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Biosurfaktan ramnolipid telah dikenal mempunyai potensi aplikasi yang sangat luas. Namun, hambatan
utama komersialisasi biosurfaktan ini adalah mahalnya biaya produksi. Produksi ramnolipid oleh
Pseudomonas aeruginosa IFO 3924 dengan teknik kultivasi umpan curah (fed batch), menggunakan
minyak dari tanaman sebagai sumber karbon, diharapkan dapat menurunkan biaya produksi ramnolipid.
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kondisi operasi yang terbaik dalam memproduksi ramnolipid
(biosurfaktan) dengan teknik kultivasi umpan curah, menggunakan sumber karbon minyak sawit.
Percobaan produksi skala laboratorium (bench scale) telah dilakukan menggunakan bakteri Pseudomonas
aeruginosa IFO 3924. Inokulum bakteri dibiakkan dengan medium IFO 802 yang per liternya terdiri atas
10 gram polypepton, 2 gram yeast ekstrak, dan 1 gram MgS0O4.7H20. Untuk media produksi digunakan
medium modifikasi garam dasar (modified bassal salt medium, MBSM) dengan komposisi per liternya
sebagai berikut: 0,666 gram NH4NOs3; 6,6852 gram KoHPOg; 4,1413 gram KH2POg4; 0,12 gram MgSOg; 1
ml mikroelemen, ditambah sumber karbon minyak sawit dengan total penambahannya: 40 g/l, 80 g/l, dan
120 g/l. Teknik kulitivasi umpan curah (fed batch) dilakukan dengan cara menambahkan sumber karbon
secara impuls dan secara terus menerus (kontinyu) selama 72 jam kultivasi. Rancangan percobaan yang
digunakan pada penelitian ini adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK), pola faktorial 2x3x9, dengan dua
kali ulangan. Faktor A adalah teknik pengumpanan, terdiri atas dua taraf: ai: impuls dan a.: kontinyu.
Faktor B adalah konsentrasi sumber karbon minyak sawit yang terdiri atas tiga taraf: bi: 40 g/l; b2: 80 g/l
dan bs: 120 g/l. Faktor C adalah waktu kultivasi yang terdiri atas sembilan taraf: ci: 5 jam; c2: 20 jam; ca:
25 jam; ca: 30 jam; cs: 45 jam; ce: 50 jam; c7: 55 jam; cg: 68 jam dan co: 72 jam. Analisis dilakukan pada
jam ke-5, 20, 25, 30, 45, 50, 55, 68 dan jam ke-72, yang meliputi analisis berat kering sel, analisis
perolehan ramnolipid dan analisis sisa sumber nitrogen. Penelitian menghasilkan perolehan ramnolipid
tertinggi sebesar 8,5 g/l didapat dari penambahan minyak sawit dengan total penambahan sebesar 40 g/l
selama 68 jam kultivasi dan teknik pengumpanannya dilakukan secara impuls.

Kata Kunci: produksi ramnolipid, Pseudomonas aeruginosa IFO 3924, teknik kultivasi umpan curah

