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Lampiran 1. Diagram alir penelitian
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Lampiran 2. Prosedur penelitian

1.

Isolasi Amilum Sagu

Batang Sagu 250 g

— dikupas lalu dicuci hingga bersih.

— dihomogenkan dengan 250 mL akuades dalam blender sehingga
terbentuk suspensi.

— disaring dengan kain saring dan cairannya ditampung dalam gelas
kimia sedangkan residunya dibuang, lalu dibiarkan mengendap.

— dibuang cairan di atasnya dan endapan yang tersisa ditambahkan
lagi 100 mL akuades dan dibiarkan mengendap, diulang hingga
endapan bersih.

— didekantasi lagi endapan yang terbentuk dengan 100 mL etanol
95%.

— disaring dengan kertas saring yang sudah diketahui bobotnya.

— dikeringkan amilum dalam desikator dan setelah kering ditimbang
menggunakan neraca analitik.

— dicatat hasil penimbangan dan dihitung kadar amilum pada sagu.

v

Sampel

Pembuatan Media

a. Media Peremajaan

Nutrient Agar (NA)

— ditimbang sebanyak 2,8 g.

— dilarutkan dengan 100 mL air laut steril dalam Erlenmeyer
250 mL.

— disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121 °C selama
15 menit.

— dituang dalam keadaan hangat ke dalam cawan petri steril.

— didiamkan sampai media mengeras.

A

Media Peremajaan
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b. Media Yeast Pepto Souble starch (YPSs)

0,2 g yeast ekstrak, 0,5 g pepton,
0,5 g amilum sagu, 2 g agar, 0,3 g
KH2PO4,

0,05 g MgS04.7H20, 0,01 g

v

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

dilarutkan dengan air laut steril hingga volume 100 mL.
disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121 °C selama
15 menit.

dituang dalam keadaan hangat ke dalam cawan petri steril.
didiamkan sampai media mengeras.

Media YPSs

Catatan : Prosedur yang sama dilakukan dengan mengganti amilum sagu menjadi
1 g amilum.

c. Media Inokulum

0,2 g yeast ekstrak, 0,5 g pepton,
0,5 g amilum sagu, 0,3 g KH2PO4,
0,05 g MgS04.7H20, 0,01 g CaClz

A

4

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

dilarutkan dengan air laut steril hingga volume 100 mL.
disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121 °C selama
15 menit.

Media Inokulum

Catatan : Prosedur yang sama dilakukan dengan mengganti amilum sagu menjadi
1 g amilum.
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d. Media Produksi

0,6 g yeast ekstrak, 1,5 g pepton,
1,5 g amilum sagu, 0,9 g KH2POs4,
0,15 g MgS04.7H20, 0,03 g CaClz

ditimbang masing-masing dan dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer.

dilarutkan dengan air laut steril hingga volume 300 mL.
disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121 °C selama
15 menit

Media Produksi

Catatan : Prosedur yang sama dilakukan dengan mengganti amilum sagu menjadi
3 g amilum.

3. Pembuatan Reagen DNS

1 gDNS

dilarutkan ke dalam 20 mL larutan NaOH 2 N dan 50 mL
akuades

ditambahkan 30 g K-Na tartrat dan diaduk dengan magnetik
stirrer.

digenapkan volume akhir menjadi100 mL dengan akuades.

Reagen DNS

4. Peremajaan Isolat Bakteri Laut

Isolat Bakteri Laut

diambil sebanyak dua ose.
digoreskan pada media peremajaan.
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.

Hasil
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5. Pengujian Secara Kualitatif Enzim Amilase pada Bakteri Laut

Isolat Bakteri Laut

diambil satu ose.

digoreskan pada media YPSs.

diinkubasi pada suhu 37 °C dalam inkubator selama 2 hari.
diamati setiap 1x24 jam zona bening yang terbentuk.

ditetesi dengan iodin setelah 2 hari dan dihitung indeks amilolitik.

Hasil

6. Persiapan Inokulum

Isolat Sed 1

diinokulasikan ke dalam Erlenmeyer 250 mL yang berisi 100 mL
media inokulum.

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam dengan pengocokan
pada kecepatan 150 rpm menggunakan shaker waterbath.

Inokolum

7. Penentuan Waktu Optimum Enzim Amilase

Inokulum

dimasukkan sebanyak 10% ke dalam Erlenmeyer yang berisi
300 mL media produksi.

diinkubasi pada 37 °C selama 72 jam dengan pengocokan
150 rpm menggunakan shaker waterbath.

diambil 30 mL sampel setiap 12 jam.

diukur optical density (OD) pada panjang gelombang 660 nm.
disentrifugasi pada 4.500 rpm dengan suhu 4 °C selama 10 menit

v v 3

Endapan

Filtrat

- diuji aktivitas enzim amilase

- diuji kadar protein

Hasil

Catatan : filtrat yang diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim amilase
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8. Penentuan Aktivitas Enzim Amilase

0,5 mL Buffer 0,5 mL ekstrak kasar 0,5 mL substrat
FosfatpH 7 enzim amilase amilum sagu 0,5%

v v

\ 4

diinkubasi pada suhu 37 °C selama 15 menit.

ditambahkan 1,5 mL larutan DNS pada larutan tersebut dan
dihomogenkan menggunakan vortex.

dipanaskan selama 10 menit.

diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (A= 517 nm).

