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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Sampel air panas dan sedimen dari sumber air panas
Panggo, Sinjai, Sulawesi Selatan

Pembuatan media (media luria broth cair, media luria broth padat, media
suplemen, media selektif, serta media inokulum dan produksi)

Sterilisasi alat dan media dengan autoclave selama 15 menit pada tekanan

15-20 psi

Isolasi dan pemurnian pada
media seleksi agar

Karakterisasi sifat morfologi
dan biokimia isolat terpilih

Optimasi produksi enzim dalam

media inokulum

Media produksi
|

Pengukuran optical density (OD)

Ekstrak kasar
enzim

Suhu optimum

Karakterisasi [

pH Optimum

Konsentrasi

substrat optimum

Pengaruh ion logam

Uji aktivitas enzim
dengan metode
Fajriah

Penentuan kadar
protein dengan
metode Lowry

Stabilitas pH dan suhu
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Lampiran 2. Bagan Kerja

1. Pengambilan Sampel

Sampel air panas dan sedimen

Sampel

2. Pembuatan Media

termometer.

- Disimpan ke dalam cool box.

2.1 Pembuatan Media Luria Bertani Broth

Yeast extract 0,1%

NaCl 0,1%

Pepton 0,1%

- Diukur pH menggunakan pH universal dan suhunya dengan

- Dimasukkan ke dalam botol steril dan diberi label.

Dilarutkan dengan 100 mL akuades di dalam erlenmeyer

dan diatur hingga pH 7 dengan penambahan asam/basa.

Disterilkan di dalam autoclave selama 15 menit 15-20 Psi.

Didinginkan.

Media luria Bertani broth

2.2 Pembuatan Media Luria Bertani Agar

Yeast extract 0,05%

NaCl 0,1%

Pepton 0,01%

Bakto agar 1,5%

Dilarutkan dengan 100 mL akuades di dalam erlenmeyer

dan diatur hingga pH 7 dengan penambahan asam/basa.

Disterilkan di dalam autoclave selama 15 menit 15-20 Psi.

Dituang ke dalam cawan petri steril, lalu didinginkan.

Media luria Bertani agar
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2.3 Pembuatan Media Suplemen

Yeast extract 0,2%, NaCl 0,05%, pepton 1%, bakto agar 2%, KH2PO4 0,01%,

MgS0,4.7H20 0,05%, dan CaCl, 0,015%

Dilarutkan dengan 100 mL akuades di dalam erlenmeyer
dan diatur hingga pH 7 dengan penambahan asam/basa.
Disterilkan di dalam autoclave selama 15 menit 15-20 Psi.

Dituang ke dalam cawan petri steril, lalu didinginkan.

Media suplemen

2.4 Pembuatan Media Selektif

Yeast extract 0,2%, NaCl 0,05%, pepton 1%, bakto agar 2%, KH2PO4 0,01%,
MgS0..7H20 0,05%, CaCl, 0,015%, dan xantin 0,5%

Dilarutkan dengan 100 mL akuades di dalam erlenmeyer
dan diatur hingga pH 7 dengan penambahan asam/basa.
Disterilkan di dalam autoclave selama 15 menit 15-20 Psi.

Dituang ke dalam cawan petri steril, lalu didinginkan.

Media selektif

2.5 Pembuatan Media Inokulum dan Produksi

Yeast extract 0,2%, NaCl 0,05%, pepton 1%, KH2PO4 0,01%,
MgS0..7H,0 0,05%, CaCl, 0,015%, dan xantin 0,5%

Dilarutkan dengan akuades di dalam erlenmeyer dan diatur
hingga pH 7 dengan penambahan asam/basa.
Disterilkan di dalam autoclave selama 15 menit 15-20 Psi.

Didinginkan.

Media inokulum dan produksi
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3. Pembuatan Larutan Standar Asam Urat dan Penentuan Amaks

100 mg serbuk
asam urat

Dilarutkan ke dalam 30 mL buffer fosfat pH 8.
Dimasukan ke dalam labu ukur 100 mL lalu ditambahkan
buffer fosfat pH 8 hingga tanda batas, dihomogenkan.

Larutan induk
100 pg/mL

Diencerkan menjadi beberapa variasi konsentrasi.

