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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Diagram alir penelitian 

 
  

Media Spesifik 

Isolat A.thermoaerophillus isolat K.W.R dari sumber 
air panas Lejja, Kab. Soppeng Sulawesi Selatan 

Seleksi/Pemilihan Isolat 
Potensial 

Inokulum Aktif Penghasil Kitinase 

Produksi Enzim Kitinae 

Ekstrak Kasar Kitinase 
Pemurnian: 
Fraksinasi 

Dialisis 

Enzim Kitnase 

Uji Hidrolisis Kitin Pada 
Dinding Sel Jamur 

Ganoderma sp. 

Data 

 Pemurnian 

 Karakterisasi 

Karakterisasi: 
pH 

Substrat 
Suhu 

Pengaruh Ion Logam 
Stabilitas pH dan Suhu 
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Lampiran 2. Prosedur Kerja 

Pembuatan Medium Luria Broth 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Pembuatan Media Luria Agar 
 

 
 
  

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

Isolasi Mikroba dari Sumber Air Panas 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0,5 % yeast ekstrak, 1 % NaCl, 
1 % pepton 

Media Luria Broth 

- Dilarutkan dengan akuades 100 mL 

- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL 
- Ditutup 
- Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 1210C, 15-20 menit 

0,5 % yeast ekstrak, 1 % NaCl, 1 
% pepton, 1,5 % Bacto Agar 

 

Media Luria Agar 

- Dilarutkan dengan akuades 100 mL 
- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL 
- Ditutup 
- Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 1210C, 15-20 menit 

Koloni Bakteri 

Medium Keruh 

1 mL Sampel Air 

- Dimasukkan ke dalam media pengaya  
- Dikocok dengan menggunakan shaker (24 jam) 
- Diambil 200 µL 

- Disebar di atas permukaan media padat 
- Diinkubasi (50 ⁰C, 0-4 hari) 
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Pembuatan Substrat Koloidal Kitin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pembuatan Media Selektif Kitinolitik 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

20 gram Kitin 
(komersial)  

- Dimasukkan kedalam Erlenmeyer  

- Ditambahkan 300 mL HCl pekat dan dihomogenkan 

- Diinkubasi di dalam lemari pendingin selama 24 jam 

- Ditambahkan akuades 200 mL  

- Disaring dengan glass wool 

Filtrat  

- Dinetralkan dengan 12 N NaOH sampai pH 7 
- Disentrifugasi dengan kecepatan 4.000 rpm selama 10 menit 

Endapan 

- Dibilas dengan akuades 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 4.000 rpm selama 10 menit 

Media Koloidal Kitin 

yeast ekstrak 0,1 %, pepton 0,1 %, CaCl2 0,01 
%, KH2PO4 0,01 %, NaCl 0,1 %, MgSO4.7H2O 
0,01 %, koloidal kitin 0,5 % 
 

Media Selektif 

- Dilarutkan dalam akuades 100 mL (pH 7) 
- Dihomogenkan 
- Dididihkan 
- Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 121 °C, 15-20 Psi) 
- Didinginkan 
- Dituangkan ke dalam cawan petri steril 
-  
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Pemurnian Bakteri 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

Pemilihan Isolat Potensial 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
Uji Morfologi Bakteri Penghasil Enzim Kitinase 

 
 
 
 

  
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Koloni Bakteri 

Koloni Tunggal 

- Digores isolat beberapa kali 
- Diinkubasi (suhu lokasi) 
- Digores kembali isolat tunggal yang diperoleh pada medium selektif 
- Diinkubasi (2-3 hari, suhu optimum)   

Koloni Tunggal 

Isolat Potensial 

-    Digores pada medium selektif 
-    Diinkubasi (2-3 hari) 

 

Isolat Bakteri Termofilik 
Terpilih 

Hasil Karakterisasi 
Bakteri Termofilik 

- Dikarakterisasi morfologinya dengan melakukan 
pengamatan secara mikroskopis dan makroskopis   
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Pembuatan dan Penyiapan Inokulum 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pembuatan Medium Produksi 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

yeast ekstrak 0,5 %, pepton 0,01 %, amonium 
sulfat, CaCl2 0,01 %, KH2PO4 0,01 %, NaCl 0,1 
%, MgSO4.7H2O 0,01 % dan koloidal kitin 0,5 

% 
 

Media Inokulum 
Aktif 

- Dilarutkan dalam akuades 100 mL  
- Dihomogenkan, dipanaskan, dituang ke dalam Erlenmeyer 

steril 
- Diambil 2 hingga 3 ose bakteri yang telah tumbuh dengan baik 
- Diinokulasikan ke dalam medium inokulum yang telah disiapkan 
- Dikocok ke dalam shaker (40 ⁰C, 180 rpm, 18-24 jam) untuk 

diinokulasikan lebih lanjut dalam medium produksi 
 

amonium sulfat 0,7 %, yeast ekstrak 0,05 %, bakto 
pepton 0,1 %, NaCl 0,1 %, KH2PO4 0,01 %, CaCl 0,01 