PENDAHULUAN

Ramnolipid merupakan biosurfaktan yang dihasilkan oleh mikroorganisme.
Senyawa ini mempunyai gugus hidrofilik dan gugus hidrofobik sehingga senyawa ini
mempunyai sifat yang sangat luas. Selain itu, ramnolipid jauh lebih mudah
terdegradasi di alam (ramah lingkungan) dibandingkan dengan surfaktan sintetis.
Salah satu keunggulan biosurfaktan ramnolipid yaitu mampu menurunkan tegangan
permukaan dua cairan yang tidak mampu campur dan mampu membentuk
mikroemulsi antara dua material/bahan yang berbeda fasenya. Disamping itu, potensi
pemanfaatan ramnolipid sangat luas antara lain: sebagai bahan emulsifier
(Muthusamy dkk., 2008); pengendali hama tanaman pangan (Vasta dkk., 2010),
bahan campuran kosmetik (Lourith dan Kanlavattanakul, 2009), dan digunakan untuk
bioremediasi senyawa terhadap tanah dan air yang terkontaminasi senyawa
hidrokarbon (Banat dkk., 2010; Nitschke dkk., 2011, Thavasi dkk, 2011a).
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Pseudomonas aeruginosa adalah salah yang bakteri yang dapat menghasilkan
produk ramnolipid. Strain Pseudomonas aeruginosa yang telah diteliti kemampuannya
dalam menghasilkan ramnolipid antara lain: Pseudomonas aeruginosa IFO 3755,
Pseudomonas aeruginosa IFO 3924 (Marsudi dkk., 2008; Hori dkk, 2002), dan
Pseudomonas aeruginosa PAO 1 (Muller dkk., 2010). Selain Pseudomonas
aeroginosa, bakteri yang dapat memproduksi ramnolipid adalah Pseudomonas
nitroreducens dan Thermos thermophilus (Pantazaki dkk., 2010), dan Pseudomonas
chlororaphis strain NRRL B-30761 (Gunther, 2007). Bakteri-bakteri tersebut telah diuiji
kemampuannya untuk memproduksi ramnolipid dengan berbagai sumber karbon.
Selain itu Pseudomonas aeruginosa PAO 1 juga telah digunakan sebagai model
produksi ramnolipid dengan teknik kultivasi curah (Muller dkk., 2010). Meskipun
demikian, bakteri Pseudomonas aeruginosa IFO 3924 mempunyai kemampuan dalam
memproduksi ramnolipid dengan produktivitas tinggi dibandingkan dengan beberapa
jenis Pseudomonas lainnya (Marsudi dkk., 2010; Hori dkk, 2002).

Minyak sawit merupakan trigliserida yang mengandung asam lemak dan
gliserol. Pseudomonas aeruginosa mampu mengkonsumsi sumber karbon ini secara
langsung karena bakteri ini dapat memproduksi enzim lipase untuk menghidrolisa
minyak sawit menghasilkan asam asam lemak penyusunnya dan gliserol (Marsudi
dkk., 2008). Biosintesa ramnolipid dari minyak sawit dimulai dari aktivitas bakteri
menghidrolisa minyak sawit. Asam lemak dan gliserol hasil hidrolisa ini kemudian
masuk ke siklus fatty acid f-oxidation dan fatty acid de novo, selanjutnya terjadi
metabolisme pembentukan ramnolipid.

Onwosi dan Odibo (2012) telah mempelajari efek sumber karbon dan sumber
nitrogen terhadap produksi biosurfaktan ramnolipid dari Pseudomonas nitroreducens
yang diisolasi dari tanah. Hasilnya menunjukkan bahwa glukosa merupakan sumber
karbon yang terbaik dari beberapa sumber karbon yang telah dicoba. Konsentrasi
maksimum ramnolipid yang dihasilkan yaitu 5,28 g/l. Pada efek sumber nitrogen,
NaNO; merupakan sumber nitrogen yang terbaik dibandingkan urea dan yeast ektrak.
Konsentrasi maksimum ramnolipid yang dihasilkan yaitu 4,38 g/l. Selain itu, pengaruh
pengaruh rasio sumber karbon (glukosa) terhadap nitrogen (NaNO3) juga telah di
pelajari. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa rasio C/N (mol/mol) 22 merupakan
rasio yang baik untuk memproduksi ramnolipid.

Perbandingan produksi ramnolipid dengan teknik kultivasi curah dan umpan
curah telah dilakukan dengan glukosa sebagai sumber karbon. Kultivasi curah
dilakukan pada shaker dengan kecepatan 250 rpm, suhu 37 °C, dan pH awal medium
6,8. Kultivasi umpan curah dilakukan dengan suhu yang sama dan nilai pH dijaga
konstan dengan nilai 6,8. Ramnolipid yang dihasilkan dengan kultivasi curah dan
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kultivasi umpan curah secara berurutan adalah 5,31 g/l dan 6,06 g/l. Pada kondisi ini
terjadi peningkatan produksi ramnolipid sebesar 1,12 kali lebih tinggi pada kultivasi
umpan curah (Chen dkk., 2007).