Diukur serapan standar asam urat pada panjang
gelombang 200-400 nm menggunakan spektrofotometer
UV-Vis.

Data

Catatan : Penentuan panjang gelombang maksimum ditentukan dengan membuat

variasi konsentrasi standar asam urat 0,25; 0,5; 1; 2; dan 4 pug/mL.
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4. lsolasi dan Skrining Bakteri Termofilik

1 mL sampel air panas dan sedimen

Dimasukkan ke dalam media luria Bertani broth pada
erlenmeyer sebanyak 1 mL.
Dikocok dengan shaker incubator (50 °C, 150 rpm, 24 jam).

Biakan media pengaya

Disebar sebanyak 300 pL ke dalam cawan petri berisi media
luria Bertani agar, lalu diinkubasi (50 °C, 1-3 hari).

Koloni bakteri

Diambil dan digores ke dalam cawan petri yang mengandung
media suplemen, lalu diinkubasi (50 °C, 1-3 hari).

Isolasi dilakukan berulang-ulang sampai diperoleh isolat
tunggal (kultur murni).

Isolat tunggal

Diambil dan digores ke dalam media selektif.
Diinkubasi (50 °C, 1-3 hari), diamati.

Isolat terpilih

5. Karakterisasi Sifat Morfologi dan Biokimia Isolat Terpilih

Isolat terpilih

Dilakukan uji pewarnaan Gram menggunakan pewarna kristal
violet dan safranin untuk menentukan sifat Gram.

Dilakukan uji methyl red — VVoges Proskauer (MR-VP), uji sitrat
menggunakan media Simmons citrate agar (SCA), uji NacCl
6,5%, uji arabinosa, dan uji manitol untuk menentukan sifat

biokimia.

Hasil
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6. Optimasi Produksi Enzim Xantin Oksidase

Isolat terpilih

Disuspensi ke dalam media inokulum dan dikocok pada shaker
incubator (50 °C, 150 rpm, 24 jam).

Inokulum aktif

Dimasukkan 10% ke media produksi dan diinkubasi (50 °C,
1-5 hari).

Dilakukan sampling setiap 12 jam.

Suspensi bakteri

Dilakukan pengamatan pertumbuhan bakteri (OD).
Disentrifugasi dingin (4.500 rpm, 4 °C, 5 menit).

Filtrat (ekstrak kasar enzim) Residu

Dilakukan uji aktivitas enzim, penentuan kadar protein, dan

karakterisasi ekstrak kasar enzim XO.

Data

7. Uji Aktivitas Enzim Xantin Oksidase

3,9 mL buffer fosfat 2 mL substrat xantin
02MpH?7 0,1 mM

| 0,1 mL ekstrak

. ] _ kasar enzim
- Diprainkubasi (50 °C, 10 menit). |

- Dihomogenkan, lalu diinkubasi (50 °C, 30 menit).
- Ditambahkan 1 mL HCI 1 M.

- Diukur serapannya pada Amaks.

Data

Catatan: Asam urat dengan konsentrasi 0,25-4 pg/mL digunakan sebagai larutan
standar, sedangkan akuades digunakan sebagai kontrol.
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8. Penentuan Kadar Protein Enzim Xantin Oksidase

2 mL ekstrak kasar enzim

- Ditambahkan 2,75 mL Lowry B, dihomogenkan.
- Didiamkan pada suhu kamar selama 15 menit.
- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A, dihomogenkan.
- Didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit.

- Diukur serapannya pada Amaks.

Data

Catatan: Larutan standar protein menggunakan BSA (bovine serum albumin) pada
kisaran konsentrasi 0,05-0,8 mg/mL dan akuades sebagai blanko.
Dilakukan prosedur yang sama.

9. Karakterisasi Ekstrak Kasar Enzim Xantin Oksidase

9.1 Penentuan pH Optimum

2 mL substrat xantin

3,9 mL buffer pH 4; 0,1 mM

5:6;7;dan 8

0,1 mL ekstrak
kasar enzim

|
- Dihomogenkan, lalu diinkubasi (50 °C, 30 menit).
- Ditambahkan 1 mL HCI 1 M.

- Diprainkubasi (50 °C, 10 menit).

- Diukur serapannya pada Amaks.

