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LAMPIRAN

Lampiran 1: Tahapan Penelitian

Isolat bakteri

Uji Kadar Protein
Metode Lowry

Ekstrak kasar protein

Kultur bakteri

Hidrolisat Protein

F1

Dialisat aktivitas tertinggi

F2 F4F3

D1 D2 D4D3

<3kDa 3-5 kDA >10 kDa5-10 kDa

Hasil dan Kesimpulan

Diremajakan

Diekstraksi

Difraksinasi dengan ammonium sulfat

Diskrining uji aktivitas antibakteri

Dihidrolisis menggunakan enzim pepsin

Diultrafitrasi dengan membrane MWCO 10,  5dan  3 kDa

Diuji aktivitas antibakterinya

Didialisis
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Lampiran 2: Skema Penelitian

1. Pembuatan Media

a. Media Kultur

b. Pemindahan Isolat ke kultur baru

Media Kultur

- Ditimbang 1 g

- Dilarutkan dalam 50 mL air laut

- Diatur pH-nya hingga 7

- Disterilkan  dalam autoklaf pada suhu 121 oC

selama 15 menit

- Didinginkan

- Dituang ke cawan petri

Media Nutrien Agar

Isolat bakteri

- Dipindahkan ke dalam media kultur

- Diinkubasi pada suhu 37 OC selama 24 jam

Isolat bakteri
baru
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c. Media Inokulum

d. Penyiapan Inokulum

Media Inokulum

- Ditimbang 0,8 g

- Dilarutkan dalam 100 mL air laut

- Diatur pH-nya hingga 7

- Disterilkan  dalam autoklaf pada suhu 121 oC

selama 15 menit

- Didinginkan

- Dituang ke cawan petri

Media Nutrien Broth

Isolat bakteri
baru

- Diambil 1-2 ose

- Dimasukkan ke dalam media NB

- Ditutup dengan kapas dan kasa

- Diinkubasi dengan shaker inkubator selama

24 jam dengan kecepatan 150 rpm

Inokulum
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e. Media Produksi

f. Penentuan waktu produksi optimum dan pengukuran waktu
OD

Media NB

- Ditimbang 16 g

- Dilarutkan dalam 2 L  air laut

- Diaduk menggunakan magnetic stirrer

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 oC selama

15 menit

Media produksi
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e. Media Produksi

f. Penentuan waktu produksi optimum dan pengukuran waktu
OD

Media NB

- Ditimbang 16 g

- Dilarutkan dalam 2 L  air laut

- Diaduk menggunakan magnetic stirrer

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 oC selama

15 menit

Media produksi
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e. Media Produksi

f. Penentuan waktu produksi optimum dan pengukuran waktu
OD

Media NB

- Ditimbang 16 g

- Dilarutkan dalam 2 L  air laut

- Diaduk menggunakan magnetic stirrer

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 oC selama

15 menit

Media produksi
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g. Produksi bakteri dalam jumlah besar

h. Media Muller Hinton Agar

Media MHA

Media kultur bakteri uji

- Ditimbang 4 g

- Dilarutkan dalam 500 mL air laut

- Diatur pH-nya hingga 7

- Disterilkan  dalam autoklaf pada suhu 121 oC selama

15 menit

- Didinginkan

- Dituang ke cawan petri

Inokulum

- Dimasukkan 10% ke dalam media produksi

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa

- Diinkubasi dengan shaker inkubator sesuai

dengan waktu produksi optimum yang telah

diketahui dengan kecepatan 150 rpm

Kultur bakteri
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2. Isolasi Protein

Ekstrasel

- Ditambahkan 100 mL buffer A.

- Digerus

- Disonikasi selama 30 menit dalam air

dingin.

- Dibeku-cairkan 2-3 kali.

- Disentrifugasi pada 5000 rpm dan suhu

4 oC selama 30 menit.

Intrasel

Endapan Supernatan

Kultur bakteri

- Disentrifugasi pada 5000 rpm

dan suhu 4 oC selama 20 menit.

- Disimpan dalam  lemari es
untuk proses selanjutnya.

