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LAMPIRAN

Lampiran 1a. Hasil Pengukuran Berat Kering Media Fermentasi dari Kultur
Aspergillus oryzae

PERLAKUAN ulangan | ulangan Total rerata

SUHU WAKTU | I
A1 (pemanasan | BO(Ojam) | 0326 | 0.339 | 0.665 | 0.332
121°C selama | B1(24jam) | 0.308 | 0.299 | 0.608 | 0.304
30 menit+ B2(48jam) | 0.278 | 0.292 | 0.571 | 0.285
Aspergillus B3(72jam) | 0.289 | 0.274 | 0.563 | 0.282
oryzae ) B4(96jam) | 0.249 | 0.269 | 0.518 | 0.259
A2 (pemanasan | BO (Ojam) | 0.36 0.424 | 0.784 | 0.391
100°C selama | B1 (24jam) | 0.361 0.386 | 0.748 | 0.374
90 menit+ B2(48jam) | 0.281 0.314 | 0.595 | 0.297
Aspergillus B3(72jam) | 0.268 | 0.311 | 0.579 | 0.289
oryzae) B4(96jam) | 0.289 | 0.256 | 0.545 | 0.272
A3 (pemanasan | BO (Ojam) | 0.322 | 0.358 | 0.680 | 0.340
100°C selama | B1(24jam) | 0.335 | 0.317 | 0.653 | 0.326
60 menit+ B2(48jam) | 0.291 0.312 | 0.603 | 0.302
Aspergillus B3(72jam) | 0.299 | 0.279 | 0.578 | 0.289
oryzae) B4(96jam) | 0.252 | 0.286 | 0.538 | 0.269

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi

Pangan, 2013.




Lampiran 1b. Hasil Pengukuran Berat Kering Media Fermentasi dari Kultur

Aspergillus niger

PERLAKUAN ulangan | ulangan Total | rerata
SUHU WAKTU I Il
BO (0 jam) 0.38 0.38 0.76 0.38
Al(pemanasan  "'Bq"54jam) | 0.35 | 035 | 0.7 | 035
121°C selama 30 .
menit + Aspergillus B2(48jam) 0.29 0.31 0.6 0.3
niger) B3(72jam) 0.27 0.27 0.54 0.27
B4(96jam) 0.25 0.27 0.52 0.26
BO (0 jam) 0.33 0.31 0.64 0.32
A2 (pemanasan "By (24iam) | 029 | 0.31 0.6 0.3
100°C selama 90 ;
menit+ Aspergillus B2(48jam) 0.28 0.3 0.58 0.29
niger) B3(72jam) 0.29 0.27 0.56 0.28
B4(96jam) 0.26 0.28 0.54 0.27
100°C selama 60 | B1 (24jam) | 0.26 0.26 0.52 0.26
menit+ Aspergillus | B2(48jam) 0.24 0.26 0.5 0.25
niger) B3(72jam) 0.22 0.22 0.44 0.22
B4(96jam) 0.22 0.2 0.42 0.21

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.

Lampiran 2a. Kurva Standar Aktivitas Enzim a-amilase
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Lampiran 2b. Kurva Standar Aktivitas Enzim glukoamilase
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Lampiran 3a. Hasil Analisa Aktivitas Enzim a-amilase dari kultur
Aspergillus oryzae

PERLAKUAN ulangan | | ulangan Il Total Rerata
SUHU WAKTU (mg) (mg)
A1 B1 (24jam) 31.322 31.681 | 63.003 | 31.502

(pemanasan | B2(48jam) 39.727 40.005 | 79.731 | 39.866
121°C selama | B3(72jam) 38.553 38.937 | 77.490 | 38.745
30 menit) B4(96jam) 53.514 53.204 | 106.718 | 53.359

A2 B1 (24jam) 27.867 28.085| 55.952 | 27.976
(pemanasan | B2(48jam) 29.799 30.157 | 59.956 | 29.978

100°C selama | B3(72jam) 25.635| 26.005| 51.640 | 25.820
90 menit) | B4(96jam) 27.733| 27.533| 55.266 | 27.633

A2 B1 (24jam) 27.008 27.497 | 54.506 | 27.253
(pemanasan | B2(48jam) 36.341 36.61 | 72.951 | 36.476
100°C selama | B3(72jam) 35.462 35.091 | 70.553 | 35.277
60 menit) B4(96jam) 22.455 22.853 | 45.308 | 22.654

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.