Data

Catatan : dilakukan prosedur yang sama pada substrat amilum. Maltosa digunakan
sebagai standar dalam penentuan aktivitas enzim amilase.

9. Penentuan Kadar Protein Enzim Amilase

Ekstrak Kasar Enzim
Amilase

dipipet masing-masing sebanyak 2 mL ke dalam tabung reaksi
berbeda.

ditambahkan Lowry B sebanyak 2,75 mL.

diinkubasi pada suhu 25 ° selama 15 menit.

ditambahkan Lowry A sebanyak 0,25 mL.

diinkubasi pada suhu 25 °C selama 30 menit dengan sesekali
dikocok.

diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (A= 749 nm).

Data

Catatan : BSA digunakan sebagai standar dalam penentuan kadar protein.
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10.Produksi Enzim Amilase

Inokulum

— dimasukkan sebanyak 10% ke dalam Erlenmeyer yang berisi
300 mL media produksi.

— diinkubasi pada 37 °C selama waktu produksi optimum (12 jam)
menggunakan shaker waterbath dengan kecepatan 150 rpm.

y — disentrifugasi pada 4.500 rpm dengan suhu 4 °C selama 10 menit
Endapan Filtrat

i - dikarakterisasi

Hasil

Catatan : filtrat yang diperoleh merupakan ekstrak kasar enzim amilase

11. Karakterisasi Enzim Amilase

a. Pengaruh pH

0,5 mL Buffer

Fosfat pH 7 0,5 mL ekstrak kasar 0,5 mL substrat

enzim amilase amilum sagu 0,5%

v v

— diinkubasi pada suhu 37 °C selama 15 menit.

— ditambahkan 1,5 mL larutan DNS pada larutan tersebut dan
dihomogenkan menggunakan vortex.

— dipanaskan selama 10 menit.

— diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (A= 517 nm).

\ 4
Data

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).
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b. Pengaruh Suhu

0,5 mL Buffer pH
optimum (a)

0,5 mL ekstrak kasar 0,5 mL substrat
enzim amilase amilum sagu 0,5%

v v

\ 4

diinkubasi pada suhu 35 °C selama 15 menit.

ditambahkan 1,5 mL larutan DNS pada larutan tersebut dan
dihomogenkan menggunakan vortex.

dipanaskan selama 10 menit

diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (A= 517 nm).

Data

Catatan : Prosedur yang sama dilakukan dengan variasi suhu (37 °C; 40 °C; 45 °C;
dan 50°C)

c. Pengaruh Konsentrasi Substrat

0,5 mL Buffer pH
optimum (a)

0,5 mL ekstrak kasar 0,5 mL substrat
enzim amilase amilum sagu 0,2%

v v

\ 4

diinkubasi pada suhu optimum (b) selama 15 menit.

ditambahkan 1,5 mL larutan DNS pada larutan tersebut dan
dihomogenkan menggunakan vortex.

dipanaskan selama 10 menit

diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (A= 517 nm).

Data

Catatan : Prosedur yang sama dilakukan dengan memvariasikan konsentrasi
substrat (0,3%; 0,4%; 0,5%; dan 0,6%)
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d. Pengaruh lon Logam

0,5 mL Buffer pH

. 0,5 mL ekstrak kasar 0,5 mL larutan ion
optimum (a)

enzim amilase logam

v v

— dihomogenkan menggunakan vortex dan diinkubasi pada suhu
optimum (b) selama 10 menit.

— ditambahkan 0,5 mL substrat amilum sagu dengan konsentrasi
optimum (c), dihomogenkan.

— diinkubasi pada suhu optimum (b) selama 15 menit.

— ditambahkan 1,5 mL larutan DNS pada larutan tersebut dan
dihomogenkan menggunakan vortex.

— dipanaskan selama 10 menit.

— diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum (A= 517 nm).

\4
Data

Catatan : Prosedur dilakukan dengan variasi ion logam monovalen (K* dan Na*) dan
divalen (Ca?*; Mg?*; dan Hg?*) pada konsentrasi 10 mM dan 50 mM.

12. Pengujian Enzim Amilase Sebagai Pendegradasi Amilum Sagu

Enzim Amilase

— diambil sebanyak 10 pyL dan 20 pL.

— diteteskan di atas paper disc dan didiamkan selama 30 menit.

— diletakkan paper disc di atas media YPSs substrat amilum sagu.
— diinkubasi pada suhu 37 oC selama 24 jam.

— diamati zona bening yang terbentuk kemudian ditetesi iodin.

Hasil

Catatan : buffer pH optimum (pH 6) dan akuades dipakai sebagai kontrol negatif.



Lampiran 3. Peta lokasi pengambilan sampel amilum sagu
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Lampiran 4. Dokumentasi penelitian

Isolasi Amilum Sagu Peremajaan Bakteri Pembuatan Media
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Pengujian Enzim Amilase Sebagai
Pendegradasi Amilum Sagu



