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Karakterisasi Isolat Bakteri Penghasil Biosurfaktan dan Optimasi Konsentrasi
Substrat terhadap Aktivitas Antioksidan Produk Fermentasi dari Limbah Palm
Oil Mill Effluent

Alya Hamdah

ABSTRAK

Palm Oil Mill Effluent (POME) merupakan limbah cair industri kelapa sawit
dengan kandungan bahan organik tinggi yang berpotensi mencemari lingkungan,
namun juga memiliki potensi sebagai substrat fermentasi mikroorganisme. Penelitian
ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri penghasil biosurfaktan
dari limbah POME serta mengevaluasi pengaruh variasi konsentrasi POME terhadap
aktivitas antioksidan biosurfaktan yang dihasilkan.

Penelitian ini merupakan penelitian deskriftif yang diawali dengan isolasi
bakteri dari limbah POME dan seleksi isolat potensial berdasarkan indeks emulsifikasi
24 jam (E24). Isolat terpilih selanjutnya dikarakterisasi secara morfologi melalui
pewarnaan Gram dan Scanning Electron Microscope (SEM), secara fisiologis melalui
uji hemolisis dan kurva pertumbuhan, serta diidentifikasi secara molekuler
menggunakan sekuensing gen 16S rRNA. Produksi biosurfaktan dilakukan
menggunakan media Nutrient Broth dengan optimasi konsentrasi POME sebesar 5%,
10%, 25%, 50%, dan 75% (v/v). Aktivitas antioksidan ekstrak biosurfaktan diuji
menggunakan metode DPPH dan ABTS dengan parameter nilai ICso, sedangkan
karakterisasi gugus fungsi dianalisis menggunakan Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa satu isolat bakteri memiliki nilai E24
tertinggi dan berpotensi sebagai penghasil biosurfaktan. Isolat tersebut teridentifikasi
memiliki kekerabatan terdekat dengan Cytobacillus kochii. Optimasi Konsentrasi
POME berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan biosurfaktan, dengan peningkatan
aktivitas pada konsentrasi menengah hingga tinggi berdasarkan nilai ICso metode
DPPH dan ABTS. Analisis FTIR menunjukkan bahwa biosurfaktan yang dihasilkan
didominasi oleh senyawa lipopeptida dengan keberadaan gugus amida dan rantai
alifatik.

Kata Kunci : Antioksidan, Bakteri, Biosurfaktan, Fermentasi, Palm Oil Mill Effluent



Characterization of Biosurfactant-Producing Bacterial Isolates and Optimization
of Substrate Concentration for the Antioxidant Activity of Fermentation Products
Derived from Palm Oil Mill Effluent

Alya Hamdah

ABSTRACT

Palm Oil Mill Effluent (POME) is a major liquid waste generated by the palm oil
industry, characterized by high organic content that may cause environmental pollution if not
properly managed. However, its rich nutrient composition also provides potential as a
fermentation substrate for microorganisms. This study aimed to isolate and characterize
biosurfactant-producing bacteria from POME and to evaluate the effect of varying POME
concentrations on the antioxidant activity of the resulting biosurfactant.

This descriptive study began with the isolation of bacteria from POME, followed by
the selection of potential biosurfactant-producing isolates based on the 24-hour emulsification
index (E24).The selected isolate was further characterized morphologically using Gram
staining and Scanning Electron Microscopy (SEM), physiologically through hemolysis testing
and growth curve analysis, and molecularly identified by 16S rRNA gene sequencing.
Biosurfactant production was carried out using Nutrient Broth as the fermentation medium,
with POME concentrations of 5%, 10%, 25%, 50%, and 75% (v/v) applied for concentration
optimization. The antioxidant activity of crude biosurfactant extracts was evaluated using
DPPH and ABTS assays, expressed as ICso values, while functional group characterization
was performed using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR).

The results demonstrated that one bacterial isolate exhibited the highest E24 value,
indicating strong biosurfactant-producing capability, and was closely related to Cytobacillus
kochii based on 16S rRNA sequence analysis. Optimization in POME concentration
significantly affected the antioxidant activity of the biosurfactant, with moderate to high POME
concentrations showing enhanced antioxidant potential as indicated by lower ICso values in
both DPPH and ABTS assays. FTIR analysis revealed that the biosurfactant was
predominantly composed of lipopeptide compounds, characterized by the presence of amide
functional groups and aliphatic chains.