%, MgSO4.7H2O 0,01 %, koloidal kitin 0,5 % 
 

Medium Produksi 

-     Dilarutkan dengan akuades  500 mL 
-     Dihomogenkan  
-     Disterilkan dengan autoclave. 
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Produksi Ekstrak Kitinase 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
  

Media Inokulum Aktif 

- Diinokulasikan pada medium inokulum yang 
mengandung 0,5  % koloidal kitin 

- Diinkubasi dan dikocok dengan shaker  (45 ⁰C, 
180-200 rpm, 24 jam) 

- Diinokulasikan sebanyak 10 % (v/v) medium 
inokulum ke medium produksi kemudian 
diinkubasi selama 6 hari dengan suhu dan 
kecepatan yang sama untuk medium inokulum 
dan setiap 12 jam dilakukan sampling untuk 
pengukuran OD 

- Diendapkan dengan sentrifius (4 ⁰C, 3500 rpm, 
30 menit) 

- Diukur aktivitas  enzim dan jumlah protein 
terlarut dengan menggunakan metode lowry 
(BSA) 

Hasil 
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Pengukuran Aktivitas Enzim  Kitinase (Natsir et al., 2014)  
 
d 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

 
 
 

 
 
 

 

 

  

Hasil Data 

100 μL  Koloidal 
Kitin (substrat) 

100 μL  Buffer Fosfat pH 
7 

100 μL  Larutan Enzim 

Campuran 

- Dihomogenkan menggunakan vortex] 
- Diinkubasi (55 ⁰C, 30 menit)` 

-  

-  Diambil 200 μL  campuran ke dalam tabung reaksi 
-  Ditambahkan 800 μL  akuades  
-  Ditambahkan 1 mL reagen schales 
-  Ditutup dengan aluminium foil 
-  Dipanaskan pada air mendidih  (15 menit)   
-  Disentrifius (3500 rpm. 4 ⁰C, 10 menit)  
-  Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

maksimum dengan menggunakan glukosamin 
sebagai standar 

 

1 mL enzim kitinolitik 1 mL akuades 1 mL larutan standar 
(BSA) 

Hasil  
(Kadar Protein Enzim 

 

- Dimasukkan masing-masing dalam tabung reaksi 
- Ditambahkan 2,5 mLLowry B 
- Dihomogenkan 
- Didiamkan (10 menit) 
- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A 
- Diinkubasi (30 menit, 25 ⁰C) sesekali dikocok 
- Diukur absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang maksimum 
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Karakterisasi Enzim Kitinase dari Mikroba Termofil 
Penentuan Suhu Optimum 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

- Dihomogenkan menggunakan vorteks 
- Dinkubasi (30 menit) pada kisaran suhu yang bervariasi 

 

100 μL  Enzim,  
 

100 μL Glikol Kitin 100 μL Buffer Fosfat 
0,1 M pH 7 

Campuran 

Suhu Optimum 

- Diambil 200 μL  campuran ke dalam tabung reaksi 
- Ditambahkan 800 μL  akuades  
- Ditambahkan 1 mL reagen schales 
- Ditutup dengan aluminium foil 
- Dipanaskan pada air mendidih  (15 menit)   
- Disentrifius (3500 rpm. 4 ⁰C, 10 menit)  
- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

maksimum dengan menggunakan glukosamin sebagai 
standar 
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Lampiran 3. Tabel Fraksinasi Ammonium Sulfat 
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Lampiran 4. Data 

Hubungan antara OD dan aktivitas kitinase 

Waktu inkubasi (jam) Absorbansi (660nm) 
Aktivitas kitinase 

(U/mL) 

0 0.065 0.002 

12 0.097 0.003 

24 0.252 0.018 

36 0.435 0.090 

48 0.452 0.167 

60 0.427 0.049 

72 0.327 0.031 

84 0.300 0.015 

96 0.261 0.009 

108 0.189 0.003 

120 0.021 0.001 

 

Hubungan antara kadar protein dan aktivitas spesifik 

Waktu inkubasi (jam) 
Kadar protein 

(mg/mL) 
Aktivitas spesifik (U/mg) 

0 0.357 0.006 

12 0.406 0.008 

24 0.629 0.029 

36 0.748 0.121 

48 0.937 0.178 

60 1.282 0.038 

72 1.251 0.025 

84 0.885 0.017 

96 0.866 0.010 

108 0.677 0.005 
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Karakterisasi pH 

 

 

 

Konsentrasi 
pH 

aktivitas 

4 0.0021 

5 0.0022 

6 0.0035 

7 0.0030 

8 0.0012 

9 0.0005 
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Karakterisasi suhu 

 

 

 

 

 

 

Suhu aktivitas 

37 0.0092 

40 0.0094 

45 0.0105 

50 0.0086 

55 0.0075 
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Penentuan substrat optimum 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Konsentrasi 
Substrat (%) 

aktivitas 

0.5 0.0107 

0.75 0.0108 

1 0.0122 

1.25 0.0122 

1.5 0.0122 
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Stabilitas pH 
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0.004

0.006

0.008

0.010

0.012
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e
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U
/m

g
)

