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LAMPIRAN A

Gambar 1. Isolat bakteri termofilik
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LAMPIRAN B

Tabel 1. Hasil Kurva Pertumbuhan Bakteri Termofilik

Waktu
(jam) [Log jumlah sel hidup|
0 0,027
2 0,027
4 0,029
6 0,100
8 0,102
10 0,097
12 0,027
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LAMPIRAN C

Tabel 2. Hasil Penentuan Panjang Gelombang Optimum Larutan Kasein

Panjang gelombang (nm} Absorbansi
680 0,095
690 0,096
700 0,097
710 0,028
720 0,100
730 0,104
740 0,107
750 0,108
760 0,108
770 0,112
780 0,110
790 0,108
800 0,107
810 0,105
820 0,104
830 0,102
840 0,098

0,115 -
0,11 -
0,105 -
0,1 -
0,095 -

0,09 s s e o
670 690 710 730 750 770 790 810 830 850

Panjang gelombang (nm)

Absorbansi

Gambar 2. Kurva panjang gelombang larutan standar kasein
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Tabel 3. Hasil Penentuan Kurva Larutan Standar Kasein

Konsentrasi
(mg/mL) Ay A, A; A,
0,06 0,065 0,065 0,085 0,065
0,12 0,090 0,089 0,088 0,089
0,18 0,122 0,123 0,123 0,123
0,24 0,159 0,158 0,154 0,157
0,3 0,184 0,185 0,186 0,185
0.230 -
0490 | ¥=05138x+0.0313
- R%=0.9967
0
£ 0.150 -
2
2 0.110
(43
0.070 -
0.030 : ; ; 1 .

0

006 012 018 024

konsentrasi (mg/mL)

0.3

0.36

(Gambar 3. Kurva larutan standar kasein
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Tabel 4. Hasil Penentuan Panjang Gelombang Optimum Larutan BSA

panjang gelombang (nm) Absorbansi

610 0,091

615 0,093

620 0,095

625 0,096

630 0,098

635 0,099

640 0,102

845 0,106

650 0,113

655 0,107

660 0,105

665 0,104

670 0,103

680 0,101
0.12 -

0.1 4 .ﬂ.F._.r‘,.ao*‘/.\ohththoh—-.
@ 0.08
1]
T 0.06 -
7]
Z 004
0.02
0 — R

600 610 620 630 640 650 660 670 680 690
Panjang Gelombang {(nm)

Gambar 4. Kurva panjang gelombang optimum larutan standar BSA
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Tabel 5. Hasil Penentuan Kurva Larutan Standar BSA

Konsentrasi (mg/mL}) Aq Ay As A,
0,06 0,076 0,078 0,077 0,077
0,12 0,108 0,106 0,11 0,108
0,18 0,157 0,154 0,157 0,156
0,24 0,178 0,181 0,183 0,181
0,3 0,233 0,234 0,233 0,233

0250 7 y=0.6422x + 0.0354
0.200 - R? = 0.9893

0.150 -
0.100 -
0.050 ~

0.000 ; . I | | = ‘
0 005 01 015 02 025 03 035

Konsentrasi (mg/mL)

Absorbansi

Gambar 5. Kurva larutan standar BSA
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LAMPIRAN D

1. Penentuan Aktivitas Enzim Protease

1000
waktuinkubasi

Y -0,0313 X |4

tolal

0,5133 14

enzim

Aktivitas enzim =

Aktivitas enzim = Y-00313 o 6 X 1000
0,5133 0,3 15

Keterangan: Y = Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel
Viotal = Venzim + Viasein + Voutfer T Vaquades + Vrca

Tabel 6. Hasil Penentuan Aktivitas Enzim Protease Tiap Fraksi

Aktivitas
Fraksi Enzim
Enzim| A, A, A | oA | A Ag Ay A |Ax-As | (UnivmL)

Absorbansi Kontrol Absorbansi Sampel

EK | 0,243 | 0,238 | 0,234 | 0,238 | 0,162 | 0,158 | 0,156 | 0,158 | 0,080 | 125,502

F1 0,138 | 0,147 [ 0,149 | 0,145[ 0,067 | 0,061 | 0,060 | 0,063 | 0,082 § 131,697

F2 |0,220 | 0,219 10,221 | 0,220| 0,032 | 0,042 | 0,035 0,036 | 0,184 | 396,649

F3 | 0,338 | 0,337 | 0,335 (0,337 [ 0,040 | 0,039 | 0,041 | 0,040 | 0,297 | ©90,175

F4 | 0,22210,219 10,234 [0,225]| 0,093 | 0,094 {0,093 | 0,093 | 0,132 | 261,575

F5 | 0,430 0,433 [ 0,132 |0,132| 0,079 | 0,080 | 0,077 | 0,079 { 0,053 | 56,367

2. Penentuan Kadar Protein

Kadar Protein = Y=0,0354 Xip
0,6422

Kadar Protein = 700354 X5
0,6422

Keterangan: Y = Absorbansi
fp = faktor pengenceran
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Tabel 7. Hasil Penentuan Kadar Protein Tiap Fraksi