Lampiran 3b. Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim a-amilase dari kultur
Aspergillus oryzae

Sumber . F
keragaman DB JK KT Fhitung F 5% 1%
Suhu 2 | 760.667 | 380.33 | 6472.156** | 3.89 | 6.93
Waktu inkubasi 3 | 150.889 | 50.296 | 855.892** | 3.49 | 5.95
Interaksi -
(suhu&waktu) 6 | 626.254 | 104.37 | 1776.165 3 4.82
Galat 12 0.705 | 0.0588
Total 23 | 1538.51 | 66.892
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyatapada taraf 5% dan taraf 1%,
KK =0.733

Lampiran 3c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama
Pemanasan terhadap Aktivitas Enzim a-amilase dari
kultur Aspergillus oryzae.

BJND
Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan 5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) C C
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) a A
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) b B

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.

Lampiran 3d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi
terhadap Aktivitas Enzim a-amilase dari
kultur Aspergillus oryzae.

BJND
LAMA INKUBASI 59 1%
B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) d D
B3 (72 jam) b B
B4 (96 jam) C C

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.



Lampiran 3e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi
Suhu Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas
Enzim a-amilase dari kultur Aspergillus oryzae.

Perlakuan BJND

Suhu Lama inkubasi 5% 1%

B1 (24jam) g G

A1 (Pemanasan 121°C B2(48jam) K K
selama 30 menit) B3(72jam) j J
B4(96jam) I L
. B1 (24jam) de DE
g 7
B3(72jam) B
B4(96jam) cd CD

. B1 (24jam) c C
Qe A R —
B3(72jam) h H

B4(96jam) a A

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.

Lampiran 4a. Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim a-amilase dari kultur
Aspergillus niger

PERLAKUAN ulangan | ulangan

SUHU WAKTU | (mg) Il (mg) | TOTAL | Rerata

A1 (Pemanasan | B1(24jam) | 41.827 | 41.981| 83.808 | 41.904
121°C selama 30 | B2(48jam) | 47.902| 47.544 | 95.446 | 47.723
menit) B3(72jam) | 54.719| 54.918 | 109.637 | 54.818
B4(96jam) | 59.098 | 58.788 | 117.886 | 58.943

A2 (Pemanasan | B1 (24jam) | 55.272| 55.582 | 110.854 | 55.427
100°C selama 90 | B2(48jam) | 60.171| 59.634 | 119.805 | 59.902

menit) B3(72jam) | 66.543 | 67.521 | 134.064 | 67.032
B4(96jam) | 69.328 | 68.560 | 137.888 | 68.944

A3 (Pemanasan | B1(24jam) | 24.869 | 24.512| 49.381| 24.690
100°C selama 60 | B2(48jam) | 31.568 | 29.528 | 61.096 | 30.548

menit) B3(72jam) 50.267 | 48.347 | 98.614 | 49.307
B4(96jam) | 45.258 | 44.761| 90.019 | 45.009

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.



Lampiran 4b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim a-amilase dari

kultur Aspergillus niger.

Sumber . o o
coragaman | DB JK KT F hitung | F5% | F1%
Suhu 2 | 2591.187 | 1295.594 | 2977.25** | 3.89 | 6.93
Waktu 3 | 1260.022 | 420.008 | 965.169** | 3.49 | 5.95
inkubasi
Interaksi 6 | 135.24006 | 22.54001 | 51.797** | 3 | 4.82
(suhu&waktu)
Galat 12 | 5222 0.435
Total 23 | 3991.672 | 173.551
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyatapada taraf 5% dan taraf 1%,
KK = 1.31

Lampiran 4c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama Pemanasan

terhadap Aktivitas Enzim a-amilase dari kultur Asperqillus niger

Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan 5% BJND 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) b B
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) C C
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) a A
Keterangan :

tidak beda nyata.

: Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti

Lampiran 4d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap

Aktivitas Enzim a-amilase dari kultur Aspergillus niger.

BJND
LAMA INKUBASI 5% 1%
B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) b B
B3 (72 jam) c C
B4 (96 jam) cd CD
Keterangan :

tidak beda nyata.

: Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti



Lampiran 4e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh
Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim a-
amilase dari kultur Aspergillus niger.

Interaksi Suhu

Perlakuan BJND
suhu lama inkubasi | 5% 1%
B1 (24jam) c C
B2(48jam) e E
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) | B3(72jam) g G
B4(96jam) [ I
B1 (24jam) gh GH
o . B2(48jam) ij IJ
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) B3(72jam) K K
B4(96jam) Kl KL
B1 (24jam) a A
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) | B2(48jam) b B
B3(72jam) ef EF
B4(96jam) d D

Keterangan :

Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.

