococcus sp. LII61 (37,5% v/v) merupakan kombinasi
terbaik dalam kelarutan oi/ s/udge. Interaksi jenis biosurfaktan-enzim yang tepat dalam
meningkatkan solubilisasi o0i/ siudge diharapkan dapat diaplikasikan untuk penanganan oif

sludge di industri minyak.

Kata kunci : biosurfaktan, enzim, bakteri hidrokarbonoklastik, solubilisasi, i/ sludge
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BAB 1. PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang Permasalahan

Limbah padat lumpur minyak bumi (oi/ sludge) merupakan limbah akhir dari
serangkaian proses dalam industri pengilangan minyak bumi. Minyak hasil dari
penyulingan minyak mentah biasanya disimpan dalam suatu tangki- tangki penyimpanan.
Akibat adanya kontak antara minyak, udara, dan air, dihasilkan suatu sedimentasi dari
partikel- partikel halus bahan bakar minyak pada dasar tangki penyimpanan. Sedimen atau
endapan itulah yang disebut oil siudge (Sugiarto, 2004).

Endapan oil sludge tersebut bersifat kental, liat dan sangat menempe!l. Endapan
tersebut semakin lama semakin menumpuk pada bagian bawah dari tangki - tangki
penyimpanan atau pada pipa- pipa penyaluran bahan bakar minyak. Akumulasi oil sludge
pada dasar tangki pemyimpanan minyak dapat menyebabkan berkurangnya kapasitas
operasional, berkurangnya waktu kerja dan mempercepat proses korosi pada tangki. Hal ini
tentunya akan menimbulkan kerugian bagi industri pengilangan minyak bumi, sehingga
perlu adanya upaya pembersihan atau pengangkatan oil sludge dari dasar tangki- tangki
penyimpanan minyak tersebut (Banat dan Rancich, 2009).

Salah satu agen atau bahan yang dapat digunakan untuk membersihkan atau
mengangkat oi/ sludge dari dasar tangki penyimpanan adalah surfaktan. Surfaktan (surface
active agent) adalah molekul amfifatik yang terdiri atas gugus hidrofilik dan hidrofobik,
sehingga dapat berada diantara cairan yang memiliki sifat polar dan ikatan hidrogen yang
berbeda, seperti minyak dan air. Hal ini menyebabkan surfaktan mampu mereduksi
tegangan permukaan dan membentuk mikroemulsi sehingga hidrokarbon dapat larut di
dalam air dan sebaliknya (Desai dan Banat, 1997).

Jenis surfaktan yang selama ini umum digunakan untuk keperluan pembersihan
tangki penyimpanan minyak dari oily sludge adalah surfaktan kimia (sintetis). Namun,
pemakaian beberapa surfaktan kimia dapat menyebabkan masalah bagi lingkungan, karena
sifatnya yang resisten untuk dapat dipecah secara biologi dan sangat toksik saat
terakumulasi dalam suatu ekosistem alam (Fiechter, 1992).

Upaya untuk mendapatkan surfaktan yang biodegradable dan ramah lingkungan
dilakukan dengan memanfaatkan mikroorganisme. Surfaktan yang dihasilkan oleh
mikroorganisme ini disebut biosurfaktan. Sifat khas yang diinginkan pada aplikasi

1
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biosurfaktan untuk pembersihan minyak meliputi peningkatan kelarutan, penurunan
tegangan permukaan dan Critical Micelle Concentration (CMC) yang rendah.

Upaya eksplorasi bakteri penéhasil biosurfaktan yang dilakukan oleh tim peneliti
dari laboratorium Mikrobiologi, Depértemen Biologi F. Sains dan Teknologi Universitas
Airlangga, telah berhasil mendapatkan isolat — isolat bakteri potensial penghasil
biosurfaktan antara lain Bacillus subtilis 3KP (Ni’matuzahroh er al., 2003) dan
Acinetobacter sp. P2(1) (Ni’'matuzahroh, er al., 2009) pada media pertumbuhan dengan
penambahan molase. Hasil uji karakterisasi produk kasar biosurfaktan kedua bakteri
tersebut menunjukkan adanya perbedaaan jenis biosurfaktan. Biosurfaktan Bacillus subtilis
3KP tergolong kelompok bivemulsifier dimana aktivitas emulsifikasinya dapat mencapai
66,72% terhadap minyak uji solar (Ni’matuzahroh ef af. 2010). Selain itu, biosurfaktan
yang dihasitkan oleh Bacillus subtilis 3KP pada substrat molase juga mampu menurunkan
tegangan permukaan supernatan kultur hingga 31,1 dyne/cm (Ulum, 2004). Biosurfaktan
Bacillus subtilis 3KP termasuk dalam kelompok lipopeptida (Yuliani, 2004), sedangkan
jenis biosurfaktan Acinetobacter sp. P2(1) masih dalam penelitian di laboratorium.

Uji awal potensi solubilisasi hidrokarbon pada lumpur industri minyak (i sludge)
dari kedua produk biosurfaktan tersebut sedang dilakukan pada tahun 2011 ini. Efisiensi
dan efektivitas biosurfaktan dalam solubilisasi hidrokarbon ol sludge tengah diupayakan
ditingkatkan melalui berbagai inovasi. Beberapa penelitian penambahan enzim pada
surfaktan sintetik terbukti memberikan hasil yang bervariasi, ada yang meningkatkan dan
ada yang menurunkan aktivitas detergensinya ( Jurado, er al., 2007). Takeyama er al.
(2002) juga menunjukkan bahwa penggabungan supematan dari kultur cair Bacillus
subtilis JAM1213 penghasil biosurfaktan dengan supernatan dari kultur cair Aeromonas sp.
NKB26¢ penghasil enzim (seperti lipase dan protease) sebagai biocleaner, menghasilkan
efisiensi cleaning yang lebih tinggi dalam membersihkan crude oil dari ubin keramik
bangunan pabrik jika dibanding dengan penggunaan supernatan dari Bacillus subtilis
IAMI1213 saja. Molekul hidrofilik dan hidrofobik dari biosurfaktan akan menyebabkan
minyak larut dalam air. Enzim lipase akan mendegradasi minyak yang tidak larut dalam air
menjadi produk yang larut dalam air.

Penelitian ini akan mengungkap interaksi antara biosurfaktan bakteri Bacillus
subtilis 3KP dan Acinetobacter sp. P2(1) dengan enzim lipase bakteri hidrokarbonoklastik,
isolat lokal dari tumpur minyak Pertamina Balongan, dalam solubilisasi oi/ siudge.. Hasil

penelitian diharapkan dapat dijadikan sebagai acuan dalam upaya pembersihan dan

2
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pengangkatan oi/ sludge dari dasar tangki- tangki penyimpanan minyak yang berbasis

ramah lingkungan.

'1.2. Rumusan Masalah

1. Bagaimanakah interaksi antara jenis biosurfaktan dan jenis enzim lipase dalam
solubilisasi hidrokarbon pada oil studge ?

2. Bagaimanakah interaksi antara konsentrasi biosurfaktarg dan konsentrasi enzim
lipase dalam solubilisasi hidrokarbon pada oi! sludge ?

3. Bagaimanakah interaksi kombinasi jenis dan konsentrasi biosurfaktan terhadap
jenis dan konsentrasi enzim lipase dalam solubilisasi hidrokarbon pada oil sludge ?

4. Kombinasi manakah yang dapat menghasilkan solubilisasi oi/ slfudge tertinggi?

3
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BAB I1 TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Definisi oil sludge

Oil sludge merupakan salah satu bentuk limbah dari proses pengilangan minyak
Oil sludge dikenal dengan sebutan lumpur minyak bumi yang merupakan kotoran minyak
yang terbentuk dari proses pengumpulan dan pengendapan kontaminan minyak (Setyowati,
2003). Sedangkan menurut Shofinita (2009), oil sludge adalah endapan sedimentasi
partikel — partikel halus dari bahan bakar minyak pada dasar tangki penyimpanan, akibat
adanya proses oksidasi yang dipicu oleh kontak antara minyak, udara, dan air. Endapan
tersebut berupa lumpur atau pasta yang berwarna hitam, kadang — kadang tercampur
dengan tanah, kerikil, air, dan bahan lainnya. Endapan tersebut semakin lama semakin
menumpuk pada bagian bawah dari tangki — tangki penyimpanan atau pada pipa — pipa
penyaluran bshan bakar minyak, sehingga dapat menyumbat pipa, mengurangi kapasitas-
kapasitas operasional dan kapasitas kerja dari tangki penyimpanan minyak serta
mempercepat proses korosi (Banat dan Rancich, 2009).

Menurut Lasari (2010), produksi kilang minyak bumi sebanyak 1000 barrel per hari
akan menghasilkan oi! sludge lebih dari 2,6 barrel. Sedangkan produksi kilang minyak
bumi di Indonesia yaitu sekitar 1,2 juta barrel per hari yang menghasilkan oil sludge
sebanyak 3.120 barrel per hari, dan dalam waktu satu tahun dihasilkan ol sludge sebanyak
1,3 juta barrel.

