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Abstrak 

Perkembangan teknologi bioproses telah mendorong pendekatan ke arah produk surfaktan biologi 

(biosurfaktan) yang ramah lingkungan. Penelitian ini difokuskan pada optimasi produksi biosurfaktan 

dengan menggunakan variasi sumber karbon dan nitrogen. Tahap awal penelitian ini dilakukan dengan 

menguji potensi bakteri Chromohalobacter japonicus BK-AB18 penghasil biosurfaktan dengan  

menggunakan metode uji hemolisis dimana hasil menunjukkan aktivitas hemolisis yang tinggi dengan  

ukuran zona bening 3 cm pada media agar darah. Selanjutnya dilakukan produksi pada medium 

optimal dengan menambahkan 2% variasi sumber karbon terdiri dari minyak zaitun, minyak jagung, 

minyak kelapa sawit, minyak kacang kedelai dan minyak bunga matahari serta 0,3 % variasi nitrogen 

terdiri dari urea, NaNO3, NH4Cl, NH2(SO)4 and KNO3. Hasil penelitian menunjukkan produksi 

biosurfaktan dari Chromohalobacter japonicus BK-AB18 meningkat secara signifikan dengan 

menggunakan minyak zaitun sebagai sumber karbon dan urea sebagai sumber nitrogen dengan hasil 

penyebaran minyak 4,8 cm serta aktivitas biosurfaktan dengan nilai tegangan permukaan sebesar 34 

dyne/cm, dan hasil uji emulsifikasi sebesar 76%. 

Kata kunci: Bakteri Halofilik, Biosurfaktan, Chromohalobacter japonicus, Medium optimal 

 

Abstract 

The development of bioprocess technology has pushed an approachtowards environmentally friendly 

biological surfactant (biosurfactant) product. This research is focused on optimizing biosurfactant 

production by using variations in carbon and nitrogen sources. The first stage of this research was 

conducted by testing the potential of biosurfactant producing Chromohalobacter japonicus BK-AB18 

using a hemolysis test method where the results showed high hemolysis activity with 3 cm clear zone 

on blood agar media. Furthermore, production an optimal medium by adding 2% variation in carbon 

sources as olive oil, corn oil, palm oil, soybean oil, sunflower oil and 0.3% variation of nitrogen 

source as urea, NaNO3, NH4Cl, NH2(SO)4 and KNO3. The result showed that biosurfactant production  

from Chromohalobacter japonicas BK-AB18 increased significantly by using olive oil as carbon 

source and urea as a nitrogen source with the results 4.8 cm oil spread and biosurfactant activity with 

a surface tension value of 34 dyne/cm, and the results of an emulsification test of 76%. 

 

Keywords: Biosurfactant, Chromohalobacter japonicus, Halophilic Bacteria, Optimal Medium 
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PENDAHULUAN  

Biosurfaktan merupakan surfaktan 

yang ramah lingkungan yang terdiri dari 

molekul amphipatic atau amphiphilic yang 

mengandung gugus hidrofobik dan lipofilik 

dan disintesis secara ekstraseluler oleh 

mikroorganisme. Biosurfaktan banyak 

diminati karena sifatnya yang ramah 

lingkungan dengan biodegradable (dapat 

terdegradasi secara alami) dan tidak toksik 

(Mulligan, 2005) 

Mikroorganisme halofilik adalah 

mikroorganisme yang dapat hidup pada 

kondisi lingkungan ekstrem dengan kadar 

garam tinggi. Mikroorganisme yang 

umumnya hidup pada lingkungan ini yaitu 

bakteri halofilik moderat dan arkea 

(archaea) halofilik ekstrem (Kushner 1985 

dalam Ventosa dkk., 1998) halofilik moderat 

adalah kelompok mikroorganisme yang 

tumbuh optimum pada kadar NaCl 5- 25%. 

Bakteri halofilik moderat memiliki banyak 

potensi, yaitu dalam fermentasi makanan, 

penghasil senyawa osmoprotektan, enzim 

hidrolitik, polimer, dan degradasi senyawa 

toksik (Ventosa dkk., 1998). Bakteri halofilik 

penghasil biosurfaktan sebelumnya telah 

diteliti oleh (Donio dkk., 2013, Sarafin dkk., 

2014, Henriet dkk., 2014 dan Kumar dkk., 

2014). 