Lampiran 5a. Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur

Aspergillus oryzae

PERLAKUAN Ulangan | | Ulangan Il | Total | Rerata

SUHU WAKTU (mg) (mg) (mg) | (mgQ)
A1 B1 (24jam) 1.014 1.002 2.016 | 1.008
(Pemanasan B2(48jam) 1.054 1.079 2.133 | 1.067
30 menit) B4(96jam) 1.801 1.888 3.689 | 1.844
A2 B1 (24jam) 0.869 0.892 1.761 | 0.880
(Pemanasan | B2(48jam) 1.238 1.238 2477 | 1.238
100°C selama | B3(72jam) 1.764 1.788 3.552 | 1.776
90 menit) B4(96jam) 1.933 1.946  |3.879| 1.939
A3 B1 (24jam) 1.026 1.042 2.068 | 1.034
(Pemanasan | B2(48jam) 1.589 1.614 3.203 | 1.601
100°C selama | B3(72jam) 1.746 1.752 3.498 | 1.749
60 menit) B4(96jam) 1.92 2.375 | 4.295| 2.147

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.



Lampiran 5b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim glukoamilase
dari kultur Aspergillus oryzae

Sumber keragaman | DB | JK KT Fhitung F5% | F1%
Suhu 2 | 0560 | 0.28 | 30.985** | 3.89 | 6.93
Waktu inkubasi 3 13.213 | 1.071 | 118.482* | 3.49 5.95

Interaksi o
(suhu&waktu) 6 | 0417 | 0.0695 | 7.689 3 4.82
Galat 12 | 0.108 | 0.009
Total 23 | 4.299 | 0.187
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyata pada taraf 5% dan taraf 1%,
KK = 6.56

Lampiran 5c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama Pemanasan
terhadap Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur
Aspergillus oryzae

BJND
Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan 5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) a A
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) ab AB
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) bc BC

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.

Lampiran 5d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap
Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur Aspergillus oryzae.

BJND

LAMA INKUBASI oL %
B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) b B
B3 (72 jam) be BC
B4 (96 jam) d D

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.



Lampiran 5e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi Suhu
Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim
glukoamilase dari kultur Aspergillus oryzae.

Perlakuan BJND
suhu lama inkubasi | 5% 1%
B1 (24jam) ab AB
o , B2(48jam) cd CD
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) B3(72jam) de DE
B4(96jam) ij 1J
B1 (24jam) a A
o . B2(48jam) ef EF
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) B3(72jam) hi ai
B4(96jam) jk JK
B1 (24jam) bc BC
o . B2(48jam) g G
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) B3(72jam) gh GH
B4(96jam) kl KL

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti

tidak beda nyata.

Lampiran 6a. Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur
Aspergillus niger

PERLAKUAN ulangan | | ulangan Il Total | Rerata
SUHU WAKTU (mg) (mg)
A1 B1 (24jam) | 1.730 1.740 | 3.470| 1.735
(Pemanasan | B2(48jam) | 2.134 2.088 | 4.222 | 2.111
121°C selama | B3(72jam) | 2.409 2.384 | 4.793 | 2.397
30 menit) B4(96jam) | 2.529 2635 | 5164 | 2.582
A2 B1 (24jam) | 2.382 2369 | 4.751| 2.376
(Pemanasan | B2(48jam) | 2.519 2519 |5.038| 2.519
100°C selama | B3(72jam) | 2.973 2989 | 5962 | 2.981
90 menit) B4(96jam) | 3.213 3.312 [ 6.525| 3.263
A3 B1 (24jam) | 2.111 2.076 | 4.187 | 2.094
(Pemanasan | B2(48jam) | 2.196 2.267 | 4.463 | 2.231
100°C selama | B3(72jam) | 2.954 2.941 | 5.895| 2.948
60 menit) B4(96jam) | 3.383 3.576 | 6.959 | 3.479

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.




Lampiran 6b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim glukoamilase
dari kultur Aspergillus niger

kesrgg“abn‘f;n DB | JK KT Fhitung | F5% | F 1%
Suhu 2 1.536 0.768 | 271.694** | 3.89 | 6.93
Waktu inkubasi 3 3.978 1.326 | 469.065"* | 3.49 | 5.95
Interaksi o
(suhu&wakiu) 6 0.36 0.06 21.226 3 4.82
Galat 12 | 0.034 | 0.0028
Total 23 | 5.9085 | 0.257
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyatapada taraf 5% dan taraf 1%,
KK =2.08

Lampiran 6c¢. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama Pemanasan
terhadap Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur
Aspergillus niger

BJND
Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan 5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) b B
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) C C
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) a A

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.

Lampiran 6d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap
Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur Aspergillus niger.

BJND
LAMA INKUBASI o %
B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) b B
B3 (72 jam) c C
B4 (96 jam) d D

Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.



Lampiran 6e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh

Interaksi Suhu

Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim
glukoamilase dari kultur Aspergillus oryzae.

