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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Ekstraksi Kolagen Kulit
Ikan Tuna Sirip Kuning

Peremajaan Isolat
Bakteri Laut

!

Uji Kolagenolitik
Bakteri Laut

!

Persiapan Inokulum

!

Penentuan Waktu
Produksi Optimum Enzim
Kolagenase

Karakterisasi Kolagen

A

Penentuan Aktivitas
Enzim Kolagenase

!

Produksi Enzim
Kolagenase

!

Karakterisasi Enzim
Kolagenase

Penentuan Kadar Protein
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Hidrolisis Kolagen Kulit
Ikan Tuna Sirip Kuning

v

Hasil
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Lampiran 2. Prosedur
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Penelitian

1. Ekstrasi Kolagen Kulit Ikan Tuna Sirip Kuning

a. Preparasi Sampel

Kulit Ikan Tuna
Sirip Kuning

dicuc

dicuc

Sampel

b. Ekstraksi Kolagen

dibersihkan kulit ikan dari daging dan sisik yang masih menempel

i dengan air bersih

dipotong menjadi ukuran kecil sekitar 2-3 cm

i kembali dan ditiriskan

Sampel

v v

- ditimbang sebanyak 100 g

- direndam dalam NaOH 0,05 M rasio 1:10 (b/v) selama 6 jam
- diganti larutan NaOH setiap dua jam sekali

- disaring

Larutan Sampel

- dinetralkan dengan akuades hingga pH netral

- direndam dalam CH3;COOH 0,5 M rasio 1:10 (b/v) selama
3 hari

- disaring menggunakan kain katun tipis

.

- dipresipitasi dengan NaCl 2,6 M selama 24 jam
- disentrifus dengan kecepatan 6000 rpm selama 30

Sampel Larutan
menit
Supernatan Endapan

- dikeringkan menggunakan freeze dryer
- ditimbang untuk mengetahui  jumlah
rendemen

Kolagen
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c. Karakterisasi Kolagen

2 mg Kolagen

- ditumbuk halus dengan KBr sebanyak 100 mg
- dicetak campuran dalam cetakan pelet
- diuji gugus fungsi menggunakan FTIR

Hasil

2. Pembuatan Media

a. Media Peremajaan

Nutrien agar (NA)

- ditimbang sebanyak 2,8 gram

- dilarutkan dengan 100 mL air laut steril dalam Erlenmeyer
250 mL

- disterilkan menggunakan autoclav pada suhu 121 °C selama
15 menit

- dituang dalam keadaan hangat ke dalam cawan petri steril

v - didiamkan sampai media mengeras

Media Peremajaan
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b. Media Substrat

2 g agar base, 0,5 g yeast,
0,5 g pepton, 0,5 g NacCl,
substrat 1%

- ditimbang masing-masing dan dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer 250 mL

- dilarutkan dengan air laut steril hingga volume 100 mL

- disterilkan menggunakan autoclav pada suhu 121 °C selama
15 menit

- dituang dalam keadaan hangat ke dalam cawan petri steril

- didiamkan hingga mengeras

v

Media Substrat

Catatan: prosedur yang sama dilakukan untuk pembuatan media substrat 2%
dan 3%

c. Media Inokulum

0,1 g Bacto pepton,
0,5 g yeast extract,
dan 0,1 g NaCl

ditimbang masing-masing di masukkan ke dalam Erlenmeyer
250 mL

dilarutkan dengan 100 mL air laut steril

disterilkan menggunakan autoclav pada suhu 121 °C selama
15 menit

didiamkan hingga dingin

v

Media Inokulum
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d. Media Produksi

0,5 g yeast extract, 0,1 bacto pepton,
0,1 g NaCl, 0,7 g (NH,),S0O,4, 0,1 g
KH,PO,, 0,01 g MgS0O,.7H,0, dan