Limbah industri minyak (oi/ sludge) menjadi perhatian yang luar biasa karena
dapat mengandung 20% BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene, xylene) dan hal tersebut
berada pada taraf yang berbahaya. Meskipun tidak dapat larut dengan air, campuran BTEX
mudah dipindahkan dan dapat mencemari tanah (Bossert dan Compeau, 1995 dalam Patin,
1999),

Di Indonesia, oil sludge pada umumnya ditimbun dalam kolam-kolam dan
menumpuk bertahun-tahun, Sejak kegiatan kilang minyak beroperasi sampal sekarang
belum ada kegiatan pengolahan. Upaya pengolahan oif sludge dengan menggunakan
metode yang efisien dan ramah lingkungan dapat mengurangt dampak negatif yang
ditimbulkan oleh limbah industri minyak (il siudge) bagi lingkungan. Metode pelarutan
dengan menggunakan biosurfaktan diharapkan dapat mempermudah membersihkan sludge
yang tersisa dalam tangki — tangki penyimpanan atau pada pipa — pipa penyaluran,

sehingga mengurangi terbentuknya kerak.
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2.2. Komponen kimia oil sludge

Oil sludge berupa kerak minyak mentah, terdiri dari minyak (hidrokarbon}, air, abu,
karat tangki, pasir, dan bahan kimia lainnya (Sugiarto, 2004). Kandungan dari hidrokarbon
pada oil siudge antara lain adalah bensin, toluena, etilbenzena, xilen, dan logam berat
seperti timbal (Pb). Selain itu, 0i/ sludge juga mengandung abu, karat tangki, pasir dan
bahan kimia lainnya. Dan jika ditinjau dari komposisinya, oil sludge dapat berupa
hidrokarbon yang dibentuk dari rangkaian karbon mulai dari 1 atau 2 unit karbon (C,, Ca,
natural gas) sampai dengan molekul dengan rantai karbon yang panjang (C;s5-Cso+)
(Pertamina, 2001 dalam Budihardjo, 2007).

Sedangkan menurut Priestly (1991) dalam Asia et al. (2006), oil sludge tidak hanya
mengandung bahan anorganik, tetapi juga bakteri, virus, minyak dan lemak, nutrisi seperti
nitrogen dan fosfor, logam berat dan senyawa organoklorin. Akan tetapi, menurut
Pertamina (2001) dalam Budihardjo (2007), kandungan terbesar dalam o#l sludge adalah
petroleum hydrocarbon

Sifat dasar oil sludge tergantung pada pada sumber limbah tersebut berasal, yaitu
tempat penyulingan minyak. Daftar tipe fraksi hidrokarbon dari berbagai tempat
penyulingan minyak di beberapa Negara disajikan pada tabel 2.1.

Tabel 2.1 Daftar tipe fraksi hidrokarbon pada berbagai tempat penyulingan minyak bumi
(Ward et al., 2003 dalam Vincent, tanpa tahun).

Location of refinery ~ Sludge TPH Hydrocarbon fractions (% of total)
(%) Satwrates  Aromatics  Resins  Asphaltenes

Ontario (A) 18.8 49.6 327 10.3 74
Ontario (B) 158 4290 420 6.9 9.1
Ontario (C} 13.2 404 404 7.1 7.6
Quebec 93 487 256 10.2 15.5
Western Canada 202 212 478 9.6 214
Eastern Canada 209 46.4 335 10.8 93
Western USA 171 454 378 39 129
Eastem USA 155 443 437 6.7 54
Latin America {A) 15.1 51.3 18.9 14.9 149
Latin America (B) 213 41.2 356 9.7 13.5
South East Asia 337 4.7 40.8 6.5 3.0
Middie East 2.3 383 455 6.9 93

Adapun karakteristik dari limbah lumpur minyak bumi asal Balongan meliputi TPH
(Total Petroleum Hydrocarbon) 66%, kandungan minyak (oil content) 32,56%, Asphalten
0,86%, Cd 0,14 ppm, Cr 2,96 ppm, Cu 3,58 ppm, Ni 58,21 ppm, Pb 7,90 ppm dan Zn
73,53 ppm (PPSDAL, 2000 dalam Rossiana, 2007). o
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2.3. Tinjauan tentang Biosurfaktan
2.3.1. Definisi biosurfaktan

Biosurfaktan merupakan senyawa aktif permukaan yang dihasilkan dan disekresikan
oleh mikroorganisme ke dalam media pertumbuhannya (Tabatabaee ef al., 2005). Senyawa
aktif permukaan tersebut mempunyai struktur amfifatik, yang tersusun atas gugus
hidrofobik dan hidrofilik. Gugus hidrofobik dapat berupa asam lemak jenuh dan tak jenuh
seperti asam lemak rantai panjang, hidroksi asam lemak, atan a-alkil-B-hidroksi asam
lemak dan gugus hidrofilik dapat berupa anion, kation peptida, asam amino, siklopeptida,
fosfat, asam karboksilat, alkohol, mono-, di-, atau polisakarida karbohidrat dan lain-lain
(Vater er al, 2002). Karena adanya struktur amfifatik tersebut, biosurfaktan dapat
menurunkan tegangan permukaan dan Critical Micelle Dilution (CMD). Serta
mengakibatkan mikroemulsi yang memungkinkan terbentuknya emulsi minyak dalam air
(odl in water) atau air dalam minyak (water in oil) (Tabatabace et al, 2005).Meskipun
sebagian besar biosurfaktan dianggap sebagai metabolit sekunder, namun terdapat
beberapa biosurfaktan yang berperan penting untuk kelangsungan hidup mikroorganisme
penghasilnya dengan cara meningkatkan transport nutrien lintas membran sel mikroba,
berperan dalam interaksi antara host dengan mikroba, atau berperan sebagai agen biosida
(Rodrigues er al., 2006). Biosurfaktan mempunyai keuntungan bila dibandingkan dengan
surfaktan sintetik yang lain, diantaranya toksisitasnya rendah, biodegradable, ramah
lingkungan, berbusa, dan dapat aktif bekerja pada suhu, pH dan salinitas yang ekstrim
(Tabatabaee et ai., 2005).

Berdasarkan kemampuan tersebut, biosurfaktan berpotensi untuk digunakan dalam
industri makanan, farmasi, kosmetik dan industri minyak (Desai dan Banat, 1997; Bordoloi
dan Konwar, 2008). Kemampuan biosurfaktan dalam aplikasinya dipengaruhi oleh
karakteristik biosurfaktan dan jenis mikroba penghasil biosurfaktan.

2.3.2 Karakteristik biosurfaktan dan jenis mikroba penghasil biosurfaktan

Secara umum, biosurfaktan dapat dibedakan menjadi biosurfaktan dengan berat
molekul besar dan berat molekul kecil.
a. Biosurfaktan dengan berat molekul besar

Sejumlah spesies bakteri dengan jenis yang berbeda menghasilkan polimer
surfaktan ekstraseluler yang terdiri atas polisakarida, protein, lipopolisakarida, lipoprotein,

atau campuran kompleks dari biopolimer-biopolimer ini. Umumnya biosurfaktan dengan
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berat molekul besar mempunyai kemampuan yang lebih tinggi dalam mengemulsi
hidrokarbon minyak (bioemulsifier).
b. Biosurfaktan dengan berat molekul kecil

Biosurfaktan dengan berat molekul yang kecil dapat menurunkan tegangan
permukaan atau antar permukaan dan polimer-polimer yang terikat secara erat pada
permukaan. Biosurfaktan dengan berat molekul kecil secara umum terdiri atas glikolipida
atau lipopeptida. Beberapa biosurfaktan jenis tersebut yang telah diteliti adalah glikolipida,
rhamnolipida, trehalolipida, dan sophorolipida. Beberapa jenis biosurfaktan ini merupakan
disakarida dengan gugus asetil asam lemak rantai panjang atau asam lemak terhidroksi.
Beberapa antibiotika lipopeptida menunjukkan sifat aktif permukaan yang potensial (Ron
dan Rosenberg, 2001). Beberapa jenis biosurfaktan yang dihasilkan oleh mikroba disajikan
pada tabel 2.2.
Tabel 2.2 Biosurfaktan yang dihasilkan oleh mikroba

Jenis Biosurfaktan Mikroba Penghasil
Berat Alasan Acinetobacter radioresistens
molekul Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
besar Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus

Liposan Candida lipolytica
Emulsifier makanan Candida wtilis
Emulsifier insektisida Pseudomonas tralucida

Sulfated polysaccharide

Halomonas eurihalina

Acetyl heteropolysaccharide

Sphingomonas paucimobilis

Eksopolisakarida

Azotobacter chroococcum
Azotobacter vinelandii
Pseudomonas sp.

N-asetil dan O-piruvil
heteropolisakarida

Pseudomonas fluorescens

Berat Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa
molekul Serratia rubidea
kecil Pseudomonas putida

Hydroxyalkanoyloxy — alcanoic
acids (HAAs) Rhamnolipid

Pseudomonas aeruginosa

precursor
Trehalosa lipid Arthrobacter paraffineus
Rhodococcus erythropolis
Mycobacterium
Sophorosa lipid Candidu lipolytica
Torulopsis bombicola
Cellobiosa lipid Ustilago maydis
Viscosin Pseudomonas fluorescens
Surfaktin Baciflus subtilis
Bacillus pumilis
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Polymixin Bacillus polymyxa
Gramicidin soviet Bacillus brevis
Fosfolipid Acinetobacter .
Thiobacillus thiooxidans
Flavolipid Flavobacterium sp.
Lipopeptida Bacillus subtilis

Bacillus pumilis

Bacillus licheniformis
Pseudomonas syringae
Pseudomonas fluorescens
Acinetobacter sp.