Waktu Inkubasi (menit)

pH 6 pH 7

Waktu 
inkubasi(menit) 

pH 6 pH 7 

0 0.0093 0.0068 

30 0.0099 0.0071 

60 0.0100 0.0078 

90 0.0100 0.0078 

120 0.0103 0.0079 

150 0.0099 0.0073 

180 0.0098 0.0073 

210 0.0095 0.0070 
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Stabilitas suhu 
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0.006

0.008
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U
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Waktu Inkubasi (menit)

Suhu 45 Suhu 50

Suhu 45  Suhu 50 

0.0093 0.0089 

0.0099 0.0091 

0.0100 0.0091 

0.0100 0.0091 

0.0103 0.0090 

0.0099 0.0091 

0.0098 0.0090 

0.0095 0.0079 
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Lampiran 5. rRNA_typestrains/16S_ribosomal_RNA 16S ribosomal RNA (Bacteria 
and Archaea type strains) 
 
Job Title:4318396_K.W.R.4.1 
 
 
  
Program: BLASTN  
Query: 4318396_K.W.R ID: lcl|Query_152129(dna) Length: 702 
Database: rRNA_typestrains/16S_ribosomal_RNA 16S ribosomal RNA (Bacteria 
and Archaea type strains) 
Sequences producing significant alignments: 
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>Aneurinibacillus thermoaerophilus strain DSM 10154 16S ribosomal RNA, partial 
sequence 
Sequence ID: NR_112216.1 Length: 1491 
Range 1: 47 to 743 
Score:1234 bits(668), Expect:0.0,  
Identities:690/700(99%),  Gaps:4/700(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus thermoaerophilus strain L420-91 16S ribosomal RNA, partial 
sequence 
Sequence ID: NR_029303.1 Length: 1485 
Range 1: 51 to 747 
Score:1229 bits(665), Expect:0.0,  
Identities:689/700(98%),  Gaps:4/700(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus sediminis strain 1-10M-8-7-50 16S ribosomal RNA, partial 
sequence 
Sequence ID: NR_157740.1 Length: 1414 
Range 1: 25 to 716 
Score:1099 bits(595), Expect:0.0,  
Identities:663/696(95%),  Gaps:4/696(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus danicus strain DB4 16S ribosomal RNA, partial sequence 
Sequence ID: NR_028657.1 Length: 1417 
Range 1: 60 to 742 
Score:1070 bits(579), Expect:0.0,  
Identities:651/686(95%),  Gaps:3/686(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus danicus strain NBRC 102444 16S ribosomal RNA, partial 
sequence 
Sequence ID: NR_114088.1 Length: 1501 
Range 1: 62 to 744 
Score:1066 bits(577), Expect:0.0,  
Identities:650/686(95%),  Gaps:3/686(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus humi strain U33 16S ribosomal RNA, partial sequence 
Sequence ID: NR_169383.1 Length: 1451 
Range 1: 54 to 745 
Score:1066 bits(577), Expect:0.0,  
Identities:657/696(94%),  Gaps:4/696(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus aneurinilyticus ATCC 12856 strain DSM 5562 16S ribosomal 
RNA, partial sequence 
Sequence ID: NR_112215.1 Length: 1489 
Range 1: 66 to 743 
Score:1050 bits(568), Expect:0.0,  
Identities:645/682(95%),  Gaps:6/682(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus aneurinilyticus ATCC 12856 strain DSM 5562 16S ribosomal 
RNA, partial sequence 
Sequence ID: NR_112203.1 Length: 1489 
Range 1: 66 to 743 
Score:1050 bits(568), Expect:0.0,  
Identities:645/682(95%),  Gaps:6/682(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus migulanus strain B0270 16S ribosomal RNA, partial sequence 
Sequence ID: NR_036799.1 Length: 1483 
Range 1: 70 to 747 
Score:1050 bits(568), Expect:0.0,  
Identities:645/682(95%),  Gaps:6/682(0%), Strand: Plus/Plus 
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>Aneurinibacillus aneurinilyticus strain Murayama 16S ribosomal RNA, partial 
sequence 
Sequence ID: NR_036798.1 Length: 1482 
Range 1: 70 to 747 
Score:1050 bits(568), Expect:0.0,  
Identities:645/682(95%),  Gaps:6/682(0%), Strand: Plus/Plus 
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Pohon filogenetik kekerabatan bakteri hasil seq 16s RNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Protein Penyusun  
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Lampiran 6. Dokumentasi penelitian 
 
Proses pengambilan sampel dan penentuan kondisi lingkungan sampel 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Proses pengambilan sampel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pengukuran pH 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Pengukuran suhu 
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Proses pembuatan media 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolasi bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil seleksi bakteri termofilik penghasil kitinase 

koloni bakteri 

zona 
bening 
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Penyiapan produksi enzim kitinase (media selektif) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uji biokimia isolate bakteri termofilik K.W.R 4-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pengamatan secara makroskopis  
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Penyiapan media inoculum 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Inokulum aktif 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Standar N-asetil glukosamin 
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Pengukuran aktivitas kitinase 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pengukuran kadar protein 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Karakterisasi enzim 
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Tahapan dialisis 
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