
I'EMUI1NIAN DAN .4NALlSIS UIOKlMI.4 BIOFLOKULAN 

UAll l  BAK'I'EKI ISOl.t\'I' LOKAL, 

UIDANG KEGIA'fAN 

PKM PENELI'IIAN 

Uisusun oleh : 

1. Putri Swadiastuti G44108015 (2004) 

2. Juliana G44101054 (2004) 

3. Bsmbsng Prssetio G84051965 (2005) 

INSl'l'fU'I' I'ERTANIAN BOGOR 

BOGOR 

2008 



I ,  ~ ~ d ~ ~ l  Krgiatan : Prn;nrl\ian clan Analisis Biokimia Biollokulan dari 
Sakteri lsolar Lokill 

2. Bidang Kegiatan : P K M P  (Penelitian) 
3 ,  Bidans Ilmu : kIIPA 
4. Ketua I'elaksana Kegiaran 

a. Nama Lengkap : Purl.i S\\ladiast~~ti 
b. NIM : G44104015 
c. Deoartemen : Biokimia 
d. Universitas/lnstitu~Politelik: Institut Pertanian Bogor 
e. Ala~nat RumahlHP : JI .  BabakanRaya 5 no.155, Bogcr 

085697920027 
f. Ala~nat email 

5. Anggota Pelaksana Kegiatan 
6. Dosen Pembi~nbing 

a.  Nama Lengkap dan Ge l a~  
b. NIP 
c. Alarllat .R;~naldHP 

7. Biaya Kegiatan Total 
a. DIKTl 

: Dr. Laksmi Ambarsari, bls 
: 132 093 415 
: Jl. Sanaka 1/27 A; lndraprasta 11, 

Bozor 
08 156036490 

: Rp. 4.789.000,. 
b. Sumber lain 

8. Jangka Waktu Pelaksanaa~l : Bulan Maret sfd Juli 2008 (5 bulan) 

Menyetujui 
Ketua Departemen Biokimia 

NIP. 131 415 135 

Ketua Pelaksana Kegiatan 

Putri Swadiastuti 
NIM. G44104015 

Dosen Pembimbing 

Dr. Laksmi Ambarsari, MS 
NIP. 132 093 41 5 



Al!iamd~~lillah. p~!ji dan syukur pciiulispa11.jatkan kepada Allah S\Vf atas 

segala kai-uniaNya, shalawcrt dan salam semoga selalu tercurali kepada Nabi 

Muliamnliid SAW: keluarya, sahabat: daii paw pengikutnya sampai ulthir zaman. 
\ 
-> 

Penelitian yang dipilih be~:judul Pemurnian dan Analisis Biokimia Uioilokulan 
-. -, 

dari ljolat Lolial. Fenelitian ini dilakukan di Laboratorium Biokimia, Departemen 

Biokimia, lnstitut Pertanian Bogor pada bulan Maret sampai Juli 2008. 

Ucapan tcrirna.kasih penulis sampaikar; kepada Dr. Laksmi Ambarsari. MS 

selaku pembimbing yang telah rnemberikan saran, kritik, arahan, dan 

dukungailiiya. Ungkapan terima kasih juga pcnulis sainpaikan kcpada staf 

laboratoriuin Departemen Biokimia iPB atas segala bantuannya sehingga 

penelitian ini dapat berjalan deligan lancar. Selain  it^^, tel.iiiia kasih pula kepada 

DiKTl telah membiayai penuh penelitian ini. 

Semoga karya ilniiah iiii dapat memberikan manfaat bagi kita seniua. Aniin. 



Penggunaaii tloktilitn sinlelik diketaliui telali membaliayakan bagi 

lingkungan dan-manusia karena pada umumnya bessif'at uribio~lcgr~rri~crhle. Selain 

itu, monomer akrila~iiida jug1 diketahui bersil'at neurotoksik dan karsinogenik 

kuat. Oleh karena itti: kebuluhsn aka11 Ilokulan yany biodeg~.ac/~rkrble dali aman 

mendorong ditelitiiiya bioflokulan sebagai salah satu alter~iatif solusiiiya. 