Penelitian ini menggunakan bakteri 

halofilik isolat lokal Chromohalobacter 

japonicus BK-AB18 yang diperoleh dari 

koleksi laboratorium Biokimia ITB yang 

telah diisolasi dan dianalisis 16 sRNA oleh 

Asy’ari dkk. (2014) yang berasal dari kawah 

lumpur bleduk kuwu, purwodadi, Jawa 

Tengah. Selanjutnya penyebutan bakteri 

pada artikel ini adalah C. japonicus. 

Produksi biosurfaktan dari mikroba 

tergantung dari jenis mikroorganisme dan 

kondisi pertumbuhan seperti sumber karbon, 

sumber nitrogen, pH dan temperatur.  

(Kosaric dkk., 1987). Oleh karena itu, pada 

penelitian ini biosurfaktan diproduksi dari 

bakteri halofilik isolat lokal C. japonius BK-

AB18 dengan menggunakan variasi sumber 

karbon dan nitrogen agar memperoleh 

biosurfaktan yang optimal. 

 

METODE PENELITIAN  

Alat 

Alat-alat yang digunakan pada 

penelitian ini meliputi alat gelas terdiri dari 

gelas kimia, tabung reaksi, cawan petri, 

corong, erlenmeyer, gelas ukur, batang 

pengaduk, lampu spiritus dan pipet tetes.  

Alat non gelas terdiri dari spatula, jarum ose, 

pengaduk magnetik, autoklaf, penangas air, 

vortex, shaker incubator, freeze dryer, tip 

eppendrofe ukuran 1-10 µL, 100-200 µL, 

500-1000 µL, pH meter, inkubator, 

sentrifuga dan timbangan elektrik serta 

tensiometer Du Nouy alat untuk mengukur 

aktivitas biosurfaktan  

 

Bahan  

Bahan-bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini meliputi bakteri isolat lokal C. 

japonicus galur BK-AB18 yang diperoleh 

dari koleksi laboratorium Biokimia ITB. 

Bahan yang digunakan untuk medium 

pertumbuhan bakteri yaitu medium NB dan 

NA terdiri dari pepton, bakto agar, ekstrak 

daging, ekstrak ragi yang diperoleh dari 

Difco sedangkan untuk  medium (CY) terdiri 

dari NaCl, MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, 

FeSO4.7H2O, K2HPO4, KH2PO4, Gliserol, 

Na2HPO4, Na2HPO4 yang semua bahan 

berasal dari Merck. Variasi sumber karbon 

yang digunakan untuk medium optimasi 

produksi biosurfaktan adalah minyak zaitun, 

minyak sawit, minyak bunga matahari, 

minyak jagung dan minyak kacang kedelai. 

Variasi sumber nitrogen yang digunakan 

untuk medium optimasi produksi 
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biosurfaktan adalah Urea, NH4Cl, NaNO3, 

(NH4)2SO4 dan KNO3 (semua bahan berasal 

dari Merck).     

  

Pembuatan Media padat Nutrient Agar 

(NA)  

Media NA digunakan untuk 

menumbuhkan bakteri-bakteri uji. 

Komposisi media NA dalam (w/v) adalah 

1% pepton, 10% NaCl, 0,5% ekstrak daging 

sapi dan 2% agar. Media dilarutkan hingga 

homogen dengan menggunakan pengaduk 

magnetik. Kemudian pH diatur hingga pH 7 

kemudian disterilkan menggunakan autoklaf 

pada 121 oC selama 15 menit.   

 

Pembuatan Media cair Nutrient Broth 

(NB) 

Media NB digunakan untuk 

menumbuhkan bakteri uji. Komposisi media 

NB sama seperti media NA hanya saja tanpa 

menggunakan agar. Selanjutnya, media 

dilarutkan hingga homogen dengan 

menggunakan pengaduk magnetik  kemudian 

pH diatur hingga pH 7 kemudian  disterilkan 

menggunakan autoklaf pada 121 oC selama 

15 menit.  