Ornithin peptida lisin Gluconobacter cerinus
Thiobacillus thiooxidans
Streptomyces tendae
Polyolipid Rhodotorula glutinis
Rhodotorula graminis
Serrawetin Serratia marcescens

Asam lemak Nocardia erythropolis
Arthrobacter paraffineus
Corynebacterium lepus
Peniciilium spiculisporum
Talaromyces trachyspermus
Azotobacter chroococcum
Azotobacter vinelandii
Sulfonolipid Corynebacterium

Diglikosi! digliserida Rhizobium trifolii

Sumber: Hamme et al., 2006

Pada penelitian terdahulu, Ni’matuzahroh et al. (2003) dan Ni’matuzahroh ef of.
(2009), telah mendapat beberapa jenis biosurfaktan potensial dari bakteri
hidrokarbonoklastik. Diantaranya adalah biosurfaktan yang dihasilkan oleh Bacillus
subtilis 3KP dan biosurfaktan yang dihasilkan oleh Acinetobacter sp. P2(1). Biosurfaktan
dari isolat lokal Bacillus subtilis 3KP yang ditumbuhkan pada substrat molase dengan
konsentrasi 2 g/l mampu menurunkan tegangan permukaan supernatan kultur mencapai
31,1 dyne/cm Stabil terhadap perubahan pH (4 — 8), suhu (25 — 65 °C), dan kadar garam (0
— 4 M) Setelah dilakukan pemurnian sampai pada tahap kromatografi kolom penukar ion
diperoleh produk biosurfaktan dengan nilai CMC * 3,7948 g /L (Yuliani, 2004 ; Ulum,
2004). Sementara itu, pruduk kasar biosurfaktan Acinetobacter sp. P2(1) dapat
menurunkan tegangan permukaan sebesar 27,25 dyne/cm (dari 61,67 dyne/cm menjadi
34,42 dyne/cm), serta mempunyai nilai CMC produk kasar sebesar 10,4279 g/L (Widaodo,
2010).
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Biosurfaktan yang dihasilkan oleh mikroorganisme hidrokarbonoklastik atau
mikroba pendegradasi hidrokarbon berfungsi untuk meningkatkan daerah interfasial dan
kontak pengambilan substrat. Hal tersebut berkaitan dengan sifat biosurfaktan yang
memiliki dua molekul kompleks sekaligus yaitu gugus hidrofilik dan hidrofobik, sehingga
dapat menurunkan tegangan permukaan pada ruang antar air dan minyak (Vater ef al.,
2002).

2.3.3 Aplikasi biosurfaktan dalam industri minyak

Aplikasi biosurfaktan dalam industri minyak terutama berkaitan dengan penanganan
kasus — kasus limbah minyak (Desai dan Banat, 1997, Bordoloi dan Konwar, 2008).
Penambahan biosurfaktan pada limbah minyak diharapkan mampu meningkatkan kelarutan
hidrokarbon sehingga dapat didegradasi hingga pada batas aman bagi lingkungan. Hasil
penelitian terdahulu menyebutkan bahwa penambahan biosurfaktan Pseudomonas putida
T1(8) dalam bioremediasi tanah tercemar minyak mentah, mampu membantu menurunkan
kadar minyak hingga 50% hanya dalam waktu 30 hari inkubasi. Sementara itu, pada uji
mobilisasi minyak mentah menggunakan biosurfaktan Aciretobacter sp. P2(1) dengan
metode sand pack column, diperoleh hasil bahwa biosurfaktan Acinetobacter sp. P2(1)
mempunyai efektivitas daya mobilisasi minyak sebesar 48,62% pada konsentrasi sama
dengan CMC (= CMC) dan waktu inkubasi 24 jam (Ni’matuzahroh et al., 2009). Pada
penelitian Qin et al. (2005), penambahan biosurfaktan B101 mampu memisahkan sludge
dan minyak hingga 81,69% setelah dishaker selama 72 jam. Efektivitas penggunaan
biosurfaktan dalam industri minyak selain dipengaruhi oleh karakteristik biosurfaktan dan
jenis mikroba penghasil biosurfaktan seperti yang telah dijelaskan di atas, juga dipengaruhi
oleh konsentrasi biosurfaktan yang digunakan.
2.3.4 Konsentrasi biosurfaktan untuk keperluan aplikasi

Kemampuan biosurfaktan untuk keperluan aplikasi dipengaruhi oleh konsentrasi
biosurfaktan yang dinyatakan dengan nilai Critical Micelle Concentration (CMC). Pada
konsentrasi di bawah CMC, biosurfaktan berada dalam bentuk monomer atau molekul
tunggal. Meskipun pada konsentrasi ini biosurfaktan belum mampu membentuk misel, tapi
biosurfaktan dalam bentuk monomer atau molekul tunggal kemungkinan tetap dapat
berinteraksi dengan komponen organik (hidrokarbon minyak), dan meningkatkan
dispersinya. Pada konsentrasi sama dengan CMC, kemampuan biosurfaktan dalam
membentuk misel memungkinkan biosurfaktan untuk mengemulsi (memecah molekul

hidrokarbon minyak yang kompleks menjadi bentuk yang lebih sederhana). Pada
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konsentrasi di atas CMC, komposisi antara biosurfaktan dalam bentuk monomer dan misel
dijumpai secara seimbang. Pada beberapa wi kemampuan biosurfaktan, seringkali
digunakan variasi dari ketiga konsentrasi biosurfaktan (di bawah CMC, pada CMC, dan di
atas CMC) tersebut (Rouse ef al., 1994),

Kemampuan biosurfaktan dalam meningkatkan dispersi dan emulsi hidrokarbon
minyak akan memacu solubilisasi atau kelarutan hidrokarbon minyak. Sifat inilah yang
terus dikembangkan seiring dengan pengembangan detergen modern yang ramah
lingkungan. Dewasa ini, detergen modern merupakan formulasi kompleks yang terdiri atas
biosurfaktan selaku komponen utama, ditambah dengan builders, bleaching agents, enzim,
dan komponen — komponen lainnya. Kombinasi biosurfaktan dengan faktor lain seperti
enzim, diharapkan dapat berfungsi sinergis dalam meningkatkan aktivitas detergensi untuk
menangani kasus — kasus limbah minyak. Salah satu kelompok enzim yang dapat berperan
penting untuk meningkatkan detergensi adalah enzim lipase (Jurado et al., 2007).

2.4. Tinjauan tentang Enzim Lipase
2.4.1. Definisi enzim lipase

Lipase merupakan enzim yang dapat larut dalam air dan secara alami mengkatalis
hidrolisis ikatan ester dalam substrat lipid yang tidak larut air (Miller et al., 2010). Lipid
merupakan senyawa organik hasil dari dehidrogenasi endotermal rangkaian hidrokarbon.
Adapun senyawa-senyawa yang termasuk golongan lipid, di antaranya lemak, fosfolipid,
steroid, asam lemak dan turunannya seperti triasilgliserol (Campbell et a/., 1998; Oxtoby et
al., 2003). Produk hidrolisis triasilgliserol oleh lipase berupa asam lemak yang telah
banyak dimanfaatkan dalam berbagai industri, antara lain: obat-obatan, kosmetika,
pestisida, biosurfaktan, flavor, senyawa adaptif makanan, dan detergen. Lipase juga
memiliki peran yang sangat penting dalam bidang bioteknologi karena kestabilannya yang
tinggi pada media organik dan pada temperatur tinggi, serta mampu mengkatalis reaksi
hidrolisis dan sintesis dengan berbagai substrat sintetik. Oleh karena itu, lipase banyak
digunakan sebagai katalis untuk memperoleh senyawa monogliserida dan
digliserida(Sihotang dan Ginting, 2006).
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Gambar 2.1 Struktur enzim lipase dari Bacillus subtilis (Reetz et al., 2006)

2.4.2 Sifat — sifat enzim lipase
a. Berat molekul enzim

Hasil penelitian oleh Hiol et a/. (2000) menyebutkan bahwa lipase dari Rhizopus
oryzae memiliki berat molekul 32 kDa. Sedangkan menurut hasil penelitian Chahinian
(2000) P. cyclopium menghasilkan lipase dengan berat molekul 37 kDa.
b. pH optimum

Berdasarkah hasil penelitian Hasnunidah dan Sumardi (2009) lipase ekstraseluler
dari Bacillussp. optimum pada pH 7. Lipase ekstraseluler dari 4spergillus oryzae optimum
pada pH 6,8 dan 10. Sedangkan lipase dari R. oryzae menunjukkan aktivitas optimal pada
7,5 dan stabil pada kisaran pH 4,5 — 7,5 (Sharma et al., 2001).
¢. Subu optimum

Lipase dari Bacillus sp. stabil pada suhu 50 °C (Hasnunidah dan Sumardi, 2009).
Sedangkan hasil penelitian Sharma et al. (2001) lipase dari P.aeruginosa stabil pada suhu
45 °C dan R. oryzae stabil pada suhu 35 °C,
2.4.3 Aktivitas enzim lipase

Lipase dari berbagai sumber memperlihatkan spesifisitas yang berbeda-beda. Dari
sisi asam lemak, beberapa lipase mempunyai afinitas terhadap asam-asam lemak rantai
pendek (asam asetat, butirat, kaprat, kaproat, kaprilat, dan sebagainya). Sedangkan
beberapa lipase lain yang tidak spesifik, memutus asam lemak trigliserida secara acak.