Ekstra Kasar
(Intraseluler)
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3. Pemurnian protein

a. Bagan kerja fraksinasi protein bioaktif dengan amonium sulfat

86

3. Pemurnian protein

a. Bagan kerja fraksinasi protein bioaktif dengan amonium sulfat

86

3. Pemurnian protein

a. Bagan kerja fraksinasi protein bioaktif dengan amonium sulfat
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b. Bagan kerja dialisis

Keterangan: Perlakuan yang sama dilakukan untuk F2, F3 dan F4

Fraksi 0-20 % kejenuhan
(F1)

Data

- Ditambahkan buffer B.

- Dimasukkan kedalam membran selofan.

- Direndam dalam 500 mL Buffer C, diaduk
dengan magnetic stirrer

- Dialisis berakhir jika Buffer C sudah tidak
terdapat endapan.

- Dikeluarkan membran selofan dari buffer.
- Dikeluarkan fraksi protein dari membran selofan

lalu dimasukkan ke dalam wadah penampung.

Fraksi protein dalam kantong selofan

Dialisat protein

- Diukur kadar protein.
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4. Penentuan kadar protein

Keterangan: Perlakuan yang sama untuk setiap fraksi (F2, F3, dan F4),
ekstrak kasar, blanko dan larutan standar BSA

5. Hidrolisis protein

Fraksi Protein

Larutan Protein 3%

- Diencerkan menjadi 3%

- Dihidrolisi menggunakan enzim pepsin
(perbandingan enzim dan substrat 6:100).

- Diinkubasi pada suhu 37 oC dengan pH 2.
- Didiamkan selama 2 jam
- Dihentikan proses hidrolisis (pemanasan

pada air 85-95 oC selama 10 menit)

Hidrolisat Protein
3%

- Ditambahkan 1,96 mL aquades

- Ditambahkan 2,75 mL reagen lowry C

- Divortex lalu dibiarkan selama 15 menit

- Ditambahkan 0,25 mL reagen lowry D

- Divorteks.

- Dibiarkan selama 30 menit.

- Diukur absorbansinya pada λmax.

0,04 mL larutan fraksi

Data Absorban



89

6. Ultrafiltrasi Hidrolisat Protein

Diultrafiltrasi dengan
membran MWCO 10.000

Hidrolisat Protein

> 10 kDa< 10 kDa

Diultrafiltrasi dengan
membran MWCO 5.000

5 - 10 kDa< 5 kDa

Diultrafiltrasi dengan
membran MWCO 3.000

3 - 5 kDa< 3 kDa
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7. Bagan kerja uji antibakteri dengan metode difusi agar

Bakteri Uji ( Escherichia coli dan
Staphylococus aerus

- Diremajakan pada media NA miring dalam
tabung reaksi selama 1 x 24 jam pada suhu
37 oC

- Diambil 1 ose dan dihomogenkan dalam
larutan NaCl 0,9%

- Dilakukan pengenceran suspensi bakteri uji
hingga diperoleh transmitan 25% blanko
NaCl 0,9%

- Sebanyak 0,5 mL suspensi dicampurkan
dengan 15 mL media MHA

- Diletakkan 6 paper disc yang telah
dicelupkan pada hidrolisat protein, kontrol (+)
dan kontrol (-) diatas media MHA

- Diinkubasi selama 3 x 24 jam pada suhu
370C

- Diukur zona hambatnya menggunakan
mistar geser dalam satuan mm

Data

Koloni Bakteri

Media uji
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Lampiran 3: Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (λmax)

Tabel 11. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (λmax)

Panjang
Gelombong Absorbansi

600 0,207
610 0,217
620 0,219
630 0,22
640 0,227
650 0,229
660 0,235
670 0,233
680 0,23
690 0,23

Lampiran 4: Kurva Standar Bovine Serum Albumin pada λ 660 nm

Tabel 12. Konsentrasi Larutan Standar BSA
Konsentrasi BSA

(mg/mL)
Absorbansi

0 0
0,2 0,25
0,4 0,458
0,6 0,596
0,8 0,85
1 1,06

0,2

0,21

0,22

0,23

0,24

580 600 620 640 660 680 700

Ab
so

rb
an

si

Panjang gelombang λ (nm)

Grafik Panjang Gelombang
Maksimum
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Lampiran 5: Penentuan Waktu Produksi Optimum dan Optical density