Beberapa bakteri pe~igliasil bioflokulan telah berhasil diisolasi dan dikarakterisasi, 

diantaranya dari sumber perairan di daesah Bogor dan lumpur aktif Iso!at-isolat 

yang diperoleli hienunjukkan aktivitas flokulasi yang cukup tinggi (> 65%) pada 

kisaran pH yang luas (2-8): namun beluni dikeraliui jenis bioflokulaiinya. Hal i r l i  

penting agar jellis bioflokulan yang dipl.oduksi dapat diaplikasikail secara tepal. 

Uiituk mengetahuinya, perlu dilakukan pernumian drui analisis biokimia 

bioflokulan dari isolat-isolat pang ada. 

lsolat diremajakan dalam media agar dan cair: lalu d ~ ~ r o d u k s i  menggunakan 

variasi sumber karbon dan nitrogen selama 70 jam. Bioflokulan (hasil produksi) 

diisolasi dan diniurnikan nielalui tahap' sentrifugasi d a ~ i  pengendapan etanol 

(Zhang el 01 2002). Bioflokulan muriii yang diperoleh kemitdian dianalisis lebih 

lanjut untuk ~ i i e n g e t a h ~ ~ i  komposisi bioflokulan, diantaranpa nielalui penentuan 

kadar protein (Bradford 1976); kadar'gula total (Chaplin & Kennedy 1986), dan 

analisis menggunakan spektrofoto~iieter 1R. 

Di antara variasi yang digunakan, media pertama yang mengandung glukosa 

. -  I% d a ~ i  sukrosa 1% sebagai sumber karbon nierupaka~i media optinial yang dapat ... 

menunjang perturnbuha~i bakteri dan produksi bioflokulan. Hal ini ditunjukkan 

oleh nilai O D  dan aktivitas flokulasi yang tinggi, baik pada isolat KH-3 maupuii 

LA-2. .Bioflokulan nlurni yang diperoleh belum dapat dianalisis lebih lanjut 

karena liasilnya masih sedikit. 

Kata  Kunci (key~vorrls): Bioflokulan, isolat, pcoiurnian, analisis biokimia 



A. .IIJUUl, I'ICNELI'L'IAN 

I'emurnian dan Analisis Uiokiniia Uiollok~ilan dari Uakteri Isolat 1,okal 

I'lokulan sintetik adalah suatu sen!:a\\-a organik maupun anorganik yang 

berfungsi sebagai senyawa pei?:Sentuk flo!c. -L'mumnya nierupakan bahan-bahan 

polimer dengan berat molekul tinggi, dan ban!.ak digunakan di berbagai macam 

industri seperti pengolahan air linibali. proses rermentasi, serta proses industri 

lainnya termasilk industri gula (Kurane el ul., 1986; Mochtar 1975; Esparza 1986; 

Zliang el NI., 2002; (Li t r  d., 2003). Di industri gula Ilokulan anorganik seperti 

['SF (polimer ferihidroksi sulfat) digunakan iiiituk menghilaiigkan warna pada 

rnolase. Sedangkan flokulan organik, yaitu poliakrilamid digi~nakan di dalani 

proses pemurnian gula. Penamballan poliakrilaniid ke dalaln clarrfier nierupakan 

salali sat11 teknik yang menguntungkan karena dapat iiieningkatkan ctisiensi 

pe~iiisalian dan nie~igurangi kehilangan sukrosa (Mochtar 1975; Ting dan Hsiao 

1985). Flakillan organik banyak digunakan di berbagai industri karena 

. mempunyai sirat yang kuat da la~n  ~iiemflokulasi daii sangat ekonornis bila 

dibandingkan floku!an anorganik (Kurane er (11.: 1986; Lu W Y  el crl., 2005). 

