DAFTAR ISI

HALAMAN PENGESAHAN ... i
KATA PENGANTAR ..o i
ABSTRAK .t v
ABSTRACT ..t v
DAFTAR IS ..o Vi
DAFTAR GAMBAR ... IX
DAFTAR TABEL ...t X
PENDAHULUAN ...t 1
1.1 Latar Belakang dan Permasalahan..............cccccvviiiiiiiicic st 1
1.2 RUMUSAN MASAIAN ..o 3
1.3 TUJUAN PENEIHLIAN. ......coiviiiiciccie sttt et sre e ste e nas 3
1.4 Manfaat PENEIITIAN. ..o 3
TINJAUAN PUSTAKA e 5
1.1 Mikroorganisme HalofiliK ............ccooiiiiiiii e 5
11.2 Protease Toleran Garam (Halostabil)............ccccooeiiiiiiiiiiic e 6
[1.3 METAIOPIOTEASE. ...ttt 7
1.4 PemUIMIAN ENZIM ..ot 10
1141 SENTITUGAST ..vvviiiieieeeie e 10
14.2 FraKSINASI .....vviveieieiiieee ettt 11
[14.3  DHALISIS ...t 12

1.5 KaraKterisasi ENZIM.........ccooiiiiiiiec e 13
1151 KiINetiKa ENZIM .....ooiiiiiiiic e 13
11.5.2  StabilitaS ENZIM .......cooiiiiiic e 14
11.5.2.1 Stabilitas TErMAL.........ccooiiiiii s 15

11.5.2.2 SEADIITAS PH ... 15

11.5.3 MEtOde KUNITZ ......ccuoiiiiiieiccee e 16
1154 MEIOAE LOWKY ..ot 16

11.6 EDTA (Asam EtilendiamintetraaSetat) ...........cocvovererirerinieieeeesesese e 17
11.7 Spektrofotometri UV-VISIDIE ..o 18
METODE PENELITIAN ..o 20
I11.1 Waktu dan Tempat PEnelitian..............cooeeiiiiiiiiie e 20

HL2 ALGE AN BANAN .....eeiiiieeie ettt s et e e e et e s et e e s eaabe e e s eatbeeeesaares 20



Vi

HL.3 Variabel Penelitian............oooviieiiiiee e 20
H1.3.1 Variabel BEDaS. .......cccooiiiiie sttt 20
11.3.2 Variabel TerKat ........c.ccvieiieieeiee st 21
111.3.3 Variabel Terkendali............cccocviieiiiiiiiiiici s 21

1114 Prosedur PENEIITIAN ........eoveieee ettt 21
I11.4.1 Peremajaan Bakteri Halofilik Bacillus clausii JIG-0%B ..............ccccccvevnee. 21
111.4.2 Konfirmasi Bakteri Halofilik Bacillus clausii J1G-0%B...........c..cccccevevennnnen. 21
I11.4.3 Skrining Protease Halostabil dari Bakteri Halofilik J1G-0%B...................... 22
I11.4.4 Penentuan Komposisi Kasein Optimal pada Media Halofilik....................... 22
111.4.5 Penentuan pH Optimal pada Media HalofiliK............ccocooiiniiiniiic 23
111.4.6 Pembuatan Kurva Pertumbunan............ccccooverviiii e 23
I11.4.7 Pembuatan Starter Bakteri Halofilik Bacillus clausii J1G-0%B................... 23
111.4.8 ProdUKSI PrOTEASE. ......cviiveiiieiiecieeiesie ettt ettt 23
I1.4.9 PemUIIan PrOtEASE.........cuiueieeeeiese e e e ettt ste et sne e neas 24

