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Amobilisasi Pektinase dariBacillus subtilis
Menggunakan Matriks Pasir Laut Teraktivasi HCI

ABSTRAK

Amobilisasi pektinase dengan metode adsorpsi fmskia
matriks pasir laut teraktivasi HCI, digunakan untaendegradasi
senyawa pektin. Pektinase perlu diamobilkan unt@ningkatkan
efisiensi pemakaian enzim sehingga dapat dipakaildey kali.
Pektinase diisolasi damBacillus subtilis dan dimurnikan dengan
menggunakan amonium sulfat dengan tingkat kejen@#ta60%.
Penelitian ini bertujuan mengetahui waktu pengoopkikonsentrasi
pektinase optimum, serta efisiensi pemakaian ulpegtinase
amobil. Pada penelitian ini dilakukan variasi wagngocokan (1,
2, 3, 4, 5) jam dan variasi konsentrasi pektin@se43; 1,887; 2,830;
3,774; 4,717) mg/mL pada 0,1 g pasir pada temperatang.
Penentuan kadar protein dilakukan dengan mengguonasagen
Biuret, sedangkan kadar asam galakturonat mengganeeagen
DNS. Pektinase yang digunakan untuk amobilisasmpumyai
kadar protein 4,717 mg/mL dengan aktivitas 109,8. uRenentuan
efisiensi pektinase amobil dilakukan dengan ujivitkis sebanyak
lima kali pengulangan. Hasil penelitian menunjukketiwa kondisi
optimum amobilisasi pektinase dicapai pada waktmgpeokan
4 jam dan konsentrasi pektinase 3,774 mg/mL denganah
pektinase teradsorpsi 140,680 mg/g pasir dan &s$ivi049,9 unit.
Pektinase amobil dapat digunakan sebanyak lima gahgulangan
dengan aktivitas sebesar 50,90%.

Kata Kunci: aktivitas, Bacillus subtilis, pasir laut teraktivasi HCI,
pektinase.



Pectinase Immobilization fromBacillus subtilisUsing
HCI-Activated Sea Sand Matrix

ABSTRACT

Immobilization of pectinase by physical adsorptioethod
on a matrix of HCI activated sand is used to dégrpectin
compounds. Pectinase immobilization was necessaimrove the
efficiency of the enzyme so it can be used repéatdRectinase
isolated fromBacillus subtilis was purified by using ammonium
sulphate at 20-60% saturation level. This studyedirto determine
the shaking time, optimum concentration of pectnaand the
efficiency of immobilized pectinase. In this resdgmgrthe shaking
time (1, 2, 3, 4, 5) hours and variation of pex$| concentration
(0.943; 1.887; 2.830; 3.774; 4.717) mg / mL at@df sand, at room
temperature. Determination of protein content isiedy using
Biuret reagent, whereas galacturonic acid amousd NS reagent.
Initial protein content of free enzyme was 4.717/mig and the
activity was 109.8 units. Determination of the @#hcy of
iImmobilized pectinase activity assay performed ikl repetitions.
The results showed that the optimum condition ofmbbilization
pectinase is achieved on shaking time 4 hours aedinase
concentration of 3.774 mg/mL vyielding in 140.681@ adsorbed
pectinase/g sand within activity of 1049.9 unitsnmobilized
pectinase can be use until five repetition witl98@o activity.

Keywords: activities, Bacillus subtilis, HCl-activated sea sand,
pectinase.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enzim adalah biomolekul protein yang memiliki fungebagai
katalis untuk reaksi biokimia yang terjadi di dalamaupun di luar
sel. Enzim dapat mempercepat reaksi antafd @@ kali lebih cepat
dibandingkan dengan reaksi tanpa enzim. Enzim dbp#gungsi
sebagai katalis yang efisien karena dapat menunuakargi aktivasi
dari reaksi kimia [1].

Salah satu enzim yang memiliki banyak manfaat #&dala
pektinase. Pektinase merupakan enzim ekstraselidag dapat
mendegradasi pektin. Pektinase digolongkan memjaalikelompok
besar yaitu pektinesterase atau polimetil galakiatr@sterase yang
mendesterifikasi pektin dan enzim yang melakukapolieerisasi
dengan menguraikan ikatarl,4 glikosidik. Golongan depolimerase
dibedakan menurut jenis substrat (asam pektatimeltau oligo-D-
galakturonat), jenis reaksi pemecahan (transelisniat@u hidrolisis)
dan pola degradasi (endo atau ekso) [2]. Pektiddssgi menjadi
pektinase asam dan pektinase alkalin [3]. Pektiressan banyak
digunakan dalam produksi jus buah. Pektinase jenjsiga penting
dalam maserasi dan solubilisasi jus buah [4]. Reke alkalin
digunakan untukretting dan degumming tanaman serat, pabrik
tekstil, kopi dan fermentasi teh, industri kertas eékstraksi minyak
[5].

Kegunaan pektinase sangat bermacam-macam, sehpeglia
diamobilkan untuk meningkatkan efisiensi pemakagguzim agar
dapat dipakai berulang kali. Enzim dapat diamadsisdengan
melekatkan pada penyangga padat. Penyangga init degpapa
butiran, serat, lembaran berongga, tabung ataupwmbman
semipermeabel. Saat ini penggunaan enzim amobil peerieh
perhatian besar karena amobilisasi membuat enzinjadtiestabil,
lebih tahan terhadap serangan protease, dan lamdahmdipisahkan
dari campuran pada akhir reaksi untuk reaksi saiayf [6]. Enzim
amobil dapat stabil terhadap pH, temperatur danlagam jika
dibandingkan enzim bebas, sehingga lebih mudahkymtmulihan
dan digunakan kembali [7].

1



Salah satu metode amobilisasi enzim yang sederhdatah
metode adsorpsi. Metode ini menggunakan permukadatpntuk
menyerap ataupun menempelkan enzim di permukaaadatan
yang umum digunakan sebagai matriks pengadsor@tadadolit,
alumina dan silika [8]. Jumlah enzim teradsorppedgaruhi waktu
pengocokan dan konsentrasi enzim, semakin lamauvpegktgocokan
dan semakin besar konsentrasi enzim maka jumlaimegang
teradsorpsi akan semakin banyak [9].

Penggunaan pasir laut untuk matriks amobilisasardikakan
pasir laut sangat mudah didapatkan di Indonesignialndonesia
adalah negara maritim yaitu negara yang dikelilioigh laut. Pasir
ini umumnya dalam bentuk kuarsa [10] dan digolongkkalam
kuarsao [11], dengan kandungan 70-75% silika, sehingga jiia
dimanfaatkan sebagai matriks amobilisasi. Jikanjditi dari proses
perlakuan pasir laut relatif lebih mudah dan lebkonomis jika
dibandingkan dengan matriks amobilisasi lainnyda®apenelitian
ini pasir laut yang digunakan berasal dari Pandajdng Aan.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikarkandapat
dirumuskan beberapa rumusan masalah sebagai berikut
1. Bagaimana pengaruh waktu pengocokan terhadap jumlah
pektinase teradsorpsi dan aktivitas pektinase dmobi
2. Bagaimana pengaruh konsentrasi pektinase terhadaphj
pektinase teradsorpsi dan aktivitas pektinase dfhobi
3. Bagaimana efisiensi pektinase amobil saat digunakaara
berulang?

1.3 Batasan Masalah

Berdasarkan rumusan masalah yang telah dibahasa mak

penelitian ini dibatasi pada :

1. Enzim yang digunakan adalah pektinase hasil fraksin
amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 20-60%.

2. Amobilisasi dilakukan pada pH 7, temperatur ruaram d
waktu pengocokan 1, 2, 3, 4, 5 jam dengan koresntr
pektinase yang sebanding dengan volume pektinasgyta
5 mL.



3. Pektinase digunakan untuk mendegradasi senyawin pekt
4. Pengukuran absorbansi pada uji kadar protein dam as
galakturonat dilakukan dengan spektrofotometer U¥.-V

1.4 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Mengetahui pengaruh waktu pengocokan terhadap fumla
pektinase teradsorpsi dan aktivitas pektinase dmobi

2. Mengetahui pengaruh konsentrasi pektinase terhadaph
pektinase teradsorpsi dan aktivitas pektinase dmobi

3. Mengetahui seberapa besar efisiensi penggunaang ulan
pektinase amobil.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan infoimasngenai
kondisi optimum yang meliputi waktu pengocokan, demrasi
pektinase, serta efisiensi penggunaan ulang pektiamobil dengan
metode adsorpsi pada matriks pasir laut. Pektinasgobil
diharapkan dapat digunakan secara berulang kalhggdn dapat
meminimalisir biaya dalam aplikasinya di berbagaiabhg industri,
serta dapat memanfaatkan salah satu Sumber Daya g
melimpah sehingga dapat meningkatkan nilai gunapdesir pantai
Tanjung Aan.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Enzim

Enzim merupakan biokatalisator yang sering diganagada
berbagai industri seperti produk pertanian, kindan medis [12]
yang dapat mempercepat suatu reaksi [13].

Enzim memiliki sifat-sifat yang spesifik dan mengumgkan,
yaitu efisien, selektif, dapat dikontrol, prosesk® tanpa produk
samping serta ramah lingkungan [12].

Kemampuan enzim dalam mengkatalisis reaksi kimia
dipengaruhi kondisi lingkungan yang meliputi pHnpeeratur, waktu
inkubasi, dan konsentrasi substrat [14].

Penggunaan enzim dalam bioteknologi modern semakin
berkembang secara cepat. Banyak industri-indusamgy telah
memanfaatkan kerja enzim, meliputi industri pandan non pangan
[15].

2.2 Pektinase

Pektinase dapat dihasilkan oleh berbagai jenisaoiganisme,
sel tumbuhan atau sel hewan [16]. Pektinase sdriqumakan untuk
reaksi biokatalis dalam proses perombakan senyaktinpdalam
industri sari buah ataupun industri teh [4]. Peddim ini juga sering
dimanfaatkan dalam pengolahan limbah cair, pemutikertas
ataupun pada industri minuman beralkohol dan imdusékanan
lainnya [17].

Dalam industri jus buah, umumnya pektinase dimakdee
untuk membantu proses ekstraksi, maserasi, lilasfik dan
penjernihan jus buah. Manfaat lain yang didapat gektinase
adalah membantu meningkatkan rasa dari jus buadp gidnasilkan.
Banyak sekali penelitian tentang pektinase untukningkatkan
kualitas jus buah yang dihasilkan. Penelitian meageengaruh
pektinase terhadap kualitas jus buah diantaranga fpas pisang
[18], jus sirsak [19], jus jambu biji [20], jus mersbi [21], serta jus
sapodila [22].
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utama pektin adalah molekul asam galakturonat gamgbhungkan
dengan unit-unit yang sama melalui ikatah,4 glikosidik [23].

COaH CODCH, L0 CO0H
' I:.-. 0 | U\‘ B L:'\- y LI D'-
_-".H '\.'T e . H "_ g H "-._ al¥ '___,_. M "'\_ g
o eCg G b0y g G B
- hoH M phOH T - L Hyom H S
Y \—t — .

1
1 !

- i - H  OH H  OH

Gambar 2.1 Struktur pektin

Pektinase ada tiga jenis, yaitu pektin lyase (Pektin metil
esterase (PME), dan poligalakturonase (PG). Setsoses
pematangan, kandungan PME meningkat dan enzimrakamecah
gugus metil dari rantai poligalakturonat sehinggktimn menjadi
pektat. Ketika gugus metil hilang, maka PL tidagabmengenali
substratnya. PG akan mengambil alih karena PG daegragenali
asam galakturonat tanpa gugus metil yang terikada paktat [24].

2.3Bacillus subtilis

Bacillus subtilis adalah salah satu bakteri gram positif yang
memiliki bentuk seperti batang dan sering ditemullatanah dan
vegetasi. Bakteri ini hanya memiliki satu molekul® yang berisi
seperangkat kromosom. DNA yang dimiliki berukurah 8214814
(4,2 Mbp) (TIGR CMR) 4,100 kode gen protein [25].

Berikut adalah klasifikadsacillus subtilis [26]:

Kingdom : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Class : Bacilli

Order : Bacillales
Family : Bacillaceae
Genus Bacillus
Species Bacillus subtilis

Bacillus subtilis membutuhkan kondisi optimum agar dapat
tumbuh. Berikut adalah kondisi optimum acillus subtilis dapat
tumbuh [27]:

1. Optical Dencity : bakteri ini adalah jenis aerob obligat,

makin tinggi Optical Dencity maka makin baik untuk



pertumbuhan optimalnya. Minimal ialah pada kisaran
2 mg/L

2. Temperatur : temperatur optimum untuk tumbuh bagi
Bacillus subtilis adalah antara 25-35 °C

3. pH: pH optimal antara 7—8.

2.4 Isolasi Enzim dan Pemurnian Enzim

Isolasi enzim merupakan pelepasan enzim dari selgy
dilakukan melalui mekanik, fisik, kimiawi dan enatrs melalui
penghancuran membran atau dinding sel [28]. Enangydiisolasi
dari hewan, tumbuhan dan mikroorganisme dapat wikak dengan
beberapa cara, antara lain metode ekstraksi, pessjpkoagulasi,
sentrifugasi, filtrasi dan kromatografi [29].