Data
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9.2 Penentuan Suhu Optimum

optimum

3,9 mL buffer pH

2 mL substrat xantin
0,1 mM

0,1 mL ekstrak

kasar enzim

Diprainkubasi (40 °C, 45°C, 50°C,
55°C, dan 60 °C, 10 menit).

Dihomogenkan, lalu diinkubasi (suhu masing-masing,
30 menit).
Ditambahkan 1 mL HCI 1 M.

Diukur serapannya pada Amaks.

Data

9.3 Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum

3,9 mL buffer pH

2 mL substrat xantin (0,05 mM;
0,1 mM; 0,15 mM:; 0,20 mM;

0,1 mL ekstrak

| kasar enzim

optimum 0,25 mM: 0,3 MM, dan 0,35 mM)
- Diprainkubasi (suhu optimum, 10 menit).
- Dihomogenkan, lalu diinkubasi (suhu optimum, 30 menit).
- Ditambahkan 1 mL HCI 1 M.
- Diukur serapannya pada Amaks.
Data

9.4 Penentuan Pengaruh lon Logam

0,1 mL Ca* 3,9 mL buffer pH 2 mL substrat xantin
10 mM (aq) optimum konsentrasi optimum
[
- Diprainkubasi (suhu optimum, 0,1 mL ekstrak
10 menit). kasar enzim
I

- Dihomogenkan, lalu diinkubasi (suhu optimum, 30 menit).

- Ditambahkan 1 mL HCI 1 M.

- Diukur serapannya pada Amaks.

Data
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Catatan: Dilakukan prosedur yang sama pada masing-masing larutan logam Cu?",
Co?*, Ca?*, Ba®*, Na*, dan K* pada konsentrasi 10 mM dan 100 mM.

9.5 Penentuan Stabilitas pH

3,9 mL buffer pH 6 0,1 mL ekstrak kasar

dan 7 enzim

2 mL substrat xantin
konsentrasi optimum

- Diprainkubasi (suhu optimum,

30-150 menit dan 24 jam).

- Dihomogenkan, lalu diinkubasi (suhu optimum, 30 menit).

- Ditambahkan 1 mL HCI 1 M.

- Diukur serapannya pada Amaks.

Data

9.6 Penentuan Stabilitas Suhu

3,9 mL buffer pH 0,1 mL ekstrak kasar

optimum enzim
2 mL substrat xantin
konsentrasi optimum
- Diprainkubasi (50 °C dan 55 °C,
30-150 menit dan 24 jam).
- Dihomogenkan, lalu diinkubasi (suhu masing-masing,
30 menit).
- Ditambahkan 1 mL HCI 1 M.
- Diukur serapannya pada Amaks.
Data
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Lampiran 3. Lokasi Sumber Air Panas Panggo

Air Panas
Panggo Kaloling

Gambar 2. Potret sumber air panas Panggo secara keseluruhan
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Lampiran 4. Tabel dan Perhitungan

1. Penentuan Optical Density (OD)

Tabel 1. Optical Density (OD) pada Asoo

Waktu inkubasi (jam) Absorbansi
0 0,7540
12 0,4920
24 0,6880
36 0,6380
48 0,6580
60 0,8400
72 1,0850
84 1,1090
96 1,1290

108 0,5740
120 0,1740

Diperoleh waktu optimum produksi pada jam ke-96 dengan nilai OD sebesar 1,129.

2. Penentuan Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim XO

Tabel 2. Absorbansi standar asam urat 025
pada_ngl 0.2 y=0,0456x +0,0128
Konsentrasi standar . R*-09976 .
Absorbansi z
asam urat (pg/mL) g o1
0,25 0,0260 g ol
0,5 0,0390
0,05 LW
1 0,0540 -
2 0,1010 0
0 1 2 3 4 5
4 O y 1970 Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 3. Kurva hubungan konsentrasi standar asam
urat (ug/mL) terhadap absorbansi pada Aze1

Aktivitas enzim xantin oksidase dapat dihitung berdasarkan persamaan (1) dan (2)
berikut:

A sampel — A kontrol) — Intercept
[Asam urat](ug/mL) = ( P ) d (1)
Slope
Aktivitas Enzi ( U ) B [Asam urat] X V total @)
tvitas Enzim mL/  Mr Asam urat X t X V enzim
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Keterangan: A sampel = Absorbansi sampel

