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Lampiran 1. Lokasi Pengambilan Sampel
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Lampiran 2. Diagram Alir

Sampel air panas dari sumber air panas Lejja Kabupaten Soppeng
Sulawesi Selatan

Pembuatan media (luria broth, luria agar, selektif, inokulum dan
produksi)

Isolasi dan Pemurnian pada media selektif

Uji biokimia sederhana

Pengukuran Optical dencity dan penentuan kadar protein

Pengukuran aktivitas enzim

Karakterisasi

pH
Optimum

Suhu Konsentrasi Pengaruh ion
Optimum Substrat Optimum logam

Stabilitas Suhu
dan Ph
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Lampiran 3. Bagan Kerja

1. Pengambilan Sampel

Air dan Sedimen

Dilakukan pengukuran parameter fisika dan kimia (suhu
57°C, pH 8)

- Diambil pada 4 titik yang berbeda

- Diambil masing-masing sebanyak 100 mL

- Dimasukkan ke dalam botol steril

- Dimasukkan ke dalam cool box

- Dianalisis lebih lanjut

Sampel

2. Pembuatan Medium Luria Broth

0,5% yeast ekstrak, 1%
NaCl, 1% pepton

- Dilarutkan dengan akuades 100 mL
- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL
- Ditutup

- Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 121°C, 15-20 Psi)

Media Luria Bertami Cair
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3. Pembuatan Media Luria Bertani Padat

4.

0,5%

1% pepton, 1,5% Bacto Agar

yeast ekstrak, 1% NacCl,

- Dilarutkan dengan akuades 100 mL
- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL
- Ditutup

- Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 121°C, 15-20 Psi)

Media Luria Bertani Padat

Isolasi Mikroba dari Sumber Air Panas

1 mL

Sampel Air dan Sedimen

- Dimasukkan ke dalam media pengaya

- Dikocok dengan menggunakan shaker (24 jam)

Med

ium Keruh

- Diambil 200 pL
- Disebar di atas permukaan media padat

- Diinkubasi (40°C, 3 hari)

Koloni Bakteri
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5. Pembuatan Media Selektif Kitinolitik

yeast ekstrak 0,1%, pepton 0,1%, CaCl;
0,01%, KH2POs 0,01%, NaCl 0,1%,
MgSQO4.7H20 0,01%, koloidal kitin 2%

Dilarutkan dalam akuades 100 mL (pH 7)
Dihomogenkan

Dididihkan

Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 121°C, 15-20 Psi)
Didinginkan

Dituangkan ke dalam cawan petri steril

Media Selektif

6. Pemurnian Bakteri

Koloni Bakteri

Digores isolat beberapa kali

Diinkubasi (40°C)

Digores kembali isolat tunggal yang diperoleh pada medium
selektif

Diinkubasi (3 hari, 45°C)

Koloni Tunggal
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7. Pemilihan Isolat Potensial

Koloni Tunggal

- Digores pada medium selektif

- Diinkubasi (3 hari)

Isolat Potensial

8. Uji Morfologi Bakteri Penghasil Enzim Kitin Deasetilase

Isolat Bakteri Termofilik
Terpilih

Hasil Karakterisasi

Bakteri Termofilik

- Dikarakterisasi morfologinya dengan melakukan pengamatan

secara mikroskopis, makroskopis, dan uji biokimia pada isolat
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9. Pembuatan dan Penyiapan Inokulum

yeast ekstrak 0,5%, pepton 0,01%,
amonium sulfat, CaCl; 0,01%, KH2PO4
0,01%, NaCl 0,1%, MgS0O4.7H20 0,01%
dan koloidal kitin 0,5%

Dilarutkan dalam akuades 100 mL

Dihomogenkan, dipanaskan, dituang ke dalam Erlenmeyer

steril

- Diambil 2 hingga 3 ose bakteri yang telah tumbuh dengan
baik

- Diinokulasikan ke dalam medium inokulum yang telah
disiapkan

- Dikocok ke dalam shaker (45°C, 180 rpm, 24 jam) untuk

diinokulasikan lebih lanjut dalam medium produksi

Media Inokulum
Aktif

10. Pembuatan Medium Produksi

amonium sulfat 0,7%, yeast ekstrak 0,05%,
bakto pepton 0,1%, NaCl 0,1%, KH2PO4
0,01%, CaCl 0,01%, MgS0.4.7H20 0,01%,
koloidal kitin 0,5%

- Dilarutkan dengan akuades 500 mL
- Dihomogenkan

- Disterilkan dengan autoclave.