Teknik pemisahan enzim dari sel dan komponen Yainn
ditentukan oleh keberadaan enzim tersebut. Eksti@dds isolasi
enzim ekstraseluler lebih mudah, karena enzim lethduar sel,
sehingga tidak perlu proses pemecahan dindingsgingkan enzim
intraseluler adalah enzim yang melekat pada membdan
dilindungi oleh dinding sel yang kuat, sehinggase pemisahan
enzim harus memperhatikan metode-metode pemecatiangar
enzim dapat dikeluarkan [30]. Proses pengrusakampdaghancuran
dinding sel dapat dilakukan baik secara fisik, nm&kamaupun
kimia. Pada proses kimiadengan menambahkan gusargl asam,
basa maupun bahan organik lainnya. Bahan dipilitg s suai untuk
menghasilkan pH dimana stabilitas enzim tetap makisi31].

Pemurnian enzim adalah proses yang dilakukan dengaan
untuk memisahkan enzim dari pengotornya. Hal itakdikan untuk
menghilangkan senyawa lain yang dapat mengganggju aktif
enzim [31].Tahapan awal yang sering digunakan dglemurnian
enzim adalah pengendapan protein. Pengendapan ilakukhn
dengan mengubah kekuatan ionik, pH, penambaharupel@anik,
polimer serta garam. Garam-garam yang efektif digan untuk
mengendapkan enzim adalah garam multi anionik Bepelfat,
fosfat, dan sitrat [32]. Pemurnian dengan metodag@edapan
dilakukan dengan menambahkan amonium sulfat kend#autan
protein sehingga mempengaruhi kelarutan enzim ldndair karena
adanya efek salting out. Amonium sulfat adalah mamengan
kelarutan tinggi, sehingga dapat dengan mudah rkemaiekul air
6



yang mensolvasi protein [33]. Protein dengan beratekul kecil
akan mengendap pada konsentrasi amonium sulfatpedad [34].

Setelah enzim diendapkan dengan garam sulfat damutdan
dengan buffer, maka larutan tersebut mengandunduresnonium
yang melekat pada enzim. Salah satu cara memisdtiabihan
garam amonium sulfat dari larutan enzim adalah a@engroses
dialisis menggunakan buffer dengan konsentrashledndah [35].
Penggantian fasa air di luar beberapa kali dapahurm@kan
konsentrasi garam sampai jumlah sedikit [36]. Selanoses dialisis,
molekul berukuran kecil akan berdifusi melalui larg dialisis
hingga konsentrasi di luar dan di dalam membraniEmeabel
sama [35].

2.5 Pasir Laut

Pasir laut terdiri atas campuran magnetit (s ilmenit
(FeO.TiQ), limonit (Fe(OH)s Fe0O), biotit [K(MgFe)(OH)SIO],
dan feldapar (KAISO;) serta zat—zat organik hasil dari pelapukan
sisa-sisa hewan dan tumbuh-tumbuhan. Senyaw®;FEeO,,
FeO.TiGQ merupakan oksida logam yang larut dalam larutamasa
[10].

Kandungan utama pasir laut yang berada di daratansebdan
pesisir pantai adalah silika (oksida silikon ataD.,$ Pasir ini
umumnya dalam bentuk kuarsa [10].

Umunya pasir kuarsa berasal dari pelapukan batuarg y
mengandung kuarsa [37]. Kuarsa berupa massa ptadatbatiran
seperti pasir [38]. Pasir laut merupakan kuarséebilstdalam
temperatur di bawah 573 °C, sehingga dapat dig&mmglalam
kuarsao [11].

Ditinjau dari strukturnya, kuarsa tergolong mine#ngan
struktur jaringan atau tektosilikat [39]. Karakstik dari kristal
kuarsa adalah modifikasi silika yang selalu dikegil empat atom
oksigen yang akan membentuk struktur tetrahedraénkpat atom
oksigen dari masing-masing tetrahedral saling bdmrhgan langsung
dengan silika yang ada di sebelahnya dan menghask&ordinasi
lipat empat. Rumus umum dari mineral pasir kuarsaadalah
n(SiG,). Struktur dasar dari kuarsa yang mengandung irapteal
(heliks) dari tiga atau enam lipat tetrahedral [11]



Tabel 2.2 Komposisi kimia pasir laut menurut Departemen
Pertambangan dan Industri Sumatra Utara

Senyawa Kimia Komposisi (%)
SiO, 70-75
Fe0s 0,31
Al,Os 0,01-0,18
CaO 0,01-0,49
MgO 0,01-0,26
K,O 0,01-17,0

Kuarsa adalah komponen yang sukar larut, sedarsiliea
amorf adalah bentuk yang paling mudah larut. Hadl@pat dilihat
berdasarkan deret kelarutan di bawabh ini [39]:

Kuarsa < Kristibalit < Opal < Silika amorf

Kuarsa dapat larut dalam larutan NaOH 0,1 M padgeratur

400 °C dan tekanan 1,7 kBar [40].

L
'y | .n’
':‘«o

,r
‘Eq

‘/*D
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*Si @0
Gambar 2.2 Struktur polihedral pasir kuarsa
Sifat fisik pasir laut [41]:
* Berwarna putih bening tetapi kadang-kadang berwéaima
tergantung oksida pengotornya, misalkan  kuning
mengandung Fe-oksida atau merah mengandung Cuaoksid

« Kekerasan : 7 (skala Mohs)
e Bentuk Kristal : heksagonal
« Berat jenis : 2,65 glch
o Titik Lebur 11715 °C
2.6 Silika

Silika merupakan mineral yang tersebar secara dilzsam.
Partikel silika kasar umunya ditemukan dalam bexlethu dan pasir.
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Ada tiga macam kategori mineral silika yaitu kuarsaimit dan
krosbalit [39].

Silika tidak reaktif terhadap &lH, ataupun asam-asam dan
sebagian besar logam pada temperatur 25 °C atayaua
temperatur yang sedikit lebih tinggi, tetapi sili#apat larut dalam
F,, larutan HF, hidroksida alkali dan leburan karkigaa].

2.7 Aktivasi Pasir Laut
Untuk meningkatkan kualitas penyerapan pada pastrperlu
dilakukan proses aktivasi. Pengaktifan ini dapaakdkan secara
fisik ataupun kimia [43]:
1. Aktivasi Fisik
Pengaktifan secara fisik dapat dilakukan melalosps
pemanasan, untuk menguapkan molekul-molekul aigyan
terdapat di pasir laut. Proses ini disebut dengaimddasi
yang bertujuan untuk meningkatkan aktivitas adsorbe
sebagai penyerap [44].
2. Aktivasi Kimia
Pengaktifan ini dibantu dengan penambahan zat kimia
Salah satu zat kimia yang dapat digunakan adalah HC
dimana akan melarutkan pengotor sepertiOge FeOs,,
FeO.TiG [10]. Alumina (ALOs;) sebagai salah satu
komponen penyusun pasir laut termasuk dalam oksida
amfoter yang larut dalam asam dan basa [45], semzeiit
silika (SiQ,) bersifat inert terhadap halogen fluorin dan inert
terhadap semua asam kecuali asam fluorin (HF) [46].
Reaksi mineral pengotor pada pasir laut dengan[#1
KAISi 03+ HCl — K" + AI** + 3SiQ, + 4CI + 2H,0
(Feldspar)
Fe0; + 8HCl— 2F€"* + F€" + 8CI + 4H,0
(Magnetit)
FeO.TiQ + 6HCI— Fe + Ti* + 6CI + 3H,0
(lmenit)
Fe(OH)}Fe0; + 12HCl— 3F€* + 12CI + 9H,0
(Limonit)
[K(Mg.Fe),(OH)SL0yq + 10HCI— 3Mg** + 3 Fé" + 3SiQ + K" +
10CI + 6H,0
(Biotit)



2.8 Amobilisasi Enzim

Proses dan analisa yang melibatkan enzim umumnya
menggunakan metode batch, yaitu dengan mereaksikasirat dan
enzim yang telah dilarutkan dalam air, sehinggainenakan
bercampur dengan substrat [12]. Metode ini memiti&kkurangan
karena enzim hanya dapat digunakan sekali sajar&teknis proses
pemisahan untuk mendapatkan enzim yang aktif dir gkioduksi
sangatlah sulit. Pada umumnya setelah reaksi gelesaim
dinonaktifkan dengan pemanasan yang tinggi, phbyekstrim,
atau cara lain yang dapat menyebabkan enzdanaturasi [48].

Enzim yang teramobilisasi didefinisikan sebagaiirengang
secara spesifik berada dalam suatu matriks nantap teemiliki
aktivitas katalitiknya serta dapat digunakan sedazeulang atau
terus-menerus [49]. Amobilisasi enzim merupakan yapantuk
memisahkan antara enzim dengan produk sehinggapterddua
sistem selama proses reaksi yaitu antara sistem yangandung
enzim dan sistem yang mengandung produk, sehinggaumangi
kontaminasi antara enzim dan produk [50].

Enzim teramobilisasi memiliki banyak manfaat, déahya
adalah [51]:

1. Dapat digunakan kembali selama enzim masih akitif

2. Dapat menjaga aktivitas enzim dari kondisi yangKilaik

3. Pemisahan dan pembentukkan kembali enzim mudain&kare

enzim terpisah dari produk

4. Aplikasi dari amobilisasi enzim dalam dunia indusiapat

menurunkan biaya operasi.

Pada amobilisasi enzim terdapat beberapa metodstadanya
adalah metode ikatan dengan matriks yang terdiriadsorpsi fisik,
ikatan ionik, dan ikatan kovalen, metode penjebak#an metode
ikatan silang.

1. Ikatan dengan matriks

Metode dimana enzim diikatkan pada matriks yangktihrut

air, jenis-jenis ikatan dengan matriks yaitu adsbfigik, ikatan

ionik, dan ikatan kovalen.

a. Adsorpsi fisik

Metode ini menggunakan permukaan padat untuk
menyerap ataupun menempelkan enzim di permukaannya
dengan memanfaatkan bahan padatan sebagai penyerap
enzim. Pada metode ini enzim teradsorpsi pada peranu
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matriks dengan ikatan yang lemah. Adsorpsi ini umysn
terjadi pada temperatur rendah, kelebihan dari deetoi
adalah aktivitas enzim yang dihasilkan tinggi dazim
dapat diregenerasi [8].

solid

support

Gambar 2.3 Enzim terikat secara adsorpsi fisik

b. Ikatan ionik
Metode ini terjadi karena adanya ikatan ionik amtar
protein enzim dengan matriks tidak larut air yang
mengandung pusat pertukaran ion, ikatan antaranetan
matriks  sangat mudah terbentuk namun dapat
menyebabkan sedikit perubahan pada konformasi idan s
aktif enzim.

Gambar 2.4 Ikatan ionik antara enzim dan matriks

c. lkatan kovalen
Metode ini harus dipertimbangkan gugus fungsioaaigy
cocok untuk berikatan kovalen dan penggabungansreak
enzim. Metode ini dapat mengikat enzim lebih kus][
namun metode ini mengakibatkan denaturasi enzirankar

adanya modifikasi kimia pada struktur enzim [53].
E

e
“carrier”

Gambar 2.5 Ikatan kovalen antara enzim dan matriks
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Ikatan silang

Metode ini terjadi melalui ikatan kimia, namun #da
digunakan untuk matriks yang tidak larut air. Metadi adalah
perpaduan dari metode adsorpsi dan multifungsi igatam
lain, sehingga akan terbentuk ikatan silang yaraghldaik.
Kelebihan dari metode ini adalah tidak mudah laan tahan
terhadap panas. Kekurangannya adalah relatif mphadedur
rumit dan tidak efisien karena beberapa molekul inenz
dijadikan sebagai matriks sehingga aktivitasnyanakanurun,
situs aktif mengalami modifikasi [54].

Gambar 2.6 lkatan silang antara enzim dan matriks

Penjebakan

Metode ini didasarkan atas lokalisasi dari suatinemalam
kisi-kisi dari matriks yang digunakan sebagai media
amobilisasi.dan ukuran antara substrat, produk damim.
Enzim akan tertahan pada matriks, sementara stbdam
produk bergerak bebas. Kelebihan dari metode iraladd
konsentrasi enzim akan lebih tinggi dan mudah untuk
memisahkan antara enzim yang satu dengan yangsémara
fisik, kekurangannya yaitu hilangnya aktivitas emziang
dihasilkan selama polimerisasi enzim yang terjelktam
matriks.

entrapped in a matrix entrapped in droplets

Gambar 2.7 Enzim terikat secara penjebakkan



2.9 Adsorpsi

Adsorpsi dapat diartikan proses penyerapan sudtwleh
zat lain yang hanya terjadi pada permukaan [55kofoken adalah
zat yang memiliki sifat mengikat molekul pada pekaman dan sifat
ini menonjol pada padatan berpori. Syarat yang ipgntintuk
adsorben adalah memiliki luas permukaan besar sertailiki pori
dan tidak berinteraksi dengan adsorbat [56]. Adsofigik terjadi
akibat adanya interaksi antara adsorben denganrtedsakibat
adanya Gaya Van Der Waals atau ikatan hidrogen. [B&da
adsorpsi ini adsorbat tidak diikat secara kuatrggfa mudah diganti
adsorbat lain. Adsorpsi fisik biasanya bersifatersibel (dapat
balik), dapat dilepas kembali akibat adanya peramuiekanan dan
konsentrasi larutan. Adsorpsi fisik berlangsungategeversible dan
membutuhkan panas yang kecil, kira-kira 15-20 kkal/
(62-84 kj/mol) [58].