Pada kondisi alami, lipase berinteraksi dengan substrat pada antar muka (interface)
air / minyak, yaitu antara fasa substrat tak larut air (fasa organik) dan fasa air dimana
enzim terlarut. Banyaknya yang ada pada antar muka menentukan aktiitas lipase. Luas
antar muka dapat ditingkatkan hingga batas kejenuhannya dengan menggunakan emulsifier
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- atau pengocokan. Lipase mengkatalis reaksi hidrolisis tﬁgliserida menjadi digliserida,

monogliserida, gliserol, dan asam lemak.
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Gambar 2.2 Reaksi hidrolisis minyak oleh lipase
(Hartomo dan Widiatmoko, 1993)

2.4.4. Aplikasi enzim lipase
Lipase merupakan kelompok biokatalis yang paling penting dalam aplikasi
bioteknologi. Hasan ez al. (2006) menjelaskan beragam aplikasi industri dari lipase
mikrobial datam industri deterjen, makanan, industri perasa, pemisahan biokatalitik dari
farmasi, turunan ester dan asam amino, pembuatan bahan kimia yang halus, agrokimia,
digunakan sebagai biosensor, bioremediasi, kosmetik dan parfum.
2.5. Aktivitas lipolitik mikroba hidrokarbonoklastik
Kelompok mikroba yang mampu menggunakan sumber karbon dari senyawa

hidrokarbon disebut hidrokarbonoklastik. Karakter mikroba ini yang tidak dimiliki bakteri
lain adalah kemampuannya dalam mengekspresikan w-hidroksilase yaitu suatu enzim
pengoksidasi hidrokarbon. Mikroba yang memiliki enzim ini mempunyai kemampuan
untuk menempel pada hidrokarbon, memproduksi emulsifier serta membebaskan diri
(desorption) dari hidrokarbon. Beberapa golongan mikroba menguraikan hidrokarbon
dengan jalur oksidasi yang mengubah senyawa kompleks menjadi senyawa sederhana
(Desai and Banat, 1997). Kemampuan inilah yang disebut dengan aktivitas lipolitik
mikroba hidrokarbonoklastik.
2.6. Tinjauan tentang Uji Solubilisasi Oil Sludge

Ujt solubilisasi dapat diamati dengan melakukan uji agitasi dan uji emulsi. Menurut
Qin et al. (2005), uji kemampuan biosurfaktan dalam melarutkan komponen hidrokarbon

dalam sludge dengan agitasi dapat dilakukan dengan cara menambahkan larutan
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biosurfaktan sebanyak 100 mi ke dalam 10 gram o#l sludge, yang selanjutnya dishaker atau
diagitasi pada suhu 25-28°C selama waktu inkubasi 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Pada tiap-
tiap waktu inkubasi, campuran dipisahkan menjadi s/udge dan minyak. Batas antara sludge
dan minyak akan terlihat sangat jelas, Minyak yang telah terpisah dari s/udge akan
mengapung pada bagian permukaan cairan.

Emulsi adalah suatu sistem yang secara termodinamik tidak stabil, terdiri dari paling
sedikit dua fase yang tidak bercampur, satu diantaranya terdispersi sebagai globul — globul
dalam fase cair yang lainnya. Uji kelarutan biosurfaktan melalui emulsi didasarkan pada
kemampuan terbentuknya emulsi yang ditandai dengan adanya dispersi fase cair menjadi
butiran — butiran mikroskopik dalam fase cair yang lainnya (Desai dan Banat, 1997).

Berdasarkan fase terdispersinya dikenal dua jenis emulsi, vaitu:
a. Emulsi minyak dalam air yaitu apabila fase minyak terdispersi di dalam fase air,
b. Emulsi air dalam minyak yaitu bila fase air terdispersi di dalam fase minyak
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BAB II. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. TUJUAN PENELITIAN

1. Mengetahui interaksi antara jenis biosurfaktan dan jenis enzim lipase dalam
solubilisasi hidrokarbon pada oil sludge ?

2. Mengetahui interaksi antara konsentrasi biosurfaktan dan konsentrasi enzim lipase
dalam solubilisasi hidrokarbon pada oil siudge ?

3. Mengetahui interaksi kombinasi jenis dan konsentrasi biosurfaktan terhadap jenis
dan konsentrasi enzim lipase dalam solubilisasi hidrokarbon pada oi/ sludge

4. Mengetahui kombinasi yang dapat menghasilkan solubilisasi i/ sludge tertinggi?

3.2. MANFAAT PENELITIAN
1. Pencliian ini akan menghasilkan formulasi biosurfaktan-enzim yang dapat
meningkatkan aktivitas solubilisasi oil sludge .
2. Data penelitian diharapkan dapat dipakai sebagai acuan untuk upaya pengolahan
limbah o0i/ sludge pada industri minyak.
3. Hasil penelitian akan dipublikasikan di jurnal nasional terakreditasi di Indonesia
yang terkait dengan mikrobiologi terapan, mikrobiologi industri, fisiologi mikroba,

biokonversi, dan potensi biodiversitas mikroba Indonesia.
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BAB IV METODE PENELITIAN

4.1. Tempat dan Waktu Penelitian
4.1.1. Tempat
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Airlangga Surabaya.
4.1.2. Waktu
Penelitian dilaksanakan selama delapan bulan.
4.2. Bahan dan Alat
4,2.1. Bahan
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi:
a. Media pertumbuhan bakteri penghasil biosurfaktan dan crude enzyme
Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB), Bushnell-Haas mineral salts
medium, air mineral sintetis (AMS) komposisi dari Pruthi dan Cameotra (1997),
akuades, minyak goreng dan molase.
b. Media selektif bakteri penghasil crude enzyme lipase
Media Rhodamine-B plate agar
¢. Bahan kimia
CaCl, CaCl2.2H;0, CoCl,6H,0, CuSO,5H;0, FeCl;, FeSO,.7H,0, HCI,
H3BO;, KH,PO4, K;HPO, KOH, MgS0,.7H,0, MnSO,.H,0, NaCl, Na,CO;,
Na)M,042H,;0, Na,HPQ, NaH,PO, NaOH, NH,CI, NH,NO;,, (NH,):SO,,
ZnSQ0, TH,O, asam bikromat, alkohol, buffer fosfat pH 7, p-nitrofenil palmitat
(p-NPP), paper disk, Rhodamine-B, Tween-80 dan Tween-20.
d. Bahan uji kelarutan oi/ sludge
Qil sludge, hidrokarbon uji (kerosin), minyak emersi, es batu, aluminium foil,
cling wrap, kapas, kertas koran, kertas saring Whatman no. 1 dengan diameter
110 mm, label, selotip dan spiritus.
4.2.2. Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah auroclave Ogawa Seiki, bak
plastik, botol kultur, botol semprot, botol fial, cawan Petri, corong, Erlenmeyer, freeze
dryer, gelas ukur, gelas Beaker, jangka sorong, jarum ose loop, kompor listrik, kuvet,
Laminar Air Flow (LAF), lemari es, mikropipet, magnetic stirrer MG-78-1, neraca analitik

Shimadzu AEL-200, oven, indikator pH fix 1-14 Macherey-Nagel, pinset, pipet volume,
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pembakar bunsen, rak tabung reaksi, sentrifuge Beckman, shaker incubator,
spektrofotometer UV-Vis, spatula besi, spatula kaca, spekirofotometer (spectronic 20
Bausch-Lomb), tabung Eppendorf, tabung reaksi, tensiometer Du-Nouy, tip mikropipet,
vortex dan waterbath.

4.3. Cara Kerja
4.3.1. Penyediaan stok bakteri

Isolat bakteri yang digunakan merupakan koleksi laboratorium Mikrobiologi,
Departemen Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga Surabaya. Isolat
bakteri terdiri atas Bacillus subtilis 3KP, penghasil biosurfaktan yang diisolasi dari
perairan “Kali Donan” Cilacap Jawa Tengah dan Acinetobacter sp. P2(1), penghasil
biosurfaktan yang diisolasi dari tanah tercemar minyak mentah di desa Wonocolo
Kecamatan Kedewan Bojonegoro, Jawa Timur. Sementara itu, isolat mikroba penghasil
enzim lipase diisolasi dari penambangan minyak mentah tradisional Desa Wonocolo
Kecamatan Kedewan Bojonegoro Jawa Timur dan dari lumpur minyak (oil sludge) di
kawasan pengilangan minyak di Pertamina VI Balongan.
4.3.2. Pembuatan media untuk bakteri hidrokarbonoklastik

Sebanyak 2,8 gram NA dilarutkan ke dalam 100 m! akuades dan dimasak pada Aot
Pplate hingga mendidih. Kemudian media dituang ke dalam 20 tabung reaksi dimana
masing-masing tabung diisi 5 ml NA. Tabung reaksi yang berisi NA selanjutnya disumbat
dengan kapas dan ditutup dengan aluminium foil. Kemudian disterilisasi menggunakan
autoklaf pada suhu 121° C, 1 atm, selama 20 menit. Tabung reaksi berisi NA yang telah
disterilisasi selanjutnya dimiringkan dan didiamkan sampai media memadat.
4.3.3. Peremajaan bakteri hidrokarbonoklastik

Peremajaan bakteri hidrokarbonoklastik  dilakukan secara aseptik untuk
menghindari konfaminasi. Sebanyak satu ose isolat bakteri distreak pada media NA
miring. Selanjutnya isolat diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37° C selama 24 jam.
4.3.4. Skrining bakteri hidrokarboneklastik penghasil lipase
a. Pembuatan mediaBushnell Haas agar

Komposisi nutrien 100 ml media Bushnell Haas agar meliputi: K;HPO, 0,5 gram,
KH,PO; 0,5 gram, NH4;NO; 0,5 gram, MgSQ,4.7H,;0 0,05 gram, CaCl. 21,0 0,02, FeCl;
0,01 gram, dan powder agar 2 gram.
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b. Pembuatan medium uji (rhodamine-B plate agar)

Medium uji (rhodamine-B plate agar) terdiri atas medium Busnell Haas agar yang
mengandung minyak goreng dan rhodamin-B(Hou & Johnston, 1992). Ke dalam 20 ml
Busnell Haas agar ditambahkan 0,6 ml (3%) minyak goreng dan 0,04 ml rhodamin-B 0,1%
dalam H;O. Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121° C, 1 atm,
selama 20 menit. Setelah agak dingin, media dituang ke dalam cawan petti.
¢. Penapisan bakteri hidrokarbonoklastik penghasil lipase

Mikroba hidrokarbonoklastik diinokulasi sebagai spot kecil ke medium uji dan
diinkubasi pada suhu 37 °C. Munculnya zona pendaran berwarna oranye kemerahan di
sekitar koloni mikroba setelah inkubasi selama 48 jam menunjukkan adanya aktivitas
lipolitik.