Medium
Produksi
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11. Produksi Ekstrak Kitin Deasetilase

Aktif

Media Inokulum

Diinokulasikan pada medium inokulum yang mengandung
0,5 % koloidal kitin

Diinkubasi dan dikocok dengan shaker (45°C, 180 rpm, 24
jam)

Diinokulasikan sebanyak 10% (v/v) medium inokulum ke
medium produksi kemudian diinkubasi selama 4 hari dengan
suhu dan kecepatan yang sama untuk medium inokulum dan
setiap 12 jam dilakukan sampling untuk pengukuran OD (A
660 nm)

Diendapkan dengan sentrifius (4°C, 3500 rpm, 30 menit)
Diukur aktivitas enzim dan jumlah protein terlarut dengan

menggunakan metode lowry (BSA, A 670 nm)

Hasil
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12. Pengukuran Aktivitas Enzim Kitin Deasetilase (Natsir dkk., 2014)

100 uL. koloidal
Kitin (substrat)

100 uL Buffer Fosfat 100 pL Larutan

pH 7 Enzim

Dihomogenkan menggunakan vortex

Diinkubasi (45°C, 30 menit)

Campuran

Diambil 400 pL campuran ke dalam tabung
reaksi

Ditambahkan 1600 uL. akuades

Ditambahkan 2 mL reagen schales

Ditutup dengan aluminium foil

Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

Disentrifius (3500 rpm. 4°C, 10 menit)

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang
maksimum (419 nm) dengan menggunakan

glukosamin sebagai standar

Hasil Data
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13. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry

1 mL enzim kitinolitik

1 mL akuades

1 mL larutan standar
(BSA)

- Dihomogenkan

Hasil
Kadar Protein Enzim

- Ditambahkan 2,5 mL Lowry B

- Didiamkan (10 menit)

- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A

gelombang 670 nm

- Dimasukkan masing-masing dalam tabung reaksi

- Diinkubasi (30 menit, 25°C) sesekali dikocok

- Diukur absorbansi dengan spektrofotometer 20D* pada panjang
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14. Karakterisasi Enzim Kitin Deasetilase dari Mikroba Termofil

a. Penentuan pH Optimum

100 uL Enzim,

100 uL. Koloidal Kitin

100 pL Buffer Fosfat dan
Asetat 0,1 M pH 4-pH 8

Dihomogenkan menggunakan vorteks

Dinkubasi (30 menit) pada kisaran suhu optimum dengan pH

yang bervariasi

Campuran

Diambil 400 pL. campuran ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan 1600 puL akuades
Ditambahkan 2 mL reagen schales

Ditutup dengan aluminium foil

Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

Disentrifius (3500 rpm. 4°C, 10 menit)

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum

419 nm menggunakan glukosamin sebagai standar

pH Optimum
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b. Penentuan Suhu Optimum

100 uL Enzim,

100 uL. Koloidal Kitin

100 pL Buffer
Fosfat 0,1 M pH 6

Dihomogenkan menggunakan vorteks

Dinkubasi (30 menit) pada kisaran suhu yang bervariasi

(40°C, 45°C, 50°C, 55°C

Campuran

Diambil 400 uL. campuran ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan 1600 uL. akuades

Ditambahkan 2 mL reagen schales

Ditutup dengan aluminium foil

Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

Disentrifius (3500 rpm. 4°C, 10 menit)

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum

419 nm menggunakan glukosamin sebagai standar

Suhu Optimum
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C.

Penentuan Substrat Optimum

100 uL Enzim,

100 uL 0,5% hingga

1,5% Koloidal Kitin

100 puL Buffer Optimum
(pH 6,0)

Dihomogenkan menggunakan vorteks

Dinkubasi (30 menit) pada kisaran suhu (45°C) dan optimum

dengan konsentrasi substrat yang bervariasi

Campuran

Diambil 400 pL. campuran ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan 1600 puLL akuades
Ditambahkan 2 mL reagen schales

Ditutup dengan aluminium foil

Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

Disentrifius (3500 rpm. 4°C, 10 menit)

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum

419 nm menggunakan glukosamin sebagai standar

Substrat Optimum
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d. Pengaruh lon Logam

