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Lampiran 1. Skema kerja pengambilan sampel

Alga Merah

1. Diambil dari laut
2. Dicuci dengan air laut
3. Diberi label waktu, tempat, dan tanggal pengambilan sampel

4. Ditempatkan dalam cool box
Y

Koleksi Alga Merah

‘l’ Dibawa ke laboratorium

sampel tiba di laboratorium

1. Dibilas dengan air

2. Disimpan pada suhu 20°C

sampel siap ekstraksi

Lampiran 2. Skema penyiapan sampel alga merah (Rhodophyceae)

sampel siap ekstraksi

1. Dikeluarkan dari lemari pendingin

2. Dipotong-potong kecil

v 3. Ditimbang sebanyak 500 gr

500 gr sampel Alga Merah

" i
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Lampiran 3. Skema isolasi bakteri endofit simbion Alga merah (Rhodophyceae)

1 mL dari masing-masing
pengenceran dipipet untuk
diinokulasikan ke dalam
cawan petri

dimasukkan medium
Marine Agar.

lalu semua cawan

diinkubasi pada suhu wﬂoO
selama 1 — 5 hari
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Alga Merah (Rhodophyceae)

1. Dicuci dengan air laut steril
2. Dihaluskan dengan blender menggunakan air laut steril

Sampel Halus

1. Diambil sarinya sebanyak 10 mL
-1
6 2. Dimasukkan dalam botol pengencer 10 berisi 90 mL air laut steril

-1
Sampel pengenceran 10

-1
1. Dipipet 10 mL dari pengenceran 10

-2
W __ 2. Dimasukkan dalam botol pengencer 10 berisi 90 mL air laut steril

-2
Sampel pengenceran 10

2
1. Dipipet 10 mL dari pengenceran 10
-3
V¥ 2. Dimasukkan dalam botol penaencer 10 berisi 90 mL air laut steril

-3
Sampel pengenceran 10

3
1. Dipipet 10 mL dari pengenceran 10
-4
W 2. Dimasukkan dalam botol penaencer 10 berisi 90 mL air laut steril

-4
Sampel pengenceran 10

-4
1. Dipipet 10 mL dari pengenceran 10
5
2. Dimasukkan dalam botol penaencer 10 berisi 90 mL air laut steril

-5
Sampel pengenceran 10

Koloni bakteri endofit



User
Typewritten text
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Lampiran 4. Skema purifikasi bakteri

Koloni Bakteri ENdofit [ == == == == == == o= o o o o o o - - -

1. Diamati koloni yang memiliki bentuk dan warna yang sama
2. Dipindahkan ke medium marine agar

Koloni Bakteri yang sama

diinkubasi 24 jam

l

Masih ditemukan

\ 4

koloni lain

‘l, Dimurnikan dengan metode gores

Isolat Murni

1. Diinokulasi pada media produksi

2. Diinkubasi pada suhu 37 °C di atas mesin goyang (shaker) selama 7 hari
3. Pertumbuhan bakteri diamati

Kultur Bakteri

l Disentrigugasi pada 5000 rpm dan suhu 4 OC selama 30 menit

Pasta Sel

" i
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Lampiran 5. Skema Isolasi Protein

sampel Alga Merah

Pasta sel bakteri endofit simbion

Dihomogenasi 300 mL buffer A
lalu di blender

Pecahan Sel

1. Dibekucairkan 2-3 kali

2. Disentrifuse pada 12000 rpm, suhu 40C,
selama 30 menit

Endapan

L

o
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Supernatan

Disimpan dalam lemari pendingin l

Ekstrak Kasar
Protein (EK)




Lampiran 6.
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Skema kerja fraksionasi protein dengan ammonium
sulfat

Ekstrak kasar protein (EK)

1. Ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 0-20%
2. Diaduk dengan magnetik stirer sampai larut semua

3. Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4°c
[0}
4. Disentrifuse pada 13000 rpm, suhu 4 C, selama 10 menit

\ 4

v

Supernatan (S1) Fraksi Protei (F1)

\ 4

1. Ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 20-40%
2. Diaduk dengan magnetik stirer sampai larut semua

3. Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4°C

4. Disentrifuse pada 13000 rpm, suhu 4OC. selama 10 menit

Supernatan (S2) Fraksi Protei (F2)

1. Ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 40-60%
2. Diaduk dengan magnetik stirer sampai larut semua

3. Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4°C
(o]
4. Disentrifuse pada 13000 rpm, suhu 4 C, selama 10 menit

A 4

v

Supernatan (S3) Fraksi Protei (F3)

1. Ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 60-80%
2. Diaduk dengan magnetik stirer sampai larut semua

3. Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4°C

4. Disentrifuse pada 13000 rpm. suhu 40C selama 10 menit
\ 4 l

Supernatan (S4) Fraksi Protei (F4)
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Lampiran 7. Skema kerja dialisis protein

Fraksi Protei (F1)

l Dimasukkan dalam kantong selofan

Fraksi protein dalam kantong selofan

. Direndam dalam 500 mL buffer B

. Diaduk dengan magnetik stirrer

. kantong selofan dikeluarkan dari buffer B

. Direndam dalam 500 mL buffer C

. Diaduk dengan magnetik stirrer

. kantong selofan dikeluarkan dari buffer C

. fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan
. dimasukkan dalam botol vial

O~NOOUOThA WN PR

\ 4
Dialisat Protein

!

Disimpan dan Ditentukan kadar
proteinnya

Catatan:
Perlakuan yang sama untuk fraksi F2, F3, F4 dan EK

Lampiran 8. Skema kerja penentuan kadar protein

Fraksi Protei (F1)

1. Dimasukkan kedalam kuvet

2. Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 280 nm
3. Diukur absorbannya pada panjang gelombang 260 nm
‘L 4. Pengukuran diulangi sebanyak 3 kali

Data

nr { g sama dilakukan untuk fraksi protein (F2, F3, F4, EK), Hidrolisat
] » dan peptida
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Lampiran 9. Skema kerja ultrafiltrasi hidrolisat protein

Supernatan

Diultrafiltrasi dengan MWCO dengan ukuran
1. <3 kDa

2. 3-5kDa

3. 5-10kDa

4, >10 kDa

v v v
Liophiliz Liophiliz Liophiliz Liophiliz
<3 kDa 3-5 kDa 5-10 kDa >10 kDa

Peptida yang didapatkan dikumpulkan dan disimpan pada suhu —ZOOC

Lampiran 10. Skema kerja uji morfologi bakteri

Bakteri

1. Digores
2. Dioleskan pada kaca slide
Y

Bakteri pada kaca slide

. Ditambahkan 1 tetes kristal violet (selama 1 menit)

. Dicuci dengan air mengalir

. Ditambakan 1 tetes (Grams iodine mordant) (selama 1 menit)
. Dicuci dengan air mengalir

. Ditambahkan etil alkohol 95% (sampai kristal violet tidak larut)
. Dicuci dengan air mengalir

. Ditambahkan safranin (Selama 45 menit)

. Dicuci dengan air mengalir

. Diamati perubahan yang terjadi

O©CoOoO~NOOUA,WDNE

Data

Catatan

1. Bakteri gram positif : sel-sel tampak biru gelap atau ungu

2. Bakteri gram negatif: sel-sel merah muda

2_Tine morfologi juga dapat dilihat (kokus, basilus, vibrio atau spirulina
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Lampiran 11. Skema kerja uji SCA (Simon Citrat Agar)