Na~iiun. pada ilmumnya flokulan tersebut tidak dapat didegradasi oleh niikroba 

serta dapat mencemari lingkungan. Mono~iier penibentuk poliakrilamid y a i t ~ ~  

akrilamid, nierupakan senyawa karsinogenik yans dapat nienyerang syaraf (Yokoi 

t i  a/., 1998; Zhang el ol., 2002). Oleh sebab itu: pcrlu diupayakan untuk 

mendapatkan Ilokulan yang aliian terhadap lingkungan dan bersifat biodegradable 

(dapat didegradasi oleh mikroba). 

Bioflokulan nierupakan polinier ekstraseluler yang diproduksi oleh 

mikroorganisme selama pertumbuhan, dan setiap mikroorganisme memproduksi 

bioflokulan dengan komposisi yang berbeda-beda (Brown dan Lester 1980; Zhaig  

el al., 2002; Jie er a/., 2006). Dibandingkan dengan flokulan sintetik, bioflokulan 

mempunyai keunggulan antara lain: aman terhadap manusia dan lingkungan, serta 

bersifat biodegradable seliingga sangat memungkinkan untuk dapat digunakan di 

dalam industri niinunian, pengolahan limbah, proses do~vnstrearn, dan fermentasi 

(Zhang el a/., 2002; Li el a/., 2003; Jie el ~ 1 . .  1006). Beberapa ~iiikroorganisnie 



anta1.a lain bakreri, li~ngi. aktinoniicctrs. telah dilaporkan sebagai 

mikroorganis~ne petighasil polimer ekstrasel~~lel-. .seperti flokulan polisakarida, 

protein, dan glikoprotein (Z.liring e /  (11 2002). 

Beberapa baktcri penghasil bioflokulan telah berliasil diisolasi dan 

clikarakterisasi. Isolat-isolat tersebut berasal dari berbagai su~ilber, antara lain: 

lumpur aktif dan sumber perairan termasuk sumber air panas di kawasan Gunung 

I'ancar Bogo~.. Berdasarkan liasil penelitian yang telah dilaporka~i (Susanti el a1 

2007), diperoleli informasi peiiting: yaitu baliwa isolat-isolat yang telah diisolasi 

menu~ijukkan aktivitas flokulasi cukup tinggi, naliiun belull1 diketahui jenis 

bioflokulannya. Hal ini penting agar jenis bioflokulan yang diproduksi dapat 

diaplikasikan secara tepat terutama untuk industri-industri pengolahan bahan 

makanan. Dalani penelitian ini akan dilakukan pemurnian dan analisis biokimia 

dari biotlokulan yang berasal dari isolat-isolat gang ada. 

C. PERUMUSAN MASA1,AI-I 

Berdasarkan liasil penelitian sebelumnya, diperoleh t u j ~ ~ h  isolat yalig 

m e n ~ ~ ~ i j u k k a n  aktivitas llokulasi cclkup tinggi, y a i t ~ ~  dua isolat berasal dari lunipur 

aktir (LA-2 dan LA-7) dan lima isolat berasal dari sumber perairan termasok 

su~iiber air panas di kawasan Gunung Pancar Bogor (LT-5, LT-6, KH-I,  KH-3, 

dan K-P). Semua isolat mempunyai aktivitas flokulasi c i ~ k u p  tinpgi, yaitu rata-rata 

di atas 65% dengan pH bervariasi, paitu pada kisaran pH 2 (asam) hingga pH 8 

(basa), dan aktivitas flokulasi meni~igkat dengan adanya kation-kation seperti A I ~ '  

dan ~ e "  . Informasi tersebut di atas sangat penting karena menunjukkan bahwa 

setiap isolat lnempunyai sifat yang berbeda dalani kemampuan mernflokulasi. 

Informasi lebih lanjut, yaitu jenis bioflokulan yang dihasilkali dari masing-masing 

isolat sangat diperluka~i karena setiap mikroorganisme akan memproduksi 

bioflokulan dengan ko~iiposisi yang berbeda-beda. 