111.49.1  Fraksinasi menggunakan ammonium sulfat ............cccocvvviiininiinnnne 24
I11.4.9.2  DIHAlISIS . .veviveierieieriiieice sttt 25
111.4.10 KaraKterisasi ENZIM .........cccoeiiiiiieiiie e 25
111.4.10.1 Penentuan pH optimal ..........cccoovviiiiieiiieccce e 26
111.4.10.2  Penentuan suhu optimal........c.ccccoieiieiiii i 26
111.4.10.3 Penentuan kadar NaCl optimal ............ccccooeiiiiiiiiniinieieneeeieine 26
111.4.10.4  Penentuan nilai Km dan Vimaks ... 26
111.4.10.5 Penentuan stabilitas termal dan pH............ccccoovviiiiiiie e, 26
111.4.10.6 Penentuan perubahan energi akibat denaturasi (AGi), waktu paruh (ti),
dan konstanta laju inaktivasi (Ki) ........ccoceeererviniiiinineenecee 27

111.4.10.7 Penentuan protease halostabil metaloprotease..........c.ccocevervrerinnnnnne 27
111.4.11 Penentuan Aktivitas Protease Menggunakan Metode Kunitz...................... 27
111.4.12 Penentuan Kadar Protein Menggunakan Metode LOWrY ..........ccccovvrvennen. 27

HASIL DAN PEMBAHASAN.......ooiii et 29

IV.1 Peremajaan Bakteri Halofilik Bacillus clausii JIG-0%B.............ccccooevviiiiieinaienns 29

IV.2 Konfirmasi Bakteri Halofilik Bacillus clausii JIG-0%B............c.ccccooevvniiieincens 29

IV.3 Skrining Protease Halostabil dari Bakteri Halofilik J1IG-0%B..............ccccceocvriveennnne 30

IV.4 Penentuan Kondisi Optimal Produksi Protease Halostabil ...............ccocoooiiiiiiinnns 31

IV.4.1 Penentuan konsentrasi kasein dan pH optimal pada media pertumbuhan
DAKLETT ...t nre s 32

IV.4.2 Penentuan waktu optimal produksi protease............cceevevevvevieniiieeseseenene. 33



Vil

IV.5 Preparasi Starter dan Produksi Protease Halostabil ..o 34
IV.6 Pemurnian Protease Halostabil ..o 35
IV.6.1 Fraksinasi bertingkat ammonium sulfat.............ccccooiiiiiccc 35
IV.6.2 DHALISIS ... 37
IV.7 Karakterisasi Protease Halostabil dari Bakteri Halofilik Bacillus clausii J1G-
OB ...ttt bt bbb et e e enbe b e re e 38
IV.7.1 Penentuan pH optimal protease halostabil ...............cccooviiiiiiieniicc, 38
IV.7.2 Penentuan suhu optimal protease halostabil................ccocoiiiiiiniiiicn, 39
IV.7.3 Penentuan kadar NaCl optimal protease halostabil ...............c.ccccooeiiinnnnnnn. 41
IV.7.4 Penentuan nilai Vinaks AN KW ... 42
IV.7.5 Penentuan stabilitas termal dan pH protease halostabil ................ccccccennen. 43
IV.7.6 Penentuan perubahan energi akibat denaturasi (AG;), waktu paruh (ti2), dan
konstanta laju INAKEIVAST (Ki) ......eoveveieiiiiiieeee e 44
IV.7.7 Penentuan protease halostabil metaloprotease ..........c.cceevevvevieiiveeneseenee. 46
PENUTUP ...t ettt et 49
V.1 KESIMPUIAN ...ttt re et et sre e te e nas 49
A - [ TP TP PR PRPRN 49
DAFTAR PUSTAKA L.ttt 50
LAMPIRAN ...ttt sttt n e be et 60
1. KerangKa PENelitian .........cccovoiiii ittt 60
2. SKeMa PENEIITIAN ......cviiiiiiiecic s 62
3. PembBUAAN LATULAN. .......ccviitiiieciiei et 69
4. PEINITUNGAN. .....eciiiiece ettt ettt e st e e s beete e besreesresteeresbeeraentens 71
5. KUIVA StANAAT TIFOSIN ...c.viviteiiieeiiieise ettt 76
6. KUIVa STANAAI BSA ..o 76
7. Tabel Fraksinasi dengan Ammonium Sulfat ...........ccoceioiiieiiniinieeeee e 77
8. Data PENEITIAN ......cceeiviieiecce s 78
9. GaAMDAr PENEITIAN .......oiiecccee s 83

viii






	DAFTAR ISI