 

Pembuatan Media Minimal CY  

Media Minimal CY digunakan untuk 

produksi biosurfaktan. Komposisi media 

dalam (w/v) adalah 0,3% Urea, 0,05% 

KH2PO4, 0,1% K2HPO4, 5% NaCl, 0,05% 

MgSO4.7H2O, 0,001% CaCl2.2H2O, 0,001% 

FeSO4.7H2O, 0,1% ekstrak ragi dan 2% 

(v/v) sumber karbon selanjutnya diatur 

hingga pH 7. Semua pengujian diulang 

sebanyak tiga kali. Kemudian media  

disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 

121 oC selama 15 menit. Selanjutnya kultur 

diinokulasi sebanyak 2% (v/v) dan dikocok 

menggunakan shaker incubator dengan 

kecepatan 150 rpm pada 37 ºC selama 4 hari  

Uji Potensi Bakteri Penghasil 

Biosurfaktan 

 Metode ini digunakan untuk 

mendeteksi bakteri yang berpotensi sebagai 

penghasil biosurfaktan. Medium yang 

digunakan dalam (w/v) adalah 1% pepton, 

3% ekstrak ragi, 5% NaCl, 2 % agar dan 5% 

(v/v) darah tikus. Media dilarutkan hingga 

homogen dengan menggunakan pengaduk 

magnetik kemudian diatur hingga pH 7 dan 

disterilkan menggunakan autoklaf pada 

121oC selama 15 menit. Selanjutnya, 

sebanyak 30µL supernatan diteteskan di atas 

medium dan diinkubasi pada 37 °C selama 

24-48 jam dan diamati perubahan yang 

terjadi. Adanya zona bening pada medium 

menunjukkan hasil positif bahwa bekteri 

tersebut berpotensi sebagai penghasil 

biosurfaktan (Desai & Banat, 1997 dan 

Ibrahim, 2018). 

 

Prekultur dan Inokulasi ke Media Kultur 

Sebanyak satu ose isolat bakteri 

penghasil biosurfaktan diinokulasikan ke 

dalam media NB steril sebanyak 5 mL 

sebagai prekultur yang diinkubasi selama 12 

jam menggunakan shaker incubator pada 37 

ºC. Kemudian sebanyak 2% prekultur 

dimasukkan ke dalam 100 mL media MM 

CY steril untuk kultur dan diinkubasi 

menggunakan shaker incubator selama 4 

hari pada 37 ºC. 

 

Pembuatan Kurva Pertumbuhan  

Sebanyak satu ose isolat bakteri 

dipindahkan secara aseptik ke media 

optimasi steril dan diinkubasi menggunakan 

shaker incubator pada 37 ºC. Selanjutnya, 

diukur Optical Density (OD) pada λ 600 nm 

dilakukan terhadap masing-masing kultur 

setiap 1 jam hingga diperoleh nilai OD yang 

stasioner dengan menggunakan blangko 

berupa media steril. Selanjutnya, kurva 
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pertumbuhan dibuat dengan menghubungkan 

nilai absorban kultur terhadap waktu 

inkubasi.  

 

Pengaruh Media Pertumbuhan pada 

Produksi Biosurfaktan  

Optimasi media dilakukan dalam 

serangkaian percobaan mengubah satu 

variabel pada satu waktu serta menjaga 

faktor-faktor lain tetap pada saat kondisi 

yang spesifik. Dua faktor yang dipilih 

bertujuan untuk memperoleh produktivitas 

yang lebih tinggi dari biosurfaktan tersebut 

yaitu Sumber karbon (C) dan sumber 

nitrogen (N). Sumber karbon yang 

digunakan adalah minyak zaitun, minyak 

sawit, minyak bunga matahari, minyak 

jagung, minyak kacang kedelai pada 

konsentrasi 2% (v/v), dengan urea sebagai 

sumber nitrogen dibuat tetap untuk evaluasi 

yang paling sesuai sebagai sumber nitrogen 

pada produksi biosurfaktan digunakan 

amonium sulfat, amonium klorida, kalium 

nitrat dan sodium nitrat pada konsentrasi 

0.3% (w/v) dengan karbon optimal sebagai 

sumbernya (Abouseoud dkk., 2008) 

 