2.10 Kadar Protein Enzim

Protein dapat ditetapkan kadarnya dengan metodestbiu
Prinsip dari metode biuret ini adalah ikatan peptidlapat
membentuk senyawa kompleks berwarna ungu dengaameran
garam kupri dalam suasana basa [FRgaksi biuret terdiri dari
campuran protein dengan sodium hidroksida (berapatdn) dan
tembaga sulfat. Warna violet adalah hasil dari seak. Reaksi ini
positif untuk dua atau lebih ikatan peptida [60].

R 0 H R O H R
g BEAREEAN
— HN—C—C N\‘ G—C ’ G—COOH
0=¢C 5
ZR_(::H + oY —— \('u:"
H—N £ -
o=¢ ey
R—',SN: HzN—c—:'hc—N—LE—c—'N—E—GOOH
1‘;|ntaipulip;plida Flg }D) |L ; Fla (|:|) |L Fla
o ikatan peptida

ikatan kompleks berwarna ungu
Gambar 2.8 Reaksi antara rantai polipeptida dengafA’Cu
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2.11 Aktivitas Enzim

Metode DNS atau TRST¢tal Reducing Sugar) digunakan
untuk mengukur gula pereduksi dengan teknik koletirk. Glukosa
merupakan gula pereduksi karena memiliki gugushadidesehingga
dapat dioksidasi menjadi gugus karboksil. Bentuinibsetal siklik
glukosa berada dalam kesetimbangan dengan berttekidh rantai
terbuka. Gugus aldehida pada C1 glukosa akan diadisoleh asam
3,5-dinitrosalisilat menjadi gugus karboksil dan ngieasilkan
3-amino-5-nitrosalisilat, reaksi ini berlangsungdpakondisi basa
dengan temperatur 90-100 °C. Senyawa ini memiléragan
maksimum pada panjang gelombang 540 nm bila diukur
absorbansinya dengan spektrofotometer [61].

N o{\C,O
Asam Asam
OH + +
galakturonat 9 O oA galaktarat
0N NO, O;N/v NH,
3,5-dinttrosalicylic acid 3-amino-5-nitrosalicylate (red, A, 540nm)

Gambar 2.9 Reaksi antara 3,5-dinitrosalisilat dengan asam
galakturonat

2.12 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah

1. Kondisi optimum amobilisasi pektinase dapat dipsngbada
kisaran waktu pengocokan 1-5 jam dan dipengaruéh ol
jumlah pektinase teradsorpsi serta aktivitas pakgramobil.

2. Kondisi optimum amobilisasi pektinase dapat dipshgtada
konsentrasi pektinase yang sebanding dengan volume
pektinase 1 hingga 5 mL dan dipengaruhi oleh jumlah
pektinase teradsorpsi serta aktivitas pektinaséotmo

3. Pektinase amobil dapat digunakan sebanyak lima kali
pengulangan.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokemiurusan
Kimia Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malang daa
September 2012 sampai November 2012.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1Bahan penelitian

Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitianadalah
kultur murni bakteri jenisBacillus subtilis yang diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakulthdatematika
dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya,lad@ dan
pasir laut yang diperoleh dari Pantai Tanjung Aaimbok.

3.2.2 Bahan kimia

Bahan-bahan kimia yang digunakan mempunyai kudiitas
microbiology antara lain, pektin (Merckpacto agar (Merck), pepton
(Oxoid), yeast extract (Difco), kasein (Merck) dan bahan yang
mempunyai kualitas pro analisis yang didapat desdpsen Merck
antara lain, CaG| (NH,).SQ,, MgSQ,.7H,0, kristalin fenol, sodium
sulfit, asam dinitrosalisilat, CuSGH,0, NaKCOsH,, glukosa
anhidrat, padatan BaCIKH,PO,, NgaHPQO,, padatan NaOH, asam
sitrat, HCI (37% w/w; bj 1,19 g/mL) dan akuades.

3.2.3 Alat penelitian
Alat penelitian yang digunakan dalam penelitiaraintiara lain
seperangkat alat gelas, inkubator (Heraus tipe BMe®nmert),
autoklav (Tipe LS-C35L), jarum ose, mortar, cawansplen, tanur
(Nabertherm), sentrifuse dingin (Denley), shakedniind Buhler
SM 25 24B), magnetic stirrer, pH meter (Inolab WTW), oven
(Memmert), neraca analitik (Mettler Todelo AL 204lemari
pendingin, spectronic 20 (Bausch dan Lomb), kuvet,
15



spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu 16@buble beam), kantong
selofan, alumunium foil, kertagvhatman no. 40, kapas steril, pH
universal, corong vakum buchner dan penangas aam(dert W
200), ayakan 120 dan 150 mesh.

3.3 Tahapan Penelitian
Metode penelitian yang digunakan yaitu RAL (Raneangcak
Lengkap), terdiri dari tahapan proses isolasi danokilisasi
pektinase dari dua variasi, yaitu variasi pada wagktngocokan
(1, 2, 3, 4, 5) jam dan variasi konsentrasi pek&néD,943; 1,887;
2,830; 3,774 dan 4,717) mg/mL dan ditambah dengdferbsitrat
fosfat 0,2 M pH 7 hingga volume total 5 mL. Tahapzenelitian
yang digunakan adalah sebagai berikut :
Pembuatan media padat agar miring
Pembuatan media cair
Peremajaan biakaBacillus subtilis
Pembuatan kurva pertumbuhan
Pembuatan inokulum
Produksi dan isolasi pektinase
Pemurnian ekstrak kasar pektinase
Pembuatan kurva baku kasein
Uji kadar protein awal
10 Pembuatan kurva baku gula pereduksi
11. Uji aktivitas pektinase bebas
12. Preparasi matriks pasir laut
13. Aktivasi pasir laut dengan HCI
14. Amobilisasi enzim meliputi :
- Penentuan waktu pengocokan optimum untuk
amobilisasi pektinase
- Penentuan konsentrasi pektinase optimum untuk
amobilisasi pektinase
15. Uji kadar protein sisa
16. Penentuan aktivitas pektinase amobil
17. Efisiensi penggunaan ulang pektinase amobil
18. Analisa Data

©oOoNDOEwWwNhE
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3.4 Cara Kerja
3.4.1 Pembuatan akuades steril

Akuades steril dapat dipersiapkan dengan memasukkaades
kedalam autoklav. Akuades dipersiapkan sebanyak abOyang
selanjutnya dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Erlgamditutup
dengan kapas lalu disterilkan dengan autoklav pedaperatur
121°C, 15 psi selama 15 menit.

3.4.2 Pembuatan media padat

Media pertumbuhan bakteri yang digunakan adalahanstat
agar miring untuk peremajaan kultur muBaicillus subtilis yang
terdiri dari 0,25 g pepton, 0,02 g KPP0, 0,03 g CaGl 0,14 g
(NH,4).S0O, dan 0,03 g MgS©7H,0, 0,1 gyeast extract dan 0,5 g
pektin, kemudian dimasukkan ke dalam gelas kim&elah itu
dikondisikan pada pH 7 dengan ditambahkan larutaffeb sitrat
fosfat 0,2 M pH 7 sebanyak 5 mL, ditambahkan 1/ago agar.
Larutan dibuat sebanyak 100 mL, diaduk dan diparadkngga
mendidih lalu dipipet 4 mL dan dimasukkan ke daltabung reaksi,
kemudian ditutup kapas dan disterilkan dalam aatoghda 121 °C,
tekanan 15 psi selama 20 menit. Tabung reaksi Yanigi media
diangkat dari autoklav dan diletakkan pada posisnm

3.4.3 Pembuatan media cair

Media pertumbuhanBacillus subtilis untuk menghasilkan
pektinase dibuat dengan menimbang 1,25 g peptang KHPO,,
0,15 g Cadl 0,7 g (NH),SO, dan 0,15 g MgS©7H,0, 0,5 gyeast
extract dan 2,5 g pektin. Dimasukkan dalam gelas kimitelak itu
dikondisikan pada pH 7 dengan ditambah larutanebitrat fosfat
0,2 M pH 7 sebanyak 25 mL. Larutan dibuat sebariy@® mL.
Campuran diaduk dan dipanaskan hingga mendidih dihipet
100 mL dan dipindahkan ke dalam erlenmeyer 250 minudian
ditutup kapas dan disterilkan dalam autoklav padmperatur
121 °C, tekanan 15 psi, selama 20 menit dan digindadam lemari
pendingin.
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3.4.4 PeremajaanbiakarBacillus subtilis

Biakan Bacillus subtilis digoreskan pada media padat agar
miring dengan ujung jarum o0se secara aseptik, ydimgan
mendekatkan mulut tabung pada nyala api saat meegjgm jarum
ose, tabung reaksi ditutup dengan kapas sternikualiasi pada 35 °C
selama 48 jam. Disimpan dalam lemari pendingin datiap
bulannya diremajakan.

3.4.5 Pembuatan kurva pertumbuhan

Satu tabung subkultur bakteri hasil peremajaanmtitdn dengan
5 mL akuades kemudian bakteri di ose agar termlashmedia padat
kemudian dipipet sebanyak 1 mL dan ditanam dala@mbD media
pertumbuhan, kemudian diinkubasi pada inkubatoraggydengan
kecepatan 125 rpm pada temperatur ruang selamaatuaSetiap
selang waktu dua jam diambil 1 mL dan diencerkanpsa volume
10 mL, kemudian dilakukan pengukuran absorbansupdiuhan sel
pada panjang gelombang 620 nm menggunagaectronic 20.
Setelah itu dibuat kurva hubungan waktu inkubasgda absorbansi
dan diperoleh kurva pertumbuhBacillus subtilis.

3.4.6 Pembuatan inokulum

Satu tabung subkultur biakan murBacillus subtilis yang
berumur satu hari diambil sebanyak tiga ose daiakkbn dalam
25 mL media cair kemudian diinkubasi dalam inkubagoyang
dengan kecepatan 125 rpm pada temperatur ruangaelase
logaritmik (20 jam).

3.4.7 Produksi dan isolasi pektinase

Erlenmeyer 250 mL yang telah berisi 250 mL media steril
ditambahkan 10 mL larutan inokulum secara aseptis dlinkubasi
pada temperatur ruang selama awal fase stasiongr jgih)
menggunakan shaker dengan kecepatan 125 rpm, diltdaanto buffer
sitrat fosfat 0,2 M pH 7 sebanyak 12,5 mL, kemudigentrifugasi
dengan kecepatan putar 3000 rpm selama 20 merat teatperatur
4 °C. Supernatan yang merupakan ekstrak kasampsktikemudian
dipisahkan dari endapanya dan diukur volumenya.
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3.4.8 Pemurnian ekstrak kasar pektinase

Ekstrak kasar pektinase dimurnikan menggunakan immon
sulfat dengan tingkat kejenuhan 20-60%. Terlebihutlia dibuat
fraksi 0-20% yaitu sebanyak 8,550 g (IM$O, dicampurkan dalam
75 mL larutan ekstrak kasar pektinase sedikit deedlikit sambil
diaduk hingga (NB.,SO; larut semua. Disentrifugasi pada
temperatur 4 °C dengan kecepatan 3000 rpm selamane3tt.
Supernatan yang didapat ditambah dengan 19,65MHg) 80, lalu
disentrifugasi kembali. Endapan yang terbentukkdkan dialisis
dengan menambahkan 10 mL buffer sitrat fosfat pHdah
dimasukkan dalam kantong selofan. Direndam daladnmD buffer
sitrat fosfat 0,07 M pH 7 dalam gelas kimia 250 sdmbil diaduk
menggunakan pengaduk magnetik pada temperatur reselama
tiga jam. Larutan buffer perendam diganti dengafiebyperendam
yang baru sampai semua garam terpisah. Untuk nemgdbahwa
dialisis selesai, diuji dengan cara 5 mL bufferepelam diambil dan
dimasukkan dalam tabung reaksi ditambah 1 mL lartt@l 0,1 M,
ditambah lima tetes larutan Ba®|,1 M. Apabila tidak ada endapan,
dialisis dihentikan. Larutan enzim yang diperoletiuls selanjutnya
dilakukan uji kadar protein dan aktivitas bebasnya.

3.4.9 Pembuatan kurva baku larutan kasein

Ditimbang sebanyak 1,002 g kasein, dilarutkan dab@mmL
akuades dalam gelas kimia, ditambahkan beberags tatutan
NaOH 0,1 M, dimasukkan ke dalam labu ukur 100 miln da
ditambahkan akuades hingga tanda batas, dikocaghihomogen
sehingga didapat larutan stok kasein 10000 ppmipBtipnasing-
masing (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 mL) lalu dimasuklke dalam labu
ukur 10 mL yang berbeda, ditambahkan akuades saapaa batas
sehingga diperoleh larutan kasein (1000, 2000, 3@000, 5000,
6000, 7000, 8000, 9000) ppm.

Tiap konsentrasi larutan kasein diambil 2 mL kerandi
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berbedambahkan
8 mL reagen Biuret dan 2 mL buffer sitrat fosfa2 @ pH 7 dan
diinkubasi pada temperatur 50 °C selama 30 mergbelam
mengukur absorbansi larutan baku ditentukan tdrlebahulu
panjang gelombang maksimumnya. Hasil pengukurarorbhssi
dibuat kurva baku dengan memplot data konsentaseik (ppm)
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pada sumbu x dan absorbansinya pada sumbu y, galdmppatkan
persamaan regresi kurva baku kasein.