0,05 g CaCl,, dan 1 mL Substrat

- dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL

dilarutkan dengan 100 mL air laut steril

disterilkan menggunakan autoclav pada suhu 121 °C
selama 15 menit

didiamkan hingga dingin

v

Media Produksi

3. Peremajaan Isolat Bakteri Laut

Isolat Bakteri Laut

- diambil satu ose
- digoreskan pada media peremajaan
- diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam

Hasil

4. Uji Kolagenolitik Bakteri Laut

Isolat Bakteri Laut

diambil satu ose

digoreskan pada media substrat dengan 3 konsentrasi berbeda
dinkubasi pada suhu 37 °C selama 3x24 jam

- diamati setiap 1x24 jam zona bening yang terbentuk

Hasil




5. Persiapan Inokulum

Isolat Sed 1.a
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- diinokulasi ke dalam Erlenmeyer 250 mL yang berisi 100 mL

media inokulum

- dinkubasi dilakukan pada suhu 37 °C selama 24 jam dan
pengocokan pada kecepatan 150 rpm

Hasil

6. Penentuan Waktu Produksi Optimum Enzim Kolagenase

Inokulum

150 rpm

|

!

Endapan

Supernatan

- dimasukkan sebanyak 10% ke dalam Erlenmeyer 500 mL
yang berisi 150 mL media produksi
- diinkubasi pada 37 °C selama 96 jam dengan pengocokan

- diambil sampel setiap 12 jam

- diukur kepadatan optik (OD) dengan mengukur serapan
pada A =660 nm

- disentrifugasi pada 3500 rpm dan suhu 4 °C selama 30 menit

(Ekstrak kasar enzim kolagenase)

- diuji aktivitas enzim kolagenase
- diuji kadar protein

Hasil




7. Penentuan Aktivitas Kolagenase

1 mL Buffer fosfat
0,2 M (pH 7,0)

0,2 mL Enzim
Kolagenase

1 mL Substrat
Kolagen 2%

y

v

v

v v

dipipet ke dalam tabung reaksi

dinkubasi pada suhu 37 °C selama 10 menit
ditambahkan TCA 0,1 M sebanyak 2 mL
ditambahkan akuades sebanyak 0,2 mL

dinkubasi pada suhu 37 °C selama 10 menit

- disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm 10 menit

Endapan Supernatan

v

dipipet sebanyak 1,5 mL

ditambahkan Na,CO3 0,4 M sebanyak 5 mL
ditambahkan folin-ciocalteu (2:1) sebanyak 1 mL
didiamkan selama 20 menit pada suhu 37 °C

diukur absorbansi dengan A maksimum

Hasil

Catatan: Larutan tirosin digunakan sebagai larutan standar enzim kolagenase
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8. Penentuan Kadar Protein
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Sampel

Blanko Standar

I

! !

dipipet masing-masing sebanyak 2 mL ke dalam tabung reaksi

berbeda

ditambahkan Lowry B sebanyak 2,75 mL

diinkubasi pada suhu 25 °C selama 15 menit

ditambahkan Lowry A sebanyak 0,25 mL

diinkubasi pada suhu 25 °C selama 30 menit

diukur serapannya pada A maksimum yang telah ditentukan

Hasil

9. Produksi Enzim Kolagenase

Inokulum

- dimasukkan sebanyak 10% ke dalam Erlenmeyer 250 mL

yang berisi
- diinkubasi

100 mL media produksi
pada 37 °C selama waktu optimum dengan

pengocokan 180 rpm

y - disentrifugasi pada 3500 rpm dan suhu 4 °C selama 30 menit

Endapan

Supernatan

(Ekstrak kasar enzim kolagenase)

l- ai

akukan karakterisasi enzim kolagenase

Hasil




10. Karakterisasi Enzim Kolagenase

a. Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Kolagenase

1 mL Buffer sitrat
0,2 M (pH 4,0)