D. 'L'UJUAN PENELI'I'IAN 

I'enelitian bertujuan nielakukan pe~iiuriiian dan analisis biokilnia dari 

bioflokulan yang berasal dari bakteri isolat lokal. 



I:. l2tJ~\1<AX YANC 0 1  kI~\l<~\I'K.-\ii 

I'cnelirian ini cliherapkan dnpat ~neniberikan infomiasi penting, yaitu 

bakteri yang (elah berhasil diisolasi dari peneliti terdahulu mempunyai sifat dan 

jenis biollok~~lnn yang berbetla sellingga clapat diaplikasikan secara tepat. 

1:. KICC;UNA,\N I'I?,NELI'l'I~\N 

13iollokulan yang dihasilkan diharapkan dapat diaplikasikan di industri 

eula dan indilstri lainnya seperti pengolalian linibah, sehingga dapat tercipta - 
lingkungan yang aman. Selain itu. juga dapat niemberikan sumbangan bagi 

perkembangan IPTEK di Indonesia k1ius;snya dalam bidang niaterial baru dalam 

menghasilkan polimer flokulan hiodegradnhle. 

13iolloki1lan merupakan hasil proses dinaniik dari sintesis polimer 

eksrraseluler oleh organisnie liidup (Jie er 01, 2006). Yokoi (1996) menjelaskan 

bah\va pada beberapa taliun terakliir pemanfaatan flokulan yang dihasilkan oleh . 
mikroorganis~iie telali banyak dilakukan karena sifatnya pang biodegradable dan 

- . aman terhadap l ingkun~an. Sejak Butterfield (1935) berhasil dalam mengisolasi 

bakteri penghasil flok dari lumpur aktif, maka banyak penelitian tentang korelasi 

antara akumulasi ekstraseluler dan flokulasi bakteri. Flokulan-flokulan tersebut 

menunjukkan kemampuannnya dalani mendestabilkan dispersi bakteri, disamping 

menunji~kkan aktifitas tlokulasi yang tinggi terliadap bahan anorganik seperti 

coolin cloy. Menurut Nakamilra (1976) niikroba penghasil flok yang diisolasi dari 

lumpur aktif sangat terbatas pada bakteri seperti Pseudomonas, Zooglea, 

Alcalig~.nes. ,/lavobacterium, d a ~ i  Nocardia. 

Bebelapa bakteri telali berhasil ditemukan dan dapat menghasilkan 

bioflokulan. antara lain: Corynehacterium sp, Aspergilus sojae, Demotinun7 sp, 

Poecilo~ityces sp, Agrobc~clerium sp, dun Rhodococcus eryrhropolis (Kurane R, 

1986), Zoogluea spp (Farali SR and Richard F, 1976). Mikroorganisnie selain 

penghasil bioflokulan, juga ditemukan bakteri seperti ikxxrdiu anzurae YK-I 

(Koizumi et al., 1991), Bacillus 1i.cheniforrnis (Shih et a/.. 2001) dan Rhodococcus 

erytrqj?olis (Takeda dan Kurane, 1991) yang menghasiilkan protein flokulan. 

Selain itu juga ditemukan polisakarida flokulan dari bakteri Alculigenes cuj~idus 



KT201 (-l'oedo and Kulxne, 1901 j. dan :lcillrrs slrh1i1i.s I F 0  3535 (Yokoi el a/., 

1996). sctlangkan .; l t .c~tc~de~i~l~.ot sp. TS-4  (Lee el 01.. 1995) dan .-l~.orhr.obuc/er sp  

(\Vans el (11.. 1995) depat m~ngI~as i l ka~ l~ I i kopro te in  bioflokulan. 

~ ~ C I I L I ~ L I I  K L I ~ I I ~  t i  Nollata (1994); bioflokulan dari .4 1ol~t.s merupakan 

S L I ~ W  bioabsorben polisakaritlabalx yali: dapat menyet-ap ail- lebih dari 1000 kali 

bobouiya dan diperkirakan lima kali lebih kuat dari polimer penyerap sintetik. 