3.4.10 Uji kadar protein awal

Penentuan kadar protein dilakukan dengan penambaiaagen
Biuret. Sebanyak 2 mL enzim, ditambah 8 mL reageme 2 mL
larutan kasein 5000 ppm, diinkubasi selama 30 mguEtla
temperatur 50 °C. Diukur absorbansi pada panjangnmimng
maksimum kasein (559 nm) sehingga kadar proteietaltui dengan
memplotkan nilai absorbansi pada persamaan re@esa baku
kasein. Sebagai blanko dipipet 2 mL akuades damibah 8 mL
reagen Biuret serta 2 mL buffer sitrat fosfat 0,20M 7 selanjutnya
diperlakukan sama seperti di atas.

3.4.11 Pembuatan kurva baku gula pereduksi

Disiapkan 5 buah tabung reaksi, masing-masing disigan
larutan baku glukosa 1 mL dengan konsentrasi 5000,11500,
2000, 2500 ppm, ditambah 1 mL buffer sitrat fo§f& M pH 7 dan
2 mL akuades, ditambahkan 2 mL reagen DNS, muibuirtg ditutup
dengan alumunium foil dan dipanaskan pada 100 @mse 15
menit, kemudian didinginkan dengan air mengalirggan dingin.
Dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL dan ditambahadé&s
hingga tanda batas. Larutan diukur absorbansinyangaie
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang B4 dan
kurva baku dibuat dengan memplot data konsentrai gereduksi
pada sumbu x dan absorbansinya pada sumbu y, galudapatkan
persamaan regresi linier.

3.4.12 Uji aktivitas pektinase bebas

Disiapkan campuran yang terdiri dari 1 mL subgbeditin 1%,
1 mL buffer sitrat fosfat 0,2 M pH 7, 1 mL pektieagdan 1 mL
akuades dimasukkan dalam tabung reaksi dan muuh¢aditutup
dengan alumunium foil kemudian diinkubasi pada terafur 35 °C
selama 50 menit, ditambahkan 2 mL reagen DNS dpandskan
pada temperatur 100 °C selama 15 menit, kemudidmginkan
dengan air mengalir hingga dingin. Dimasukkan dalabu ukur
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25 mL dan ditambahkan dengan akuades hingga tamaas.b
Absorbansi diukur pada panjang gelombang 540 nmgaten
spektrofotometer UV-Vis.

Satu unit aktivitas enzim (U) diartikan sebagai rny dari
asam galakturonat yang dilepaskan tiap menitnyanperenzim,
sedangkan untuk aktivitas pektinase amobil volumegine (mL)
diganti dengan berat (gram) enzim amobil.

xxV x fp " Mr galakturonat

AE =
pxq Mr glukosa (3.1)

Keterangan:

AE = Aktivitas enzim (Unit)

V = Volume total sampelatal percobaan pada tiap

tabung (mL)

X = Konsentrasi gula pereduksi (ppm)

q = Waktu reaksi (menit)

p = Volume ekstrak kasar pektingsd.) untuk
pektinase bebas dan untuk pektinase amobil
menggunakan massa pektinase amobil (gram)

fp = Faktor pengenceran

Mr galakturonat = 194,14 g/mol

Mr glukosa =180 g/mol

3.4.13 Amobilisasi enzim
3.4.13.1 Preparasi matriks pasir

Pertama-tama pasir ditumbuk halus, kemudian diaeigan
ayakan 120 mesh. Padatan yang lolos diayak kembatian ayakan
150 mesh. Pasir laut yang tertahan pada ayakam&S@ digunakan
sebagai matriks amobilisasi, dihomogenkan dan dicengan
akuades, setelah itu pasir disaring dan dikeringkdam oven pada
temperatur 105 °C.

3.4.13.2 Aktivasi matriks pasir
Pasir ditimbang sebanyak 10 g dan direndam dala@n 2D
larutan HCI 0,4 M pada temperatur ruang selama efapadengan
kecepatan pengocokan 100 rpm. Pasir hasil peremdahsaring
dengan kertagvhatman no. 40 dan dicuci dengan akuades hingga air
pencuci netral. Pasir laut dikeringkan pada tentpete05°C hingga
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berat konstan. Pasir laut hasil aktivasi dikalsinmsla temperatur
500 °C selama empat jam.

3.4.13.3 Penentuan kondisi optimum waktu pengocokan

Enzim hasil pemurnian dipipet sebanyak 2 mL, ditambuffer
sitrat fosfat 0,2 M pH 7 hingga volume 5 mL sehiaglidapatkan
konsentrasi pektinase 1,887 mg/mL. Larutan enzimadukkan ke
dalam erlenmeyer 100 mL yang telah berisi 0,1 grdast yang
telah diaktivasi. Campuran diinkubasi dalam shalesta temperatur
ruang dengan kecepatan 100 rpm selama (1, 2, 8) fam agar
diketahui waktu pengocokan optimum dari enzim ysrgdsorpsi
pada pasir. Hasil amobilisasi disaring dengan ké&kaatman no. 40
sehingga dihasilkan filtrat dan endapan. Filtratjidkadar protein
sisanya sesuai prosedur 3.4.14 sedangkan untukpamdgang
tersaring diuji aktivitasnya sesuai dengan proseldrl5. Jumlah
pektinase teradsorpsi dan aktivitas pektinase drdapat ditentukan
berdasarkan persamaan (3.1). Untuk mengetahui vetigocokan
optimum, dibuat kurva hubungan antara waktu penkgtodan
jumlah pektinase teradsorpsi serta kurva hubungdara waktu
pengocokan dan aktivitas pektinase amaobil.

3.4.13.4 Penentuan kondisi optimum konsentrasi peikiase

Tahapan amobilisasi pada variasi konsentrasi euimkukan
seperti langkah amobilisasi variasi waktu pengonpkarbedaannya
terletak pada konsentrasi pektinase yang digungkin (0,943;
1,887; 2,830; 3,774; 4,717) mg/mL, selanjutnya aammap diinkubasi
selama waktu pengocokan optimum dalam shaker ddreyapatan
100 rpm. Hasil amobilisasi disaring dengan keWmtman no. 40
sehingga dihasilkan filtrat dan endapan. Filtratjidkadar protein
sisanya sesuai prosedur 3.4.14 sedangkan untukpamdgang
tersaring diuji aktivitasnya sesuai dengan proseldrl5. Jumlah
pektinase teradsorpsi dan aktivitas pektinase drdapat ditentukan
berdasarkan persamaan (3.1). Untuk mengetahui kivase
pektinase optimum, dibuat kurva hubungan antaraséuatnasi
pektinase dan jumlah pektinase teradsorpsi sentaakbubungan
antara konsentrasi pektinase dan aktivitas peldiaa®bil.
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3.4.14 Uji kadar protein sisa

Kadar protein yang tidak teradsorp ditentukan derogaia 2 mL
filtrat dari enzim yang tidak teramobilkan ditamkah 2 mL larutan
kasein 5000 ppm dan 8 mL reagen Biuret, kemudiankwalbasi
selama 30 menit pada temperatur 50 °C. Diukur #bs@inya pada
panjang gelombang maksimum kasein (559 nm) sehirkggkar
protein diketahui dengan memplotkan nilai absorbapada
persamaan regresi kurva baku kasein.

3.4.15 Uji aktivitas pektinase amobil

Untuk uji aktivitas pektinase amobil disiapkan camgm yang
terdiri dari 1 mL substrat pektin 1%, 1 mL bufférat fosfat 0,2 M
pH 7, 0,1 g pektinase amobil dan 2 mL akuades alidalabung
reaksi dan mulut tabung ditutup dengan alumuniuihkiEmudian
diinkubasi pada temperatur 35 °C selama 50 meitamthahkan
2 mL reagen DNS dan dipanaskan pada 100 °C selama
15 menit, kemudian didinginkan dengan air mendafigga dingin.
Dimasukkan dalam labu ukur 25 mL dan ditambah aé&siddngga
tanda batas. Absorbansi diukur pada panjang gelognb40 nm
dengan spektrofotometer UV-Vis. Pengukuran aksvitanzim
dilakukan dengan mengkonversikan nilai absorbaasgydiperoleh,
pada persamaan regresi linier kurva baku gula p&sgédsehingga
dapat diketahui berapa konsentrasi gula peredulsnullian
dikonversikan ke dalam persamaan (3.1).

3.4.16 Efisiensi penggunaan pektinase amobil

Pektinase amobil pada kondisi optimum duji aktistitga
selama lima kali penggunaan. Pektinase amobil yglay digunakan
pada uji yang pertama disaring, endapannya digunakatuk
pengujian yang kedua dan seterusnya. Pektinase ilammasih
efisien digunakan apabila aktivitasnya menunjukkasil di atas
50% [62].

3.5 Analisa Data
Data tentang penentuan pektinase amobil diandlsigan uji F
menggunakan Pola Rancangan Acak Lengkap (RAL)daakuan
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi dan Aktivasi Pasir laut

Dalam penelitian ini pasir laut sebelum digunaka&bagai
matriks amobilisasi pektinase perlu dilakukan adivagar pengotor
dapat larut.

Mengacu pada jenis-jenis pengotor yang terdapad jpedir
laut maka dapat diperkirakan adanya proses aktiesgan HCI
akan melarutkan oksida Al, oksida Fe dan oksidaelama proses
aktivasi, sedangkan oksida Si tidak dapat laruardaHCI, dan
digunakan sebagai matriks amobilisasi. Melalui pgén mineral-
mineral pengotor tersebut maka akan memperluasyt@an pasir
laut, sehingga memungkinkan enzim untuk dapat mdankertahan
di dalam rongga pori.

Aktivasi dilakukan dengan penambahan HCI 0,4 M dan
dikocok selama empat jam dengan kecepatan 100 rpar a
pendistribusian ion-ion maksimal. Dari 10 g pasiutl yang telah
diaktivasi menghasilkan massa pasir sebanyak 5,2Pmpses
selanjutnya adalah kalsinasi, perlu dilakukan kalsi agar kristal
(hidrat) dalam butiran dapat hilang, selain itu rbentuk oksida
SiO, dengan melakukan pemanasan pada temperatur 508l&@as
empat jam, temperatur ini digunakan karena tempenaasih di
bawah temperatur leleh pasir yaitu 1715 °C, sehingiglak
mengubah atau merusak struktur dari pasir dan nasighn massa
pasir sebanyak 4,8 g.

4.2 Penentuan Kondisi Optimum Amobilisasi Pektinase

Menggunakan Matriks Pasir

Pektinase yang digunakan diperoleh dBecillus subtilis
dengan metode pemurnian enzim pengendapan bettinlgkean
tingkat kejenuhan 20-60%, kemudian didialisis memgdkan
kantong selofan, setelah didapatkan pektinase nuitakukan uiji
kadar protein awal dengan reagen Biuret dan a&k&vdengan reagen
DNS, dari uji tersebut didapatkan hasil kadar pnopektinase bebas
4,717 mg/mL serta aktivitas pektinase bebas 108it8 u
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4.2.1 Penentuan waktu pengocokan optimum

Untuk menentukkan kondisi optimum dari pektinasgata
ditentukan berdasarkan waktu pengocokan.Waktu pehkgo
adalah waktu yang dibutuhkan enzim untuk berinsralengan
matriks pengadsorpsi pada saat proses amobilisa$anigsung.
Pengocokan akan menyebabkan laju difusi pektinaseuju pasir
akan semakin cepat, sehingga kesetimbangan adgogssiakan
cepat tercapai. Waktu pengocokan optimum merupakeiu yang
paling baik untuk pektinase melakukan proses adsd®@ dalam
pasir, semakin lama waktu pengocokan maka akan nalesikan
jumlah pektinase teradsorpsi hingga mencapaijétkh. Titik jenuh
akan tercapai saat laju adsorpsi sama dengan &jargsi. Pada
penelitian ini untuk waktu pengocokan optimum digken variasi
waktu yang berbeda-beda, konsentrasi pektinasé71r8g/mL),
massa matriks pasir (0,1 g) dan temperatur ruamgate kondisi
yang sama untuk tiap variasi waktu pengocokan.Wpkhgocokan
optimum didapat dari jumlah pektinase teradsorpsksimum dan
aktivitas maksimum.

Dari hasil penelitian dapat diketahui bahwa terfahingkatan
jumlah pektinase yang diadsorpsi secara signifikaming dengan
peningkatan waktu pengocokan 1-4 jam (Gambar Aal)ini terjadi
dimungkinkan karena probabilitas kontak antara ipake dengan
pasir semakin tinggi, sehingga pektinase yang seradi semakin
banyak hingga mencapai kesetimbangan. Penurungaditgrada
waktu pengocokan 5 jam, dimungkinkan karena adsegusra fisik
yang bersifat reversibel dan ikatan antara pel¢indsngan pasir
cukup lemah sehingga pektinase mudah lepas.

Dari hasil tersebut dapat diketahui bahwa waktugpeakan
optimum terjadi pada 4 jam, karena pada waktu betstelah terjadi
kesetimbangan dengan menghasilkan jumlah pektitexselsorpsi
maksimum 50,606 mg/g pasir. Hasil uji statistik engnkkan bahwa
waktu pengocokan berpengaruh terhadap massa pktipang
teradsorpsi, karenaifing (1s2,409 Favel 3,480y Dari uji BNT 5% juga
menunjukkan bahwa pada waktu pengocokan antargadSidak
berbeda nyata.