4.3.5. Uji aktivitas enzim terhadap p-nitrofenil palmitat

Uji aktivitas enzim dilakukan pada isolat mikroba hidrokarbonoklastik yang
memiliki indeks aktivitas lipolitik tertinggi.
a. Pembuatan inokulum

Disiapkan 20 ml medium NB dalam botol kultur dan diinokulasikan satu ose isolat
mikroba terpilih. Kemudian inokulum diinkubasi dengan pengocokan 120 rpm pada suhu
37 °Cselama 24 jam. Suspensi sel yang diperoleh selanjutnya digunakan sebagai inokulum
pada kultivasi mikroba.

b. Pembuatan medium Bushnell Haas cair

Komposisi nutrien 100 m! media Bushnell Haas cair meliputi: K,HPO, 0,5 gram,
KH,PO4 0,5 gram, NH;NO; 0,5 gram, MgS0,.7H,0 0,05 gram, CaCl,.2H,O 0,02, dan
FeCl; 0,01 gram.

c. Kultivasi mikroba

Disiapkan 24 buah botol kultur yang berisi medium 50 ml Bushnell Haas cair dan
1% minyak goreng. Ke dalam setiap labu dimasukkan 5% suspensi sel dengan Asso =
0,1dari isolat mikroba terpilih. Campuran dikultivasi dengan pengocokan 120 rpm pada
suhu 37 °C selama 48 jam. Selama proses kultivasi berlangsung, setiap 4 jam sekali
dilakukan penghitungan biomassa sel untuk membuat kurva pertumbuhan mikroba dan
pengambilan supernatan untuk menentukan aktivitas lipolitik.

d. Pembuatan Kurva pertumbuhan mikroba
Kurva pertumbuhan mikroba dibuat bersamaan dengan proses kultivasi mikroba.

Setiap 4 jam sekali sebanyak 4 ml suspensi sel dari kultivasi diukur densitas optiknya (OD)
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dengan spektrofotometer pada A = 650 nm. Kemudian dilakukan pengihitungan jumlah
selnya dengan metode Toral Plate Count (TPC). Data yang diperoleh digunakan untuk
membuat kurva pertumbuhan mikroba antara hasil penghitungan TPC dan densitas optik
(OD).

e. Penentuan aktivitas enzim lipase

Aktivitas lipolitik crude enzyme lipase divkur secara kuantitatif dengan metode
Pereira-Meirelles et al. (1997) dalam Sumarsih (2005) yang dimodifikasi. Aktivitas enzim
ditentukan dengan metode spektrofotometrik dengan substrat p-nitrofenil palmitat (p-
NPP). Setiap 4 jam sekali sebanyak 20 ml medium kuttur disentrifugasi pada 9.000 rpm
dengan suhu 4° C selama 15 menit, sehingga terpisah antara supernatan dan suspensi sel.
Supernatan yang diperoleh mengandung enzim lipase ekstraseluler.

Disiapkan dua tabung Eppendorf, tabung A untuk larutan blanko dan tabung B
untuk larutan enzim lipase. Tahap pertama tabung A dan B diisi 700 pllarutan p-NPP
0,503 mM dalam buffer fosfat pH 7.0. Tahap kedua pada tabung A ditambahkan 3004l
akuades dan tabung B ditambahkan 300yl supernatan, Kemudian campuran diinkubasi
dalam waterbath pada suhu 37° C selama 30 menit. Tahap ketiga tabung A dan B diangkat
dari waterbath lalu ditambahkan 100yl larutan Na,COs 0,2 Mpada kedua tabung. p-
nitrofenol yang terbentuk ditandai dengan wama kuning, kemudian diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis pada L = 410 nm. OD yang diperoleh selanjutnya akan
digunakan untuk menetapkan nilai aktivitas enzim lipase. Pada penentuan aktivitas enzim
lipase ini dilakukan pengufangan sebanyak 3 kali.

Uji kuantitatif ini dilakukan untuk menyatakan aktivitas lipolitik dari crude enzyme
lipase dalam satuan Internasional Unit (TU) per liter. Satu unit (U) aktivitas lipase (aktivitas
lipolitik) didefinisikan sebagai banyaknya enzim lipase yang menghidrolisis substrat uji p-
nitrofenil palmitat (p-NPP) menjadi 1 umol produk p-nitrofenol per menit. Aktivitas enzim

lipase ditentukan dengan menggunakan persamaan berikut :

[P} x 1000
Aktiviras lipase (U/ml) = v
dengan:
[P] = konsentrasi p-nitrofenol (umol/ml)
T = waktu inkubasi (menit)
v = volume enzim (ml)
18
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4.3.6. Aktivitas emulsifikasi crude enzyme lipase

Crude enzyme lipase diukur nilai aktivitas emulsifikasi (%) pada minyak uji kerosin
setelah 1 jam dan 24 jam. Nilai aktivitas emulsi diamati dengan mengukur tinggi fase
emulsi (cm) terhadap tinggi total cairan (cm) dikali 100% (Pruthi dan Cameotra, 1997).
4.3.7. Karakterisasi Enzim Lipase

Karakterisasi enzim lipase dilakukan dengan memproduksi enzim lipase 'pada
inkubasi optimal yang selanjutnya dilakukan penentuan aktivitas lipolitik pada pH dan
suhu optimal enzim lipase tersebut. Penentuan pH optimal aktivitas enzim lipase dilakukan
seperti cara penentuan aktivitas enzim lipase, tetapi substrat p-NPP dilarutkan pada buffer
fosfat dengan variasi pH 5.0, 6.0, 7.0, dan 8.0. Penentuan suhu optimal aktivitas enzim
lipase dilakukan seperti cara penentuan aktivitas enzim lipase, tetapi dilakukan variasi suhu
inkubasi pada proses reaksi antara enzim lipase dengan substrat p-NPP, yakni 30, 40, 50,
dan 60° C.
4.3.8. Produksi enzim lipase

Disiapkan botol kultur yang berisi medium 50 ml medium Busnell Haasdan 1%
substrat minyak goreng. Kemudian dimasukkan 5% suspensi sel dengan Agso = 0,1ke
dalam medium dan dilakukan pengocokan 120 rpm.Lama kultivasi adalah waktu yang
diperlukan mikroba terpilih untuk menghasilkan lipase secara optimal. Selanjutnya enzim
lipase diekstrak dengan menggunakan ammonium sulfat.
4.3.9. Produksi biosurfaktan
a. Pembuatan media air mineral sintetis.

Air mineral sintetis yang digunakan adalah air mineral sintetis komposisi dari
Pruthi and Comeotra (1997) terdiri atas (NFH,), SO, (3 g), MgSO;4. 7H,0 (0,2 g), NaCl (10
g), CaCl; (0,01 g), MnSO,. H0 (0,001 g), H;BO; (0,001 g) ZnSOQ, 7H,0 (0,001 g),
CuS04. 5H,0 (0,001 g), CoCly 6H,O (0,005 g), Na:M,04 2H,0 (0,001 g) dilarutkan dalam
1 liter akuades. Larutan dihomogenkan dengan menggunakan pengaduk magenetik dan pH
larutan dibuat hingga mencapai pH 7,00 dengan menambahkan NaOH 4N atau HCl 1% ke
dalam air mineral sintetis. Kemudian disterilkan dan ditambah stok KI,PO, (1 2), KoHPO,
(1 g) dalam 50 ml akuades, dan stok FeSQ,. 7H,0 (1g) dalam 50 ml akuades.
b. Pembuatan stok Bacillus subtilis 3KP dan Acinetobacter sp.

Biakan mumi Bacillus subtilis 3KP dan Acinetobacter sp diperbanyak dalam media
Nutrient Agar (NA) miring yang dibuat dengan melarutkan NA (20 g/l) dan NaCl (10 g/1)

dalam aquades. Bakteri ditanam dengan metode gores. Biakan bakteri diinkubasi selama
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24 jam pada suhu 27 °C. Koloni yang tumbuh baik digunakan sebagai stok bakteri selama
penelitian.
¢. Perbanyakan bakteri dalam Nutrient Broth.

Satu ose bakteri uji dari media agar miring diinokulasi ke dalam labu Erlenmeyer
50 ml yang berisi 10 m! media Nutrient Broth (NB) yang dibuat dengan melarutkan NB (8
gr/l) dan NaCl (10 g/1) dalam aquades. Kultur bakteri dalam Nutrient Broth diinkubasi
selama 15 jam pada suhu 27 °C, selanjutnya kultur ditanam ke media kultur bakteri.

d. Pembuatan kultur bakteri,

Molase yang akan digunakan sebagai substrat produksi biosurfaktan diendapkan
terlebih dahulu dengan cara menambahkan akuades (v/v) perbandingan (1:2) dan disimpan
dalam kulkas selama + 1 jam. Molase yang telah diendapkan tersebut diambil dengan hati-
hati menggunakan pipet volume.