Isolat Bakteri

1. Digoreskan pada medium SCA, dan
2. Ditusukkan dibagian tengah medium SCA hingga ke dasar tabung

3. Diinkubasi pada suhu 65 C selama 48 Jam

Data

Catatan:
Uji positif jika medium berubah warna dari hijau menjadi warna biru

Lampiran 12. Skema kerja uji katalase

Isolat Bakteri

Diletakkan diatas kaca obyek
(Kaca obyek sebelumnya telah ditetesi 2 tetes
Hidrogen Peroksida 3%)

Data

Catatan:
Uji positif ditandai dengan terbentuknya gelembung udara

Lampiran 13. Skema kerja uji TSIA (Triple Sugar lon Agar)

Isolat Bakteri

1. Digoreskan pada permukaan medium TSIA, dan
2. Ditusukkan tegak lurus dibagian tengah medium hingga dasar tabung

3. Diinkubasi pada suhu 65 C selama 48 Jam

Data

Catatan:
1. Uji positif jika medium berubah warna dari coklat tua menjadi warna orange

2. Terbentuknya H,S jika terbentuk warna kehitaman pada bekas goresan
3. Pembentukan gas diamati dengan terbentuknya rongga pada bagian
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Lampiran 14. Skema kerja uji gelatinase

Isolat Bakteri

1. Ditusukkan dibagian tengah medium Gelatin
2. Diinkubasi pada suhu 65 C selama 5 hari

Kultur Medium bakteri

l Disimpan di lemari pendingin selama 15 menit

Data

Catatan:
Uji positif ditandai dengan medium tetap cair meskipun disimpan pada
lemari pendingin

Lampiran 15. Skema kerja uji motilitas

Isolat Bakteri

1. Ditusukkan hingga setengah bagian medium SIM
(Sulfit Indol Motility)

2. Diinkubasi pada suhu 65OC selama 48 Jam

\ 4
Data

Catatan:
Uji positif ditunjukkan dengan adanya jejak pergerakan bakteri

Lampiran 16. Skema kerja uji MR-VP (Metil Red - Voge Prosauer)

Isolat Bakteri

1. Diinokulasikan pada medium MR-VP, dan

2. Diinkubasi selama 24 jam

3. uji metil red (ditetesi dengan 2 tetes Metil Red)

4. Uji Voge Prosauer (ditetesi dengan reagen barit A dan Barit B)

Data

e :
im_ lif jika terbentuk cincin ungu
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Lampiran 17. Skema kerja uji fermentasi karbohidrat

Isolat Bakteri

Diinokulasikan pada medium yang terdiri atas glukosa,
sukrosa, maltosa dan laktosa

Data

Catatan:
Uji positif ditandai dengan berubahnya medium menjadi warna kuning

Lampiran 18. Sekuensing Peptida

Fraksi Mikro

1. Dilarutkan dengan asetonitril
2. Disaring dengan milipore filter ukuran 0,45 p

Filtrat Sampel

‘1, 5 uL Diinjeksikan kedalam intrumen UPLC-MS

Data Spektrum m/z

Dianalisis menggunakan program komputer
MASCOT

Data urutan asam amino
Dan berat molekul

f

Optimization Software:
www . balesio.com




179

Lampiran 19. Skema kerja uji toksisitas BSLT

Fraksi Protein
atau Peptida

0,1 g Telur Artemia Salina

Diinokulasi dengan 100 ml air laut
Diinkubasi pada 30 °C dengan
aerasi yang kuat, dengan cahaya
lampu pijar kontinyu

Didiamkan selama 24 jam

v

larva udang usia 24 jam

Dibuat dgn seri

konsentrasi

‘L Dimasukkan ke dalam sampel uji

| :
| ™8 = _""" _.-'I
=~ =

o
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1 mg/mi
10 mg / ml
100 mg / ml

Disimpan pada suhu kamar
selama 24 jam
Diberi cahaya lampu

Data




Lampiran 20. Penambahan Ammonium Sulfat Fraksionasi Protein
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Kejenuhan Awal dari %Kejenuhan pada 0-4°C
Amonium Sulfat (% | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 [ 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 100
pada 0-4°C) Penambahan Amonium sulfat kristal (gram) untuk satu liter larutan

0 106 | 134 | 164 | 194 | 226 | 258 | 291 | 326 | 361 | 398 | 436 | 474 | 516 | 559 | 603 | 650 | 697

5 79 1108 | 137 | 166 | 197 | 229 | 262 | 296 | 331 | 368 | 405 | 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 | 349 | 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 O | 29 | 58 | 89 | 120 | 153|187 | 222 | 258 | 296 | 335 | 376 | 418

45 0 29 | 59 | 89 | 123|156 | 190 | 226 | 263 | 302 | 342 | 383

50 0 30 | 59 | 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 | 201 | 239 | 279

65 0 31 | 63 | 97 | 132|168 | 205 | 244

70 0O | 32 | 65 | 99 | 134|171 209

75 0 32 | 66 [101|137|174

80 0 | 33 | 67 | 103|139

85 0O | 34 | 68 | 105

90 0 34 | 70

— 95 0 | 35
100 0

PC
\
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Lampiran 21. Skema Uji Antiproliferasi

Sel Kanker (2000 sel/180 pL)

didistribusikan kedalam sumuran 96-well plate sebanyak
o
180 pL pada, diinkubasi pada suhu 37 C, 5% CO2, 24 jam

Sel dalam sumuran

o
dimasukkan 20 pL larutan uji, diinkubasi pada suhu 37 C, 5% CO2,
24 jam, diamati perubahan yang terjadi pada sel selama
inkubasi

\ 4
Sel + larutan uji

ditambahkan 20 pL reagen MTT mg/mL kedalam tiap sumuran,
diinkubasi 3-4 jam sampai terbentuk endapan kristal ungu
formazon, mediu yang mengandung reagen MTT dibuang

\ 4
Kristal Ungu Formazon

dilarutkankan dengan 100 uL DMSO tiap sumuran, diukur
absorbansinya dengan ELISA Reader pada 550 nm kemudian
dihitung % viabilitasnya

\ 4
% viabilitas

Dilakukan perhitungan nilai penghambatan

1Cs0
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Lampiran 22. Skema kerja hidrolisis
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Fraksi Protein alga atau bakteri simbionnya

yang potensial

Larutan protein 3%

Dihidrolisis dengan pepsin
(2 jam, pH=2, 37°C, 6%)

Dihidrolisis dengan tripsin
(3 jam, pH=8, 37°C, 3%)

Dihidrolisis dengan tripsin
(3 jam, pH=8, 37°C, 3%)

l

l

l

Hidrolisat dengan pepsin

Hidrolisat dengan tripsin

Dihidrolisis dengan pepsin
(2 jam, pH=2, 37°C, 6%)
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Lampiran 23. Pembuatan Larutan Buffer

A. Pembuatan Larutan Buffer A (Tris-HCI 0,1 M pH 8,3; NaCl 2M; CacCl,
0,01 M, B-mercaptoetanol 1%, Triton X-100 0,5%)

1.