Keyword : Antioxidant activity, Bacteria, Biosurfactant, fermentation, Palm Oil Mill Effluent
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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Industri kelapa sawit di Indonesia merupakan salah satu komoditas strategis yang
bernilai ekonomi tinggi. Badan Pusat Statistik (BPS) (2024) menyatakan total produksi
kelapa sawit Indonesia tahun 2023 mencapai 47.048 ton, yang tersebar di berbagai
provinsi. Industri kelapa sawit yang terus meningkat menjadikan volume limbah yang
dihasilkan juga semakin tinggi (Siregar & Hasibuan Abdurrazaq, 2024). Palm Oil Mill
Effluent (POME) merupakan limbah cair yang dihasilkan dari proses pengolahan
minyak kelapa sawit (Fitria ef al., 2021). Menurut (Ratnasari et al., 2024), pada proses
produksi minyak kelapa sawit sebesar 5,8 juta ton/tahun dapat menghasilkan limbah
cair kelapa sawit (POME) sebesar 10,2 juta ton/tahun. POME dapat menimbulkan
persoalan lingkungan jika tidak dikelola dengan baik. Namun di samping itu, POME
juga menyimpan potensi sebagai sumber bahan organik bagi aplikasi bioteknologi
seperti produksi biosurfaktan (Fitria et al., 2021).

POME umumnya berbentuk cairan cokelat pekat dengan kandungan padatan
tersuspensi minyak atau lemak yang mengandung berbagai nutrien seperti karbohidrat,
lipid, nitrogen, dan mineral (Mohammad et a/., 2021). POME dapat menjadi sumber
karbon dan energi yang ideal bagi mikroorganisme penghasil biosurfaktan (Chooklin
et al., 2013). Selain itu, keberadaan mikroba lokal di dalam POME juga ikut andil
dalam membuka peluang isolasi strain potential penghasil biosurfaktan (Hope & Gideon,

2015). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Nakanishi ez al., (2021) dan Bala et



al., (2018), komunitas bakteri di dalam POME umumnya tersusun atas empat genus
utama, yaitu Pseudomonas, Flavobacterium, Micrococcus, dan Bacillus.

Keberadaan komunitas bakteri lokal tersebut dapat berpotensi sebagai sumber
biologis penghasil biosurfaktan, menurut penelitian yang dilakukan oleh (Zia & Linda,
(2023) menyatakan bahwa isolat bakteri Bacillus spp. berpotensi sebagai biosurfaktan
dalam pengujian emulsifikasi minyak. Biosurfaktan merupakan surfaktan alami yang
berasal dari sumber biologis dan disintesis oleh tumbuhan, bakteri, khamir, dan kapang
sebagai metabolit sekunder (Ravinder et al., 2022). Produksi biosurfaktan dari bakteri
lokal POME umumnya diawali dengan tahap isolasi dan seleksi isolat potensial
berdasarkan aktivitas emulsifikasi (Samsu et al., 2020).

Namun, penentuan isolat potensial tidak cukup hanya berdasarkan kemampuan
emulsifikasi, melainkan perlu didukung oleh karakterisasi morfologi seperti pewarnaan
Gram dan pengamatan menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM)
memberikan informasi awal mengenai bentuk dan struktur sel bakteri (Pratama et al.,
2025). Sementara itu, karakterisasi fisiologi seperti uji hemolisis dan analisis kurva
pertumbuhan digunakan untuk menilai sifat biologis isolat, keamanan awal
(Trikurniadewi, 2025), serta menentukan fase pertumbuhan yang berkaitan dengan
produksi metabolit sekunder (Saimmai ef al., 2013) Serta identitas molekuler untuk
memastikan bahwa isolat tersebut benar-benar mampu memproduksi biosurfaktan dan
untuk mengidentifikasi taksonominya secara akurat. Beberapa penelitian melakukan
identifikasi molekuler dengan sekuensing gen 16S rRNA setelah screening aktivitas

biosurfaktan untuk karakterisasi isolat yang potensial (Nayarisseri ef al., 2018).



Struktur dan sifat biosurfaktan juga dipengaruhi oleh sumber biologis atau
mikroorganisme penghasilnya, Jenis substrat yang digunakan serta kondisi saat
kultivasi atau kultur yang dilakukan (Maulana et al., 2022). Biosurfaktan juga lebih
aman untuk terurai di lingkungan karena mikroorganisme pengurai di lingkungan dapat
memecah biosurfaktan lebih cepat dibandingkan dengan surfaktan sintetis yang
memerlukan tahapan kimia tambahan dalam produksinya. Sifat ini menjadikan
bisurfaktan lebih ramah lingkungan dibandingkan dengan surfaktan sintetis (Hogan et
al., 2019).