Interaksi yang terjadi antara pasir dengan pektinadalah
ikatan hidrogen yang diakibatkan adanya kontakarantatom
oksigen pada pasir (Si-O-Si) dengan atom H daruglamino pada
rantai samping residu asam amino penyusun pekt{plds), selain
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itu ikatan hidrogen juga dapat terjadi antara abdsigen pada pasir

(Si-O-Si) dengan atom H pada residu asam amino @@€0
&0

50
40

30

{mg/g pasir)

20

10

jumbah pektinase teradsorpsi

0
a 1 2 3 4 3

[=a)

waktu pengocokan (jam)

Gambar 4.1 Kurva hubungan antara waktu pengocokan terhadap
jumlah pektinase teradsorpsi

Pektinase amobil dapat digunakan untuk reaksi degra
senyawa pektin yaitu dengan memecah ikatgh4) glikosidik pada
pektin sehingga menjadi monomer asam D-galakturohivitas
dari pektinase dapat ditentukan dengan menghittasgrbansi dan
mengkonversi ke dalam persamaan (3.1).

Dari hasil penelitian menunjukkan bahwa pada jumlah
pektinase yang teradsorpsi maksimum akan menghasdktivitas
pektinase amobil yang maksimum (Gambar 4.2), hal in
dimungkinkan karena banyaknya jumlah pektinase yeragsorpsi
sehingga aktivitasnya juga akan semakin tinggiupgman pektinase
teradsorpsi pada waktu pengocokan 5 jam juga meinkein
turunnya aktivitas dari pektinase amobil.

Dari hasil penelitian, dapat disimpulkan pada \sriaaktu
pengocokan didapatkan aktivitas optimum pada walktugocokan
4 jam sebesar 560,5 unit, hal ini berbanding lwesgan jumlah
pektinase teradsorpsi. Waktu pengocokan berpengéethadap
aktivitas pektinase amobil, hal ini diperkuat paahitungan uji F

dimana Fiung (21547 Favel 3,480
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Gambar 4.2Kurva hubungan antara waktu pengocokan terhadap
aktivitas pektinase amobil

4.2.2 Penentuan konsentrasi pektinaseoptimum

Adsorpsi adalah proses penyerapan suatu zat olelaina
dimana hanya terjadi pada permukaan zat terseldsgorpsi akan
mencapai kesetimbangan jika laju adsorpsi sama aterigju
desorpsinya. Proses adsorpsi dapat terjadi jikeensal kimia
pektinase pada fase ruah lebih tinggi dibandingl@mgan potensial
kimia pektinase pada permukaan pasir, semakin itipggoedaan
potensial antara keduanya akan mengakibatkan Idjisi dyang
semakin tinggi. Konsentrasi pektinase optimum didiatari jumlah
enzim teradsorpsi maksimum dan aktivitas maksimum.

Konsentrasi pektinase akan berpengaruh terhadapahum
pektinase teradsorpsi dalam matriks pasir, senfzds$ar konsentrasi
pektinase maka akan menyebabkan jumlah pektinaseg ya
teradsorpsi semakin banyak dan akan konstan ptlatertentu.
Penentuan konsentrasi pektinase optimum digunakanasv
konsentrasi 0,943; 1,887; 2,830; 3,774; 4,717 mg/mdssa matriks
pasir (0,1 g) dan pengocokan selama 4 jam yangralgh dari
waktu pengocokan optimum dan temperatur ruang.
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Gambar 4.3 Kurva hubungan antara konsentrasi pektinasedargha
jumlah pektinase teradsorpsi

Dari hasil penelitian terjadi peningkatan jumlahkipease
teradsorpsi terjadi pada konsentrasi pektinase 30,%dngga
3,774 mg/mL (Gambar 4.3), hal ini dapat terjadmamgkinkan
karena laju difusi pektinase ke permukaan pasirakeémtinggi,
sehingga akan menyebabkan meningkatnya jumlahnaeliyang
teradsorpsi. Penurunan terjadi pada konsentr&diz4mg/mL, hal
ini dimungkinkan ada pektinase yang terlepas dasirpkarena
proses adsorpsi telah mencapai titik jenuh. Komaentoptimum
terjadi pada 3,774 mg/mL, karena pada konsentemsebut telah
terjadi kesetimbangan.

Konsentrasi optimum ini menghasilkan jumlah peldsmgang
teradsorpsi sebanyak 140,680 mg/g pasir. Hasil giitistik
menunjukkan konsentrasi pektinase berpengaruh daphgumlah
pektinase teradsorpsi, karenguky (21836575 Favel (3.480) P€NUrunan
ini tidak begitu berpengaruh karena sesuai dengaii perhitungan
uji statistika pada uji BNT 5% yang ditunjukkan bahnilai yang
tidak berbeda nyata antara konsentrasi 3,774 ddr 4ng/mL.

Dari hasil penelitian  menunjukkan bahwa pada jomla
pektinase yang teradsorpsi maksimum maka akan rasigm
aktivitas pektinase amobil yang maksimum, hal iikacenakan

29



banyaknya jumlah pektinase yang teradsorpsi sehiagigjvitasnya
juga akan semakin tinggi. Penurunan terjadi padasdwatrasi
4,717 mg/mL (Gambar 4.4), hal ini sesuai dengarigbnpektinase
yang teradsorpsi, dimana penurunan jumlah pektingaag
teradsorpsi juga akan menyebabkan turunnya aldivitaktinase
amobil.

aktivitas pektinase amobil
{unit)
(o)
(=)
(=)

a 1 2 3 4 5

konsentrasi pektinase (mg/mlL)

Gambar 4.4Kurva hubungan antara konsentrasi pektinase taphad
aktivitas pektinase amobil

Pada variasi konsentrasi didapatkan aktivitas aptinpada
konsentrasi 3,774 mg/mL dengan aktivitas 1049,%, umal ini
berbanding lurus dengan jumlah pektinase teradsdfpsisentrasi
pektinase berpengaruh terhadap aktivitas pektiaasebil, hal ini
diperkuat pada perhitungan uji F dimangfg (4sse.s7 Fravel (3.480)

4.3. Efisiensi Penggunaan Pektinase Amobil

Pektinase bebas hanya dapat digunakan sebanyakatiadalam
reaksi, sedangkan pektinase amobil dapat digunbkberapa Kkali,
namun juga terdapat efisiensi penggunaannya.Peamakaktinase
amobil dapat diketahui dengan mengukur aktivitasn&kin sering
pektinase amobil digunakan maka akan menurunkavitakhya.
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Penurunan aktivitas ini dimungkinkan karena terjgolioses
denaturasi saat dilakukan inkubasi, serta ada n@eddi yang lepas
mengingat ikatan pada adsorpsi fisik ini cukup lemBari hasil
efisiensi penggunaan pektinase amobil didapatkdnwhaaktivitas
setelah lima kali pengulangan sebesar 50,90%, gghipektinase
dapat digunakan sebanyak lima kali pengulangannkasktivitas
masih di atas 50% [62]. Hasil ini cukup berbeda jtkbandingkan
pektinase dar\. aculeatus yang diamobilisasi dengan metode anion-
exchange manik dengan ukuran partikel 525 Im (WBAwBX
Marathon, USA), dimana penggunaan ulang dapat ukbak
sebanyak lima kali dengan aktivitas 93,50% [63isiEfsi pektinase
amobil berpengaruh terhadap aktivitas pektinasebdmbal ini
diperkuat pada perhitungan uji F dimangfg e252> Fabel 3,480

Tabel 4.1 Persentase aktivitas dari efisiensi pektinase dmob

Pengulangan  Aktivitas Persen Aktivitas
(kali) (unit) (%)
1 1112,8 100,00
2 1002,5 90,00
3 878,5 78,94
4 649,8 58,39
5 566,4 50,90
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Kesimpulan yang dapat ditarik dari penelitian yalilgkukan
adalah sebagai berikut:

1. Kondisi optimum adsorpsi pektinase dicapai padatuwak
pengocokan 4 jam menghasilkan pektinase teradsorpsi
50,606 mg/g pasir dan aktivitas 560,5unit.

2. Kondisi optimum adsorpsi pektinase dicapai pada
konsentrasi pektinase 3,774 mg/mL menghasilkaninzee
teradsorpsi 140,680 mg/g pasir dan aktivitas 1Q48t9

3. Amobilisasi pektinase pada matriks pasir dapat rcagan
sebanyak lima kali pengulangan dengan aktivita3(80,

5.2. Saran

Untuk mengetahui kestabilan dari pektinase amobkarperlu
dilakukan penelitian lanjutan terhadap kestabilaktipase pada
temperatur penyimpanan dan pH.
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Lampiran B. Preparasi Larutan
B.1 Larutan asam sitrat 0,1 M

Ditimbang 2,10 g asam sitrat kemudian dilarutkamgade 50
mL akuades dalam gelas kimia 100 mL, dipindah sekaantitatif
ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah akuades satapadia batas
dan dikocok hingga homogen.

B.2 Larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M

Ditimbang 2,84 g N#iPO, dilarutkan dengan 50 mL
akuades dalam gelas kimia 100 mL, dipindah secasatkatif ke
dalam labu ukur 100 mL, ditambah akuades sampdatbatas dan
dikocok hingga homogen.

B.3 Larutan buffer sitrat fosfat 0,2 M pH 7

Sebanyak 100 mL larutan dinatrium hidrogen fosfat [
dimasukkan ke dalam gelas kimia 250 mL, dimasuksengaduk
magnetik. Elektroda pH dipasangkan dan dicelupkaand larutan.
Ditambah asam sitrat sedikit demi sedikit hingga7oH

B.4 Larutan buffer sitrat fosfat 0,07 M pH 7

Diambil 35 mL larutan buffer sitrat fosfat 0,2 Mipthdah
secara kuantitatif ke dalam labu ukur 100 mL, didam akuades
sampai tanda batas dan dikocok hingga homogen.

B.5 Larutan NaOH 0,1 M

Ditimbang 0,40 g NaOH, dilarutkan dengan 50 mL alasa
dalam gelas kimia 100 mL, dipindah secara kuaiftkatdalam labu
ukur 100 mL, ditambah akuades sampai tanda batasdikacok
hingga homogen.
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B.6 Larutan stok kasein 10.000 ppm

Ditimbang 1,00 g kasein, kemudian dilarutkan denga
akuades 50 mL dalam gelas kimia 100 mL, ditambahietrerapa
tetes larutan NaOH 0,1 M hingga kasein larut, dlpm secara
kuantitatif ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah ades sampai
tanda batas dan dikocok hingga homogen.

B.7 Larutan stok kasein

Disiapkan 9 buah labu ukur 10 mL, masing-masirou la
ukur diisi dengan larutan stokkasein 10.000 ppbasgak 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9 mL, ditambah akuades sampai tandss lwetn dikocok
hingga homogen, sehingga diperoleh konsentrasD120000, 3.000,
4.000, 5.000, 6.000, 7.000, 8.000, dan 9.000 ppm.

B.8 Larutan NaOH 10%

Ditimbang 10 g NaOH, dilarutkan dengan akuadesrsatia
50 mL dalam gelas beaker 100 mL, dipindah secasmtkatif ke
dalam labu ukur 100 mL, ditambah akuades sampdatdatas dan
dikocok hingga homogen.

B.9 Pereaksi biuret

Ditimbang 0,15 g CuS(bH,O dan 0,60 g NaK{OgH,,
dilarutkan dengan akuades sebanyak 30 mL dalans getda 100
mL, ditambahkan 30 mL NaOH 10% sambil diaduk, dipim secara
kuantitatif ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah ades sampai
tanda batas dan dikocok hingga homogen.

B.10 Larutan HCI 0,1 M

Dipipet 0,96 mL larutan HCI 37%, dimasukkan ke dala
gelas kimia 100 mL yang telah berisi akuades, digin secara
kuantitatif ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah ades sampai
tanda batas dan dikocok hingga homogen.
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B.11 Larutan HCI 0,4 M

Dipipet 3,84 mL larutan HCI 37%, dimasukkan dalaaiag
kimia 100 mL yang telah berisi akuades, dipindatasse kuantitatif
ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah akuades satapada batas
dan dikocok hingga homogen.

B.12 LarutanBaCl, 0,1 M

Ditimbang 2,44 g BagG| dilarutkan dengan 50 mL akuades
dalam gelas kimia 100 mL, dipindah secara kuaiftkatdalam labu
ukur 100 mL, ditambah akuades sampai tanda batasdik@cok
hingga homogen.

B.13 Larutan stok glukosa 5.000 ppm

Ditimbang 0,500 g glukosa anhidrat, dilarutkan @gené0
mL akuades dalam gelas kimia 100 mL, dipindah sekaantitatif
ke dalam labu ukur 100 mL, ditambah akuades satapada batas
dan dikocok hingga homogen.

B.14 Larutan stok gula pereduksi

Larutan stok glukosa 5000 ppm dipipet berturutfuru
sebanyak 1, 2, 3, 4, 5 mL dan dimasukkan ke daddn ikur 10 mL
kemudian ditandabataskan dengan akuades sehingigpatian
larutan gula pereduksi dengan konsentrasi 500, 15010, 2000 dan
2500 ppm.