100 uL. Enzim

100 uL Buffer Fosfat
(pH 6,0)

100 puL ion logam
1,0 mM

Substrat

Hasil

- Diinkubasi (30 menit) pada suhu optimum

- Diinkubasi (30 menit) pada suhu optimum
- Diinaktivasi ( 100°C, 15 menit)

- Diukur aktivitas enzim
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e. Stabilitas pH dan Suhu

200 uL. Enzim 200 uL Buffer Fosfat
pH 6 dan pH 7

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Diinkubasi (30-180 menit) pada suhu optimum selama 24 jam

- Disampling setiap 30 menit

200 pL koloidal kitin
knsentrasi optimumSubstrat

- Diinkubasi pada suhu optimum selama30 menit

- Diinaktivasi (100°C,15 menit)

- Diambil 400 pL campuran ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1600 pL akuades dan 2 mL reagen Schales
- Ditutup dengan aluminium foil

- Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

- Disentrifugasi (3500 rpm, 4°C, 10 menit)

- Diukur absorbansi (panjang gelombang maksimum)

Hasil

Dilakukan hal yang sama untuk stabilitas suhu menggunakan buffer pH

optimum pada suhu 45°C dan 50°C.
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15. Pembuatan Reagen Schales, Lowry A dan Lowry B dan Standar Glukosamin

e

Pembuatan Reagen Schales

Reagen schales sebagai stock dibuat dengan cara melarutkan 52.995 gram
Na>COs dan 0.5 gram Pottasium ferri cianida ke dalam 1 L akuades.
Pembuatan Lowry A dan Lowry

Komposisi Reagen Lowry A, larutan asam phospho-tungstic-phospho
moliybdic (foolin) : akuades (1 : 1).

Komposisi reagen Lowry B; Na2CO3 2% dalam NaOH 0,1 N : CuSO4 1% :
Natrium-Kalium-Tartrat (100 : 1 : 1).

Pembuatan Standar Glukosamin (Puspita, 2007)

0,009 gram glukosamin

[Stok Glukosamin] = x 10® = 1000 pg/mL

9 mL air bebas ion

[Glukosamin] pg/ | Volume Glukosamin | Volume Akuades

mL (uL) (uL)

0 0 4000

10 40 3960

20 80 3920

40 160 3840

80 320 3680
160 640 3360

Pipet 400 pl dari stock glukosamin dan masukan kedalam tabung reaksi,
ditambah 1600 pl akuades dan 2000 pl pereaksi schales

Didihkan selama 15 menit

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 420 nm

Buat kurva standar dengan absorbansi sebagai ordinat (Y) dan konsentrasi

Glukosamin sebagai absis (X).
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Lampiran 5. Tabel dan Perhitungan

Indeks Kitinolitik

_ Diameter zona bening

IK=

Diameter koloni

Tabel 3. Hasil pengukuran seleksi bakteri penghasil enzim kitin deasetilase

Kode Isolat | Harike 1 | Harike?2 | Harike3 | Hari ke 4
T1.2 0,5 0,7 0,7 0,9
T41. 1 1.4 1,6 1,6
b. Penentuan Optical Density (OD)
Tabel 4. Optical density (OD) pada Asso
Waktu inkubasi (jam) Absorbansi

0 0,063
12 0,211
24 0,355
36 0,401
48 0,407
60 0,373
72 0,245
84 0,233

Diperoleh waktu optimum produksi pada jam ke-48 dengan nilai OD sebesar 0,407.
c. Penentuan Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim Kitin Deasetilase

Tabel 5. Absorbansi standar glukosamin pada As19

Konsentrasi standar Absorbansi
glukosamin (ug/mL) | (Amaksaio)

0 0,704

10 0,692

20 0,669

40 0,639

80 0,58
160 0,467
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abs (Amax= 419nm)

o
©

o
»
|

y=-0,0015x+0,7018
R2=0,9983

Absorbansi
o
S

o
N

— Linear (abs (Amax=
419nm))

o

50 100 150 200

o

Konsentrasi glukosamin

=0=abs (Amax= 419nm)