(OD) Bakteri Endofit dan Eksofit

1. Bakteri Eksofit Simbion (Enterobacter)

Tabel 13. Penentuan Waktu Produksi Optimum dan OD Bakteri Eksofit
Waktu

Fermentasi OD Absorbansi Kadar Protein
(mg/mL)

0 0,261 0,145 6,141199
6 0,298 0,229 10,20309

12 0,319 0,287 13,00774
18 0,326 0,371 17,06963
24 0,421 0,68 32,01161
30 0,428 0,699 32,93037
36 0,362 0,46 21,37331

Contoh perhitungan kadar protein :

Data absorbansi yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan

regresi y = 1,034x + 0,018

Jika y = 0,699, maka:

0,699 = 1,034x + 0,018

x =
, ,,

y = 1,034x + 0,018
R² = 0,995

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Ab
so

rb
an

si

Konsentrasi (mg/mL)

Kurva Standar BSA
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x = 0,658607

Selanjutnya, kadar protein dikalikan dengan faktor pengenceran (Fp):

Kadar protein = x . Fp

= 0,658607 . 50

= 32,9307 mg/mL

2. Bakteri Endofit Simbion (C. Freundii)

Tabel 14. Penentuan Waktu Produksi Optimum dan OD Bakteri Endofit
Waktu

Fermentasi OD Absorbansi Kadar Protein
(mg/mL)

0 0,24 0,144 6,092843
6 0,302 0,209 9,235977
12 0,316 0,297 13,4913
18 0,321 0,35 16,05416
24 0,399 0,579 27,12766
30 0,41 0,583 27,32108
36 0,394 0,411 19,00387

Contoh perhitungan kadar protein :

Data absorbansi yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan

regresi y = 1,034x + 0,018

Jika y = 0,699, maka:

0,699 = 1,034x + 0,018

x =
, ,,

x = 0,658607

Selanjutnya, kadar protein dikalikan dengan faktor pengenceran (Fp):

Kadar protein = x . Fp

= 0,658607 . 50 = 32,9307 mg/mL
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Lampiran 6: Fraksinasi dengan Amonium Sulfat
Tabel 15. Tingkat Kejenuhan Amonium Sulfat

Konsentrasi awal dari amonium sulfat (%
kejenuhan pada 00C)

% kejenuhan pada 00C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Penambahan amonium sulfat (gram) pada 1 L larutan

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697

5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 305 444 484 526 570 615 662

10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627

15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592

20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 394 387 427 469 512 557

25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522

30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488

35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453

40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418

45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383

50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348

55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313

60 0 31 62 95 129 164 210 239 279

65 0 31 63 97 132 168 205 244

70 0 32 65 99 134 171 209

75 0 32 66 101 137 174

80 0 33 67 103 139

85 0 34 68 105

90 0 34 70

95 0 35

100 0
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Tabel 16. Penambahan Amonium Sulfat Pada Masing-masing Fraksi
Bakteri
Simbion

Fraksi
Protein

Kode
Fraksi

Volume
(mL)

Massa Amonium
Sulfat (gram)

Endofit
(C. Freundii)

0-20% FA1 40 4,24
20-40% FA2 37 4,181
40-60% FA3 37 4,44
60-80% FA4 36 4,644

Eksofit
(Enterobacter)

0-20% FB1 60 6,36
20-40% FB2 55 6,215
40-60% FB3 50 6
60-80% FB4 50 6,45

Contoh perhitungan penambahan amonium sulfat:

Ma =
	( )	 x massa amonium sulfat tingkat kejenuhan

Keterangan:

Ma = Massa amonium sulfat yang ditambahkan

V = volume fraksi

Ma =
	 	 x 106 gram

Ma = 4,42 gram
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Lampiran 7: Perhitungan Derajat Hidrolisis

1. Derajat Hidrolisis Bakteri Endofit Simbion C. freundii

Tabel 17. Perhitungan Derajat Hidroisis Bakteri Endofit Simbion C. freundii

Kode
Hidrolisat

Waktu
Hidrolisis
(menit)

Protein Terlarut 10% TCA Protein Total

Abs
KP

(mg/mL) Fp
KPs

(mg/mL) Abs
KP

(mg/mL) Fp
KPs

(mg/mL)
DH
(%)