A kontrol = Absorbansi sampel tanpa enzim

V total = Volume enzim + substrat + buffer + HCI (mL)

t = Waktu inkubasi (menit)

1 Unit = Jumlah enzim yang mengatalisis 1 pmol substrat

per menit pada kondisi tertentu

Contoh perhitungan aktivitas enzim XO pada inkubasi waktu 96 jam:
y = 0,0456x + 0,0128
(A sampel — A kontrol) — Intercept

[Asam urat](pg/mL) = Slope

~ (0,1370 - 0,0370) —0,0128
a 0,0456

= 1,9123 pg/mL

Aktivitas Enzi ( U > B [Asam urat] X V total
fvitas Bhzim mL/  Mr Asam urat X t X V enzim

1,9123 pg/mL x 7 mL
168 ug/umol x 30 menit x 0,1 mL

=0,0266 U/mL

Tabel 3. Aktivitas ekstrak kasar enzim XO per waktu inkubasi

ir\ll\liall:();ii Absorbansi | Absorbansi | [Asam urat] Aktivitas
(Jam) sampel kontrol (ng/mL) (U/mL)
12 0,1190 0,0370 1,5175 0,0211
24 0,1180 0,0370 1,4956 0,0208
36 0,1185 0,0370 1,5066 0,0209
48 0,1190 0,0370 1,4737 0,0211
60 0,1250 0,0370 1,6491 0,0229
72 0,1285 0,0370 1,7259 0,0240
84 0,1330 0,0370 1,8246 0,0253
96 0,1370 0,0370 1,9123 0,0266
108 0,1270 0,0370 1,6930 0,0235
120 0,1180 0,0370 1,4956 0,0208

Diperoleh aktivitas tertinggi pada jam ke-96 yaitu sebesar 0,0266 U/mL.
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3. Penentuan Kadar Protein dan Aktivitas Spesifik Ekstrak Kasar Enzim XO

Tabel 4. Serapan standar BSA pada Aeo1 25
Konsentrasi s y = 0,4276x - 0,347
Standar BSA Absorbansi = R?=09723
(mg/mL) gL
0,05 0,2090 21
0,1 0,4360 0.5
0,2 0,8040 0 -
0,05 0,1 0,2 0.4 0,8
8"81 1’;388 Konsentrasi (mg/mL)

Gambar 4. Kurva hubungan konsentrasi BSA
terhadap absorbansi pada Ago1

Perhitungan kadar protein enzim ditentukan berdasarkan persamaan (3) dan (4)
berikut:

y=ax+b (3)
-b
x=1— xFp (4)
a
Keterangan: y = Absorbansi b =Intercept
X = Kadar protein (mg/mL) FP = Faktor pengenceran

a =Slope

Contoh perhitungan kadar protein dan aktivitas spesifik pada waktu inkubasi
96 jam:
y =0,4276x — 0,3470

_y+0,3470
00,4276

X

~0,2360 + 0,3470
a 0,4276

=1,3634

X

Kadar protein = x x FP = 1,3634 x 10 = 13,6342 mg/mL

Aktivitas enzim (U/mL)
Kadar protein (mg/mL)

Aktivitas Spesifik = 20200 UmL o sor0 us
IVIRAS SPESHIX = 13 6342 mg/mL. me

Aktivitas Spesifik =
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Tabel 5. Kadar protein dan aktivitas spesifik ekstrak kasar enzim XO

_Waktu . | Absorbansi Kada}r Aktivitas Akt'\{'?as
inkubasi X FP protein spesifik
(Jam) ) mgmL) | YD) (Uimg)
12 0,2350 1,3611 10 13,6109 0,0211 0,0016
24 0,2630 1,4266 10 14,2657 0,0208 0,0015
36 0,2740 1,4523 10 14,5229 0,0209 0,0014
48 0,2870 1,4827 10 14,8269 0,0211 0,0014
60 0,2530 1,4032 10 14,0318 0,0229 0,0016
72 0,2860 1,4804 10 14,8036 0,0240 0,0016
84 0,2420 1,3775 10 13,7746 0,0253 0,0018
96 0,2360 1,3634 10 13,6342 0,0266 0,0020
108 0,3200 1,5599 10 15,5987 0,0235 0,0015
120 0,3800 1,7002 10 17,0019 0,0208 0,0012

Diperoleh aktivitas spesifik tertinggi pada jam ke-96 yaitu sebesar 0,002 U/mg.