Ditimbang 6,05 gram Tris Hidroksimetii aminometana
(NH,C(CH20H)53) lalu dilarutkan dengan aquades sampai 125 mL,
Kedalam 125 mL larutan Tris Hidroksimetil aminometana 0,4 M
ditambahkan HCI 2M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya
sampai mencapai 8,3,

Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 gram dan 0,555
gram CaCl,, pB-mercaptoetanol 5mL, Triton X-100 2,5mL dan
dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan aquades.

B. Pembuatan Larutan Buffer B (Tris-HCI 0,1 M pH 8,3; NaCl 2M; CacCl,
0,01 M)

1.

Ditimbang 6,05 gram Tris Hidroksimetii aminometana
(NH2C(CH20H)s3) lalu dilarutkan dengan aquades sampai 125 mL,
Kedalam 125 mL larutan Tris Hidroksimetil aminometana 0,4 M
ditambahkan HCI 2M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya
sampai mencapai 8,3,

Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 gram dan 0,555
gram CaCl, dan dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan

aguades.

C. Pembuatan Larutan Buffer C (Tris-HCI 0,1 M pH 8,3; NaCl 2M; CaCl,
0,01 M)

1.

Ditimbang 0,605 gram Tris Hidroksimetii aminometana
(NH2C(CH,0H)53) lalu dilarutkan dengan aquades sampai 125 mL,
Kedalam 125 mL larutan Tris Hidroksimetil aminometana 0,04 M
ditambahkan HCI 2M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya

sampai mencapai 8,3,
Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 gram dan 0,555
gram CaCl, dan dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan

aquades.
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Lampiran 24. Lokasi pengambilan sampel alga E. spinosum Perairan
Punaga, Takalar, Sulawesi selatan
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Lampiran 25. Pertumbuhan isolat bakteri
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Lampiran 26. Perhitungan Kadar/Konsentrasi Protein, Hidrolisat
Protein dan Peptida

A. Perhitungan kadar/konsentrasi protein dari ekstrak kasar dan
fraksi protein alga E. Spinosum

Tabel hasil pengukuran Absorban A280 dan A260 dari Protein Alga

A 280nm A 260nm
Fraksi | Kode | Peng. | Peng. | Peng. | Rata- | Peng. | Peng. | Peng. | Rata-
1 2 3 rata 1 2 3 rata
Ekstrak | P 0,102 | 0,102 | 0,101 | 0,102 | 0,148 | 0,147 | 0,148 | 0,148

0-20% PA 0,31 | 0,309 | 0,309 | 0,309 | 0,265 | 0,265 | 0,266 | 0,265

20-40% | PB 0,43 | 0,429 | 0,431 | 0,430 | 0,329 | 0,327 | 0,329 | 0,328

40-60% | PC 0,237 | 0,239 | 0,237 | 0,238 | 0,22 | 0,22 | 0,22 | 0,220

60-80% | PD 0,123 | 0,121 | 0,222 | 0,122 | 0,116 | 0,116 | 0,116 | 0,116

Absorban yang didapatkan dihitung menggunakan rumus berikut
C =[(1,55 x A280) — (0,76 x A260)] x FP

Keterangan
C = Konsentrasi (mg/mL)
A280 = Absorban dari pengukuran pada (A = 280 nm)
A260 = Absorban dari pengukuran pada (A = 260 nm)
FP = Faktor pengenceran

Hasilnya ditabulasikan pada table berikut:

Tabel Hasil perhitungan Kadar / Konsentrasi Protein dari Alga

Fraksi | Kode kgg; %28( (mg(/:mL) FP A}Eﬁﬂs(ﬂ?nsb
Ekstrak | P 0,158 0,113 0,045 | 100x 4,450
0-20% | PA 0,479 0,202 0,278 | 100x 27,781
20-40% | PB 0,667 0,250 0,417 | 100x 41,697
40-60% | PC 0,368 0,167 0,201 | 100x 20,118
60-80% | PD 0,189 0,088 0,101 | 100x 10,094
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B. Perhitungan kadar/konsentrasi protein ekstrak kasar dan fraksi
protein bakteri endofit Vibrio sp. strain ES25

Tabel hasil pengukuran Absorban A280 dan A260 dari Protein Bakteri

endofit
A 280nm A 260nm
Fraksi | Kode | Peng. | Peng. | Peng. | Rata- | Peng. | Peng. | Peng. | Rata-
1 2 3 rata 1 2 3 rata
Ekstrak | Q 0,321 | 0,322 | 0,321 | 0,321 | 0,499 | 0,499 | 0,499 | 0,499
0-20% QA 0,254 | 0,255 | 0,251 | 0,253 | 0,263 | 0,263 | 0,26 | 0,262
20-40% | OB 0,904 | 0,903 | 0,901 | 0,903 | 0,774 | 0,774 | 0,77 | 0,773
40-60% | QC 0,173 10,173 | 0,173 | 0,173 | 0,264 | 0,265 | 0,264 | 0,264
60-80% | QD 0,105 | 0,108 | 0,108 | 0,107 | 0,184 | 0,187 | 0,185 | 0,185

Absorban yang didapatkan dihitung menggunakan rumus berikut
C =[(1,55 x A280) — (0,76 x A260)] x FP

Keterangan

C

FP

= Konsentrasi (mg/mL)
A280 = Absorban dari pengukuran pada (A = 280 nm)
A260 = Absorban dari pengukuran pada (A = 260 nm)

= Faktor pengenceran

Hasilnya ditabulasikan pada table berikut:

Tabel Hasil perhitungan Kadar / Konsentrasi Protein dari Bakteri Endofit

Fraksi | Kode 1A'ggc;( %25 (mgc/:mL) FP Aﬁﬁﬂs(?r?g/ﬁ)
Ekstrak | Q 0,498 0,379 0119 | 100x 11,883
0-20% | QA 0,393 0,199 0194 | 100x 19,355
20-40% | OB 1,399 0,587 0,812 | 100x 81,191
40-60% | QC 0,268 0,201 0,067 | 100x 6,726
60-80% | QD 0,166 0,141 0,025 | 100x 2,500
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C. Perhitungan Kadar/Konsentrasi Hidrolisat Protein Alga E.

spinosum

Tabel hasil pengukuran Absorban A280 dan A260 Hidrolisat Protein Alga

A 280nm A 260nm
Hidrolisat | Kode | Peng. | Peng. | Peng. | Rata- | Peng. | Peng. | Peng. | Rata-
1 2 3 rata 1 2 3 rata
Tripsin-
pepsin PA3 | 3,75 |3,746 | 3,727 | 3,741 | 3,801 | 3,809 | 3,800 | 3,803
Tripsin PA2 | 1,565 | 1,563 | 1,565 | 1,564 | 1,452 | 1,452 | 1,452 | 1,452
Pepsin PAl1 | 3,665 | 3,677 | 3,664 | 3,669 | 3,777 | 3,779 | 3,778 | 3,778

Absorban yang didapatkan dihitung menggunakan rumus berikut
C =[(1,55 x A280) — (0,76 x A260)] x FP

Keterangan

C = Konsentrasi (mg/mL)

A280 = Absorban dari pengukuran pada (A = 280 nm)
A260 = Absorban dari pengukuran pada (A = 260 nm)
FP = Faktor pengenceran

Hasilnya ditabulasikan pada table berikut:

Tabel Hasil perhitungan Kadar / Konsentrasi Hidrolisat Protein dari Alga

. . 1,55 x 0,76 x C Konsentrasi
Hidrolisit | Kode | “xogq A260 | (mg/mL) | TT | Akhir (mg/mL)
Tnpsin-— 1 pa3 | 5799 2 891 2008 | 2x 5816
pepsin

Tripsin | PA2 | 2425 1,104 1321 | 2x 2 642
Pepsin | PAL | 5,686 2 872 3032 | 2x 7.863
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D. Perhitungan Kadar/Konsentrasi Hidrolisat Protein Bakteri Endofit
simbion Vibrio sp. strain ES25

Tabel hasil pengukuran Absorban A280 dan A260 Hidrolisat Protein
Bakteri Endofit simbion Vibrio sp. strain ES25

A 280nm A 260nm
Hidrolisat | Kode | Peng. | Peng. | Peng. | Rata- | Peng. | Peng. | Peng. | Rata-
1 2 3 rata 1 2 3 rata
Tripsin-
pepsin QA3 | 1,567 | 1,569 | 1,569 | 1,568 | 1,461 | 1,463 | 1,461 | 1,462
Tripsin QA2 | 0,687 | 0,687 | 0,688 | 0,687 | 0,791 | 0,791 | 0,793 | 0,792
Pepsin QA1 | 1,117 | 1,116 | 1,118 | 1,117 | 1,044 | 1,044 | 1,046 | 1,045

Absorban yang didapatkan dihitung menggunakan rumus berikut
C =[(1,55 x A280) — (0,76 x A260)] X FP

Keterangan
C = Konsentrasi (mg/mL)
A280 = Absorban dari pengukuran pada (A = 280 nm)
A260 = Absorban dari pengukuran pada (A = 260 nm)
FP = Faktor pengenceran

Hasilnya ditabulasikan pada table berikut:

Tabel Hasil perhitungan Kadar / Konsentrasi Hidrolisat Protein Bakteri
Endofit simbion Vibrio sp. strain ES25

e 1,55 x 0,76 x C Konsentrasi
Hidrolisit | Kode | “x5g, A260 | (mg/ml) | TF | Akhir (mg/mL)

Tripsin- QA3 | 2,431 1,111 1,320 | 5x 6,600

Pepsin

Tripsin QA2 | 1,065 0,602 0,464 | 5x 2,319

Pepsin QA1 1,731 0,794 0,937 5X 4,687
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E. Perhitungan Kadar/Konsentrasi Peptida dari Alga E. spinosum

Tabel hasil pengukuran Absorban A280 dan A260 Peptida dari Alga

A 280nm A 260nm
Peptida | Kode | Peng. | Peng. | Peng. | Rata- | Peng. | Peng. | Peng. | Rata-
1 2 3 rata 1 2 3 rata
< 3 kDa PA1d | 0,083 | 0,083 | 0,08 | 0,082 | 0,099 | 0,101 | 0,102 | 0,101
3-5 kDa PAlc | 0,032 | 0,032 | 0,031 | 0,032 | 0,031 | 0,03 | 0,031 | 0,031
5-10 kba | PAlb | 0,072 | 0,067 | 0,067 | 0,069 | 0,071 | 0,068 | 0,068 | 0,069
>10kDa |PAla | 0,104 | 0,103 | 0,103 | 0,103 | 0,081 | 0,086 | 0,086 | 0,084

Absorban yang didapatkan dihitung menggunakan rumus berikut

C =[(1,55 x A280) — (0,76 x A260)] x FP

Keterangan

C

= Konsentrasi (mg/mL)

A280 = Absorban dari pengukuran pada (A = 280 nm)
A260 = Absorban dari pengukuran pada (A = 260 nm)

FP

= Faktor pengenceran

Hasilnya ditabulasikan pada table berikut:

Tabel Hasil perhitungan Kadar / Konsentrasi Peptida dari Alga

Hidrolisit | Kode lA’ggc;( %gc;( (mgc/:mL) FP Aﬁﬁﬁs(?:g/ﬁ)
<3kDa | PA1ld 0,127 0,077 0,051 | 100x 5,059
3-5kDa | PAlc 0,049 0,023 0,026 100x 2,578
5-10 kDa | PAlb 0,106 0,052 0,054 | 100x 5,399
>10kDa | PAla 0,160 0,076 0,058 100x 5,750
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F. Perhitungan Kadar/Konsentrasi Peptida dari Bakteri Endofit
simbion Vibrio sp. strain ES25

Tabel hasil pengukuran Absorban A280 dan A260 Peptida dari Bakteri

endofit
A 280nm A 260nm
Peptida | Kode | Peng. | Peng. | Peng. | Rata- | Peng. | Peng. | Peng. | Rata-
1 2 3 rata 1 2 3 rata

< 3 kDa QA1d | 0,027 | 0,027 | 0,028 | 0,027 | 0,032 | 0,033 | 0,031 | 0,032

3-5 kDa QAlc | 0,036 | 0,037 | 0,035 | 0,036 | 0,038 | 0,040 | 0,039 | 0,039

5-10 kba | QAlb| 0,031 | 0,035 | 0,032 | 0,033 | 0,032 | 0,033 | 0,032 | 0,032

> 10 kDa | QAla | 0,046 | 0,047 | 0,046 | 0,046 | 0,048 | 0,048 | 0,047 | 0,048

Absorban yang didapatkan dihitung menggunakan rumus berikut
C =[(1,55 x A280) — (0,76 x A260)] x FP

Keterangan
C = Konsentrasi (mg/mL)
A280 = Absorban dari pengukuran pada (A = 280 nm)
A260 = Absorban dari pengukuran pada (A = 260 nm)
FP = Faktor pengenceran

Hasilnya ditabulasikan pada table berikut:

Tabel Hasil perhitungan Kadar / Konsentrasi Peptida dari Bakteri endofit

Hidrolisit | Kode | A2 | o0 (mg(/:mL) FP A}Eﬁﬂs(?ﬁ'éfnsi)
< 3 kDa QA1d 0,042 0,024 0,018 100x 1,805
3-5kba | QAlc | 0,056 0,030 0,026 | 100x 2,616
5-10 kDa | QAlb | 0,051 0,025 0,026 | 100x 2,606
>10kDa | QAla | 0,072 0,036 0,036 | 100x 3,559
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Kode K Larva Mati | RLM M | Nilai Persamaan LC50 Kategori
Fraksi | (ppm) (%) | Probit Regresi (ppm) | Toksisitas
10,0 | O 0,67 3 3,12
ESO1 100 9 | 9 9,00 | 87 6,13 y :1 16'1868;( ¥ 63,019 Toksik
1000 | 10 | 10 | 10| 10,00 | 97 6,88 '
10| 3 3,00 | 27 | 4,39
ES11 | 100 2 4,00 | 37 | a67 | :Zlézzgx ¥ 156,021 | Toksik
1000 | 10 [ 10| 10 | 10,00 | 97 6,88 '
10 1,67 | 13 3,87
ES21 | 100 600 | 57 | 518 | ' 125;) Xt 162,233 | Toksik
1000 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 6,88 '
10| 2 2 2,00 | 17 4,05
ES25 100 | 6 8,00 | 77 5,74 y =21'7£;1657X * 40,418 Toksik
1000 | 10 | 10 | 10| 10,00 | 97 6,88 '
10, 0| O 0,33
Kontrol 1001 0 o 033 Rata-rata Kontrol mati Total Larva awal
. (RKM) =0,33 (TL)=10
1000 0 | O 0,33
Keterangan:

K = Konsentrasi
RLM = Rata-rata larva mati

RKM = Rata-rata Kontrol mati

TL = Total Larva awal
M = Persen Kematian

LCso = Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan kematian 50%

Cara perhitungan

[ ] % M =
e Nilai probit diperoleh dari table probit berdasarkan % kematian (M)

S RLM— Y RKH
STL

x100%

e Persamaan regresi diperoleh dengan menghubungkan nilai probit dengan log K
Contoh Untuk ES01

Log Konsentrasi

Log Konsentrasi (X) | % Kematian | Nilai Probit (Y)
1 3 3,12
2 87 6,13
3 97 6,88
8 »
2 6 L g
$ y =1,88x +1,6167
o 4 R?=0,8925
)
=
0 _ _ v v .
0 2 3 4
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e LCs diperoleh dari perhitungan menggunakan nilai regresi dengan mengganti Y=5,
karena untuk mendapatkan kematian 50% diperoleh nilai probit = 5
Contoh untuk ES01
Persamaan regresinya
y=188x+1,6

y—16
1,88
untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (y) =5
5—-1,6
1,88
x = 1,799468
Log LCsy = 1,799468
LCso = 63,019 ppm
e Hal yang sama dilakukan untuk ES11, ES21, dan ES25

Lampiran 28. Hasil uji aktivitas antibakteri isolat bakteri alga E.
spinosum terhadap bakteri E. coli dan S. aureus

Aktivitas Antibakteri

S. aureus

Keterangan: (-) = Kontrol Negatif; (+) = Kontrol Positif; 1 = Isolat Bakteri ES01; 2 = Isolat
Bakteri ES1; 3 = Isolat Bakteri ES21; dan 4 = Isolat Bakteri ES25
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Lampiran 29. Perhitungan LCsg Fraksi protein Alga E. spinosum

Kode K Larva Mati RLM M Nilai Persamaan LC50 Kategori
Fraksi | (ppm) (%) | Probit Regresi (ppm) | Toksisitas
1,010 0,33 0 0 314
y=3,14x+ .
P 10, 3 | 3| 5| 3,67 | 33| 4,56 0,4733 27,645 Toksik
100 9 | 9 |10| 9,33 | 90 | 6,28
1,00/ 2| 067 3 3,12 188 s .
y=1,88x + anga
PD 10, 0| 1|3 133 |10 | 3,72 26933 16,864 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
1,01 2] 100 7 3,52 138 s
y=1,38x+ angat
PC 10, 3 | 3| 2| 267 | 23 | 4,26 33067 16,867 Toksik
100 | 9 9 10| 9,33 | 90 6,28
11313 2,67 | 23 | 4,26 - ‘
y=1,31x+ angat
PB 10, 3 | 3| 3| 3,00 | 27 | 4,39 3.8667 7,330 Toksik
100 | 10 | 10| 10| 10,00 | 97 | 6,88
1/ 0(|1] 2] 1,00 7 3,52 168 s ‘
y=1,68x + anga
PA 10, 4 | 4 | 4 | 400 | 37 | 4,67 33433 9,686 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
119010121053 Rata-rata Kontrol mati Total L |
ata-rata Kontrol mati otal Larva awa
Kontrol 10| 0 | O 1| 0,33 (RKM) = 0,33 (TL) = 10
100, 0| 0| 1] 0,33

Keterangan:

K = Konsentrasi

RLM = Rata-rata larva mati

RKM = Rata-rata Kontrol mati

TL = Total Larva awal

M = Persen Kematian

LCso = Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan kematian 50%
Cara perhitungan

o %M= Z”“;‘%mm%

e Nilai probit diperoleh dari table probit berdasarkan % kematian (M)
e Persamaan regresi diperoleh dengan menghubungkan nilai probit dengan log K
Contoh Untuk P (Ekstrak Kasar)

Log Konsentrasi (X) % Kematian Nilai Probit (Y)

0 0 0
1 33 4,56
2 90 6,28
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s y=3,14x+0,4733
' R?=0,9362 L 2

Nilai Probit
O P, N W M U1 O N

o &

0,5 1 1,5
Log Konsentrasi

e LCs, diperoleh dari perhitungan menggunakan nilai regresi dengan mengganti Y=5,
karena untuk mendapatkan kematian 50% diperoleh nilai probit =5
Contoh untuk P (Ekstrak kasar)
Persamaan regresinya
y =3,14x+ 0,47

_y—047
3,14

untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (y) =5
_5-047

T T304

x = 1,441624

Log LCso = 1,441624
LCsy = 27,645 ppm

e Hal yang sama dilakukan untuk fraksi protein yang lain PD, PC, PB dan PA

Lampiran 30. Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi protein alga E.
spinosum terhadap bakteri E. coli dan S. aureus

S. aureus E. coli

n: (-) = Kontrol Negatif; (+) = Kontrol Positif; P=Ekstrak Kasar; PA = Fraksi
P0%; PB = Fraksi protein 20-40%; PC = Fraksi protein 40-60%; dan PD = Fraksi
-80%.
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Lampiran 31. Perhitungan LCsg Fraksi protein bakteri endofit simbion
Vibrio sp. strain ES25

Kode K Larva Mati RLM M Nilai | Persamaan | LC50 | Kategori
Fraksi | (ppm) (%) | Probit Regresi (ppm) | Toksisitas
1124 4| 333 |30 448 12 S ;
y=12x+ anga
Q 10 4 | 5| 433 |40 | 4,75 417 4,917 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
11212121 200|177 | 4,05 1415 s ¢
y =1,415x anga
Qb 10|33 |7|433|40 | 475 | 38117 6,915 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
112121323320 417 1355 S
y =1,355x angat
QC 107 (7|8 | 733 | 70| 552 +4,1683 4,110 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
1133|4333 |30 | 4,48 1 ‘
y=12x+ angat
QB 10 79| 9| 833 | 80| 5,84 45333 2,449 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
11212121 200|177 | 4,05 1415 s ;
y =1,415x anga
QA 10| 9 { 9 10| 933 | 90 | 6,28 +4,3217 3,016 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
119191093 Rata-rata Kontrol mati | Total L |
ata-rata Kontrol mati otal Larva awa
Kontrol 10 0| 0| 1] 033 (RKM) = 0,33 (TL) = 10
100 0| 0| 1] 0,33
Keterangan:

K = Konsentrasi
RLM = Rata-rata larva mati

RKM = Rata-rata Kontrol mati
TL = Total Larva awal
M = Persen Kematian
LCso = Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan kematian 50%
Cara perhitungan

L] %M:

T

S RLM— fRKH x100%

e Nilai probit diperoleh dari table probit berdasarkan % kematian (M)
e Persamaan regresi diperoleh dengan menghubungkan nilai probit dengan log K
Contoh Untuk Q (Ekstrak Kasar)

Log Konsentrasi (X) % Kematian Nilai Probit (Y)
0 30 4,48
1 40 4,75
2 97 6,88
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Nilai Probit