Beragam percobaan telah dilakukan untuk memproduksi ramnolipid dengan
menggunakan sumber karbon seperti glukosa, gliserol, asam asam lemak, dan
berbagai minyak dari tanaman seperti minyak kacang kedelai, minyak bunga matahari,
minyak jagung dan minyak sawit (Pantazaki dkk., 2010; Makkar dkk., 2011; Rosa dkk.,
2010). Minyak sawit juga telah digunakan untuk memproduksi ramnolipid dengan
teknik kultivasi curah (batch culture) oleh bakteri Pseudomonas aeruginosa dan
Pseudomonas alcaligenes (Olivera dkk., 2008; Marsudi dkk., 2008). Namun masih
sangat sedikit informasi terkait produksi ramnolipid dengan sumber karbon minyak
sawit menggunakan teknik kultivasi umpan curah (fed batch). Produksi ramnolipid
dengan teknik umpan curah lebih baik dibandingkan dengan teknik curah (Chen dkk.,
2007). Selain itu, kultivasi umpan curah telah dikenal sebagai upaya yang efektif untuk
mendapatkan produktivitas bioproduk dari mikroba termasuk ramnolipid dari bakteri
(Chen dkk., 2007; Matsufuji, 1997; Lee dkk., 2004). Oleh karena itu, pada penelitian ini
akan dilakukan produksi ramnolipid dari minyak sawit sebagai sumber karbon dengan
teknik kultivasi umpan curah.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan konsentrasi minyak sawit sebagai
sumber karbon dan waktu kultivasi yang optimum untuk memproduksi biosurfaktan
ramnolipid oleh Pseudomonas aeruginosa IFO 3924 dengan teknik kultivasi umpan
curah. Penelitian ini diharapkan dapat mendukung komersialisasi produksi biosurfaktan
ramnolipid dan mendukung program pemerintah untuk menciptakan produk-produk

industri yang berwawasan lingkungan.

METODOLOGI
Bahan dan alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: medium IFO 802
yang per liternya terdiri atas 10 gram polypepton, 2 gram yeast ekstrak, dan 1 gram
MgS0O.,.7H,0. Untuk media produksi digunakan medium modifikasi garam dasar
(modified bassal salt medium, MBSM) dengan komposisi per liternya sebagai berikut:
0,666 gram (NH,),HPO,; 6,6852 gram K,HPO,; 4,1413 gram KH,PO,; 0,12 gram
MgSO,; 1 ml mikroelemen. Komposisi mikroelemen per liter sebagai berikut: 2,80 gram
FeS0,.7H,0; 2,40 gram MnS0O,.5H,0; 2,40 gram CoCI2.6H20; 1,70 CaCl2.H20; 0,20
gram CuCl,.2H,0; 0,30 gram ZnS0,.7H,0O dan 0,25 gram NaMoO,. Sebagai sumber
karbon digunakan minyak sawit (Bimoli). Isolat Pseudomonas aeruginosa IFO 3924
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(yang dibeli dari Biology Resource Center, National Instutute of Technology and
Evaluation, Japan. Pelarut metanol dan kloroform.

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: autoklaf, oven, laminar
air flow, waterbath shaker, corong pemisah, kertas saring, magnetic stirer, lemari asam
dan peralatan gelas lainnya.

Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui tahapan: aktivasi sel, persiapan starter dan
produksi biosurfaktan ramnolipid dengan teknik kultivasi umpan curah.
Aktivasi sel Pseudomonas aeruginosa IFO 3924 dan persiapan media padat
serta media cair dari medium IFO 802 untuk sub cultur. Aktivasi sel serta persiapan
media padat dan media air dilakukan berdasarkan petunjuk pengaktifan dan
pembuatan media IFO 802 yang dikeluarkan oleh Institute of Fermentation, Osaka,
Jepang. Persiapan ini diperlukan untuk melakukan aktivasi sel yang disimpan dalam
ampul (telah disimpan dalam waktu lama). Untuk penggunaan rutin, sel disimpan
dalam refrigerator pada media padat dengan suhu 4°C dan diaktitkan kembali
menggunakan media cair IFO 802.