Uji Aktivitas Produksi Biosurfaktan  

a.  Pengukuran Tegangan Permukaan 

(tensiometer Du Nouy) 

Nilai tegangan permukaan supernatan 

kultur bakteri diukur menggunakan alat 

tensiometer Du Nouy. Sebanyak 20 mL 

supernatan dimasukkan ke dalam gelas kimia 

yang dibersihkan dari lemak dengan 

menggunakan alkhohol 70%, selanjutnya 

dilakukan pengukuran tegangan permukaan 

supernatan. Penurunan nilai tegangan 

permukaan sebesar lebih dari 10 dyne/cm 

menunjukkan bahwa bakteri tersebut 

berpotensi menghasilkan biosurfaktan (Desai 

& Banat, 1997). 

 

b. Uji Penyebaran Minyak (Oil spreading 

test) 

Cawan petri (diameter 14 cm) yang 

telah berisi 40 mL air suling ditambahkan 

ditambahkan 100 mL minyak ke permukaan 

air. Selanjutnya, 10 µL supernatan dari 

media minimal CY diteteskan di permukaan 

minyak mentah. Diamkan selama 30 detik 

selanjutnya diukur diameter zona yang 

terbentuk pada permukaan minyak diukur 

dan dibandingkan dengan 10 µL air suling 

sebagai kontrol negatif (Desai & Banat, 

1997; Morikawa dkk., 2000). 

 

c.  Uji Emulsifikasi  

Uji emulsifikasi dilakukan untuk 

mengetahui kemampuan biosurfaktan dalam 

mengemulsi lapisan lemak. Dalam penelitian 

ini digunakan minyak sebagai substrat lemak 

yang akan diemulsi. Perbandingan antara 

minyak dan kultur cair adalah 2: 2. Tabung 

reaksi yang berisi 2 mL minyak ditambahkan 

2 mL supernatan dan divorteks dengan 

kecepatan tinggi selama 2 menit. 

Selanjutnya, campuran didiamkan selama 24 

jam untuk melihat kestabilan emulsi. Indeks 

emulsifikasi ditentukan dengan 

menggunakan persamaan berikut: (Asfora 

dkk., 2006). 

 

 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Kultivasi Bakteri  

 Pada penelitian ini  digunakan  bakteri 

halofilik  isolat lokal  C. japonicus berasal 

dari Bledug Kuwu. Kultivasi bakteri ini 

dilakukan dalam 2 medium yaitu medium 

padat NA dapat dilihat pada Gambar 1.A dan 

medium cair NB dapat dilihat pada Gambar 

1.B. Isolat yang telah dikultivasi disimpan 

sebagai stok media padat pada suhu 37oC 

untuk digunakan pada penelitian selanjutnya. 
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(A)                                   (B) 

Gambar 1. (A) Kultivasi dalam media padat NA, 

(B) Kultivasi dalam media cair NB 

  

Potensi Bakteri Penghasil Biosurfaktan  

  Bakteri penghasil biosurfaktan dapat 

dilihat dengan menguji potensi bakteri 

tersebut menggunakan metode uji hemolisis. 

Suatu bakteri dikatakan positif menghasilkan 

biosurfaktan jika bakteri tersebut dapat 

melisis darah dengan terbentuknya zona 

bening (Ibrahim, 2018). Berdasarkan hasil 

uji hemolisis yang telah dilakukan C. 

japonicus dapat melisis darah yang dapat 

dilihat pada Gambar 2. Darah yang 

digunakan dalam penelitian ini yaitu darah 

tikus. Ukuran zona bening yang dihasilkan 

dari C. japonicus sebesar 3 cm sedangkan 

tipe hemolisis yang dihasilkan yaitu tipe β 

hemolisis yang merupakan lisis lengkap sel 

darah merah dan hemoglobin (Sharma, & 

Gupta, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.  Aktivitas hemolitik bakteri 

C. japonicus penghasil biosurfaktan  

 

 

Kurva Pertumbuhan 

Setiap bakteri mempunyai media 

yang spesifik untuk tumbuh. Bakteri akan 

mengalami tahap kehidupan mulai dari fase 

pertumbuhan sampai pada fase kematian. 