0,2 mL Enzim
Kolagenase

1 mL Substrat
Kolagen 2%

v

v

v

v v

Endapan Supernatan

v

dipipet ke dalam tabung reaksi

dinkubasi pada suhu 37 °C selama 10 menit
ditambahkan TCA 0,1 M sebanyak 2 mL
ditambahkan akuades sebanyak 0,2 mL

dinkubasi pada suhu 37 °C selama 10 menit

- disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm 10 menit

dipipet sebanyak 1,5 mL
ditambahkan Na,CO3 0,4 M sebanyak 5 mL
ditambahkan folin-ciocalteu (2:1) sebanyak 1 mL
- didiamkan selama 20 menit pada suhu 37 °C

- diukur absorbansi dengan A maksimum

Hasil

Catatan: Prosedur yang sama dilakukan untuk pH berbeda menggunakan larutan
buffer sitrat 0,2 M (pH 4,0; 5,0; dan 6,0) dan buffer fosfat 0,2 M (pH 7,0;

dan 8,0)




b. Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Kolagenase

1 mL Buffer pH
Optimum

0,2 mL Enzim
Kolagenase

1 mL Substrat
Kolagen 2%

v

v

v

v v

Endapan Supernatan

dipipet ke dalam tabung reaksi

dinkubasi pada suhu 35 °C selama 10 menit
ditambahkan TCA 0,1 M sebanyak 2 mL
ditambahkan akuades sebanyak 0,2 mL

dinkubasi pada suhu 35 °C selama 10 menit
disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm 10 menit

dipipet sebanyak 1,5 mL
ditambahkan Na,CO3 0,4 M sebanyak 5 mL

- ditambahkan folin-ciocalteu (2:1) sebanyak 1 mL
- didiamkan selama 20 menit pada suhu 35 °C

- diukur absorbansi dengan A maksimum
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Catatan: Prosedur yang sama dilakukan pada variasi suhu (40, 45, 50, dan

55 °C)



c. Pengaruh Konsentrasi Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Kolagenase

1 mL Buffer pH
Optimum

0,2 mL Enzim
Kolagenase

1 mL Substrat
Kolagen 2%

v

v

v

v v

Endapan Supernatan

dipipet ke dalam tabung reaksi

dinkubasi pada suhu optimum selama 10 menit
ditambahkan TCA 0,1 M sebanyak 2 mL
ditambahkan akuades sebanyak 0,2 mL

dinkubasi pada suhu optimum selama 10 menit
disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm 10 menit

dipipet sebanyak 1,5 mL
ditambahkan Na,CO3 0,4 M sebanyak 5 mL

- ditambahkan folin-ciocalteu (2:1) sebanyak 1 mL
- didiamkan selama 20 menit pada suhu optimum
- diukur absorbansi dengan A maksimum
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Catatan: Prosedur yang sama dilakukan pada variasi konsentrasi substrat 1%,

1,5%, 2,5% dan 3%.



d. Pengaruh lon Logam Terhadap Aktivitas Enzim Kolagenase

1 mL Buffer pH
Optimum

0,2 mL Enzim
Kolagenase

1 mL Larutan lon
Logam

v

v

v

- dipipet ke dalam tabung reaksi

- diitambahkan 1 mL substrat konsentrasi optimum

- dinkubasi pada suhu optimum selama 10 menit

- ditambahkan TCA 0,1 M sebanyak 2 mL

- ditambahkan akuades sebanyak 0,2 mL

- dinkubasi pada suhu optimum selama 10 menit

- disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm 10 menit

v

v

Endapan

Supernatan

v

- dipipet sebanyak 1,5 mL

ditambahkan Na,C0O; 0,4 M sebanyak 5 mL
- ditambahkan folin-ciocalteu (2:1) sebanyak 1 mL
- didiamkan selama 20 menit pada suhu optimum
- diukur absorbansi dengan A maksimum

Hasil
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Catatan: Prosedur yang sama dilakukan pada variasi ion logam (K*, Na*, Ca®,
Mg?*, dan Hg*") dengan konsentrasi 5 dan 10 mM