HA1 0 0,12 0,0986 50 4,9323 0,418 0,3868 50 19,3423 25,5
HA2 30 0,237 0,2117 50 10,5899 0,42 0,3887 50 19,4391 54,48
HA3 60 0,371 0,3413 50 17,0696 0,532 0,4971 50 24,8549 68,68
HA4 90 0,544 0,5087 50 25,4352 0,648 0,6092 50 30,4642 83,49
HA5 120 0,438 0,4061 50 20,3094 0,632 0,5938 50 29,6905 68,403

Keterangan: KP = Kadar protein, KPs = Kadar protein sebenarnya,
Fp=Faktor pengenceran, DH = Derajat hidrolisis

Contoh perhitungan derajat hidrolisis:

DH (%) =
	 	 %		 x 100%

DH (%) =
,, x 100%

DH (%) = 83,49 %

2. Derajat Hidrolisis Bakteri Eksofit Simbion Enterobacter

Tabel 18. Perhitungan Derajat Hidroisis Bakteri Eksofit Simbion Enterobacter

Kode
Hidrolisat

Waktu
Hidrolisis
(menit)

Protein Terlarut 10% TCA Protein Total

Abs
KP

(mg/mL) Fp
KPs

(mg/mL) Abs
KP

(mg/mL) Fp
KPs

(mg/mL) DH
HB1 0 0,1 0,0793 50 3,9652 0,4 0,3694 50 18,4719 21,47
HB2 30 0,197 0,1731 50 8,6557 0,52 0,4855 50 24,2747 35,66
HB3 60 0,326 0,2978 50 14,8936 0,554 0,5184 50 25,9188 57,463
HB4 90 0,499 0,4651 50 23,2592 0,611 0,5735 50 28,6751 81,11
HB5 120 0,317 0,2891 50 14,4584 0,6 0,5629 50 28,1431 51,37

Keterangan: KP = Kadar protein, KPs = Kadar protein sebenarnya,
Fp=Faktor pengenceran, DH = Derajat hidrolisis

Contoh perhitungan derajat hidrolisis:
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DH (%) =
	 	 %		 x 100%

DH (%) =
,, x 100%

DH (%) = 81,11 %

Lampiran 8: Kadar Protein Tiap Peptida Berdasarkan Perbedaan
Bobot Molekul

Tabel 19. Kadar Peptida Masing-masing

Bakteri
Simbion

Bobot
Molekul
(kDa)

Kode
Peptida Absorbansi

Kadar
Protein
(mg/mL)

FP
Kadar Protein
Sebenarnya

(mg/mL)

Endofit
C. freundii

> 10 UA1 0,554 0,5183 50 25,9187
10-5 UA2 0,316 0,2882 50 14,4101
5-3 UA3 0,179 0,1557 50 7,7853
< 3 UA4 0,127 0,1054 50 5,2707

Eksofit
Enterobacter

> 10 UB1 0,538 0,5029 50 25,1451
10-5 UB2 0,274 0,2476 50 12,3791
5-3 UB3 0,215 0,1905 50 9,5261
< 3 UB4 0,119 0,0977 50 4,8839

Contoh perhitungan kadar peptida:

Data absorbansi yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan

regresi y = 1,034x + 0,018

Jika y = 0,544 maka:

0,544 = 1,034x + 0,018

x =
, ,, = 0,5183

Selanjutnya, kadar protein dikalikan dengan faktor pengenceran (Fp):

Kadar protein = x . Fp

= 0,5183. 50 = 25,9187 mg/mL
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Lampiran 10: Dokumentasi Penelitian

Peremajaan bakteri endofit C. freundii dan bakteri eksofit Enterobacter

Produksi bakteri endofit C. freundii dan bakteri eksofit Enterobacter
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Isolasi dan pemurnian protein bakteri endofit C. freundii dan bakteri eksofit

Enterobacter

Hidrolisis protein bakteri endofit C. freundii dan bakteri eksofit

Enterobacter
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Ultrafiltrasi hidrolisat protein bakteri endofit C. freundii dan bakteri eksofit

Enterobacter

Penentuan kadar protein
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Pengujian aktivitas antibakteri


