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Lampiran 1. Bagan Alir Penelitian 

 

 

 

- diambil pada empat titik berbeda 

menggunakan alat yang telah disterilisasi 

 

 

 

- isolasi dan identifikasi bakteri penghasil 

inulinase  

 

 

Optimalisasi produksi inulinase dengan cara 

metode RSM: 

- divariasikan konsentrasi substrat 

- divariasikan kondisi pH 

- divariasikan waktu fermentasi 

 

 

- diuji aktivitasnya dengan metode DNS 

- diuji kadar proteinnya dengan metode 

Lowry   

Sampel air dari sumber air panas Lejja Kabupaten Soppeng 

Skrining dan Identifikasi Bakteri Termofilik Penghasil 

Enzim Inulinase 

Isolat Bakteri Penghasil Inulinase  

Enzim Ekstrak Kasar  

Data Uji Aktivitas dan Kadar Protein  
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Lampiran 2. Bagan Kerja  

 

A. Skrining dan Identifikasi Bakteri Termofilik Asal Sumber Air Panas Lejja 

Kabupaten Sopeng Sulawesi Selatan 

 

 

 

- dimasukkan ke dalam LB cair sebanyak 

1 mL 

- diinkubasi pada suhu 45 ̊ C, 24 jam dalam 

shaker inkubator 150 rpm 

- disebar diatas permukaan medium LB 

padat sebanyak 200 μL 

- digores beberapa kali pada media LB 

padat kemudian diinkubasi pada suhu 45 

ºC hingga diperoleh koloni tunggal. 

 

 

 

 

- digores 2-3 ose pada medium selektif 

inulinase 

- diinkubasi pada suhu 45 ˚C selama 48 

jam 

 

 

 

- diidentifikasi secara molekuler dengan 

mengggunakan gen 16S rRNA 

 

 

Sampel air dari sumber air panas Lejja Kabupaten Soppeng 

Isolat bakteri termofilik terpilih 

Isolat bakteri penghasil inulinase 

Data hasil identifikasi bakteri 
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B. Optimalisasi Produksi Bakteri Termofilik Penghasil Inulinase 

………………Sumber Air Panas Lejja 

 

 

 

- Dikultur selama 24 jam 

 

 

 

- Dimasukkan kedalam medium produksi 

steril dan dilakukan berdasarkan 

rancangan faktorial metode RSM 

- Divariasikan konsentrasi substrat 

- Divariasikan pH medium 

- Divariasikan waktu fermentasi 

- Masing-masing medium produksi 

dimasukkan kedalam shaker incubator 

pada suhu 45 ˚C selama 48 jam dengan 

kecepatan 150 rpm 

- Disentrifugasi pada kecepatan 3500 rpm 

selama 30 menit 

 

 

 

 

- Diuji kadar gula (Aktivitas Inulinase) 

- Dianalisis kadar protein 

- Dianalisis gugus fungsi dengan FTIR 

 

 

  

  

Data uji kadar gula dan kadar protein 

Isolat bakteri penghasil inulinase 

Isolat bakteri penghasil inulinase segar 

Enzim inulinase ekstrak kasar 



50 
 

Lampiran 3. Lokasi Pengambilan Sampel 
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Lampiran 4. Karakteristik struktur inulin dengan FTIR 

 

Standar inulin 

 

Sampel isolat 1 
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Sampel isolate 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 5. Urutan nukleotida dan kromatogram gen 16S rRNA 

 

 

Kromatogram 
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Lampiran 6. Reaksi Gula Reduksi dengan Reagen DNS 
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Lampiran 7. Tabel dan Perhitungan 

1. Uji aktivitas Inulinase dengan metode RSM 

• Pembuatan deret standar Fruktosa  

 

Konsentrasi Fruktosa mg/mL Absorbansi (λ= 499 nm) 

0,1 0,541 

0,2 0,935 

0,4 1,543 

0,6 2,134 

0,8 2,633 

 

• Kurva standar fruktosa 

 

 

  

y = 2,9725x + 0,3088
R² = 0,9959

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

A
b
so

rb
an

si

konsentrasi Fruktosa mg/L

abs (λmaks 499)

Series1

Linear (Series1)
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• Data hasil uji aktivitas Inulinase 

Run 

Order 

Waktu 

Inkubasi (Jam) 

Konsentrasi 

Substrat (%) 
pH 

 

 

Absorbansi 

 

Aktivitas 

Inulinase 

U/mL 

1 3 7 7 1,994 15,281 

2 12 3 5 1,580 11,879 

3 12 3 8 1,528 11,393 

4 12 12 8 1,890 14,776 

5 12 12 5 1,914 15,000 

6 25 7 7 1,837 14,281 

7 25 7 7 2,085 16,598 

8 25 15 7 2,497 20,449 

9 25 7 7 1,991 15,720 

10 25 7 4 1,945 15,290 

11 25 7 7 2,077 16,524 

12 25 7 7 2,069 16,449 

13 25 7 10 0,983 6,300 

14 25 0,5 7 1,355 9,777 

15 25 7 7 1,888 14,757 

16 38 3 5 1,801 13,944 

17 38 3 8 1,511 11,234 

18 38 12 5 1,740 13,374 

19 38 12 8 1,639 12,431 

20 48 7 7 0,980 6,274 

 

• Perhitungan uji aktivitas inulinase melalui persamaan regresi 

 