Biakan murni Pseudomonas aeruginosa IFO 3924 (dalam ampul) diaktifkan
terlebih dahulu dengan cara menginokulasikannya pada 10 ml media IFO 802 cair dan
diinkubasi menggunakan water bath shaker pada putaran 120 rpm, suhu 30°C selama
18-20 jam. Kultur aktif selanjutnya ditumbuhkan pada media agar miring IFO 802
sebagai kultur stok dan kultur kerja.

Persiapan starter. Starter untuk produksi ramnolipid disiapkan dengan cara
menumbuhkan 2% kultur aktif atau sebanyak 1 ml ke dalam 50 ml media IFO 802 cair
dan diinkubasi menggunakan waterbath shaker pada putaran 120 rpm, suhu 30° C
selama 20 jam.

Produksi biosurfaktan ramnolipid dengan teknik kultivasi umpan curah. Produksi
ramnolipid ini dilakukan dalam flask 250 ml, dengan teknik kutivasi umpan curah (fed
batch) menggunakan minyak sawit sebagai sumber karbon utama. Kondisi operasi
untuk percobaan ini yaitu suhu di jaga pada suhu 28 £ 1 °C. Disamping itu, pH juga di
jaga pada pH = 7+ 0.2 dengan penambahan NaOH atau HCI. Rasio C/N dari sumber
karbon dan terhadap nitrogen adalah 22 (mol/moal).

Tahap ini diawali dengan menyiapkan 6 buah erlenmeyer (500 ml) yang berisi
250 ml media MBSM steril. Tiga erlenmeyer pertama ditambah sumber karbon minyak
sawit, berturut-turut sebanyak 40, 80 dan 120 g/l untuk produksi ramnolipid dengan
teknik pengumpanan secara impuls; tiga erlenmeyer kedua ditambah sumber karbon
minyak sawit, berturut-turut sebanyak 40, 80 dan 120 g/l untuk produksi ramnolipid
dengan teknik pengumpanan secara kontinyu. Selanjutnya ke dalam masing-masing
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media dinokulasikan 2% starter atau sebanyak 5 ml| starter. Kemudian tiga erlenmeyer
pertama dengan tiga perlakuan konsentrasi sumber karbon yang berbeda diinkubasi
menggunakan water bath shaker pada putaran 200 rpm, suhu 30°C selama 72 jam:;
pengumpanan secara impuls dilakukan dengan menambahkan sumber karbon setiap
kali setelah pengambilan sampel (kecuali pada pengambilan sampel pada jam ke-72)
dan jumlah karbon yang ditambahkan setelah diperhitungkan adalah berturut-turut
untuk setiap variasi konsentrasi awal sumber karbon (40 g/l, 80 g/l dan 120 g/l) adalah
1,43; 2,86 dan 4,29 ml. Tiga erlenmeyer kedua dengan tiga perlakuan konsentrasi
sumber karbon yang berbeda diinkubasi menggunakan water bath shaker pada
putaran 200 rpm, suhu 30°C selama 72 jam; pengumpanan dilakukan dengan
menambahkan sumber karbon secara kontinyu mulai jam ke-5 sampai dengan jam ke-
68 fermentasi. Jumlah karbon yang ditambahkan setelah diperhitungkan berturut-turut
untuk setiap variasi konsentrasi awal sumber karbon (40 g/l, 80 g/l dan 120 g/l) adalah
sebanyak 10; 20 dan 30 ml, masing-masing dengan kecepatan 4 tetes, 8 tetes dan 12
tetes per jam. Percobaan dibuat dua ulangan. Analisis dilakukan pada jam ke-5, 20,
25, 30, 45, 50, 55, 68 dan jam ke-72, terhadap berat kering sel, perolehan ramnolipid
dan sisa sumber nitrogen.