(O . _ _
0,5 1 1,5
Log Konsentrasi

N -

e LGy diperoleh dari perhitungan menggunakan nilai regresi dengan mengganti Y=5,
karena untuk mendapatkan kematian 50% diperoleh nilai probit = 5
Contoh untuk P (Ekstrak kasar)
Persamaan regresinya

y=12x+4,17
Y- 4,17
12

untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (y) =5
_ 5—-4,17

=T

x = 0,691667

Log LCsy = 0,691667
LCso = 4,917 ppm
e Hal yang sama dilakukan untuk fraksi protein yang lain QD, QC, QB dan QA

Lampiran 32. Hasil uji aktivitas antibakteri fraksi protein bakteri
endofit simbion Vibrio sp. strain ES25 terhadap bakteri E. coli dan S.
aureus

S. aureus E. coli

n: (-) = Kontrol Negatif; (+) = Kontrol Positif;, Q=Ekstrak Kasar; QA = Fraksi
20%; QB = Fraksi protein 20-40%; QC = Fraksi protein 40-60%; dan QD =
tein 60-80%.
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Lampiran 33. Perhitungan LCsy hidrolisat protein dari alga E.
spinosum
Kode K . M Nilai | Persamaan | LC50 | Kategori
L Mat RLM
Fraksi | (ppm) arva viatl (%) | Probit Regresi (ppm) | Toksisitas
1101 ]2[200]7|352] .. Sancat
PA3 06|78 700 |67 544 |YT2%" 6813 | 22N€C
3,6 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
1101 0,67 3 3,12 188 s ¢
y=1,88x+ anga
PA2 10| 6 | 6 | 5| 567 | 53| 508 3,1467 9,678 Tokeik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 6,88
1/5]|5 4,67 | 43 | 4,82 103 S
y=1,03x+ angat
PA1 10/ 6| 7| 7 | 667 | 63| 5,33 4,6467 2,203 Tokeik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 | 6,88
11910 9% | & K Imati | TotallL |
ata-rata Kontrol mati otal Larva awa
K I 1
ontro 00| 0 0,33 (RKM) = 0,33 (TL) = 10
100 0 | O 0,33
Keterangan:

K = Konsentrasi

RLM = Rata-rata larva mati
RKM = Rata-rata Kontrol mati
TL = Total Larva awal

M = Persen Kematian

LCso = Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan kematian 50%

Cara perhitungan
. % M = Y RLM— Y. RKH

0
ST x100%

e Nilai probit diperoleh dari table probit berdasarkan % kematian (M)
e Persamaan regresi diperoleh dengan menghubungkan nilai probit dengan log K
Contoh Untuk PA3 (Hidrolisat tripsin-pepsin)

Log Konsentrasi (X) % Kematian Nilai Probit (Y)
0 7 3,52
1 67 5,44
2 97 6,88
8 »
£
o
a
=
z,,

Log Konsentrasi
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e LCs diperoleh dari perhitungan menggunakan nilai regresi dengan mengganti Y=5,
karena untuk mendapatkan kematian 50% diperoleh nilai probit = 5
Contoh untuk PA3 (Hidrolisat tripsin-pepsin)

Persamaan regresinya
y=168x + 3,6
Y- 3,6
~ 1,68
untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (y) =5
5-3,6
1,68
x = 0,833333
Log LCso = 0,833333
LCso = 6,813 ppm
e Hal yang sama dilakukan untuk fraksi protein yang lain PA2 dan PA1

Lampiran 34. Hasil uji aktivitas antibakteri hidrolisat protein alga E.
spinosum terhadap bakteri E. coli dan S. aureus

S. aureus

Keterangan: (-) = Kontrol Negatif; (+) = Kontrol Positif; PA1=Hidolisis dengan pepsin;
PA2=Hidrolisis dengan tripsin; PA3=Hidrolisis gabungan; HL1= Hidrolisis fraksi 20-40%
dengan pepsin, HL2= Hidrolisis fraksi 20-40% dengan tripsin, HL1= Hidrolisis fraksi 20-
40% dengan tripsin-pepsin.
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Lampiran 35. Perhitungan LCso hidrolisat protein dari bakteri endofit
simbion alga Vibrio sp. strain ES25

- Kategori
Kode K . M Nilai Persamaan LC50 ..
Fraksi | (ppm) Larva Mati RLM (%) | Probit Regresi (ppm) Tok2|5|ta
1)1 1 2 1,33 | 10 3,72 0.945
QA3 10011420017 205 |Y™ Se1s X* 137,276 | Toksik
100 6 | 8 |9 | 767 |73] 561 '
110 0 2 0,67 3 3,12 0.68 297 83
y =0,60x + ’
QA2 10/ 00| 3|100 | 7 3,52 3,0267 3 Lemah
100 | 3 | 3| 4333 |30 448
1)1 2 3 2,00 17 3,52 168 S ;
y=1,68x+ anga
QA1 10| 1 3 3 2,33 | 20 4,17 3,1767 12,170 Toksik
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 97 6,88
L1 OO L L0331 tarata Kontrol mati Total L |
ata-rata Kontrol mati otal Larva awa
Kontrol 10, 0| O 0,33 (RKM) = 0,33 (TL) = 10
100 | O 0 0,33
Keterangan:

K = Konsentrasi

RLM = Rata-rata larva mati

RKM = Rata-rata Kontrol mati

TL = Total Larva awal

M = Persen Kematian

LCso = Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan kematian 50%

Cara perhitungan

e %M= ZR“‘;#JAOO%

¢ Nilai probit diperoleh dari table probit berdasarkan % kematian (M)
e Persamaan regresi diperoleh dengan menghubungkan nilai probit dengan log K
Contoh Untuk QA3 (Hidrolisat tripsin-pepsin)

Log Konsentrasi (X) % Kematian Nilai Probit (Y)
0 10 3,72
1 17 4,05
2 73 5,61
6
5
S 4 ¢ y = 0,945x + 3,515
a3 R?=0,8763
(1]
= 2
Z
0,5 1 1,5
Log Konsentrasi
af
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e LGy diperoleh dari perhitungan menggunakan nilai regresi dengan mengganti Y=5,
karena untuk mendapatkan kematian 50% diperoleh nilai probit = 5
Contoh untuk QA3 (Hidrolisat tripsin-pepsin)
Persamaan regresinya
y = 0,945x + 3,515

Y- 3,515
© 0,945
untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (y) = 5
5—3,515
X= —/——
0,945
x = 1,571429

Log LCso = 1,571429
LCso = 37,276 ppm
e Hal yang sama dilakukan untuk fraksi protein yang lain QA2 dan QA1

Lampiran 36. Hasil uji aktivitas antibakteri hidrolisat protein alga E.
spinosum terhadap bakteri E. coli dan S. aureus