Kurva pertumbuhan bakteri ini terdiri dari 

empat fase yaitu fase lambat atau awal, fase 

eksponensial fase stasioner dan fase 

kematian (Barragan dkk., 2016). 

 

 
Gambar 3. Kurva Pertumbuhan pada media NB 

Berdasarkan kurva pertumbuhan 

yang dapat dilihat pada Gambar 3, 1 jam 

pertama pemindahan dari kultur ke dalam 

media merupakan fase lambat (lag phase), 

yaitu fase waktu yang dibutuhkan oleh suatu 

mikroorganisme untuk menyesuaikan diri 

dengan media yang ada sehingga 

penambahan jumlah sel lambat dan tidak 

tampak. Pada saat rentang usia inokulum 2-8 

jam terjadi fase logaritma atau fase 

eksponensial. Pada fase ini mikroorganisme 

akan membelah diri  dengan cepat dan terjadi 

peningkatan pertumbuhan jumlah sel secara 

signifikan.  

Sedangkan pada waktu 9-11 jam 

terjadi fase stasioner yaitu terjadi kecepatan 

pertumbuhan yang konstan atau stabil, tetapi 

jumlah sel yang tinggi terdapat pada jam ke 

10. Selanjutnya pada saat 12 jam 

menunjukkan fase kematian yaitu ketika 

mikroorganisme tidak dapat tumbuh lagi bila 

dipindahkan ke media produksi yang baru. 
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Pada penelitian ini usia inokulum 

yang dipilih untuk menginokulasikan C. 

japonicus dalam media fermentasi adalah 10 

jam yang merupakan waktu tumbuh yang 

optimal pada bakteri tersebut dengan nilai 

OD (Optical Dencity) sebesar 1,425. Hasil 

kurva pertumbuhan untuk setiap bakteri 

berbeda-beda dalam beberapa penelitian 

(Astuti dkk., 2019; Balan dkk., 2017; dan El-

Sheshtawy dkk., 2015) 

 

Optimasi Media Produksi   

Produksi biosurfaktan sangat 

dipengaruhi oleh medium pertumbuhan yang 

digunakan. Selain medium minimal 

produksi, diperlukan juga sumber karbon dan 

nitrogen tambahan pada medium tersebut. 

Biosurfaktan yang memiliki karakteristik 

terbaik yaitu mempunyai nilai kepadatan sel 

yang tinggi dan aktivitas biosurfaktan yang 

tinggi salah satunya dengan cara menguji 

penyebaran minyak (Oil Spreading Test) 

Pada penelitian ini sebanyak 2% 

prekultur dari medium NB dimasukkan 

kedalam 100 mL medium produksi 

menggunakan media MM CY steril dengan 

penambahan variasi sumber karbon dan 

sumber nitrogen untuk kultur dan 

selanjutnya diinkubasi menggunakan shaker 

incubator selama 4 hari pada 37 ºC. Variasi 

sumber karbon yang digunakan terdiri dari 

minyak zaitun, minyak jagung, minyak 

kelapa sawit, minyak kacang kedelai dan 

minyak bunga matahari sedangkan untuk 

variasi sumber nitrogen digunakan urea, 

natrium nitrat, amonium sulfat, amonium 

klorida dan kalium nitrat.  

Berdasarkan grafik pada Gambar 4 

terlihat bahwa C. japonicus minyak kacang 

kedelai memiliki kepadatan sel tertinggi 

dengan lama waktu tumbuh 3 hari. Hal ini 

menunjukkan bahwa sumber karbon 

mempengaruhi pertumbuhan bakteri dalam 

produksi biosurfaktan.   

    

 
Gambar 4.  Kurva pertumbuhan kepadatan sel 

bakteri C. japonicus dengan variasi 

sumber karbon 

 

Biosurfaktan yang memiliki 

karakteristik yang baik juga dilihat dari 

aktivitas biosurfaktannya dengan 

menggunakan uji penyebaran minyak. Data 

hasil pengukuran dapat dilihat pada Gambar 

5. 