4. Karakterisasi Ekstrak Kasar Enzim XO
a. Penentuan pH Optimum

Tabel 6. Aktivitas ekstrak kasar enzim XO pada variasi pH

Variasi pH Absorbansi | Absorbansi | [Asam urat] Aktivitas
sampel kontrol (ug/mL) (U/mL)
4 0,1050 0,0160 1,6711 0,0232
5 0,1130 0,0220 1,7149 0,0238
6 0,1260 0,0310 1,8026 0,0250
7 0,1390 0,0390 1,9123 0,0266
8 0,1290 0,0390 1,6930 0,0235

Diperoleh aktivitas tertinggi pada pH 7 yaitu sebesar 0,0266 U/mL.

b. Penentuan Suhu Optimum

Tabel 7. Aktivitas ekstrak kasar enzim XO pada variasi suhu

Variasi suhu | Absorbansi | Absorbansi | [Asam urat] Aktivitas
(°C) sampel kontrol (ng/mL) (U/mL)
40 0,1310 0,0350 1,8246 0,0253
45 0,1420 0,0260 2,2632 0,0314
50 0,1570 0,0330 2,4386 0,0339
55 0,1470 0,0300 2,2851 0,0317
60 0,1370 0,0310 2,0439 0,0284

Diperoleh aktivitas tertinggi pada suhu 50 °C yaitu sebesar 0,0339 U/mL.
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c. Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum

Tabel 8. Aktivitas ekstrak kasar enzim XO pada variasi konsentrasi substrat

variasi .| Absorbansi | Absorbansi | [Asam urat] Aktivitas
konsentrasi sampel kontrol (ng/mL) (U/mL)
(mM)
0,05 0,1640 0,0370 2,5044 0,0348
0,1 0,1660 0,0380 2,5263 0,0351
0,15 0,1790 0,0480 2,5921 0,0360
0,2 0,1960 0,0610 2,6798 0,0372
0,25 0,1908 0,0560 2,6754 0,0372
0,3 0,1897 0,0550 2,6721 0,0371
0,35 0,1866 0,0520 2,6711 0,0371

Diperoleh aktivitas tertinggi pada konsentrasi substrat xantin 0,2 mM yaitu sebesar
0,0372 U/mL.

d. Penentuan Pengaruh Penambahan lon Logam

Tabel 9. Aktivitas ekstrak kasar enzim XO pada variasi ion logam

Variasi ion | Konsentrasi Selisih Aktivitas Aktivitas relatif
logam Klorida (mM) absorbansi (U/mL) (%)

Kontrol - 0,1350 0,0378 100,00
K+ 10 mM 0,0870 0,0229 60,72
100 mM 0,0790 0,0205 54,17
Na' 10 mM 0,1390 0,0390 103,27
100 mM 0,1870 0,0538 142,55
Mg?* 10 mM 0,1360 0,0381 100,82
100 mM 0,1500 0,0424 112,27
Ca?* 10 mM 0,1400 0,0393 104,09
100 mM 0,1550 0,0439 116,37
B2 10 mM 0,0860 0,0226 59,90
100 mM 0,1010 0,0272 72,18
Co?* 10 mM 0,0890 0,0235 62,36
100 mM 0,0710 0,0180 47,63
70t 10 mM 0,0880 0,0232 61,54
100 mM 0,1020 0,0276 73,00

Contoh perhitungan aktivitas relatif (%) KCI (K*) pada konsentrasi 10 mM:

Aktivit atif (%) = Aktivitas dengan KCl < 100%
tvitas relatif (%) = Aktivitas kontrol (tanpa logam) °