11. Hidrolisis Kolagen Kulit Ikan Tuna Sirip Kuning

Enzim Kolagenase

v

diambil sebanyak 10 dan 20 pyL
diteteskan di atas paper disc dan didiamkan selama 30 menit

diletakkan paper disc di atas media substrat kolagen
dinkubasi pada suhu 37 °C selama 2x24 jam

diamati zona bening yang terbentuk

Hasil




Lampiran 3. Peta Lokasi Pengambilan Sampel
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Lampiran 4. Perhitungan Pembuatan Larutan

1. Pembuatan NaOH 0,05 M sebanyak 1000 mL
g =VXMxMr
=1L x0,05M x40 g/mol
=2 g

2. Pembuatan CH3;COOH 0,5 M sebanyak 1000 mL
_ % xbJ x 1000

Mr

_ % x1,05 g/lcm3 x 1000

- 60 g/mol

=175M
V]_ X Ml = V2 X MZ
Vyx17,5M =1000 mLx0,5M
v 1000 mL x 0,5 M

! - 17,5 M

V. =28,57 mL

3. Pembuatan NaCl 2,6 M sebanyak 850 mL
g =VXMxMr
=0,8Lx 2,6 Mx58,5g/mol
=121,689

4. Pembuatan TCA 0,1 M sebanyak 200 mL
g =VXMxMr
=0,2Lx0,1 Mx163,4 g/mol
=3,268 g

5. Pembuatan Na,CO; 0,4 M sebanyak 500 mL
g =VXMXxMr
=0,5Lx0,4 M x 106 g/mol
=212g

6. Pembuatan Lowry A dan Lowry B
a) Lowry A
5 mL folin ciocalteu : 5 mL akuades (1:1)
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b)
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Lowry B
e Pembuatan NaOH 0,1 N sebanyak 100 mL
g =VxNxBe
=0,1Lx0,1Nx40
=049

e Pembuatan Na,CO3; 2% sebanyak 100 mL
g zat terlarut

o =— x 100%
6 b V larutan X 100%
X
0, = 0,
2% 100m|_xlOO/o
X =29

e Pembuatan 50 mL Na-K-Tatrat 1%
g zat terlarut

% blv =—x100%
V larutan
X
1% = 100%
() 50 mL X 100%
X =05g¢g

Pembuatan Deret Standar

a)

b)

Konsentrasi 0,01 mg/mL

Vi X M, =V, X M,

V;x 0,1 mg/mL =2 mL x 0,01 mg/mL
_2mLx0,01 mg/mL

Vi - 0,1 mg/mL

V, =0,2mL

Volume akuades =2 mL -0,2mL=1,8 mL

Konsentrasi 0,02 mg/mL

Vi X My =V, X M,

Vix 1 mg/mL =2 mL x 0,02 mg/mL
2mLx 0,02 mg/mL

Vi - 1 mg/mL

Vi =0,04 mL

Volume akuades =2mL-0,04 mL=1,96 mL

Konsentrasi 0,04 mg/mL

Vi X My =V, X M,

Vix 1 mg/mL =2 mL x 0,04 mg/mL
2 mL x 0,04 mg/mL

1 mg/mL

Vi



d)
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Vi =0,08 mL
Volume akuades =2mL-0,08mL=1,92 mL

Konsentrasi 0,08 mg/mL

Vi X M =V, X M,

Vix 1 mg/mL =2 mL x 0,08 mg/mL
_ 2mLx0,08 mg/mL

Vi - 1 mg/mL

Vi =0,16 mL

Volume akuades =2mL-0,16 mL=1,84 mL

Konsentrasi 0,16 mg/mL

Vi X M, =V, X My

Vi x 1 mg/mL =2 mL x 0,16 mg/mL
B 2mLx 0,16 mg/mL

Vi - 1 mg/mL

\% =0,32mL

Volume akuades =2mL-0,32mL=1,68 mL



Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

Pembuatan media

Perendaman dengan CH;COOH

F"efeajaan bakteri laut
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Penentuan kadar protein

| |
,\

P v
11

- »

L o

rakterisasi ekstrak kasar enzim
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