Selain itu, jugs i i i empu~i~a i  aktivitas flokulasi yang kuat pada ccrolir? cloy, linibah 

cair industri kosmetik serta cukup efisien ~lntuk memflokulasi emulsi minyak. 

Biopolimcr llokulan yang dihasilkan dari Psruub~~~otins sp  A-99 dilaporkan 

mempunvai aktivitas dala~ii memflokulasi suspensi anorganik !.ang mengandung 

'a". blg2' atau dan suspensi organik yang mengandung ~ e ~ " ,  ~ e " :  atau 

AI". Uioflokulan tersebu~ lerdiri alas asam galakluronat, glukosa, dan galaktosa 

(Yokoi el 01. 1998): sedangkan komposisi bioflok~~laii yang dihasilkan dari 

mikobakteriu~ii Nr,m~oc~:.s~ir sp. NU-2 tediri atas 40,3% protein; 56,5% 

polisakarida (komponen penyusunn)la adalali glukosa, manosa, daii asam 

galakturonat dengan perbandingan masing-masing 4 :  dan mempunyai 

aktivitas flokulasi yang tinggi bila terdapat kation ~ e "  dan AI" (Zliang d m  

Jiang, 2002). Bioflokulan yang dihasilkan dari Ei~rerobacrer. aeroge1:es terdiri alas 
. . 

13.2% asam uronat, 7,4% asam piruvat, dan 1,6% asam asetat serta niengandung 

tipa komponen gula yaitu: glukosa, fruktosa: dan iilanosa dengan perbandingan 

masing-masing 10,3:5,4:1. Dilaporkan bah\va efisiensi bioflokulan tersebut lebih 

baik dibandingkan flokulan sintetis sepei-ti poliakrilamida anionik (Lu et a1 2005). 

Kelonipok peneliti Biokilnia Molekul di Departemen Biokiniia IPB telah 

bel-liasil mengisolasi beberapa mikroba yang berasal dari lulnpur aktif dan surnber 

air pallas di kawasan Gunung Pancar !:ang terdapat di kota Bogor. Isolat-isolat 

yang ada telah diuji dan mernpunyai aktivitas tinggi dalam memflokulasi d m  

beberapa isolat~mengliasilka~i bioflokulan yang bersifat terniostabil. Namun, jenis 

bioflokulan yang dihasilkan niasih beluni diketahui, oleh sebab itu penelitian ini 

akan niemanfaatkan isolat-isolat tersebut untuk dilakukan pemurnian dan analisis 

biokimia. 1 



\.\l:llilu ~ I > l l l  ~l 'cl l l~>>ll  

I'enelitian dilaksanc~kan dari bulan Marer sa~iipai Juli 2008 di Laboratoriuin 

13iol;ilnia. D e l ~ a r t c ~ ~ i e n  13iokimici. Fakulras Matelnarika dan IImu Pengetahua~i 

Alan). Ins t i l~~t  I'erlanian 13ogor. 

Ballan d;in Alat 

Ballan-bahan pang digunakan adalah suspensi kaolin, isolat kawah, isolat 

I L I I I I ~ L I ~  aktif. isolat limbali tapioka: AICl;, kapas, es baru, geirit, glukosa, sukrosa, 

MgS04, K2Nl'Od. KHlP04. ( S O  NaCI, urea; pepton, ekstrali lihamir. 

akuades. CaCI2. nutrien agar. i?ir/r.ier7/ b1.0117. etanol absolut, reagen Bradford, 

asam sulfat 96%: fenol 80%: standar glukosa, bovin serum albu~nin.  

Alat-alat yang digunakan adalah spektrofotometer UV-Vis, vortex, 

Erlenmeyer. pH meter: rorc~~:); skoker. gelas piala: pipet Mohr, tabung reaksi, gelas 

L I ~ L I ~ ,  shrrker. incubalo~., pipet vol~~metr ik ,  i~tugrieric s/il.r.e~., autoklaf, laminar air  

,/lo~i:: LII~I-asonikator, cawan petri: sentrifus Becklnaii JA-20. 