0,0229 100% = 60,72%
= —X =
0,0378 0 TR Iee

74



e. Penentuan Stabilitas pH

Tabel 10. Aktivitas ekstrak kasar enzim XO pada variasi pH dan waktu inkubasi

Waktu pH 6 pH 7
inkubasi . _
(menit) Absorban | Aktivitas (U/mL) | Absorban | Aktivitas (U/mL)
0 0,1800 0,0509 0,2330 0,0671
30 0,1720 0,0485 0,2210 0,0634
60 0,1590 0,0445 0,2080 0,0595
90 0,1460 0,0406 0,1930 0,0549
120 0,1400 0,0387 0,1500 0,0418
150 0,1390 0,0384 0,1490 0,0415
24 Jam 0,1330 0,0366 0,1450 0,0403

Contoh perhitungan aktivitas relatif (%) stabilitas pH 7 pada waktu inkubasi

0 menit ke 150 menit:

Aktivitas relatif (%) =

Aktivitas xantin oksidase 150 menit

10,0415
00,0671

=61,85%

x 100%

Aktivitas xantin oksidase 0 menit

x 100%

Aktivitas enzim XO menurun 38% setelah diinkubasi 150 menit.

Perhitungan aktivitas relatif (%) stabilitas pH 7 pada waktu inkubasi 0 menit ke

30 menit:

Aktivitas relatif (%) =

Aktivitas enzim XO menurun 5,5% setelah diinkubasi 30 menit.

Aktivitas xantin oksidase 30 menit

10,0634
00,0671

=94,48%

x 100%

Aktivitas xantin oksidase 0 menit

x 100%
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f. Penentuan Stabilitas Suhu

Tabel 11. Aktivitas ekstrak kasar enzim XO pada variasi suhu dan waktu inkubasi

Waktu 50 °C 55 °C
inkubasi . .
(Menit) Absorban | Aktivitas (U/mL) Absorban | Aktivitas (U/mL)
0 0,2330 0,0671 0,1750 0,0494
30 0,2210 0,0634 0,1590 0,0445
60 0,2080 0,0595 0,1520 0,0424
90 0,1930 0,0549 0,1460 0,0406
120 0,1500 0,0418 0,1400 0,0387
150 0,1490 0,0415 0,1380 0,0381
24 Jam 0,1450 0,0403 0,1200 0,0327

Contoh perhitungan aktivitas relatif (%) stabilitas suhu 55 °C pada waktu inkubasi

0 menit ke 150 menit:

Aktivitas relatif (%) =

Aktivitas xantin oksidase 150 menit

10,0327
00,0494

x 100%

=66,19%

x 100%

Aktivitas xantin oksidase 0 menit

Aktivitas enzim XO menurun 33,8% setelah diinkubasi 150 menit.

Perhitungan aktivitas relatif (%) stabilitas pH 7 pada waktu inkubasi 0 menit ke

30 menit;

Aktivitas relatif (%) =

Aktivitas xantin oksidase 30 menit

10,0445
©0,0494

x 100%

=90,08%

x 100%

Aktivitas xantin oksidase 0 menit

Aktivitas enzim XO menurun 9,9% setelah diinkubasi 30 menit.
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

A A

Proses sampling pada titikengambilan sampel air panas (Sumber Air Panas
Panggo, Kabupaten Sinjai)

Sampel air panas yang dikultur pada media pengaya (LB broth) 100 mL sebanyak
6 erlenmeyer (sesuai jumlah sampel)

Pembuatan media padat pertumbuhan dan hasil pertumbuhan bakteri pada media
padat
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Pembuatan media suplemen dan hasil peremajaan bakteri di media padat
suplemen

Hasil peremajaan bakteri pada media selektif, didapatkan titik A3 dan A31 yang
memiliki aktivitas xantinolitik

Uji pewarnaan Gram dan uji biokimia sederhana
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lanko 2~ Y
- 0 Jam

"

Optimasi produksi enzim XO dan penentuan optical density (OD)

Sentrifugasi dingin untuk memperoleh ekstrak kasar enzim XO

Pengukuran kadar protein pada Aso1
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® No. P/V Wavelength(nm) Abs Comment

1 Peak  291.00 1.092
"2 pek 235.00 0.864
| : 3 Peak 20100 2,509
== T b

Penentuan panjang gelombang maksimum standar asam urat dan pengukuran
aktivitas XO dengan spektrofotometer uv-vis

MJM ’

;}”x - .‘H'd"ﬂtn -
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Karakterisasi ekstrak kasar enzim XO
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