Perlakuan BJND
suhu lama inkubasi 5% 1%
B1 (24jam) a A
A1 (Pemanasan 121°C B2(48jam) bc BC
selama 30 menit) B3(72jam) ef EF
B4(96jam) gh GH
B1 (24jam) e DE
A2 (Pemanasan 100°C B2(48jam) fg FG
selama 90 menit) B3(72jam) J J
B4(96jam) k K
B1 (24jam) b B
A3 (Pemanasan 100°C B2(48jam) cd CD
selama 60 menit) B3(72jam) [ I
B4(96jam) I L

Keterangan :

tidak beda nyata

Lampiran 7a. Hasil Rekapitulasi Aktivitas Enzim a-amilase

Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti

PERLARLAT cx-:rﬁ;;se Staqdar a-:niiti?;se Staqdar
SUHU WAKTU (A. niger) Deviasi (A. oryzae) Deviasi
A1 B1 (24jam) | 41.904 0.109 31.502 0.253
(121°C, 30 | B2(48jam) | 47.723 0.253 39.866 0.197
menit) B3(72jam) 54.818 0.211 38.745 0.272
B4(96jam) 58.943 0.146 53.359 0.219

A2 B1 (24jam) | 55.427 0.219 27.976 0.154
(100°C, | B2(48jam) | 59.902 0.38 29.978 0.253
90menit) | B3(72jam) | 67.032 0.691 25.820 0.262
B4(96jam) | 68.944 0.543 27.633 0.141

A3 B1 (24jam) | 24.690 0.253 27.253 0.346
(100°C, B2(48jam) 30.548 1.442 36.476 0.190
60menit) B3(72jam) 49.307 1.358 35.277 0.262
B4(96jam) | 45.009 0.352 22.654 0.282

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.



Lampiran 7b. Hasil Rekapitulasi Aktivitas Enzim glukoamilase

PERLRUAN gluk'co)\:x'ilase Stan_da_r glukﬁzmlase Stan_da_r
SUHU WAKTU (A. niger) Deviasi (A. oryzae) Deviasi
A1 B1 (24jam) 1.735 0.007 1.008 0.008
(121°C, 30 | B2(48jam) 2.111 0.033 1.067 0.017
menit) B3(72jam) 2.397 0.018 1.117 0.0087
B4(96jam) 2.582 0.075 1.844 0.061

A2 B1 (24jam) 2.376 0.009 0.880 0.0165
(100°C, B2(48jam) 2.519 0.000 1.238 0.000
90menit) | B3(72jam) 2.981 0.011 1.776 0.017
B4(96jam) 3.263 0.070 1.939 0.009

A3 B1 (24jam) 2.094 0.025 1.034 0.011
(100°C, B2(48jam) 2.231 0.050 1.601 0.016
60menit) | B3(72jam) 2.948 0.009 1.749 0.004
B4(96jam) 3.479 0.134 2.147 0.321

Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.

Lampiran 8. Rumus Perhitungan Aktivitas Enzim a-amilase
Y = 6.375x - 0.054
dari persamaan kurva standar, akan diperoleh nilai x
»0,1gr—x =a
»aXFp =b

b f f
100
» X lama inkubasi

Keterangan
Fp = Faktor pengenceran = 20
Lama inkubasi = 5 menit

Lampiran 9. Prosedur Pembutan Buffer Fosfat (pH 5)
Larutan stok:

X = asam sitrat (0.1 M)

Y = asam fospat/Na;HPO4 (0,2 M)




Untuk membuat buffer fosfat pH 5 maka dilakukan
pencampuran pada larutan X dan Y:

X Y pH
10,1 mi 18,3 ml
(kemudian dilarutkan dalam 1 L (kemudian dilarutkan dalam 1L 5
aquadest) aquadest)

Lampiran 10. Prosedur Pembuatan Buffer Asetat (pH 5,5; 50mM)

Larutan stok:

X = 0,2 M Asam asetat / 11,55 ml per Liter
Y = 0,2 M Natrium asetat/ 16,4 gram dalam 1 liter

X Y pH
14,8 ml 35,2 ml 5

pH buffer disesuaikan dengan menambahkan Natrium asetat sampai pH

larutan mencapai ph 5,5.

Lampiran 11. Prosedur Pembuatan Larutan Lugol

2 =3¢gr
KI  =30g¢r

Kedua bahan tersebut dicampur dan dilarutkan dalam 1 L aquadest

Lampiran 12. Gambar Kulit Kakao Basah dan Kulit Kakao Kering




Kampiran 13. Gambar Larutan Mineral

Lampiran 15. Gambar Media Pertumbuhan Kapang Aspergillus oryzae
dan Aspergillus niger.




Lampiran 16. Proses Pembotolan Enzim