Rancangan percobaan. Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan
Acak Kelompok (RAK) pola faktorial 2x3x9, dengan dua kali ulangan. Faktor A adalah
teknik pengumpanan, terdiri atas dua taraf: a;: impuls dan a,: kontinyu. Faktor B
adalah konsentrasi sumber karbon minyak sawit yang terdiri atas tiga taraf: b,: 40 g/l;
b,: 80 g/l dan bs: 120 g/l. Faktor C adalah waktu kultivasi yang terdiri atas sembilan
taraf: ci: 5 jam; c,: 20 jam; cs: 25 jam; ¢4 30 jam; Cs: 45 jam; C6: 50 jam; c;: 55 jam; cqg:
68 jam dan cg: 72 jam.

Analisis. Analisis yang dilakukan meliputi analisis berat kering sel dan perolehan

(yield) ramnolipid dan sisa sumber nitrogen.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rekapitulasi hasil analisis rata-rata berat kering sel (g/l), perolehan ramnolipid
(g/l) dan sisa konsumsi nitrogen pada produksi biosurfaktan ramnolipid dengan variasi
teknik pengumpanan dan konsentrasi sumber karbon serta waktu kultivasi dapat dilihat
pada Lampiran 1. Sementara itu, berdasarkan hasil analisis ragam perolehan
ramnolipid selama kultivasi (Lampiran 2), diperoleh bahwa variasi teknik
pengumpanan, konsentrasi sumber karbon dan lama fermentasi masing-masing
berpengaruh pada perolehan ramnolipid (g/l) pada produksi ramnolipid oleh bakteri
Pseudomonas aeruginosa. Sedangkan, interaksi perlakuan-perlakuan tersebut tidak
mempengaruhi perolehan ramnolipid.
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Pengaruh konsentrasi sumber karbon pada produksi ramnolipid dengan teknik
pengumpanan secaraimpuls

Berdasarkan Gambar 1, 2 dan 3, pada teknik pengumpanan sumber karbon
secara impuls, terlihat bahwa kenaikan konsentrasi sumber karbon dari minyak sawit,
sampai dengan 120 g/l yang ditambahkan pada media produksi, tidak berdampak pada
kenaikan pertumbuhan sel bakteri. Yang terjadi justru sebaliknya, kenaikan konsentrasi
sumber karbon menyebabkan pertumbuhan sel bakteri cenderung lebih lambat.
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Gambar 1. Grafik pertumbuhan sel, perolehan ramnolipid dan sisa sumber nitrogen

selama produksi ramnolipid dengan pengumpanan sumber karbon 40 g/l secara impuls

Demikian pula pada hasil ramnolipid yang diperoleh, kenaikan konsentrasi
sumber karbon dari minyak sawit sampai dengan 120 g/l yang ditambahkan pada
media produksi, tidak berdampak pada kenaikan produksi ramnolipid. Yang terjadi
justru sebaliknya, kenaikan konsentrasi sumber karbon menyebabkan kecepatan
produksi ramnolipid cenderung lebih lambat. Walaupun pada penambahan minyak
sawit sebanyak 120 g/l, diperoleh hasil ramnolipid tertinggi sebesar 9 g/l pada kultivasi
selama 68 jam, namun kenaikan ini tidak signifikan dibandingkan dengan perolehan
ramnolipid pada penambahan minyak sawit sebesar 40 g/l selama kultivasi 68 jam,

yaitu sebesar 8,5 g/l.
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Gambar 2. Grafik pertumbuhan sel, perolehan ramnolipid dan sisa sumber nitrogen
selama produksi ramnolipid dengan pengumpanan sumber karbon 80 g/l secara impuls
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Gambar 3. Grafik pertumbuhan sel, perolehan ramnolipid dan sisa sumber nitrogen
selama produksi ramnolipid dengan pengumpanan sumber karbon 120 g/l secara
impuls