Gambar 19. Kurva hubungan konsentrasi standar glukosamin (ppm) terhadap

absorbansi pada As19

Contoh perhitungan aktivitas kitin deasetilase pada inkubasi waktu 48 jam:

y =-0,0015x + 0,7018

A sampel — Intercept

Gl 1 )=
[Glc]sampel (umol) Slope
~ 0,609 - 0,7018
- -0,0015
= 61,8667 ug/mL
GleJkontrol( D= A kontrol — Intercept
[Glc]kontrol(umol) = Slope
~ 0,636 0,7018
- -0,0015
= 43,8667 ug/mL
. _ 1000 600 1
Aktivitas Enzim (U/mL) = [Xs-Xk] X —— X —— X — X
200 400 30
1000 600 1
=[61,8667-43,8667] X —— X —— X — X
200 400 30

1

BM

1

215,6
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=0,0208 U/mL

Tabel 6. Aktivitas ekstrak kasar enzim Kitin Deasetilase Isolat T4.1 per waktu

inkubasi
T4.1 Abs U/mL
0 0,612 0,0185
12 0,627 0,0069
24 0,616 0,0154
36 0,610 0,0200
48 0,609 0,0208
60 0,618 0,0139
72 0,625 0,0085
84 0,626 0,0077

Diperoleh aktivitas tertinggi pada isolat T4.1 dengan waktu inkubasi selama

48 jam yaitu sebesar 0,0208 U/mL.

d. Penentuan Kadar Protein dan Aktivitas Spesifik Ekstrak Kasar Enzim

Kitin Deasetilase

Tabel 7. Serapan standar BSA pada As7o

Konsentrasi standar (mg/mL) | Absorban
0,01 0,113
0,02 0,192
0,04 0,301
0,08 0,542
0,16 0,873
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abs (Amax= 670nm)

= 0,8

c

< 0,6 —

L =o—abs (Amax=

2 670nm)

<0,2 ——Linear (abs (Amax=
0 : 670nm))

0 005 01 015 02

Konsentrasi BSA

Gambar 20 .Kurva hubungan konsentrasi BSA terhadap absorbansi pada As7o

Contoh perhitungan kadar protein dan aktivitas spesifik pada waktu inkubasi 48
jam:

y =5,023x + 0,092

y-0,092
* T 75023
0,540 -0,092
* T 75023
=0,089 mg/mL
Kadar protein = xxFP =0,089 x 100 = 8,9 mg/mL
Altivitas Soesifik = Aktivitas enzim (U/mL)
VIS SPESTHE ™ W adar protein (mg/mL)
Aktivitas Spesifik = omoe ML _ o 0023 Uy
1vitas Spesifi 8.9 mg/mL , mg
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Tabel 8. Hubungan antara kadar protein dan aktivitas spesifik enzim Kitin
Deasetilase isolat T4.1

Waktu | Absorbansi % Fp Kadar protein Aktivitas Aktivitas spesifik

inkubasi (y) (mg/mL) (U/mL) (U/mg)
0 0,697 0,1204 | 100 12,0445 0,0185 0,0015

12 0,254 0,0322 | 100 3,2251 0,0069 0,0021
24 0,664 0,1138 | 100 11,3876 0,0154 0,0013
36 0,630 0,1071 | 100 10,7107 0,0200 0,0018
48 0,540 0,0892 | 100 8,9190 0,0208 0,0023
60 0,502 0,0816 | 100 8,1624 0,0139 0,0017
72 0,215 0,0244 | 100 2,4487 0,0085 0,0034
84 0,510 0,0832 | 100 8,3217 0,0077 0,0009

Diperoleh aktifitas spesifik tertinggi pada waktu inkubasi 48 jam yaitu sebesar
0,0023 U/mg.

e. Karakteriasi Ekstrak Kasar Enzim Kitin Deasetilase

1) Penentuan pH Optimum

Tabel 9. Aktivitas ekstrak kasar enzim Kitin deasetilase pada variasi pH

Diperoleh aktivitas tertinggi pada pH 6 yaitu sebesar 0,0557 U/mL.

Variasi pH Absorbansi | [Glukosamin] Aktivitas
sampel (ppm) (U/mL)
4 0,660 27,87 0,0263
5 0,630 47,87 0,0294
6 0,626 50,53 0,0557
7 0,616 57,2 0,0441
8 0,652 33,2 0,0077

2) Penentuan Suhu Optimum

Tabel 10. Aktivitas ekstrak kasar enzim kitin Deasetilase pada variasi suhu

Variasi suhu | Absorbansi | [Glukosamin] Aktivitas
(°C) sampel (ppm) (U/mL)
40 0,572 86,5 0,0015
45 0,536 110,5 0,0433
50 0,648 35,8 0,0046
55 0,598 69,2 0,0031

Diperoleh aktivitas tertinggi pada suhu 45°C yaitu sebesar 0,0433 U/mL.