Molase dengan konsentrasi 3% (v/v) dilarutkan dalam air mineral sintetis sepert
yang telah dijelaskan sebelumnya. Media tersebut dihomogenkan dengan menggunakan
magnetic stirrer. Nilai pH awal media diukur, jika terlalu asam ditambahkan larutan KOH
dan jika terlalu basa ditambahkan Iarutan HCI hingga mencapai pH 7 (Ulum, 2004). Media
disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 20 menit, kemudian diinkubasi pada
suhu 27- 30°C. Selanjutnya, suspensi bakteri dari media Nutrient Broth (NB) yang
memiliki nilai absorbansi 0,9 pada As10 pm sebanyak 2% (v/v) ditambahkan ke dalam kultur.
Kultur bakteri diinkubasi dengan shaker incubator pada suhu 27-30°C dan agitasi 120 rpm
selama 4 hari.

e. Ekstraksi biosurfaktan.

Biosurfaktan Bacillus subtilis 3KP dan Acinetobacter sp. diekstraksi dari
supernatan kultur dengan cara pengendapan menggunakan amonium sulfat (NH,),S0, 60%
jenuh. Supemnatan kultur sebanyak + 20 mL dimasukkan ke dalam gelas Beaker 100 mL
dan direndam dalam penangas es. Amonium sulfat 60% jenuh (130 g/L) secara perlahan
dimasukkan ke dalam gelas Beaker sambil diaduk dalam keadaan terendam es selama 15
menit, kemudian dilakukan sentrifugasi. Perolehan residu diliofilisasi dengan
menggunakan freeze dryer sehingga menjadi serbuk biosurfaktan yang digunakan untuk uji
kelarutan oil sludge. Serbuk tersebut kemudian ditimbang dengan neraca analitik untuk
memperoleh berat kering produk kasar biosurfaktan (Yuliani, 2004).

20
LAPORAN PENELITIAN INTERAKSI BIOSURFAKTAN DAN ENZIM.. NIIMATUZAHROH




IR - PERPUSTSKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN INTERAKSI BIOSURFAKTAN DAN ENZIM.. NIIMATUZAHROH




IR - PERPUSTSKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.3.10. Pembuatan larutan biosurfaktan konsentrasi sama dengan CMC (Critical

Micelle Concentration), di bawah CMC, dan di atas CMC

Setelah diperoleh nilai CMC, maka dilakukan pemilihan konsentrasi éli bawah
CMC dan di atas CMC yang akan digunakan untuk uji solubilisasi s/udge oil. Selanjutnya
dari tiap — tiap konsentrasi ditambahkan ke dalam perlakuan dalam bentuk serbuk yang
dilarutkan dalam buffer fosfat pH 7. Konsentrasi sama dengan CMC dari biosurfaktan
yang dihasilkan oleh Bacillus subtilis 3KP adalah 16 gL (Yuliani, 2004). Sedangkan
konsentrasi sama dengan CMC dari biosurfaktan yang dihasilkan oleh Acinetobacter sp.
adalah 10,4279 g/L (Widodo, 2010). Larutan tersebut sebelumnya dikarakterisasi dengan
cara mengukur nilai tegangan permukaan (mN/m) dan aktivitas emulsifikasinya (%).
4.3.11 Uji solubilisasi oil sludge
a. Persiapan Oil Sludge dalam Tabung Reaksi untuk Perlakuan

Oil sludge tetlebih dahulu dipanaskan di atas pembakar bunsen agar mencair dan
dapat dipipet untuk dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Tabung reaksi sebelum dan
sesudah dimasukkan o/ sfudge ditimbang hingga diperoleh berat oif sludge + 0,20 g dalam
tabung reaksi. Berat 0i/ s/udge perlakuan dicatat sebagai Wop.
b. Perlakuan

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris yang menggunakan
rancangan acak lengkap dengan tiga kali ulangan. Perlakuan terdiri dari empat faktor, yaitu
jenis biosurfaktan, konsentrasi biosurfaktan, jenis enzim, dan konsentrasi enzim. Jenis
biosurfaktan yang digunakan adalah biosurfaktan yang dihasilkan oleh Acinetobacter sp
dan Bacillus subtilis 3KP yang selanjutnya diberi kode (BA dan BB). Konsentrasi
biosurfaktan yang digunakan adalah konsentrasi 0, konsentrasi di bawah CMC (<CMQO),
konsentrasi sama dengan CMC (=CMC), dan konsentrasi lebih dari CMC (>CMC).
Sedangkan jenis enzim yang digunakan adalah enzim lipase dari tiga isolat bakteri
hidrokarbonoklastik Microcroccus sp. , Bacillus sp. dan Actinobacillus sp.  yang
selanjutnya diberi kode (EA, EB, dan EC). Konsentrasi enzim yang digunakan adalah
konsentrasi enzim dengan 4 variasi konsentrasi (konsentrasi 0, 1, 2, dan 3). Volume
biosurfaktan maupun enzim yang ditambahkan dalam perlakuan adalah hingga mencapai 6
ml. Seluruh perlakuan divorfex pada suhu ruangan (27-30°C) selama 15 menit. Rincian
perlakuannya adalah sebagai berikut;
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¢. Pengukuran solubilisasi oil sludge.

Kelarutan ol sludge divji dengan metode filtrasi. Ol studge dalam tabung reaksi yang
terlarut, dipisahkan terlebih dahulu dari o4l sludge yang masih dalam bentuk padatan dan
tidak terlarut, yaitu dengan cara diambil secara hati-hati menggunakan pipet tetes. Lalu,
dilakukan sentrifugasi pada kecepatan 9.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C, Dari hasil
sentrifugasi tersebut diambi! sampel sebanyak 1 mL dan difiltrasi menggunakan kertas saring
Whatmann no. ! dengan diameter 110 mm yang diletakkan dalam corong bebas lemak.

Kertas saring tersebut dibungkus dengan aluminium foil yang sebelumnya telah
ditimbang dengan neraca analitik dan dicatat beratnya sebagai Wo. Kemudian, kertas saring
dioven pada suhu 51-55 °C selama 28 menit. Lalu, kertas saring kembali ditimbang dan
dicatat beratnya sebagai Wt. Semua perlakuan dan kontrol yang dilakukan dalam wji
kelarutan oil sludge ini harus dilakukan secara bebas lemak, Kertas saring yang digunakan
tidak boleh dipegang secara langsung dengan tangan, akan tetapi dengan pinset yang juga
bebas lemak.

Beberapa faktor dapat mempengaruhi pengukuran dari berat 0il sludge yang terlarut.
Substansi yang terkandung dalam biosurfaktan dan enzim yang digunakan pada perlakuan
ikut serta mempengaruhi berat akhir kertas saring. Sehingga diperlukan adanya blanko untuk
mendapatkan hasil kelarutan oi/ sludge yang valid. Blanko merupakan berat larutan
biosurfaktan ataupun enzim tanpa penambahan oil sludge yang difiltrasi sama seperti
perlakuan lainnya.

d. Nilai Persentase Kelarutan 0¥l Sludge (%)
Nilai persentase kelarutan oi/ sludge pada masing- masing perlakuan dapat dihitung

dengan menggunakan rumus:

¢h Kelarutan O siudge = -E::—,;—; x 100¢p
Dimana:;
Wot = berat 0il sludge terlarut (g).
Wop = berat 0il sludge perlakuan (g).
Sedangkan berat o/ sludge terlarut dihitung menggunakan rumus berikut :
Wor = {Wt~ Wol x Volume tota)

Dimana;
Wot = berat 0il sludge terlarut (g).
Wt =berat kertas saring + o/l sludge terlarut (g/ mL).
Wo = berat kertas saring (g).
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4.4 Analisis Data

Data yang didapat dari penelitian ini adalah karakteristik enzim lipase dari bakteri
hidrokarbonoklastik. Serta data kelarutan oil sludge (%) pada kombinasi jenis biosurfaktan,
konsentrasi biosurfaktan, jenis enzim, dan konsentrasi enzim.

Data diameter zona halo dari crude enzyme lipase dari bakteri hidrokarbonoklastik
pada berbagai media produksi dianalisis secara deskriptif untuk mengetahui adanya ekspresi
enzim lipase. Data kelarutan oi/ siudge (%) dianalisis secara statistik, langkah pertama data
diuji berdistribusi normal atau tidak dengan menggunakan uji One sample Kolmogorov-
Smirnov. Untuk menguji asumsi data memiliki varians bersifat homogen atau tidak,
digunakan uji Lavene ftest. Bila data kelarutan oif sludge (%) berdistribusi normal dan
memiliki varians homogen, maka dapat dilanjutkan dengan ji One-way Analysis of Varians
(ANOVA) pada program Statistical Package For Social Science (SPSS) untuk mengetahui
adanya beda signifikan pada masing- masing perlakuan yang diberikan. Dan jika terdapat
perbedaan dilanjutkan dengan uji Duncan pada derajat signifikasi (G )5%.