Hal ini didukung dengan perolehan data konsumsi nitrogen oleh Pseudomonas
aeruginosa IFO 3924 yang cenderung lebih tinggi pada produksi ramnolipid pada
penambahan minyak sawit sebesar 40 g/l dibandingkan konsumsi nitrogen dari
perlakuan penambahan minyak sawit pada konsentrasi yang lebih tinggi (80 dan 120
g/l). Hal ini dapat terlihat pada Gambar 1, 2 dan 3, bahwa sisa nitrogen yang
terdekteksi pada perlakuan penambahan minyak sawit sebesar 40 g/l cenderung lebih
sedikit dibandingkan sisa nitrogen dari perlakuan penambahan minyak sawit pada

konsentrasi yang lebih tinggi (80 dan 120 g/l).
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Pengaruh konsentrasi sumber karbon pada produksi ramnolipid dengan teknik
pengumpanan secara kontinu

Pada teknik pengumpanan sumber karbon secara kontinu, seperti halnya pada
teknik pengumpanan secara impuls, diperoleh hasil bahwa semakin tingginya
konsentrasi minyak sawit yang ditambahkan pada media produksi, hal ini tidak mampu
meningkatkan pertumbuhan sel bakteri (Gambar 4, 5 dan 6). Demikian pula pada hasil
ramnolipid yang diperoleh, kecepatan pembentukannya tidak mengalami peningkatan
seiring dengan penambahan konsentrasi minyak sawit. Walaupun pada penambahan
minyak sawit sebesar 120 g/l, terjadi peningkatan kecepatan produksi ramnolipid yang
cukup tajam pada jam ke-20 sampai jam ke-25 kultivasi, namun kenaikan tersebut

tidak berlanjut sampai akhir kultivasi 72 jam.
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Gambar 4. Grafik pertumbuhan sel, perolehan ramnolipid dan sisa sumber nitrogen
selama produksi ramnolipid dengan pengumpanan sumber karbon 40 g/l secara
kontinu

Hal ini didukung dengan perolehan data konsumsi nitrogen oleh Pseudomonas
aeruginosa IFO 3924 yang cenderung lebih tinggi pada produksi ramnolipid pada
penambahan minyak sawit sebesar 40 g/l dibandingkan konsumsi nitrogen dari
perlakuan penambahan minyak sawit pada konsentrasi yang lebih tinggi (80 dan 120
g/l). Hal ini dapat terlihat pada Gambar 4, 5 dan 6, bahwa sisa nitrogen yang
terdekteksi pada perlakuan penambahan minyak sawit sebesar 40 g/l cenderung lebih
sedikit dibandingkan sisa nitrogen dari perlakuan penambahan minyak sawit pada
konsentrasi yang lebih tinggi (80 dan 120 g/l).
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Gambar 5. Grafik pertumbuhan sel, perolehan ramnolipid dan sisa sumber nitrogen
selama produksi ramnolipid dengan pengumpanan sumber karbon 80 g/l secara

kontinu
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Gambar 6. Grafik pertumbuhan sel, perolehan ramnolipid dan sisa sumber nitrogen
selama produksi ramnolipid dengan pengumpanan sumber karbon 120 g/l secara
kontinu

Pengaruh teknik pengumpanan sumber karbon pada produksi ramnolipid
dengan teknik umpan curah

Apabila teknik pengumpanan sumber karbon pada produksi ramnolipid secara
umpan curah dibandingkan, berdasarkan hasil penelitian ini diperoleh bahwa teknik
pengumpanan sumber karbon secara impuls cenderung dapat meningkatkan
perolehan ramnolipid. Terlihat dari hasil terbaik perolehan ramnolipid pada
pengumpanan sumber karbon secara impuls, yaitu sebesar 8,5-9,0 g/l; sedangkan
hasil terbaik perolehan ramnolipid pada pengumpanan sumber karbon secara kontinu,
hanya sebesar 5,5 g/l.
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian produksi ramnolipid teknik kultivasi umpan curah,
diperoleh hasil bahwa perolehan ramnolipid tertinggi sebesar 8,5 g/l didapat dari
penambahan minyak sawit dengan total penambahan sebesar 40 g/l selama 68 jam
kultivasi dan teknik pengumpanannya dilakukan secara impuls.
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Lampiran 1. Rekapitulasi hasil analisis rata-rata berat kering sel (g/l), perolehan
ramnolipid (g/l) dan sisa sumber nitrogen (g/l) pada  produksi
biosurfaktan ramnolipid dengan variasi teknik pengumpanan dan
konsentrasi sumber karbon serta waktu kultivasi