Selain ramah lingkungan, aspek ekonomis produksi biosurfaktan juga penting.
Faktor utama yang mempengaruhi produksinya adalah komposisi media, yang mana
secara konvensional menggunakan glukosa atau minyak nabati sebagai sumber karbon
dan pepton atau ammonium sebagai sumber nitrogen yang mahal (Qamar & Pacifico,
2023). Untuk menekan biaya produksi, substrat limbah seperti Palm Oil Mill Effluent
(POME) bisa dimanfaatkan. Penelitian oleh (Sari et al., 2020), menunjukkan bahwa
POME dengan konsentrasi tertentu seperti 16% (v/v) dapat meningkatkan aktivitas
biosurfaktan, tergantung pada strain bakteri yang digunakan. Dengan demikian,
pemanfaatan POME tidak hanya menurunkan biaya produksi tetapi juga menjadi
strategi produksi yang berkelanjutan.

Selain aspek produksi, biosurfaktan dari POME perlu dikaji berdasarkan aktivitas
fungsionalnya, seperti aktivitas antioksidan. Kajian ini membuka peluang aplikasi yang
lebih bernilai, misalnya dalam kosmetik atau sebagai stabilisator emulsi untuk
melindungi bahan sensitif seperti minyak esensial, lipid dari oksidasi (Zanotto et al.,

2023). Aktivitas antioksidan umumnya diukur melalui berbagai metode seperti DPPH



(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) dan ABTS (2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)) (Tancredi et al., 2025), pengukuran aktivitas antioksidan ini ditujukan
untuk memvalidasi potensi biosurfaktan, dengan menggunakan parameter utama
seperti nilai ICso yang rendah (Zouari et al., 2016)

Aktivitas antioksidan pada biosurfaktan berasal dari struktur kimianya. Pada
penelitian Abdollahi et al., (2020) menyatakan bahwa biosurfaktan lipopeptida yang
dihasilkan dari Bacillus amyloliquefaciens memiliki gugus peptida dan rantai asam
lemak yang berperan dalam penangkapan radikal bebas sehingga menunjukkan
aktivitas antioksidan yang sebanding dengan senyawa kontrol positif BHA (Butylated
Hydroxyanisole) dalam uji DPPH dan FRAP. Selain itu, senyawa turunan dari substrat
fermentasi berbasis POME dapat ikut terekstrak dan berasosiasi dengan biosurfaktan,
sehingga meningkatkan aktivitas antioksidan pada ekstrak kasarnya (Saifuddin et al.,
2014). Bukti potensinya pun telah ditunjukkan seperti surfaktin yang mampu
menghambat oksidasi lipid, membuka peluang aplikasi biosurfaktan di bidang
kosmetik dan farmasi (He ef al., 2017). Variasi kapasitas antioksidan yang besar antar
jenis biosurfaktan ini mengharuskan karakterisasi kimia menggunakan FTIR, serta uji
kuantitatif aktivitas antioksidan dengan seperti DPPH dan ABTS diperlukan untuk
mengaitkan struktur dengan aktivitasnya secara spesifik.

Biosurfaktan dari limbah POME umumnya telah diteliti sebagai aplikasi
emulsifikasi dan bioremediasi (Hope & Gideon, 2015). Namun, fokus penelitian masih
terbatas pada karakterisasi fisikokimia, sementara potensi bioaktivitasnya khususnya
sebagai antioksidan, belum banyak dieksplorasi. Meskipun optimasi media berbasis

POME telah dilakukan oleh (Sari et al., 2020), hubungan antara struktur kimia



biosurfaktan dengan aktivitas antioksidannya masih terbatas. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan mengisi kesenjangan tersebut melalui isolasi bakteri lokal,
optimasi fermentasi POME, dan evaluasi aktivitas antioksidan dari biosurfaktan yang
dihasilkan. Dengan demikian, penelitian ini tidak hanya berkontribusi pada
pemanfaatan limbah menjadi produk bernilai tinggi, tetapi juga memberikan dasar

ilmiah bagi pengembangan biosurfaktan dari sumber daya lokal yang berkelanjutan.

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah di uraikan, maka permasalahan yang akan

di kaji dalam penelitian ini sebagai berikut:

1. Berapa jumlah isolat bakteri yang berhasil diisolasi dari limbah Palm Oil Mill
Effluent (POME)?

2. Bagaimana potensi isolat bakteri hasil isolasi limbah POME sebagai penghasil
biosurfaktan berdasarkan indeks emulsifikasi (E24)?

3. Bagaimana karakteristik morfologi, fisiologi, dan identitas molekuler isolat bakteri
potensial penghasil biosurfaktan dari limbah POME?

4. Berapakah konsentrasi limbah Palm Oil Mill Effluent (POME) yang optimum
sebagai campuran medium fermentasi untuk menghasilkan aktivitas antioksidan
tertinggi berdasarkan metode DPPH dan ABTS?