Fraksi kadar protein
Enzim Ay A, A, A, (mg/mL)

EK 0,365 0,377 0,372 0,371 2,615

F1 0,078 0,082 0,085 0,082 0,365

F2 0,108 0,122 0,125 0,118 0,645

F3 0,090 0,084 0,087 0,087 0,402

F4 0,087 0,071 0,076 0,071 0,275

F5 0,047 0,044 0,043 0,045 0,075

3. Karakterisasi Enzim

Tabel 8. Hasil Penentuan Temperatur Optimum pada Berbagai Variasi
Temperatur

Y]

Temperatur

Absorbansi Kontrol

Absorbansi Sampel

Ay

Az

Az

Ay

A

Az

As

As

Ax- Ag

Enzim

Aktivitas | Aklivitas

Spesifik

(UnitmL)|(Unit/mg)
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0,132

0127

0,126

0,128

0,088

0,085

0,086

0,088

0,042 | 27,794

69,139
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0,224

0,225

0,221

0,223

0,043

0,044

0,043

0,043

0,082 | 131,697

327,604

50

0,230

0,227

0,229

0,229

0,105

0,106

0,108 [ 01

06 | 0,102 | 183,648

456,837
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0,202

0,202

0,219

0,208

0,148

0,149

0,148

0,148

0,081 | 129,099

321,143
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0,124

0,127

0,126

0,125

0172

0,174

0,173 | 0.1

73 10,050

48,575

120,832

Tabel 9. Hasil Penentuan pH Optimum pada Berbagai Variasi pH

Absorbansi kontrol

Absorbansi sampel

PH

Ay

Az

As

Ay

Ay

A;

A

As

Ag- A

Aktivitas
Enzim
{Unit/mL)

Aktivitas
Spesifik
{Unit/mg)

A

0,200 | 0,207

0,207

0,205

0,170

g

A71

0,172

0,172

0,033

4,416

10,985

7.3

0,210 10,199

0,290

0,233

0,170

0

178

0,177

0,176

0,057

66,758

166,065

7.5

0,210 | 0,210

0,211

0,210

0,120

0

A17

0,112

0,114

0,096

168,929

420,221

7.7

0,183 | 0,192

0,192

0,189

0,110

0

,109

0,111

0,109

0,080

126,502

314,682

7.9

0,183 | 0,189

0,182

0,185

0,150

0

147

0,144

0,145

0.040

21,733

54,062

Tabel 10. Hasil Penentuan Waktu Inkubasi Optimum pada Berbagai
Variasi Waktu Inkubasi

_waktu Absorbansi kontrol Absorbansi sampel Aktivitas | Aktivitas

inkubasi Enzim | Spesifik

{menit) | A4 Az Ay Ay Aq Az A, Ag Ay - As |{UnitymL}[{Unit/mg)
5 0,072 | 6,098 | 0,071 | 0,080 { 0,050 | 0,045 [ 0,047 [ 0,046 | 0,034 7,013 17,445
10 0,189 | 0,187 [ 0,187 | 0,188 [ 0,140 | 0,142 [ 0,140 | 0,141 [ 0,047 | 40,782 | 101,448
15 0,295| 0,299 | 0,208 [ 0,297 10,210 0,211 [ 0,210 [ 0,212 | 0,086 | 139,490 | 346,990
20 0,238 0,239 | 0,239 (0,239 | 0,120 | 0,117 | 0,119 ] 0,118 | 0,121 [ 233,002 | 579,607
25 0,145 | 0,147 | 0,146 | 0,146 | 0,080 | 0,081 | 6,084 | 0,083 | 0,063 82,343 | 204,833
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LAMPIRAN E

Prosedur Kerja

1. Isolasi Bakteri

0,5 mL sampel air panas

inokulasi

A 4
5 mL medium pepton

inkubasi 24 jam T = 50 °C
inokulasi
A

5 mL medium gelatin

inkubasi 24 jam T = 50 °C
inokulasi dengan metode goresan

h 4

Medium NA dalam cawan petri

inkubasi 24 jam T = 50 °C
isolasi

Medium NA dalam tabung reaksi
(kultur murni)

inkubasi 24 jam T = 50 °C
Pewarnaan Gram
Pengamatan mikroskopis

A

Isolat murni
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2. Produksi Enzim Protease

Isolat murni

inokulasi

Y

5 mL Medium NB

inkubasi 6 jam T = 50 °C
inokulasi

h 4

Medium Skim Milk Broth

inkubasi 6 jam T = 50 °C
h 4

Kultur bakteri
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3. Isolasi Enzim

kultur bakteri

Sentrifuge 3400 rpm 15 menit

h 4 y
Endapan Supernatan

Fraksinasi amonium sulfat
Sentrifuge 3400 rpm 15 menit

h A
Endapan Fraksi I-V Supernatan
Dialisis
Uji aktivitas spesifik enzim
Uji kadar protein
y
Fraksi III

Karakterisasi (temperatur, pH, waktu inkubasi)

Hasil
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LAMPIRAN G
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Cambar 7. Kurva hasil penentuan waktu inkubasi optimum