S.aureus

Keterangan: (-) = Kontrol Negatif; (+) = Kontrol Positif; QA1=Hidolisis dengan pepsin;
QA2=Hidrolisis dengan tripsin; QA3=Hidrolisis tripsin-pepsin; HL1= Hidrolisis fraksi 20-
40% dengan pepsin, HL2= Hidrolisis fraksi 20-40% dengan tripsin, HL1= Hidrolisis fraksi
20-40% dengan tripsin-pepsin
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Lampiran 37. Perhitungan LCso peptida dari alga E. spinosum
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Kode K Larva Mati | RLM M Nilai Persamaan LC50 Kategori
Fraksi | (ppm) (%) | Probit Regresi (ppm) | Toksisitas
1} 0| 2 1,7 | 39| 4,72 0.305x + S ;
y = 0,305x anga
PAla 10 0] 3 20| 40| 475 | © g6z | 16546 Lok
100 {10 |10 |10 | 10,0 | 63 | 5,33
1} 0| 1| 1|067| 30| 4,48 0.68 5 ¢
y=0,68x + anga
PAlb 10| 1| 2| 3|200]| 37| 467 43167 10,287 | L \eik
100 | 5 6|/10| 7,00 8 | 5,84
1 0| 3 414,00 | 41| 4,77 0,335 S ;
y=0,335x + anga
PAlc 10| 2| 4| 5|5,00/| 57| 5,18 4,795 4,092 Toksik
100 6| 6| 8|8,00| 67| 544
1 0| 2 311,67 | 47| 4,92 0.78 s "
y=0,78x + anga
PAld 10 1| 2| 3|200]| 64| 5,36 4,8067 L7683 1 1okeik
100 6| 9|/10|8,33| 93| 6,48
11010 0,33 Rata-rata Kontrol mati Total L |
ata-rata Kontrol mati otal Larva awa
Kontrol 10/ 0| O 0,33 (RKM) = 0,33 (TL) = 10
100 0 | O 0,33
Keterangan:

K = Konsentrasi
RLM = Rata-rata larva mati

RKM = Rata-rata Kontrol mati
TL = Total Larva awal
M = Persen Kematian

LCso = Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan kematian 50%

Cara perhitungan
Y RLM— Y. RKH

e %M

STL

x100%
e Nilai probit diperoleh dari table probit berdasarkan % kematian (M)

e Persamaan regresi diperoleh dengan menghubungkan nilai probit dengan log K

Contoh Untuk PAla (Peptida >10kDa)

Log Konsentrasi (X) % Kematian Nilai Probit (Y)
0 39 4,72
1 40 4,75
2 63 5,33

5,4
5,2

4,8

Nilai Probit
(9]

y =0,305x + 4,6283

R*=0,7868

Log Konsentrasi

1,5
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e LCy diperoleh dari perhitungan menggunakan nilai regresi dengan mengganti Y=5,
karena untuk mendapatkan kematian 50% diperoleh nilai probit = 5
Contoh untuk PAla (Peptida >10kDa)
Persamaan regresinya
y = 0,305x + 4,6283
y —4,6283
~ 0,305
untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (y) =5
5—4,6283
0,305
x = 1,218689
Log LCsy = 1,218689
LCsy = 16,546 ppm
e Hal yang sama dilakukan untuk fraksi protein yang lain PAlb, PAlc dan PAld

X =

Lampiran 38. Hasil uji aktivitas antibakteri peptida dari alga E.
spinosum terhadap bakteri E. coli dan S. aureus

E. coli S. aureus

Keterangan: (-) = Kontrol Negatif; (+) = Kontrol Positif; PAla = Peptida > 10 kDa; PA1b =
Peptida 5-10 kDa; PAlc = Peptida 3-5 kDa; dan PA1d = Peptida < 3 kDa
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Lampiran 39. Perhitungan LCso peptida dari bakteri endofit simbion
Vibrio sp. strain ES25

Kode K Larva Mati RLM M Nilai | Persamaan LC50 Kategori
Fraksi | (ppm) (%) | Probit Regresi (ppm) | Toksisitas
1,0 |3 |4 )| 400 |30 | 4,48 0.04 Tidak
y =0,04x + 1da
QAla 1012 4|5]|500 30| 448 |, o, | >1000 | L.k
100 6 | 6 | 8 | 8,00 | 33 | 4,56
10|02 | 067 | 38| 4,69 0155
y=0,150x
QAlb 10| 0 | 2| 4| 200 | 35| 461 +4,6117 320,008 | Sedang
100 | 10 | 10 | 10 | 10,00 | 50 | 5,00
11012131167 |29 445 1095 Sangat
y =1,095x anga
QAlc 10| 1 2 3 2,00 | 47 | 4,92 +4,2417 4,926 Toksik
100 6 | 9 |10 | 833 | 95| 6,64
1101 0,67 | 55 | 5,13 0.675 s ¢
y =0,675x anga
QAld 10| 1| 2 2,00 | 65 | 5,39 +4,9917 1,029 Toksik
100 5 | 6 | 10| 7,00 | 93 | 6,48
1} 1102} 100 R K | mati Total L |
ata-rata Kontrol mati otal Larva awa
Kontrol 101 | 2 1,00 (RKM) = 1,00 (TL) = 10
100 1 (1|1 100
Keterangan:

K = Konsentrasi

RLM = Rata-rata larva mati

RKM = Rata-rata Kontrol mati

TL = Total Larva awal

M = Persen Kematian

LCso = Konsentrasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan kematian 50%
Cara perhitungan

o %M= Z”";‘%xwoo/o

e Nilai probit diperoleh dari table probit berdasarkan % kematian (M)

e Persamaan regresi diperoleh dengan menghubungkan nilai probit dengan log K
Contoh Untuk QAla (Peptida >10kDa)

Log Konsentrasi (X) % Kematian Nilai Probit (Y)
0 30 4,48
1 30 4,48
2 33 4,56
4,6

y = 0,04x + 4,4667
R2=0,75

i Probit
>
()]
(5]

0 0,5 1 1,5
Log Konsentrasi
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e LCy diperoleh dari perhitungan menggunakan nilai regresi dengan mengganti Y=5,
karena untuk mendapatkan kematian 50% diperoleh nilai probit = 5
Contoh untuk QAla (Peptida >10kDa)

Persamaan regresinya
y = 0,04x + 4,4667
y —4,4667
0,04
untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (y) = 5
5—4,4667

T 7004

x = 13,332500

Log LCso = 13,332500

LCsg => 1000 ppm

e Hal yang sama dilakukan untuk fraksi protein yang lain QAlb, QAlc dan QAld

Lampiran 40. Hasil uji aktivitas antibakteri peptida dari bakteri endofit
Vibrio sp. strain ES25 terhadap bakteri E. coli dan S. aureus

E. coli S. aureus

Keterangan: (-) = Kontrol Negatif; (+) = Kontrol Positif; QAla = Peptida > 10 kDa; QAlb =
Peptida 5-10 kDa; QAlc = Peptida 3-5 kDa; dan QAld = Peptida < 3 kDa
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Lampiran 41. Hasil Perhitungan ICsy peptida < 3kDa dari alga dan
bakteri endofit simbionnya

1. Perhitungan ICsy untuk peptida <3kDa dari bakteri (QA1d)

Tabel hasil perhitungan persen viabilitas

Konsentrasi | Abs1 | Abs2 | Ra@ SD Viabilitas
rata sel (%)
kontrol 0,7342 | 0,7303 | 0,7323 | 0,0028 100,00
1,56 0,7253| 0,6772 | 0,7013 | 0,0340 94,88
3,13 0,7235| 0,7404 | 0,7320 | 0,0120 99,95
6,25 0,7227 | 0,7325| 0,7276 | 0,0069 99,23
12,5 0,7343 | 0,7260 | 0,7302 | 0,0059 99,65
25 0,7205| 0,7346 | 0,7276 | 0,0100 99,22
50 0,7302 | 0,7221 | 0,7262 | 0,0057 98,99
100 0,6797 | 0,6438 | 0,6618 | 0,0254 88,35
200 0,4676 | 0,4491 | 0,4584 | 0,0131 54,74
Blank 0,1271 | 0,1271 | 0,1271 | 0,0000