5. Bagaimana karakteristik gugus fungsi biosurfaktan hasil fermentasi limbah POME

berdasarkan analisis FTIR (Foutier Transform Infrared Spectroscopy)

C. Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, penelitian ini bertujuan untuk :



. Mengetahui jumlah hasil isolat bakteri yang berhasil di isolasi dari limbah POME

Mengetahui isolat mana yang memiliki potensial penghasil biosurfaktan
berdasarkan indeks emulsifikasi (E24).

Mengkarakterisasi dan mengidentifikasi isolat bakteri potensial penghasil
biosurfaktan berdasarkan karakter morfologi, fisiologi, dan molekuler.
Mengetahui konsentrasi limbah POME yang optimum sebagai campuran medium
fermentasi terhadap aktivitas antioksidan berdasarkan metode DPPH dan ABTS.
Mengetahui karakterisasi gugus fungsi biosurfaktan hasil fermentasi limbah POME

berdasarkan analisis FTIR (Foutier Transform Infrared Spectroscopy).

D. Manfaat Penelitian

Hasil Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat antara lain:

1.

Memberikan informasi mengenai keberadaan isolat bakteri dari limbah Palm Oil
Mill Effluent (POME).
Memberikan data ilmiah mengenai potensi isolat bakteri dari limbah POME

sebagai penghasil biosurfaktan berdasarkan indeks emulsifikasi (E24).

. Memberikan informasi konsentrasi limbah POME yang optimum sebagai

campuran medium fermentasi terhadap aktivitas antioksidan berdasarkan metode
DPPH dan ABTS.
Memberikan informasi mengenai karakteristik gugus fungsi biosurfaktan hasil

fermentasi berbasis limbah POME berdasarkan analisis FTIR.



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil Penelitian Mengenai Karakterisasi Isolat Bakteri Penghasil

Biosurfaktan dan Pengaruh Variasi Konsentrasi Substrat Terhadap Aktivitas

Antioksidan Produk Fermentasi Limbah Palm Oil Mill Effluent , maka diperoleh

beberapa simpulan sebagai berikut.

l.

2.

Didapatkan 5 jumlah isolat yang berhasil di isolasi dari limbah POME.
Hasil indeks emulsifikasi (E24), isolat B3 menunjukkan aktivitas tertinggi dengan
nilai E24 sebesar 52,69%, melampaui ambang batas >50% menjadikannya

berpotensi sebagai indikator biosurfaktan yang efektif.

. Hasil karakterisasi menunjukkan bahwa isolat bakteri potensial bersifat Gram-

positif dengan morfologi sel berbentuk basil berujung membulat dan permukaan
sel relatif halus. Secara fisiologis, isolat menunjukkan a-hemolisis, mencapai fase
log pada 6-24 jam, dan fase stasioner pada 48—96 jam. Serta teridentifikasi secara
molekuler dengan menunjukkan kekerabatan terdekat dengan Cytobacillus kochii
dengan nilai bootstrap 99%.

Hasil Optimasi limbah POME dalam medium fermentasi memengaruhi aktivitas
antioksidan biosurfaktan, di mana konsentrasi 25% menghasilkan aktivitas terbaik,
dengan nilai ICso metode ABTS sebesar 79,10 £ 20,02 pg/mL dan ICso metode
DPPH sebesar 198 + 57,93 pg/mL.

Hasil analisis gugus fungsi FTIR menunjukkan bahwa biosurfaktan pada seluruh

variasi konsentrasi didominasi oleh tipe lipopeptida.
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B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh, maka disarankan:

1.

Penelitian lanjutan disarankan untuk melakukan pemurnian dan karakterisasi
lanjutan biosurfaktan yang dihasilkan oleh isolat bakteri potensial guna
mengidentifikasi senyawa aktif secara lebih spesifik.

Perlu dilakukan optimasi lebih lanjut terhadap kondisi fermentasi, termasuk variasi
konsentrasi limbah POME, pH, suhu, dan waktu inkubasi, untuk meningkatkan
produksi biosurfaktan dan aktivitas antioksidannya.

Penelitian selanjutnya disarankan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan
biosurfaktan menggunakan metode tambahan, selain DPPH dan ABTS, guna
memperoleh gambaran aktivitas antioksidan yang lebih komprehensif.

Uji toksisitas dan biokompatibilitas biosurfaktan perlu dilakukan untuk menilai
keamanan penggunaannya, terutama jika akan dikembangkan sebagai produk
berbasis bahan alam.

Diperlukan kajian lebih lanjut mengenai potensi aplikasi biosurfaktan berbasis
limbah POME pada bidang pangan, farmasi, atau lingkungan sebagai upaya

pemanfaatan limbah yang berkelanjutan.
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