 
Gambar 5.  Grafik aktivitas biosurfaktan pada          

             uji penyebaran minyak dengan  

variasi sumber karbon 

 

 Berdasarkan hasil uji penyebaran 

minyak terlihat bahwa sumber karbon 

terbaik untuk produksi biosurfaktan C. 

japonicus yaitu menggunakan minyak zaitun 
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dengan aktivitas penyebaran minyak 4,8 cm. 

Pada beberapa penelitian sumber karbon 

minyak zaitun juga dapat meningkatkan 

produksi biosurfaktan (Rahayu, 2015 dan 

Janaki dkk., 2015). Selanjutnya, sumber 

karbon terbaik dari bakteri tersebut 

digunakan untuk menentukan sumber 

nitrogen terbaik dengan sumber karbon 

dibuat tetap sedangkan sumber nitrogen 

dibuat bervariasi.   

 
Gambar 6. Kurva pertumbuhan kepadatan sel  

         bakteri C. japonicus dengan  

variasi sumber nitrogen 

 

 Berdasarkan grafik pada Gambar 6, 

dapat diketahui bahwa C. japonicus memiliki 

tingkat kepadatan sel yang tinggi jika 

menggunakan sumber nitrogen amonium 

klorida. Sumber nitrogen amonium klorida 

menyebabkan pertumbuhan sel semakin 

cepat jika dibandingkan dengan urea sebagai 

sumber nitrogennya dengan lama waktu 

tumbuh untuk bakteri tersebut adalah 22 jam.  

Hal ini menunjukkan bahwa sumber nitrogen 

dari variasi tersebut dapat mempercepat 

waktu tumbuh. Biosurfaktan dengan variasi 

sumber nitrogen selanjutnya diuji aktivitas 

biosurfaktannya dengan menggunakan uji 

penyebaran minyak. 

Gambar 7.  Grafik aktivitas biosurfaktan pada  

            uji penyebaran minyak dengan  

variasi sumber nitrogen 

 

 Berdasarkan grafik pada Gambar 7 

terlihat bahwa sumber nitrogen terbaik untuk 

produksi biosurfaktan C. japonicus yaitu 

menggunakan urea dengan aktivitas 

penyebaran minyak sebesar 4,8 cm. Pada 

beberapa penelitian sumber nitrogen urea 

juga dapat meningkatkan produksi 

biosurfaktan (Makkar & Cameotra, 1997 dan 

Suganthi, 2013) 

 Hasil sumber karbon dan nitrogen 

terbaik selanjutnya diproduksi dalam 

medium optimal yaitu menggunakan minyak 

zaitun dan urea. 

 
Gambar 8. Kurva pertumbuhan produksi    

biosurfaktan dari C. japonicus 
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 Grafik pada Gambar 8 merupakan hasil 

produksi biosurfaktan dalam media optimasi 

menggunakan sumber karbon minyak zaitun 

dan sumber nitrogen urea. Berdasarkan hasil 

tersebut dapat dilihat bahwa aktivitas 

produksi biosurfaktan dari C. japonicus 

dihasikan dalam waktu 96 jam   dengan nilai 

penyebaran minyaknya 4,7 cm.  

 

Aktivitas Produksi Biosurfaktan 

 Biosurfaktan hasil produksi dalam 

media optimal selanjutnya diuji aktivitasnya 

dengan cara menghitung tegangan 

permukaan, penyebaran minyak, serta uji 

emulsifikasi. Nilai tegangan permukaan C. 

japonicus sebesar 34 dyne/cm, hasil 

penyebaran minyak 4,8 cm dan hasil uji 

emulsifikasi sebesar 76%. 

 

KESIMPULAN  

Berdasarkan hasil penelitian yang 

telah dilakukan maka dapat disimpulkan 

bahwa bakteri halofilik isolat lokal C. 

japonicus BK-AB18 berpotensi sebagai 

penghasil biosurfaktan ditunjukkan dengan 

adanya aktivitas hemolisis yang tinggi 3 cm 

yang ditumbuhkan pada media agar darah.

 Produksi biosurfaktan C. japonicus 

naik secara signifikan menggunakan sumber 

karbon minyak zaitun dan urea sebagai 

sumber nitrogen dengan hasil penyebaran 

minyak 4,8 cm, nilai tegangan permukaan 

sebesar 34 dyne/cm dan uji emulsifikasi 

sebesar 76 %. 
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