74




3) Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum

Tabel 11. Aktivitas ekstrak kasar enzim kitin deasetilase pada variasi konsentrasi

substrat
Variasi .| Absorbansi | [Glukosamin] Aktivitas

konsentrasi sampel (ppm) (UML)

(%)
0,5 0,658 29,2 0,0030
0,75 0,661 27,2 0,0069
1 0,645 37,8 0,0085
1,25 0,648 35,8 0,0085
1,5 0,652 33,2 0,0086

Diperoleh aktivitas tertinggi pada konsentrasi substrat koloidal kitin 1% yaitu
sebesar 0,0085 U/mL.

4) Penentuan Pengaruh Penambahan lon Logam

Tabel 12. Aktivitas ekstrak kasar enzim kitin deasetilase pada variasi ion logam

Variasi ion | Konsentrasi Absorbansi Aktivitas Aktivitas relatif

logam klorida (mM) (U/mL) (U/mL)
Kontrol - 0,474 0,2632 100%
K* 1 0,562 0,11 100%

10 0,602 0,08 72,72%

50 0,610 0,07 72,72%

Na* 1 0,548 0,12 109,09%

10 0,594 0,08 72,72%

50 0,601 0,08 72,72%

Mg?* 1 0,553 0,12 109,09%
10 0,560 0,11 100%

50 0,630 0,06 54,54%

ca’* 1 0,574 0,10 90,90%

10 0,642 0,05 45,45%

50 0,664 0,03 27,27%

Ba?* 1 0,607 0,07 63,63%

10 0,623 0,06 54,54%

50 0,630 0,06 54,54%

Co? 1 0,432 0,21 190,90%

10 0,520 0,14 127,27%

50 0,592 0,08 72,72%
zn* 1 0,560 0,11 100%
10 0,564 0,11 100%

50 0,654 0,04 36,36%
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Contoh perhitungan aktivitas relatif (%) KCI (K*) pada konsentrasi 1 mM:

Aktivitas dengan KCl
Aktivitas kontrol (tanpa logam)

Aktivitas relatif (%) = x 100%

b

o11 100%
= X
0,11 °

=100%

5) Penentuan Stabilitas pH

Tabel 13. Aktivitas ekstrak kasar enzim kitin deasetilase pada variasi pH dan

waktu inkubasi

Waktu pH 6 pH 7
inkubasi Absorban | Aktivitas (U/mL) | Absorban | Aktivitas (U/mL)
0 Menit 0,558 0,0495 0,645 0,0363
30 Menit 0,596 0,0510 0,648 0,0325
60 Menit 0,588 0,0541 0,622 0,0294
90 Menit 0,558 0,0510 0,652 0,0294
120 Menit 0,584 0,0464 0,65 0,0309
150 Menit 0,566 0,0417 0,656 0,0309
180 Jam 0,605 0,0386 0,643 0,0193

6) Penentuan Stabilitas Suhu

Tabel 14. Aktivitas ekstrak kasar enzim kitin deasetilase pada variasi suhu dan

waktu inkubasi

Waktu Suhu 45°C Suhu 50°C
inkubasi Absorban | Aktivitas (U/mL) | Absorban | Aktivitas (U/mL)
0 Menit 0,558 0,0495 0,624 0,0201
30 Menit 0,596 0,0510 0,648 0,0124
60 Menit 0,588 0,0541 0,648 0,0124
90 Menit 0,558 0,0510 0,652 0,0108
120 Menit 0,584 0,0464 0,643 0,0116
150 Menit 0,566 0,0417 0,654 0,0108
180 Jam 0,605 0,0384 0,66 0,0062
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian

Isolat bakteri pada media luria agar
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Pemilihan isolat potensial
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Isolat bakteri pada media selektif

N ’—,_

-

Hasil uji mikroskopis
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Proses penyiapan media inokulum Media inokulum aktif’

-
b

Pembuatan larutan standar glukosamin
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Pengukuran kadar protein enzim kitin deasetilase dengan standar BSA Ag7o
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Karakterisasi dan stabilitas ekstrak kasar enzim kitin deasetilase
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