Y  = ax+b            

 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
𝑌 −𝑏

a x  BM Fruktosa x t 
 𝑥 𝑃 𝑥 1000       
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Keterangan: y   = absorbansi pada panjang gelombang maksimum 

a = slope kurva standar fruktosa; 

b  = intersep dengan sumbu x kurva standar fruktosa; 

BM fruktosa  = berat molekul fruktosa (180,1 gr/mol); 

P = Faktor pengenceran  

t = waktu reaksi (menit) 

 

1. Run order 1 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,994 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 15,281 

2. Run order 2 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,580 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 11,879 

3. Run order 3 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,528 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 11,393 

4. Run order 4 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,890 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 14,776 

5. Run order 5 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,914 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 15,000 

6. Run order 6 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,837 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 14,281 

7. Run order 7 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
2,085 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 16,598 
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8. Run order 8 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
2,497 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 20,449 

9. Run order 9 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,991 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 15,720 

10 Run order 10 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,945 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 15,290 

11. Run order 11 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
2,077 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 16,524 

12. Run order 12 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
2,067 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 16,449 

13. Run order 13 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
0,983 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 6,300 

14. Run order 14 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,355 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 9,777 

15. Run order 15 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,888 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 14,757 

16. Run order 16 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,801 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 
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     = 13,944 

17. Run order 17 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,511 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 11,234 

18. Run order 18 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,740 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 13,374 

19. Run order 19 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
1,639 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 12,431 

20. Run order 20 

Aktivitas enzim (U/mL)  = 
0,980 −0,3088

2,9725 x  180 x 2 
 𝑥 10 𝑥 1000 

 

     = 6,274 

 

 

 

2. Penentuan kadar Protein  

• Pembuatan deret standar BSA 

 

Konsentrasi BSA mg/mL Absorbansi (λ= 720 nm) 

0,02 0,138 

0,04 0,233 

0,08 0,412 

0,16 0,703 

0,32 1,131 
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• Kurva standar BSA 

 

 

 

• Data hasil Penentuan kadar protein 

Run 

Order 

Waktu 

Inkubasi (Jam) 

Konsentrasi 

Substrat (%) 
pH 

 

 

Absorbansi 

 

Kadar 

Protein 

mg/mL 

1 3 7 7 0,182 0,1976 

2 12 3 5 0,243 0,3838 

3 12 3 8 0,256 0,4235 

4 12 12 8 0,409 0,807 

5 12 12 5 0,464 1,0586 

6 25 7 7 0,178 0,1853 

7 25 7 7 0,181 0,1943 

8 25 15 7 0,373 0,7807 

9 25 7 7 0,191 0,2250 

10 25 7 4 0,535 1,2754 

y = 0,32751x + 0,1173
R² = 0,9872

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0 0,1 0,2 0,3 0,4

A
b
so

rb
an

si

Konsentrasi mg/mL

abs (λmaks 729)

Series1

Linear (Series1)
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11 25 7 7 0,178 0,1853 

12 25 7 7 0,188 0,2159 

13 25 7 10 0,208 0,2769 

14 25 0,5 7 0,165 0,1456 

15 25 7 7 0,177 0,1823 

16 38 3 5 0,289 0,5243 

17 38 3 8 0,249 0,4021 

18 38 12 5 0,445 1,0006 

19 38 12 8 0,306 0,5762 

20 48 7 7 0,166 0,1487 

 

• Perhitungan kadar protein 

 

Contoh perhitungan kadar protein dan aktivitas spesifik pada run order 1 

Kadar Protein 

Y   = ax+b  

x      = 
y - 0,1173

3,275
 

        x     = 
0,182 - 0,1173

0,3275
 

    = 0,1976 mg/mL 

Sehingga dapat dihitung aktivitas spesifik Inulinase pada run order 1 

Aktivitas spesifik (U/mg protein) = 
aktivitas enzim

kadar protein
 

    = 
15,281 x 0,25

0,1976 x 0,25
 

   =77,35 U/mg 
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• Data Hasil Penentuan Aktivitas Spesifik Inulinase 

Run 

Order 

Waktu 

Inkubasi (Jam) 

Konsentrasi 

Substrat (%) 
pH 

 

Aktivitas Spesifik 

Inulinase U/mg 

1 3 7 7 77,35 

2 12 3 5 30,95 

3 12 3 8 26,90 

4 12 12 8 16,59 

5 12 12 5 14,17 

6 25 7 7 77,05 

7 25 7 7 85,34 

8 25 15 7 26,19 

9 25 7 7 69,85 

10 25 7 4 11,99 

11 25 7 7 89,15 

12 25 7 7 76,20 

13 25 7 10 22,75 

14 25 0,5 7 67,12 

15 25 7 7 80,96 

16 38 3 5 26,60 

17 38 3 8 27,94 

18 38 12 5 13,37 

19 38 12 8 21,57 

20 48 7 7 42,18 
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Lampiran 8. Foto Penelitian 

A. Titik pengambilan sampel sumber air panas Lejja Kabupaten Soppeng, 

Sulawesi Selatan 

 

 

B. Hasil pertumbuhan bakteri pada medium Luria Bertani cair menunjukkan 

kekeruhan pada media 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

C. Hasil pertumbuhan bakteri pada medium Luria Bertani padat 

  

 

D. Pertumbuhan bakteri pada medium selektif inulinase 
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E. Optimalisasi produksi dengan desain eksperimen metode RSM 

 

F. Uji aktivitas Inulinase 

 

 

 

G. Penentuan Kadar Protein 

 

 