4.5. JADWAL WAKTU PELAKSANAAN

Kegiatan/Bulan 1 2 3 4 5 6 7 8

1. Persiapan dan konsolidasi tim

2. Peremajaan bakteri, dan
pembuatan media pertumbuhan

3. Skrining produksi lipase bakteri
hidrokarbonoklastik

4. Uji aktivitas enzim terhadap p-
nitrofenil palmitat

5 Aktivitas emulsifikasi crude
enzyme lipase

6. Karakterisasi Enzim Lipase

7. Produksi enzim lipase

8. Produksi biosurfaktan

9. Uji solubilisasi oil sludge

10. Pengumpulan data

11. Analisa data

12. Penyusunan laporan

13. Seminar akhir

14. Perbaikan laporan
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BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1. Hasil Penelitian
Biosurfaktan yang diujikan pada penelitian ini adalah produk dari bakteri
Acinetobacter sp. P2(1) dan Bacillus subtilis 3KP pada substrat molase. Karakteristik
supernatan dua kultur bakteri penghasil biosurfaktan yang diujikan disajikan pada tabel
5.1 Sedangkan perolehan produk kasar biosurfaktan dari masing-masing bakteri
beserta nilai CMC disajikan pada Tabel 5.2,

Tabel 5.1. Produksi biosurfaktan dan uji karakteristik biosurfaktan tiga bakteri
(Acinetobacter sp. P2(1) dan Bacillus subtilis 3KP)

Parameter uji biosurfaktan
Tegangan Permukaan Aktivitas Emulfisikasi (AE)
pH (TP) mN/m (%)
No | Jenis bakteri | kul P Penurunan
tur S TP Kerosen | Kerosen | Solar | Solar
upernatan . . . . . .
dibanding | (ljam) | (24 jam) | 1jam | 24 jam
Kultur
kontro!
1. Acinetobacter | 5.2 45,1 17,2 56,4 539 36,8 36,6
sp. P2(1)
2, Bacillus 5.2 43,9 20,5 30,4 28,4 20,3 18,3
subtilis 3KP

Tabel 5.2. Perolehan produk dan nilai CMC biosurfaktan dari bakteri Acinetobacter sp.

P2(1) dan Bacillus subtilis 3KP

N Perolehan produk .
No. Jenis Biosurfaktan Substrat biosurfal (/L) Nilai CMC (g/L)
L. | Acinetobacter sp. P2(1) | Molase 13,45 g/LL 6,78+ 2,18 g/L.
2. | Bacillus subtilis 3KP Molase 16 g/L 10 g/L.

Enzim lipase yang digunakan sebagai sumber enzim terdiri dari tiga bakteri
hidrokarbonoklastik yaitu Micrococcus sp. LI 61, Bacillus subtilis LII 63B, dan
Actinobaciilus sp. P3-7. Hasil pengukuran aktivitas enzim tiga bakteri yang diukur

menggunakan metode spektrofotometri disajikan berturut turut pada Gambar 1,2, dan

3. Sedangkan, nilai aktivitas enzim dari masing-masing bakteri pada waktu yang

ditentukan yaitu 16 jam waktu inkubasi disajikan pada Tabel 5.3.
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Gambar 5.1. Hasil uji aktivitas enzim lipase supernatan kultur Micrococcus sp. L 11 61
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Gambar 5.2. Grafik aktivitas enzim lipase Bacillus sp. L1163B
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Gambar 5.3. Pertumbuhan dan aktivitas lipolitik bakteri Actinobacillus sp. pada media
Busnell Haas + minyak goreng 1%
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Tabel 5.3. Nilai aktivitas enzim lipolitik tiga jenis bakteri pada 16 jam inkubasi

Nilai Tegangan permukaan Aktivitas emulsifikasi
No. Sum atan aktiv.itas supernatan kultur (%)
en enzim (mN/m) I jam 24 jam
lipolitik J )
1. Micrococcus 3353 U/mL 41,73 £ 1,17 mN/m 20,24+0,68 | 17,31£1,19
sp. LII 61
2. Bacillus  sp. | 11,55 U/mL. | 49,27 = 0,55 mN/m 10,49+1,33 0£0
LIl 63B
3. Actinobacillus ' 1,15 U/mL { 71.96 mN/m 0 0
sp. P3-7

Persentase kelarutan oi/ siudge dengan variasi kombinasi jenis biosurfaktan dan
enzim lipase disajikan berturut — turut dibawah ini.

Interaksi biosurfaktan Acinetobacter sp. P2(1) dengan enzim
Micrococcus sp. LI1 61
100

O <cmc

B cmc

B >cmc

A full enzy me

Persentase Kelarutan Ol Studge
%3

*&? & < <

Kode Perlakuan

Gambar 5.4, Persentase oil siudge terlarut hasil interaksi konsentrasi biosurfakian
Acinetobacter sp. P2(1) dan enzim lipase Micrococcus sp LI 61

Interaksi biosurfaktan dcinetobacter sp. P2(1) dengan Enzim
Bacillus sp. LI 63

100
90
80
70

3
60 W cmc
5 g 50 T M >cmc

O <cmce

40 & full enzyme
30

20
10
0

f & & &

Kode Perlakuan

Gambar 5.5. Persentase oil s/ludge terlarut hasil interaksi konsentrasi biosurfaktan
Acinetobacter sp. P2(1) dan enzim lipase Bacillus sp.LII 63B
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Interaksi biosurfaktan Acinetobacter sp . P2(1) dengan Enzim
Actinobacillus sp . P3-7
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Gambar 5.6. Persentase oi/ sfudge terlarut hasil interaksi konsentrasi biosurfaktan
Acinetobacter sp. P2(1) dan enzim lipase Actinobacillus sp. P3-7

Interaksi biosurfaktan Bacillus subsilis 3KP dengan enzim
Miavcoccus sp. LI 61

100
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g0
0 <cmce
70

60 B cmc

50 8 >cmc
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10 1
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Persentase Kelarutan Ofl Sludge
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Gambar 5.7. Persentase oil s/udge terlarut hasil interaksi konsentrasi biosurfaktan
Bacillus subtilis 3KP dan enzim lipase Micrococcus sp LII 61
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Interaksi biosurfaktan Bacillus subtilis 3KP dengan enzim
Bacillus sp. 1.1163B
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Gambar 5.8. Persentase oil sludge terlarut hasil interaksi konsentrasi biosurfaktan
Bacillus subtilis 3KP dan enzim lipase Bacillus sp. L1 63B

Interaksi biosurfaktan Bacillus subtilis 3KP dengan enzim
Actinobacillus sp. P3-7
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Gambar 5.9. Persentase oil sludge terlarut hasil interaksi konsentrasi biosurfaktan
Bacillus subtilis 3KP dan enzim lipase Actinobacillus sp. P3-7
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5.2. Pembahasan

Biosurfaktan yang dihasilkan oleh bakteri Acinetobacter sp. P(2)1 dan Bacillus
subtilis 3KP pada substrat molase tergolong dalam kelompok divemulsifier (Fatimah et
al., 2009; Ni’matuzahroh et al., 2010 ). Biosurfaktan bakteri Acinefobacter sp. P(2)1
dan Bacillus subtilis 3KP dapat menurunkan tegangan permukaan supernatan kultur dan
memiliki kemampuan mengemulsi hidrokarbon uji. Penurunan tegangan permukaan
supernatan kedua kultur bakteri uji sebesar >10 dyne/cm menunjukkan bahwa bakteri
tersebut berpotensi menghasilkan biosurfaktan (Francy ef al, 1991). Dan, adanya
persentase emulsifikasi pada hidrokarbon uji seperti pada solar dan kerosen pada
supernatan kultur membuktikan keberadaan emulsifier dalam kultur bakteri uji.
Kestabilan emulsifikasi yang terbentuk dan perbedaan nilai CMC (Critical Micelle
Concentration) juga merupakan indikasi kekuatan biosurfaktan. Nilai CMC suatu
surfaktan tergantung pada struktur dari surfaktan tersebut, seperti halnya pH, kekuatan
ionik, suhu dari larutan (solution), dan polaritas pelarut (soivent) yang digunakan untuk
melarutkan surfaktan (Sober6n-Chavez, 2010).

Potensi tiga bakteri dalam menghasilkan enzim dievaluasi dari pengukuran
secara spektrofotometri nilai aktivitas enzim dengan fungsi waktu inkubasi. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa bakteri Micrococcus sp. LI 61 mempunyai nilai
aktivitas lipolitik yang paling besar dibandingkan bakteri Bacillus sp. LII63B dan
Actinobacillus sp. P3-7. Disamping itu, bakteri Micrococceus sp LIL 61 dan Bacillus sp
LI 63B juga dideteksi menghasilkan biosurfaktan dalam kultur produksi enzim lipase.
Hal tersebut dibuktikan dengan nilai aktivitas emulsifikasi supernatan Micrococcus sp.
L I 61 pada minyak uji solar dan adanya penurunan tegangan permukaan supermatan
kultur,

Hasil wji kelarutan o#/ sludge dengan variasi jenis biosurfaktan, jenis enzim,
variasi konsentrasi biosurfaktan dan variasi konsentrasi enzim yang dicampurkan dalam
kultur uji pada penelitian ini menunjukkan hasil yang beragam. Interaksi biosurfaktan
dan enzim ada yang meningkatkan dan menurunkan persentase kelarutan o/ sludge
dibandingkan dengan biosurfaktan saja. Gabungan gambar hasil pengamatan kelarutan

oil sludge dengan berbagai variasi perlakuan disajikan pada Gambar 5.10. dan Gambar
5.11. Biosurfaktan Acinetobacter sp. P3-7 dapat ditingkatkan kemampuannya dalam

melarutkan oi/ sludge dengan penambahan enzim Micrococccus sp LII 61 dan Bacillus

LAPORAN PENELITIAN INTERAKSI BIOSURFAKTAN DAN ENZIM.. NIIMATUi/Q-IROH



IR - PERPUSTSKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN INTERAKSI BIOSURFAKTAN DAN ENZIM.. NIIMATUZAHROH




IR - PERPUSTSKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

sp LII 63B. Sedangkan penambahan enzim Actinobacillus sp. P3-7 tidak membenkan
pengaruh terhadap kelarutan oil sfudge bahkan cenderung menghambat.
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Gambar 5.10. Interaksi biosurfaktan Acinetobacter sp. P(2)-1 dengan enzim
Micrococcus sp.L1161 (a), Bacillus sp., L11 63B (b) dan Actinobacillus sp.,
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Gambar 5.11. Interaksi biosurfaktan Bacillus sp. 3KP dengan enzim Micrococcus sp
L1161 (a); Bacillus sp., LII 63B (b) dan Actinobacillus sp., P3-7

semakin meningkatkan kelarutan oil siudge.