B.15 Larutan NaOH 1%

Ditimbang 1,00 g NaOH, dilarutkan dengan 50 mL alasa
dalam gelas kimia 100 mL, dipindah secara kuaiftkatdalam labu
ukur 100 mL, ditambah akuades sampai tanda batasditacok
hingga homogen.
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B.16 Reagen DNS

Ditimbang 1 g asam dinitrosalisilat, ditambah 20@ m
kristalin fenol, 50 mg sodium sulfit kemudian digan dalam
100 mL NaOH 1% menggunakan stirer.

B.17 Substrat pektin

Sebanyak 1,00 gitrus pectin dilarutkan dalam 100 mL
akuades menggunakan labu ukur 100 mL dan ditambahl#er
sitrat fosfat pH 7.
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Lampiran C. Perhitungan Preparasi Larutan
C.1 Larutan asam sitrat (GHgO7) 0,1 M

Larutan asam sitrat 0,1 M dibuat sebanyak 100 mlk. (M
CeHgO; = 210,14 g/mol)
mol CGH807 = [C6H807] X VIarutan
0,1 mol/Lx0,1L

0,01 mol

massagHzO- mol GHgO; x Mr. CsHgO;

0,01 mol x 210,14g/mol

2,109

Jadi, asam sitrat yang harus ditimbang untuk mefmrllanatan asam
sitrat 0,1 M adalah 2,10 g.

C.2 Larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M.

Larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M dibuat sefak 100
mL (Mr. NaHPQO, = 142 g/mol)

mol NaHPO, [NaZHPOA] X Viarutan

0,2mol/L x0,1 L

0,02 mol

massa NaHPO,= mol NgHPO, x Mr. NaaHPO,
= 0,02 mol x 142 g/mol
= 284¢g

Jadi, dinatrium hidrogen fosfat yang harus ditimdbantuk membuat
larutan dinatrium hidrogen fosfat 0,2 M adalah 2384
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C.3 Larutan buffer sitrat fosfat 0,2 M pH 7

Untukmendapatkan larutan buffer dengan pH yang
diharapkan, dibuat dengan mencampur larutan aseahdan larutan
dinatrium hidrogen fosfat berdasarkan persamaaawdih ini:

[Garan]

pH=pKa+log [Asani

Misalkan untuk membuat larutan buffer sitrat-fosfengan
pH 7, larutan dinatrium hidogen fosfat 0,2 M yangadhpurkan
sebanyak 100 mL, maka volume larutan asam sitratg ya
ditambahkan adalah:

pKaAsam sitrat— 4,62
(100mL x 0,2mmo|/mL)

7 =4,62+log
(V mL x 0,1mmo|/mL)
238 =log—2>-
0.1V
239,883 —22
vV = 0834mL

C.4 Larutan NaOH 0,1 M

Larutan NaOH 0,1 M dibuat sebanyak 100 mL (Mr. Na®&H
40 g/mol)
mol NaOH = [NaOH] X Wrutan

0,1 mol/L x 0,1 L= 0,01 mol

massa NaOH mol NaOH x Mr. NaOH

0,01 mol x 40 g/mol= 0,40 g

Jadi, NaOH yang harus ditimbang untuk membuat darutiaOH
0,1 M adalah 0,40 g.
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C.5 Larutan BaCl, 0,1 M
Larutan BaGd 0,1 M dibuat sebanyak 100 mL (Mr.BaGh
244,24 g/mol)
molBaC} = [BaCh] X Varutan

= 0,1 mol/Lx0,1L= 0,01 mol
massaBaGl = mol BaC} x Mr.BaClL
= 0,01 mol x 244,20 g/mol =2,442 g

Jadi, BaC] yang harus ditimbang untuk membuat larutan BacCl
0,1 M adalah 2,442 g.

C.6 LarutanHCI 0,4 M
Larutan HClI 0,4 M dibuat dari larutan HCI 37%
(37 g/100 mL)

__massa " 1000
T Mr 100

37 10 = 10,423 M

M1xV1=M2xV2
10,423 M* V"1 = 0,4 M= 100 mL

'l= 3,84mL
C.7 Larutan HCI 0,2 M
M1xV1l=M2xTV2

10,4230 11 =0,1M=100mL
Vl= 0,96 mL
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Lampiran D. Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bacillus subtilis

Tabel D.2:Pembuatan kurva pertumbuhBacillus subtilis
Waktu inkubasi

X Absorbansi
(jam)
0 0,18
4 0,18
6 0,18
24 0,30
28 0,30
29 0,16
0.35 -
03 -
0.25 -
-E 032 -
2 015 -
™
01
0.05 -
|:| T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

waktu inkubasi (jam)

Gambar D.1: Kurva pertumbuhaBacillus subtilis
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Lampiran E. Pembuatan Kurva Baku

Tabel E.1 Pembuatan kurva baku gula pereduksi
Konsentrasi gula pereduksi

Absorbansi
(ppm)
0 0
20 0,060
40 0,142
60 0,242
80 0,354
100 0,428
0.45 -
0.4 -
y=421 103
0.35 1 R:=00987
0.3 -
_E 0.25 -
2 02
0.15 -
0.1 -
0.05 -
0
0 20 40 50 B0 100 120

konsentrasi gula pereduksi (ppm)

Gambar E.1: Kurva baku gula pereduksi
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Tabel E.2Pembuatan kurva bakukase®b9 nm

Konsentrasi kasein

Absorbansi
(ppm)
0 0
1000 0,045
2000 0,085
3000 0,135
4000 0,177
5000 0,207
6000 0,240
7000 0,282
8000 0,313
9000 0,348
04 4
0.35 -
0.3 A
'E 0.25 -+
E 0.2 A
-E 0.15 -
0.1 A
0.05 +

a T T T T 1
a 2000 4000 000 8000 10000

konsentrasi kasein (ppm)

Gambar E.2: Kurva baku kasein
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Lampiran F. Pemurnian Pektinase

F.1 Pemurnian ekstak kasar pektinase dengan amoniursaulfat
fraksi 20-60%

Penambahan amonium sulfat ke dalam ekstrak kasar
pektinase berdasarkan tabel amonium sulfat yamgnidhkan pada
setiap liter pektinase (Lampiran F.2).

Contoh : fraksi 0-20%, maka perlu ditambahkan 11dngpnium
sulfat pada 1000 mLpektinase, sehingga pada
75 mL ekstrak kasar pektinase adalah :

1149 = w
1000 mL 75mL

w = 8,550 g

fraksi 20-60%, maka perlu ditambahkan 262 g amonium
sulfat pada 1000 mL pektinase, sehingga pada 75 mL
ekstrak kasar pektinase adalah :

2629 _ w
1000 mL 75mL
w = 19,650 g

w = banyaknya amonium sulfat yang ditambahkan
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F.2 Massa Amonium Sulfat (gram) yang ditambahkan diam

setiap liter larutan
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Lampiran G. Perhitungan Kadar Protein dan Aktivitas
Pektinase Bebas
G.1 Perhitungan kadar protein pektinase bebas
Perhitungan kadar protein yaitu melalui pengkonaersilai
absorbansi pektinase pada persamaan kurva bakokasei
menggunakan persamaan regresi kurva baku kasein.
Diketahui persamaan kasein :

Y = 4.10°X

Dimana : Y = Absorbansi
X = Konsentrasi
Volume pektinase yang digunakan untuk penentuamt 2
Volume larutan stokkasein 5000 ppm yang ditambakkammL
Volume larutan yang diukur absorbansinya = 12 mL

Konsentrasi total = Konsentrasi protein enzim +eka$000 ppm

Contoh perhitungan kadar protein dengan absorbar&87
adalah :

Y =4 .10°X
0,387 = 4.10X
X =9675 ppm

9675 ppm- 5000 ppm = 4675 ppm = 4,675 mg/mL

Tabel G.1 Kadar protein enzim bebas

Konsentrasi o o
Absorbansi  pektinase
(mg/mL) (mg/mL)
0,387 4,675 1717
0,389 4,725 ’
0,390 4,750

Sehingga kadar protein pektinase bebas :
= 4,717 mg/mL x 2mL
=9,434mg
Konsentrasi pektinase sebelum amobilisasi untuk./AmL adalah
4,717mg/mL x 2mL

5mL

=1,887 mg/mL
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G.2 Perhitungan aktivitas pektinase bebas
Perhitungan aktivitas yaitu melalui pengkonversiaitai
absorbansi pektinase pada persamaan kurva bakyerdduksi
menggunakan persamaan regresi kurva baku gulaysesied
Diketahui persamaan gula pereduksi :

Y = 4,21 x 103X

Dimana : Y = Absorbansi
X = Konsentrasi
Setelah diketahui konsentrasinya dikonversd&am persamaan
unit aktivitas:

_xxV x fp « Mr galakturonat

AE
pxq Mr glukosa

Keterangan:
AE = Aktivitas Enzim (Unit)
X = Konsentrasi gula pereduksi (ppm)
\% = Volume total sampel dalam percobaan pada tdyurig

(mL)
q = Waktu reaksi (menit)
p = Volume ekstrak kasar pektinase (mL)
fp = Faktor pengenceran
Mr galakturonat = 194,14 gram/mol
Mr glukosa =180 gram/mol

Contoh perhitungan aktivitas dengan absorbansi(g8alah :
0,854 = 4,21.18X
X = 202,850 ppm

_202850x6x% 417 T 19414

AE = 109,7 unit
1x5C 18C
Tabel G.2 Aktivitas pektinase bebas
Absorbansi Konsc_entra5| Aktlv!tas Ratajrata
pektinase (unit) (unit)
0,854 202,850 109,7 109,8
0,854 202,850 109,7
0,855 203,088 109,9
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Lampiran H. Penentuan Waktu Pengocokan Optimum
H.1 Jumlah pektinase setelah amobilisasi pada varsa waktu
pengocokan

Tabel H.1: Volume pektinase setelah amobilisasi pada vawagiu

pengocokan
Konsentrasi Waktu Volume pektinase (mL) Volume
pektinase | pengocokan | " " pektinase
(mg/mL) (jam) rata-rata (mL)
1,887 1 2,300 2,300 2,300 2,300
1,887 2 2,300 2,200  2,30( 2,267
1,887 3 2,200 2,200 2,200 2,200
1,887 4 2,100 2,100 2,200 2,133
1,887 5 2,000f 2,100 2,20( 2,100

Volume pektinase yang digunakan untuk penentuamt 2
Volume larutan stokkaseinyang ditambahkan = 2 mL
Volume larutan yang diukur absorbansinya = 12 mL

Jumlah pektinase setelah amobilisasi ditentukagalecara
mengkonversi nilai absorbansi pektinase yang titkmobil
dengan persamaan regresi linearkasein.

Untuk perhitungan jumlah pektinase setelah amaisilipada
waktu pengocokan 1 jam dengan nilai absorbansing220
adalah:

Diketahui persamaan regresi:

Y = 4.10°X
0,222 = 4.10X
X =5550 ppm
Konsentrasi total = Konsentras! pekunase + kotmasnkasein
5000 ppm
Konsentrasi pektinase= 5550 ppm — 5000 ppm
=550 ppm
= 0,550 mg/mL
Diketahui volume pektinase setelah amobilisasi ad#?,300 mL
sehingga jumlah pektinase setelah amobilisasi :

12mL 5 300 mL = 7,590 mg

0,550 mg/mL x
2mL
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Tabel H.2: Jumlah pektinase setelah amobilisasi

Jumlah pektinase
Konsentrasi Waktu . .| Rata-
. Absorbansi setelah amobilisasi
pektinase pengocokan rata
. (mg)
(mg/ml ) (llnm\ (mg\
| Il Il | 1 1}
1,887 1 0,222 0,223 0,228 7,590 7,985 7,935 7,820
1,887 2 0,220, 0,220 0,221 6,800 6,800 7,140 6,913
1,887 3 0,219 0,220 0,219 6,270 6,600 6,270 6,880
1,887 4 0,214 0,213 0,214 4,480 4,160 4,480 4,873
1,887 5 0,215 0,21% 0,214 4,725 4,725 4,410 4,620

H.2 Penentuan jumlah pektinase yang teradsorpsi dampasir
Untuk menentukan jumlah pektinase yang teradsatpkm

pasir dilakukan dengan mengurangi jumlah pektinasbelum

amobilisasi dengan jumlah pektinase setelah amnsakili dengan

rumus:

Wteradsorpsl: Wsebelum amobilisasT™ Wsetelah amobilisasi

Dimana : Wepeum amobiisas= jumlah pektinase sebelum amobilisasi
(mg)

Wietelanamobilisast jumlah pektinase setelah amobilisasi (mg)
Tabel H.3: Jumlah pektinase yang teradsorpsi pada pasir

Jumlah pektinase
Waktu teradsorpsi dalam Rata-
! Standart| Persen
pengocokan 0,1 gram pasir rata > o
) deviasi | deviasi
(jam) (mg) (mg)
I Il Il
1 1,844 | 1,499 1,499 1,614 0,199 12,356
2 2,634 | 2,634 2,294 2,521 0,196 7,794
3 3,164 | 2,834| 3,164 3,054 0,191 6,243
4 4,954 | 5,274| 4,954 5,061 0,184 3,652
5 4,709 | 4,709| 5,024 4,814 0,182 3,779
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H.3 Aktivitas pektinase variasi waktu pengocokan