Perlakuan Teknik pengumpanan sumber karbon
impuls kontinyu
Konsentrasi Wakiu Berat Per- Sisa Berat Per- Sisa
sumber C kultivasi | kering olehan | sumber | Kkering olehan | sumber
(/) (jam) sel ramno- N sel ramno- N
(a/) lipid (g/1) (o) (/) lipid (g/1) (a/)
5 1,50 4,50 0,0015 1,00 1,50 0,0010
20 4,00 6,00 0,0014 1,50 2,00 0,0009
25 3,00 6,50 0,0013 1,50 2,00 0,0009
30 3,50 7,00 0,0012 2,00 2,00 0,0007
40 45 3,50 7,00 0,0012 2,50 2,50 0,0006
50 3,50 7,50 0,0011 2,50 4,00 0,0005
55 4,00 7,00 0,0009 2,50 4,00 0,0004
68 4,25 8,50 0,0008 4,00 5,50 0,0003
72 4,50 8,00 0,0007 4,50 5,50 0,0002
5 1,50 2,00 0,0016 1,00 1,00 0,0011
20 2,50 3,00 0,0015 1,00 1,00 0,0010
25 3,00 3,00 0,0014 1,00 2,50 0,0009
30 3,00 3,50 0,0012 1,50 1,50 0,0009
80 45 3,50 4,00 0,0010 1,00 2,50 0,0007
50 3,00 4,00 0,0010 1,00 3,00 0,0005
55 3,50 2,50 0,0009 2,00 4,00 0,0005
68 4,00 7,00 0,0007 4,00 3,50 0,0003
72 4,50 6,00 0,0007 4,00 4,50 0,0003
5 1,00 2,50 0,0016 1,00 0,50 0,0011
20 2,00 3,50 0,0014 1,50 2,50 0,0010
25 2,50 5,50 0,0004 1,50 4,00 0,0009
30 2,50 6,50 0,0013 1,50 3,00 0,0008
120 45 3,00 2,50 0,0011 1,50 4,00 0,0006
50 3,00 5,00 0,0009 2,00 3,50 0,0005
55 3,00 5,00 0,0008 2,50 4,00 0,0004
68 4,00 9,00 0,0008 3,00 3,50 0,0004
72 5,00 4,50 0,0007 3,00 3,50 0,0003
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Lampiran 2. Sidik ragam perolehan ramnolipid pada

umpan curah

produksi menggunakan teknik

F tabel
Sumber keragaman db I‘(]Egg?aﬁ T:ﬁ;;?}t F hitung 0.05 0.0

Ulangan 1 88,48 88,48 17,73* 4,00 7,08
Perlakuan 53 437,67

Teknik pengumpanan (A) 1 133,37 133,37 26,73** 4,00 7,08
Konsentrasi sumber C (B) 2 59,06 29,53 5,92** 3,15 4,98
Waktu kultivasi (C) 8 142,34 17,79 3,57 2,10 2,82
Interaksi AxB 2 29,02 14,51 2,91 3,15 4,98
Interaksi AXC 8 27,96 3,50 0,70 2,10 2,82
Interaksi BxC 16 23,80 1,49 0,30 1,84 2,35
Interaksi AxBxC 16 22,12 1,38 0,28 1,84 2,35
Galat 53 264,52 4,99

Total 107 790,67

**perlakuan berpengaruh sangat nyata
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