Interaksi antara biosurfaktan Bacillus subtilis 3KP dengan enzim Micrococccus
sp LII 61 dan Bacillus sp LII 63B dan Actinobacillus sp. P3-7 cenderung bersifat

Konsentrasi biosurfaktan yang diujikan

mempengaruhi kelarutan oil sludge. Konsentrasi = CMC dan >CMC cenderung tidak

memberikan perbedaan yang berarti, tetapi berbeda dengan konsentrasi < CMC.

Konsentrasi CMC sering dijadikan patokan uji dalam berbagai penelitian terkait dengan

potensi biosurfaktan.
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Penambahan konsentrasi enzim juga memberikan dampak yang berbeda terhadap
kelarutan oil sludge. Pada penelitian ini, perlakuan penambahan enzim 12.5% cenderung
belum memberikan pengaruh dalam peningkatan kelarutan oil sludge. Konsentrast 25% (v/v)
dan 37,5% (v/v). menunjukkan pengaruh dalam peningkatan kelarutan oil sludge
dibandingkan dengan penambahan 12,5% (v/v).

Enzim Micrococeeus sp L1l 61 menunjukkan paling berpotensi dalam melarutkan oil
sludge. Peningkatan konsentrasi enzim Micrococccus sp LII 61 dalam tabung wji terbukti
dapat semakin meningkatkan kelarutan oi/ s/udge. Interaksi yang ditunjukkan oleh enzim
Micrococcecus sp LI 61 bersifat positif baik terhadap biosurfaktan Acinetobacter sp. P(2)1
maupun dengan biosurfaktan Bacillus subtilis 3KP.

Persentase kelarutan oil siudge paling tinggi ditunjukkan oleh interaksi antara
biosurtaktan Acinetobacter sp. P(2}1 (= CMC) dengan enzim Micrococceus sp LII 61
(37,5%). Respon interaksi positif seperti ini juga dibuktikan dalam penelitian yang dilakukan
oleh Takeyama et al. (2002) yaitu pada penggabungan supernatan dari kultur cair Bacillus
subtilis IAM1213 penghasil biosurfaktan dengan supernatan dari kultur cair Aeromonas sp.
NKB26c penghasil enzim (seperti lipase atau protease) sebagai biocleaner. Kombinasi
tersebut menghasilkan efisiensi cleaning yang lebih tinggi dalam membersihkan crude oil
dari ubin keramik bangunan pabrik, jika dibandingkan dengan penggunaan tunggal dari
supernatan Bacillus subtilis TAM1213 ataupun Aeromonas sp. NKB26¢ saja. Penelitian
tersebut menggambarkan bahwa kombinasi dari biosurfaktan dan enzim (seperti lipase
ataupun protease) tersebut mungkin dapat meningkatkan aktivitas cleaning. Molekul
hidrofilik dan hidrofobik dari biosurfaktan akan menyebabkan minyak serta protein larut
dalam air. Dan enzim lipase akan mendegradasi minyak yang tidak larut dalam air menjadi
produk yang larut dalam air.

Efek penghambatan terhadap kelarutan oil siudge juga terjadi dalam interaksi antara
biosurfaktan Acinetobacter sp. P(2)1 dengan enzim Actinobacillus sp. P3-7. Hal tersebut
diasumsikan terjadi interaksi negatif antara biosurfaktan Acinetobacier sp. P(2)1 dengan
crude enzyme lipase Actinobacillus sp. P3-7. Respon interaksi negatif seperti ini juga
ditemukan dalam penelitian yang dilakukan oleh Takeyama et al (2002), yaitu pada
pengkombinasian supernatan B. subtilis IAM1213 (penghasil biosurfaktan) dengan B. cereus
NKB46b (penghasil enzim). Kondisi ini diduga disebabkan oleh adanya penghambatan
aktivitas enzimatik lipase oleh biosurfaktan. Biosurfaktan adalah hasil ekskresi
mikroorganisme yang memiliki sifat mirip dengan surfaktan (Thavasi ef al., 2009). Kehadiran
surfaktan dalam media reaksi katalisis enzim lipase dapat mempengaruhi tingkat hidrolisis,
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hal tersebut berkaitan dengan pembentukan kompleks enzim-surfaktan, sifat katalitiknya

dapat berbeda dengan enzim aslinya.

Kombinasi biosurfaktan Acinctobacter sp. P{2)1 ( = CMC) dengan enzim

Micrococecus sp LI 61 (37,5% viv) menghasilkan kelarutan o4 siudge sebesar 71%. Capaian

tersebut lebih besar dibanding dengan surfaktan sintetik Tween yang menghasilkan kelarutan

31,7%. Dengan demikian, formulasi tersebut berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen

pelarut minyak.

BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

1.

Jenis biosurfaktan (Acinetobacter sp. P(2) 1 dan Bacillus subtilis 3KP) dan jenis
enzim (Micrococcus sp.LIl 61, Bacillus sp., LIl 63B, dan Actinobacitlus sp. P3-7)
memberikan respon yang beragam dalam kelarutan o#/ s/udge.

Perbedaan konsentrasi biosurfakian (Acinetobacter sp. P(2) 1 dan Bacillus subtilis
3KP) dan konsentrasi enzim Micrococcus sp.LIl 61, Bacillus sp., L1l 63B, dan
Actinobacillus sp. P3-7 memberikan respon yang beragam. Peningkatan konsentrasi
biosurfaktan dan enzim dapat meningkatkan kelarutan o#/ sfudge

Interaksi antara biosurfaktan (Acinetobacter sp. P(2) 1 dan Bacillus subtilis 3KP)
dan enzim ( Micrococcus sp.LIl 61, Bacillus sp., LI 63B, dan Actinobacillus sp.
P3-7 )ada yang bersifat meningkatkan dan menghambat kelarutan oi/ sludge.
Kombinasi biosurfaktan Acinetobacter sp. P(2)1 (=CMC) dan enzim Micrococccus
sp LII 61 (37,5% v/v) merupakan kombinasi terbaik dalam melarutkan oil sfudge

sebesar 71% .

5.2 Saran

1.

2.

Melakukan penelitian lebih lanjut terkait mekanisme interaksi antara biosurfaktan dan
enzim dalam aktivitas kelarutan oil sludge.

Melakukan penelitian lanjut uji dalam skala yang lebih besar terhadap efektivitas
formulasi biosurfaktan Acinetobacter sp. P3-7 dan enzim Micrococccus sp L1 dalam
kelarutan oil sludge.

Mempertimbangkan aplikasi formulasi biosurfaktan Acinetobacter sp. P3-7 dan enzim
Micrococceus sp LII 61 dalam penanganan pencucian tangki perminyakan akibat
endapan off siudge.

Mengembangkan metode pemberian formulasi biosurfaktan dan enzim dalam

penanganan limbah oil sfudge.
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hal tersebut berkaitan dengan pembentukan kompleks enzim-surfaktan, sifat katalitiknya
dapat berbeda dengan enzim aslinya.

Kombinast biosurfaktan Acinetobacter sp. P{231( = CMC) dengan enzim
Micrococecus sp LIT 61 (37,5% v/v) menghasilkan kelarutan oil s/udge sebesar 71%. Capaian
tersebut lebih besar dibanding dengan surfaktan sintetik Tween yang menghasilkan kelarutan
31,7%. Dengan demikian, formulasi tersebut berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen
pelarut minyak.

BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN
S.1. Kesimpulan

1.  Jenis biosurfaktan (4cinetobacter sp. P(2) 1 dan Baciilus subtilis 3KP) dan jenis
enzim {Micrococcus sp.LII 61, Bacillus sp., LII 63B, dan Actinobacillus sp. P3-7)
memberikan respon yang beragam dalam kelarutan oi/ sfudge.

2. Perbedaan konsentrasi biosurfaktan (Acinetobacter sp. P(2) 1 dan Bacillus subtilis
3KP) dan konsentrasi enzim Micrococcus sp.LIl 61, Bacillus sp., L1l 63B, dan
Actinobacillus sp. P3-7 memberikan respon yang beragam. Peningkatan konsentrasi
biosurfaktan dan enzim dapat meningkatkan kelarutan oil sludge

3. Interaksi antara biosurfaktan (Acinetobacter sp. P(2) 1 dan Bacillus subtilis 3KP)
dan enzim ( Micrococcus sp.LII 61, Bacillus sp., LI 63B, dan Actincbacillus sp.
P3-7 )ada yang bersifat meningkatkan dan menghambat kelarutan ol sludge.

4. Kombinasi biosurfaktan Acinetobacter sp. P(2}1 (=CMC) dan enzim Micrococccus
sp LII 61 (37,5% v/v) merupakan kombinasi terbaik dalam melarutkan oi! sfudge
sebesar 71% .

5.2 Saran

1. Melakukan penelitian lebih lanjut terkait mekanisme interaksi antara biosurfaktan dan
enzim dalam aktivitas kelarutan o# sludge.

2. Melakukan penelitian lanjut uji dalam skala yang lebih besar terhadap efektivitas
formulasi biosurfaktan Acinetobacter sp. P3-7 dan enzim Micrococccus sp L1I dalam
kelarutan oif sludge.

3. Mempertimbangkan aplikasi formulasi biosurfaktan Acinetobacter sp. P3-7 dan enzim
Micrococecus sp LI 61 dalam penanganan pencucian tangki perminyakan akibat
endapan o# sludge.

4. Mengembangkan metode pemberian formulasi biosurfaktan dan enzim dalam
penanganan limbah oil sfudge.
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