Tabel H.4: Absorbansi aktivitas pada variasi wakpengocokan

By Absorbansi
pengocokan
(jam) I I 1]
1 0,335 0,338 0,337
2 0,372 0,370 0,372
3 0,406 0,409 0,408
4 0,435 0,437 0,439
5 0,416 0,415 0,417
Aktivitas dapat dihitungan dengan cara :
Y = 4,21.10%X
0,335 = 4,21.18x
X =179,572 ppm
AE = 79572x6x% 417 - 19414
01x50 180
= 429,637 unit

Tabel H.5: Aktivitas pektinase pada variasi waktu pengocokan

Waktu Aktivitas (unit) Rata Standart Persen
pengocokan I Il Il Vg deviasi | deviasi

(jam) (unit)

429,6 433,5 432,2 431,8 1,959 0,454

2 477,1 474,5 477,1 476,2 1,481 0,311

3 520,7 5245 523,3 522,8 1,959 0,375

4 557,9 560,5 563,0 560,5 2,564 0,458

5 533,5 532,2 534,8 533,5 1,287 0,240
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Lampiran I. Penentuan Konsentrasi Pektinase Optimum
1.1 Jumlah pektinase sebelum amobilisasi
Diketahui bahwa jumlah pektinase bebas setelatupgan
yaitu 4,717mg/mL, sehingga jumlah pektinase sebelmmbilisasi
dalam 5 mL pektinase yang mengandung V mL pektimkzgmt
ditentukan dengan rumus berikut :

W = 4,717 mg/mL enzim x V ml enzim yang dicuplik

Dimana :
V = volume pektinase murni yang dicuplik = 1 mL
W = jumlah pektinase mula-mula sebelum amobilisasi
(mg)

Contoh :
W (1 mL) pektinase = 4,717mg/mL pektinase x 1 mL =
4,717mg
Dengan cara yang sama, maka jumlah pektinase sebelu
amobilisasi yaitu: (4,717; 9,434; 14,151, 18,868535) mg.
Konsentrasi pektinase sebelum amobilisasi untulk./bmL
adalah :
4,717mg/mL x ImL

5mL
Dengan cara yang sama diketahui konsentrasi psktina
sebelum amobilisasi sebesar: (0,943; 1,887; 2,83(074 ;
4,717) mg/mL.

= 0,9434 mg/mL
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1.2 Jumlah pektinase setelah amobilisasi pada varsh konsentrasi
pektinase

Tabel 1.1: Volume pektinase setelah amobilisasi pada variasi
konsentrasi pektinase murni

Konsentrasi Volume
pektinase Volume pektinase (mL) rata-rata
(mg/mL) I Il 11 (mL)

0,943 2,100 | 2,200 | 2,100 2,133
1,887 2,200 | 2,300 | 2,200 2,233
2,830 2,200 | 2,300 | 2,300 2,267
3,774 2,400 | 2,400 | 2,400 2,400
4,717 2,300 | 2,400 | 2,400 2,367

Volume pektinase yang digunakan untuk penentuamt 2
Volume larutan stokkasein 5000 ppm yang ditambakkammL
Volume larutan yang diukur absorbansinya = 12 mL

Jumlah pektinase setelah amobilisasi ditentukagale cara
mengkonversi nilai absorbansi pektinase yang tidgkbak dengan
persamaan regresi kasein.

Untuk perhitungan jumlah pektinase setelah ansasilipada
konsentrasi pektinase 4,717 mg/mL dengan nilai rdssinya
0,213 adalah:

Diketahui persamaan regresi:

Y = 4.10°X
0,213=4.10X
X =5325 ppr

Konsentrasi total = Konsentrasi Pektinase + kanasin
Kasein 5000 ppm
Konsentrasi pektinase = 5325 ppm — 5000 ppm
= 325 ppm
= 0,325mg/mL
Diketahui volume pektinase setelah amobilisasi atdal
2,400mL sehingga jumlah pektinase setelah amosilisa

0,325mg/mL XlzszL X 2,400mL = 4,680 mg
m
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Tabel I.2: Jumlah Pektinase Setelah Amobilisasi

Konsentrasi : Jumlah pektinase setelah
; Absorbansi T Rata-

pektinase amobilisasi (mg)

(mg/mL) I 1l Il I Il 1] rata
0943 0,209 0,210 0,200 2,880 3,200 2,880 2,987
1,887 0,211 0,211 0,212 3,685 3,685 4,020 3,797
2,830 0,214 0,214 0,215 4,760 4,760 5,100 4,873
3,774 0,213 0,214 0,213 4,680 5,040 4,680 4,800
4,717 0,227 0,227 0,22 9585 9,585 9,940 9,703

I.3 Penentuan jumlah pektinase yang teradsorpsi dam pasir
Untuk menentukan jumlah pektinase yang teradsaiglaim
pasir dilakukan dengan mengurangi jumlah pektinssieelum
amobilisasi dengan jumlah pektinase setelah ansasili

Wteradsorpsi: Wsebelum amobilisast Wsetelah amobilisasi

Dimana : Wepeium amobilisast jumlah pektinase sebelum amobilisasi
- (mg) =
Wsetelanamobiisast jumlah pektinase setelah amobilisas (mg)

Tabel I.3: Jumlah pektinase yang teradsorpsi pasir

Jumlah Jumlah pektinase
pektinase teradsorps[dalam 0,1 gram Rata- Standart| Persen
sebelum pasir (mg rata Bt S (I
amobilisasi | I i (mg) | o T
(mg)
4,717 1,837 1,517 1,837 1,730 0,185 10,677
9,434 5,749 5,749 = 5,414 5,637 0,193 3,431
14,151 9,391 9,391 9,051 9,278 0,196 2,116
18,868 14,188| 13,828 14,188 14,068 0,208 1,477
23,585 14,000/ 14,000 13,645 13,882 0,205 1,476

Diketahui : massa (pektinase + pasir) yang digumagada saat
pengukuran aktivitas = 0,1 gram, sedangkan massa-pa
pektinase seluruhnya setelah amobilisasi :
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Tabel I.4: Massa pasir setelah amobilisasi

Konsentrasi awal Massa pektinase
F()rilgllrr;]isf setelah amobilisasi (mg)
0,943 0,220
1,887 0,260
2,830 0,300
3,774 0,320
4,717 0,325

Sehingga jumlah pektinase dalam 0,1 gram (pasiti@se) dapat
ditentukan dengan rumus sebagai berikut :
Massa pektinase dalam 0,1 gram (pasir+pektinase) :
_ 0,1gram
Wc
Dimana : Weragsorpsi = Jumlah pektinase yang teradsorpsi dalam
0,1 g pektinase
W, = massa pasir setelah amobilisasi (gram)

X Wteradsorpsi

Contoh :
Perhitungan jumlah pektinase setelah amobilisasanda0,1 g
(pektinase+pasir) dengan \&ebesar 0,300 gram :

_ Oldgram

= x 9,278 mg = 3,093mg
0,300gram
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Tabel I.5: Jumlah pektinase dalam pasir + pektinase

K [ Jumlah Jumlah
onsentrasi : .
o pektinase pektinase
(mg) (mg) dalam
pektinase | dalam 0,1 1 g pasir
(mg/mL) | gram pasir| (mg/gram)
0.943 0.787 7.865
1.887 2.168 21.682
2.830 3.093 30.926
3.774 4.396 43.963
4.717 4.271 42.713

I.4 Penentuan konsentrasi pektinase sisa

Konsentrasi pektinase sisa ditentukan dari jumlektipase
setelah amobilisasi dengan volume filtrat.
Contoh:
Perhitungan konsentrasi pektinase sisa dengan humpé&ktinase
setelah amobilisasi 1,653 mg dan volume filtrabZ,tL :

Konsentrasi sisazM =1,700 mg/mL
2,233 mL
Tabel 1.6: Konsentrasi pektinase sisa
Konsentrasii Jumlah | Volume | Konsentrasi
awal pektinase | filtrat sisa
. setelah :
pektinase amobilisasi| (ML) pektinase
(mg/mL) (mg) (mg/mL)
0,943 2,987 2,133 1,400
1,887 3,797 2,233 1,700
2,830 4,873 2,267 2,150
3,774 4,800 2,400 2,000
4,717 9,703 2,367 4,099
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I.5 Aktivitas pektinase pada variasi konsentrasi pktinase

Tabel 1.7: Absorbansi aktivitas variasi konsentrasi pekinas

Konsentrasi awal Absorbansi
pektinase (mg/mL) I Il Il
0,943 0,553 0,552 0,553
1,887 0,653 0,654 0,654
2,830 0,756 0,756 0,757
3,774 0,819 0,818 0,819
4,717 0,798 0,797 0,798
Aktivitas dapat dihitung dengan cara:
Y = 4,21.10°%
0,798 = 4,21.18X
X =189,549 ppm
X0oX
AE = 189549x6x 417 > 19414
01x50 180
=1023,4 unit
Tabel 1.8: Aktivitas variasi konsentrasi pektinase
Foonzentraz Aktivitas (umit) Rata.
awal i Standant | Perzen
pektinase I II 111 oty | deviasi | deviasi
(mz'mL) ; '
0,643 570,7 | 3642 | 3669 | 3673 3228 | 0369
1,887 6733 | 6746 | 6784 | 6734 2670 | 0393
2,830 2811 | @849 | 8913 | 885% 5183 | 0383
3774 10503 [ 10491 [ 10504 [ 10409 | 0740 | 0072
4,717 10234 [ 10221 [ 10234 [ 10230 | 0,740 | 0072
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Lampiran J. Efisiensi Pektinase Amobil

Tabel J.1: Absorbansi efisiensi

Konsentrasi awal ‘ Absorbansi
Il

pektinase (mg/mL) ‘ I Il

| |
| | | |
| 3,774 | 0865 | 0894 | 0844 |
| 3,774 | o788 | 0804 | 0753 |
| 3,774 | o671 | 0688 | 069 |
| 3,774 | 0509 | o506 | 0505 |
| 3,774 | 0445 | 0443 | 0437 |

Aktivitas dapat dihitung dengan cara:
Y =4,21.10X
0,865 = 4,21.18X
X = 205,463 ppm

_ 205463x6x 417 \ 19414
01x50 180
= 1109,361unit

AE

Tabel J.2 Aktivitas efisiensi

Konsentrasi awal | Aktivitas (unit) | Rata- | Persen |

P —— (mg/mL)| I | Il | 1l |rata (unit) | efisiensi (%)|

|

|

| 3,774 | 1109,4] 114664 10824 11128 100,00
| 3,774 | 10106] 10314 9657 10023 90,08 |
| 3,774 | 860,6| 8824 8924 8785 78,94 |
| 3,774 | 6528| 6489 647,41  6498| 58,39 |
| 3,774 | 5707| 5681 5608 5664 50,90 |
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Lampiran K. Analisa Statistik
K.1 Jumlah pektinase yang teradsorpsi dalam pasir
K.1.1 Pada variasi waktu pengocokan

Tabel K.1: Analisis Pengaruh Waktu PengocokanTerhadap Jumlah
pektinase teradsorpsi pada pasir

Waktu Jumlah pektinase teradsorpsi (mg) Rata-
pengocokan Total rata
(jam) I Il 11 (mg) (mg)

1 1.844 1.499 1.499 4.842 1.614

2 2.634 2.634 2.294 7.562 2.521

3 3.164 2.834 3.164 9.162 3.054

4 4.954 5.274 4.954 15.182 5.061

5 4.709 4.709 5.024 14.442  4.814

total 17.305 16.950 16.935) 51.190 17.063

Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiapakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah selaeydkut:
1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

2
i=1j=1 } _ 2620416
n.p 15

Pn
[.Z 2 (Yij)
FK = = 174,694

2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)
a. JK Total (JKT)

P n P
JKT=| > > (Yij)° [-FK
|1=1)=1

= 201,575-174,694 = 26,881
b. JK Perlakuan (JKP)

p(n 2
8 2]
=1 =1

Kp=b— "~ J_

n

= 603,636/3 — 174,694= 26,517
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c. JK Galat percobaan (JKG)
JKG = JKT — JKP = 26,881- 26,517 = 0,363

3. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)

a. KT Perlakuan = JKP _ 25017 6,629
dB perlakuan 4
b. KT Galat percobaan = - T F 0,036

dBpercobaan 10

4. Menghitung nilai F

I:hitung= E = @: 182,409
KTG 0,036

Fraver 5 %= F(0,05; 4, 10) = 3,480
Karena Riung Faves maka H ditolak, artinya variasi waktu
pengocokan berpengaruh terhadap jumlah pektinesgsmrpsi pada
pasir. Untuk mengetahui variasi waktu pengocokanareaja yang
berpengaruh terhadap jumlah pektinase teradsoagsi pasir, maka
dilakukan uji BNT dengan = 0,05.