Metode I'enclitian 

Penelitian ini dilakukan iiielalui tiga taliap penelitian (produksi, ekstraksi 

dan pemllr~iian bioflokulan serta analisis komposisi bioflokulan) dengan strategi 

Galn bar 1 Strategi penelitian. 

P r o d u l i ~ i  biolloltulao 

a 
Bioflokulan murni 

a 
-----* Komposisi bioflokulan 



I ' C ~ C I I I ; I ~ ; I ~ I I  lsul;~t 

Sebanyak 1 ose isol;ll ;Ial;>m stok ;lisi.ri>l t l i i ~ l ~ ~ k ~ ~ l a s i k a n  ke media agar 

(T l i e r~ i l~~s  clan nutrien i191l-!. Ko lo~~ i  cunggal ya;:g ili~~::.oleh diinokulasikan ke 10 

mL media cair. Lalu. kul~ur  dii~lkubilsi l p i ~ ~ i i ~  st11ii1 55 "( ' ( L I I ~ ~ L I ~  isolal dari kawah) 

dan S L I ~ L I  30 "C (isolal t1i1t.i lunlpur slitif (In11 l i ~ l ~ l ~ : ~ l ~  tapiok;~) selanla 16 jam. 

Komposisi media Thermus diantaranya (NH4 j1 S o 4  0.01%: MgS04 0.025%, 

CaCI? 0.0125%, KH2 PO4 0.02%, NaCl 0.1%: ekstl.;~h lthanlir 0.2%, dan pepton 

0.4%. 

Protlulisi Uiuflokulan 

Setelah inkubasi, seban!.ak 1 %  dari kultur ~ l i ~ ~ i ~ ~ d a h k a n  ke dalalu 10 n1L 

media produksi (glukosa I0 i. sukrosa 10 s. t(l-l2l'OZ~ 1.5 g: K2HP04 4.5 6, 

(NH.I)?SO~ 1.5 g, NaCl O:l g. urea I y ;  pepton 0.5 2; MzS04 0.2 g, ekstrak khamir 

0.5 g dalam I L akuades) dalam Erlenmeyer 100 1111- dali diatur pHnya 7.5. 

Kemi~dian diinkubasi pada roro17~ shaker &hu ruang rlcnga~i kecepatan 180 rpm 

sela~iia 70 jam. Bioflokulan !ang diperoleh diuii akti...'ilas flokulasinya. Variasi 

sumber karbon dalam media b e r ~ ~ p a  penamballan g l ~ ~ k o s a  I% dan sukrosa I%, 

glukosa 2%, serta glukosa I% dan fruktosa I% (t~nluk isolat kajvah); glukosa 1% 

dan stikrosa I %, pati I %~'~lu! iosa  0.2% dan pati 3% (cuntuk isolat lumpur aktif). 

Variasi sumber nitrogen berupa penanlbahan peptor: atau tanpa penan~bahan 

pepton ke dala~ii media pl.oduksi (untuk isolat ka\\.ali). 

Alitivitas Flokulasi terh;~dap Kaolin 

Sebanyak 80 mL suspensi kaolin (5.5 g/L) dicarnpur dengan 10 mL AICI, 

0.05%, 1 mL kultur biotlokulan. dan ditambal~kan akuaijrshingga volun3enya 100 

mL. Kemudian campuran diaduk dan dibialkan selama 5 menit. Lalu, 

absorbansinya diukur pada ?, 550 nm dengan spektrr:'Soton~eter. Untuk kontrol, 

dilakukan dengai  kondisi yang sama hanya tanpa ~ e n p ~ b a h a n  bioflokulan. Nilai 

aktivitas dihitung nlenggunakan ru111us : (A-B)IA :1 100% dengan A adalah 

absorbansi kontrol dan B adalah absorbansi sampel (Kusane el a1 1986). 
















