BNT 59 = Y2 ap) X (2KTG/nf®

t(0,025; 10) x (2 x 0,036/3)
2,228 x 0,155 = 0,347
Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan dafima variasi
waktu pengocokan yang disusun dari nilai terkeeingai nilai
terbesar sebagai berikut:

FK 174,694
JK total 26,881
JK perlakuan 26,517
JK galat 0,363
dB perlakuan 4
KT perlakuan 6,629
dB galat 10
KT galat 0,036
F hitung 182,409
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Tabel K.2: Data analisa varian satu arah pektinase terasisaapasi
waktu pengocokan

Rata-rata Waktu pengocokan (jam)
jumiah 1] 2 | 3] 5 ] 4
Waktu pektinase Rata-rata jumlah pektinase
pengocokan teradsorps| teradsorpsi dalam 0,1 gram pasir|
(jam) dalam 0,1 (mg)
gra(rr?]gp)as” 1,614 2,521| 3,054 4,814/ 5,061
1 1,614
2 2,521
3 3,054
5 4,814
4 5,061 0,247

Tabel K.3: Data Uji BNT 5% jumlah pektinase teradsorb tegmad
variasi waktu pengocokan

F F
Sebar Keragamain dB JK KT hitung | tabel

Perlakuan 4 26,517 6,629 182,409| 3,480

Galat percobaan| 10 0,363 0,036
Total 14| 26,880 6,665

Ket: =berbeda nyata

K.1.2 Pada variasi konsentrasi pektinase

Tabel K.4: Analisis pengaruh konsentrasi pektinase terhadap
pektinase teradsorpsi pasir

Konsentrasi

pektinase Jumlah pektinase teradsorpsi Rata-rata

(mg/mL) dalam 0,1 gram pasir (mg) Total (mg) (mg)
0,943 1,837 1,517 1,837 5,191 1,730
1,887 5,749 5,749 5,414 16,912 5,637
2,830 9,391 9,391 9,051 27,833 9,278
3,774 14,188 13,828 14,188 42,204 14,068
4,717 14,000 14,000 13,645 41,645 13,882
total 45,165 44,485 44,135 133,784 44,595
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Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiagakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah sebaeydkut:
1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

3300]  yra0mmzs
FK = =
n.p 15

=1193,228

2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)
a. JK Total (JKT)

P n 2
JKT=| > > (Yij)° |-FK
i=1j=1
=1534,764 — 1193,228= 341,536

b. JK Perlakuan (JKP)

p(n Y
>l X Wjj
=1 =1

JKP==—————=-FK
M
= 4603,122/3- 1193,228= 341,146

c. JK Galat percobaan (JKG)

JKG = JKT — JKP = 341,536— 341,146

=0,391
3. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)

JKP 341,146
a. KT Perlakuan = = = 85,286
dB perlakuan 4

b. KT Galat percobaan - N
dBpercobaan

0,391

= 0,039
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4. Menghitung nilai F

I:hitung N

KTP 85,286
KTG 0,039

= 2183,657

Fravel 5 %= F(0,05; 4, 10) = 3,480
Karena Fiung Faves Maka H ditolak, artinya variasi konsentrasi
pektinase berpengaruh terhadap jumlah pektinaselsdemsi pada
pasir. Untuk mengetahui variasi konsentrasi pekénanana saja
yang berpengaruh terhadap jumlah pektinase tenqaslspada pasir,
maka dilakukan uji BNT dengan= 0,05.

BNT 59 = Yz gy X (2KTG/nf®

= 2,228 x 0,039 = 0,360

Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan d&fima variasi
konsentrasi pektinase yang disusun dari nilai rlssampai nilai
terbesar sebagai berikut:

FK 1193,228
JK total 341,536
JK perlakuan 341,146
JK galat 0,391
dB perlakuan 4
KT perlakuan 85,286
dB galat 10
KT galat 0,039
F hitung 2183,657

Tabel K.5: Data analisa variansatu arah pektinase terads@mpasi

konsentrasi pektinase

Sebar F
Keragaman 25 - y tabel
Perlakuan 4 | 341,146| 85,286 | 2183,657 | 3,480

Galat | 15| 0,391 | 0,039
percobaan

Total 14 | 341,537| 85,325
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Tabel K.6: Data uji BNT 5 % pektinase teradsorpsi terhadaasgi
konsentrasi pektinase

Rata-rata Konsentrasi pektinase (mg/mL)
jumlah | 0,943 | 1,887 2,830 4,717 3,774
Konsentrasi| pektinase | Rata-rata jumlah pektinase teradsorpsi
pektinase | teradsorpsi dalam 0,1 gram pasir (mg)
(mg/mL) dalam 0,1
gram pasir
(mg) 1,730 | 5,637 9,278 13,882 14,068
0,943 1,730
1,887 5,637
2,830 9,278
4,717 13,882
3,774 14,068 0,186

Ket: =berbeda nyata

K.2 Aktivitas Pektinase Amobil
K.2.1 Pada variasi waktu pengocokan

Tabel K.7: Analisa pengaruh waktu pengocokan terhadap &dsivi
pektinase amobil

Waktu Total Rata-
pengocokan Aktivitas (unit) (unit) rata
(jam) (unit)
1 429,6 433,5 432,2 1295,3 431,8
2 477,1 4745 477,1 1428,7 476,2
3 520,7 5245 523,3 1568,% 522,38
4 557,9 560,5 563,0 1681,4 560,5
5 533,5 532,2 534,8 1600,% 533,%
total 2518,8 2525,2 2530,4 7574 4 25248

Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiapakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah sebaeydkut:
1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

2
Pn
[izlz—lmj )} 57372050.4
FK = L= = " — 3824803 4
n.p 15
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2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)
a. JK Total (J KT)

JKT = IZJZ_ (1)) }
= 3856026,7 — 382480,4 = 31223,3
b. JK Perlakuan (JKP)

0 2
ZJ(Z YJJ
=1 j=1

JKP=%———=-FK
N
= 11567971,6/3 — 3824803,4= 31187,2

c. JK Galat percobaan (JKG)

JKG = JKT — JKP = 31223,4- 31187,2= 36,2

3. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)
JKP 31187,2

a. KT Perlakuan = = = =7796,8
dB perlakuan 4

b. KT Galat percobaan = i 3048 =3,6

dB percobaan 10

4. Menghitung nilai F

779
I:hltung— E = 6 8— 2154 7

KTG 3,6
Fravel 5 %= F(0,05; 4, 10) = 3,480
Karena Rung Faves Maka H ditolak, artinya variasi pektinase
berpengaruh terhadap aktivitas. Untuk mengetahuiasiawaktu
pengocokan mana saja yang berpengaruh terhadajtasktimaka
dilakukan uji BNT dengan = 0,05.
BNT 506 = {uo agy X (RKTG/nf®
= 1(0,025; 10) x (2 x 3,6/37
=22x16=35
Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan da&fima variasi
waktu pengocokan yang disusun dari nilai terkeeingai nilai
terbesar sebagai berikut:
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FK 3824803,4
JK total 31223,3
JK perlakuan 31187,2
JK galat 36,2
dB perlakuan 4
KT perlakuan 7796,8
dB galat 10
KT galat 3,6
F hitung 2154,7

Tabel K.8: Data analisa varian satu arah aktivitas pektiaasebil
terhadap variasi waktu pengocokan

Sebar F
Keragaman | dB JK KT F hitung | tabel
Perlakuan 4 31187,2| 7796,8 2154,7| 3,480
Galat percobaan 10 36,2 3,6
Total 14 | 31223,4| 7800,4

Tabel K.9: Data Uji BNT 5% aktivitas terhadap variasi waktu
pengocokan

Waktu pengocokan (jam)

Waktu [, .. | 1 | 2 | 3 | 5 | 4
pengocokan T, U F° | Rata-rata aktivitas pektinase amobil

: (unit) )

(jlam) (unit)

431,8| 476,2| 522,8| 533,5| 560,5

1 431,8

2 476,2

3 522.,8

5 533,5

4 560,5
Ket: =berbeda nyata
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K.2.2 Pada variasi konsentrasi pektinase
Tabel K.10: Analisis pengaruh konsentrasi pektinase terhadap
aktivitas pektinase amobil

Konsentrasi Total Rata-
pektinase Aktivitas (unit) (unit) rata
(mg/mL) (unit)

0,943 570,7 564,2 566,9 1701,8 567,
1,887 673,3 674,6 678,4 2026,3 6754
2,830 881,1 884,9 891,3 2657,3 885,8
3,774 1050,3 1049,1] 1050,4 3149,8 1049,9
4,717 1023,4 1022,1] 10234 3068,9 1023,0
total 4198,9 | 4195,00 42104 12604,3 42014

Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiapakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah sebaeydkut:
1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

2
P n
[ZZ(WJ')}
R ) g NE56795)

n.p 15
2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)
a. JK Total (JKT)

P n ~
JKT = I
L;ljz‘:l(wj) :| FK

=1134646,0 — 10591206,7= 543439,3
b. JK Perlakuan (JKP)

=10591206,7

= 33403663,9/3— 10591206,7= 543347,9
c. JK Galat percobaan (JKG)

JKG = JKT — JKP = 543439,3—- 543347,9
=914
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3. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)

JKP 543347,9
a. KT pPerlakuan=———= ———
dB perlakuan

b. KT Galat percobaan - &
dBpercobaan

91,4
N — 9,1
10

= 135837,0

4. Menghitung nilai F

KTP
s 135837,0: 14859.9
KTG 9,1

Frabel 5 %= F(0,05; 4, 10) = 3,480
Karena Fiung> Faves Maka H ditolak, artinya variasi konsentrasi
pektinase berpengaruh terhadap aktivitas. Untuk getahui
variasi konsentrasi pektinase mana saja yang bgapem
terhadap aktivitas, maka dilakukan uji BNT dengan0,05.
BNT 59 = {2 gy X (2KTG/nf®
= 23x25=57

hitung =

Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan #alima variasi
konsentrasi pektinase yang disusun dari nilai t@fkeampai
nilai terbesar sebagai berikut:
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FK 10591206,7
JK total 543439,3
JK perlakuan 543347,9
JK galat 91,4
dB perlakuan 4
KT perlakuan 135837,0
dB galat 10
KT galat 9,1
F hitung 14859,9




Tabel K.11: Data analisa varian satu arah aktivitas pektiaaseabil
variasi konsentrasi

Sebar ) F
Keragaman d5 B S ng tabel
Perlakuan 4 | 543347,9| 135837,0f 14859,9 | 3,480

Galat 1.4 914 0,1
percobaan

Total 14 | 543439,3| 135846,1

Tabel K.12Data uji BNT 5 % aktivitas pektinase amobil varias
konsentrasi pektinase

Konsentrasi pektinase (mg/mL)
Konsentrasiy ivitas | 0,943 | 1,887 | 2,830 4717] 3,774
(ma/ml) (unit) Rata-rata aktivitas pektinase amobil (unit)

567,3 | 6754 | 8858 1023, 10499
0,943 567,3
1,887 675,4
2,830 885,8
4,717 1023,0
3,774 1049,9
Ket: =berbeda nyata

K.3 Efisiensi Pektinase Amobil

Tabel K.13 Analisis pengaruh pengulanganpektinase amobil
terhadap aktivitas

B : Total RElEs
Pengulangar Aktivitas (unit) ; rata
(unit) )
(unit)
1 1109,4 1146,6 10824 3338,3 11128
2 1010,6 1031,1 965,7 30075 1002|5
3 860,6 882,4 892,6 2635,5 878,5
4 652,8 648,9 647,7 19494 649,8
5 570,7 568,1 560,5 1699,3 566,4
total 4204,0 4277,1 4148,9 12630,0 4210,0

Untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh tiap-tiapakean,
maka dilakukan uji F dengan langkah-langkah sebaeydkut:
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1. Menghitung Faktor Korelasi (FK)

2
p n
A
M {21;( ”)} _ 15951791@

n.p 15
2. Menghitung Jumlah Kuadrat (JK)
a. JK Total (JKT)

P n 2
JKT = -
B2

=11279308,1- 10634527,4= 644780,7

=10634527,4

b. JK Perlakuan (JKP)

= 33823167,0/3— 10634527,4= 639861,6
c. JK Galat percobaan (JKG)
JKG = JKT — JKP = 644780,7— 639861,6
=4919,1
3. Menghitung Kuadrat Tengah (KT)

JKP 639861,6
a. KT Perlakvan =————= — =159965,4
dB perlakuan 4

b. KT Galat percobaan T .
dBpercobaan

49191

=491,9

4. Menghitung nilai F
KTP 1

_ 59965,£L 3052
KTG 491.¢
Fiaver 5 5= F(0,05; 4, 10) = 3,480
Karena Fiung Faves Maka H ditolak, artinya variasi konsentrasi

pektinase berpengaruh terhadap aktivitas. Untuk getahui
76
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variasi konsentrasi pektinase mana saja yang bgapem
terhadap aktivitas, maka dilakukan uji BNT dengan0,05.
BNT 50, = 173 dB) X (491,904/['&5
= 2,228 x 18,109 = 40,3
Kemudian dibuat tabel selisih dua nilai rataan #alima variasi
konsentrasi pektinase yang disusun dari nilai térkeampai
nilai terbesar sebagai berikut:

FK 10634527,4
JK total 644780,7
JK perlakuan 639861,6
JK galat 4919,1
dB perlakuan 4
KT perlakuan 159965,4
dB galat 10
KT galat 491,9
F hitung 325,2
Tabel K.14: Data analisa varian satu arah pengulangan psktina
amobil
Sebar . F
Keragaman 7' 5 o iy tabel
Perlakuan 4| 639861,6 | 159965,4 325,2 3,480
Galat
percobaan 10 | 4919,1 491,9
Total 14| 644780,7 160457,3

Tabel K.15: Data uji BNT 5 % aktivitas terhadap pengulangan

pektinase amobil

Pengulangan

o ladvitas| 5 | 4 | 3 | 2 | 1
FEEEEEE (unit) Rata-rata aktivitas pektinase amobil (unit)
566,4 649,8 878,5 10025 1112,

5 566,4

4 649,8

3 878,5

2 1002,5

1 1112,8

Ket:

=berbeda nyata
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