Rumus untuk menghitung persen viabilitas

Y%viabilitas sel =

Absorbansi sel uji — Absorbansi blanko

X 100%

_ Absorbansi kontrol — Absorbansi blanko
Grafik hubungan persen viabilitas dengan konsentrasi

120,00
100,00
80,00
60,00

40,00

Viabilitas sel (%)

20,00 -

0,00

Peptida QA1d

y=-0,2111x + 102,39

50

T

100

T

150
Konsentrasi (ug/mL)

200

250

Perhitungan ICso =
y= —0,2111x + 102,39

y —102,39
—0,2111

Untuk memperoleh viabilitas 50%, maka nilai y=50

0-102,39

-0,2111
248,18
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2. Perhitungan ICso untuk peptida <3kDa dari bakteri (PA1d)

Tabel hasil perhitungan persen viabilitas
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Konsentrasi | Abs1 | Abs2 | Ra@& SD Viabilitas sel
rata (%)

kontrol 0,6839 0,7096 | 0,6968 | 0,0182 100,00
1,56 0,7097 0,6663 | 0,6880 | 0,0307 98,47
3,13 0,6798 0,6816 | 0,6807 | 0,0013 97,20
6,25 0,6811 0,6839 | 0,6825 | 0,0020 97,51
12,5 0,6860 0,6860 | 0,6860 | 0,0000 98,12
25 0,6933 0,6933 | 0,6933 | 0,0000 99,40
50 0,6843 0,6843 | 0,6843 | 0,0000 97,83
100 0,6728 0,6996 | 0,6862 | 0,0190 98,16
200 0,5785 0,6228 | 0,6007 | 0,0313 83,23

Blanko 0,1237 0,1237 | 0,1237 | 0,0000

Rumus untuk menghitung persen viabilitas
Absorbansi sel uji — Absorbansi blanko

Y%viabilitas sel =

X 100%

_ Absorbansi kontrol — Absorbansi blanko
Grafik hubungan persen viabilitas dengan konsentrasi

105,00

=

o

o

o

o
1

95,00 -+

90,00 -

Viabilitas sel (%)

85,00 -

Peptida PAld

y =-0,0661x + 99,533

80,00

50

100

150

Konsentrasi (ug/mL)

250

Perhitungan ICso =
y = —0,0661x + 99,533

X

Untuk

—0,0661

X =

X

—0,0661
= 749,32

P
\
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= 749,32 pg/mL
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50%,
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Lampiran 42. Perhitungan berat molekul dari SDS PAGE
a. Untuk ekstrak kasar, Protein dan Hidrolisat
Perhitungan Rf Marker
Panjang Gel setelah Running =7 cm

BM Marker (kDa) | log BM | Panjang Pita Gel (cm) Rf
20 1,30 5,42 0,77
25 1,40 4,81 0,69
37 1,57 3,38 0,48
50 1,70 2,62 0,37
75 1,88 1,78 0,25
100 2,00 1,31 0,19
150 2,18 0,89 0,13
250 2,40 0,59 0,08

Rumus perhitungan Rf

Rf =

Panjang Pita Gel

Panjang Gel setelah Running
Grafik hubungan log BM dengan Rf

Rf

-0,207~

1,00 -
0,80
0,60 -
0,40 -
0,20
0,00 T T

y =-0,6508x + 1,5442
R?=0,9299

0,00 0,50 1,00

1,50
log BM

T

2,00

T 1

2,50 3,00

Berdasarkan persamaan y = -0,6508x + 1,5442, dimana y = Rf dan x =

log BM, maka BM suatu pita sampel

penurunan Rumus

Log BM =

Rf —1,5442
—0,6508

BM = antilog BM

Hasil Perhitungan BM sampel

dapat dihitung, dengan

Line Panjang Pita Gel sampel Rf | Log BM | BM (kDa)
1 0,61 0,09 2,24 173,33
2 4,24 0,61 1,44 27,67
3 4,88 0,70 1,30 20,02
4 1,72 0,25 2,00 98,90
o 2,30 033 | 1,87 73,77
m 2,57 0,37 | 1,81 64,36
' “ P 4,83 0,69 | 1,31 20,54

L

o
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b. Untuk Peptida
Perhitungan Rf Marker

Panjang Gel setelah Running = 7 cm

BM Marker (kDa) | log BM | Panjang Pita Gel (cm) Rf
2 0,30 6,24 0,89
5 0,70 5,98 0,85
10 1,00 5,56 0,79
15 1,18 4,92 0,70
20 1,30 3,91 0,56
25 1,40 3,58 0,51
37 1,57 2,79 0,40
50 1,70 2,31 0,33
75 1,88 1,70 0,24

100 2,00 1,32 0,19
150 2,18 1,08 0,15
250 2,40 0,48 0,07

Rumus perhitungan Rf

Panjang Pita Gel

Rf =

~ Panjang Gel setelah Running

Grafik hubungan log BM dengan Rf

1,20
1,00
0,80

& 0,60
0,40
0,20
0,00

- y =-0,4566x + 1,1439
R?=0,9546
T T T T T
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

0,00

Log BM

1

3,00
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Berdasarkan persamaan y = -0,4566x + 1,1439, dimana y = Rf dan x =
log BM, maka BM suatu pita sampel dapat dihitung, dengan
penurunan Rumus

Log BM =

BM = antilog BM
Hasil Perhitungan BM sampel

Rf —1,1439

—0,4566

|_Line Panjang Pita Gel sampel Rf Log BM | BM (kDa)
= ¥ 6,00 0,86 | 0,63 4,25
3 6,49 093| 047 2,08
A il _p 6,57 0,94 | 0,45 2,82
W A o 6,10 0,87 | 0,60 3,95

o
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Lampiran 43. Daftar nama perangkat lunak yang digunakan untuk
analisis bioinformatik

NO NAMA APLIKASI/WEBSITE FUNGSI
1 BioEdit Software Untuk membaca dan
mengolah file
sequence DNA
2 BLAST https://blast.ncbi.nim.nih.go | Sekuensing bakteri
v/Blast.cgi
3 Masslynx Software Analisis LC-MS/MS
V4.1
4 Mascot Software Identifikasi Peptida
5 ProtParam http://web.expasy.org/protp | Untuk analisis
aram/ fisikokimia peptida
6 APD3 http://aps.unmc.edu/AP/pre | Untuk analisis
diction/prediction_main.php | fisikokimia peptida
7 AntiCP https://webs.iiitd.edu.infrag | Analisis prediksi
hava/anticp/ Aktivitas antikanker
8 CAMPR3 http://www.camp.bicnirrh.re | Analisis prediksi
s.in/predict/ Aktivitas antibakteri
9 IAMP-2L http://cabgrid.res.in:8080/a | Analisis prediksi
mppred/ Aktivitas antibakteri
10 | AMP https://www.dveltri.com/asc | Analisis prediksi
Scanner Vr.2 | an/iv2/ Aktivitas antibakteri
11 | PEP-FOLD3 | https://bioserv.rpbs.univ- Prediksi struktur 3D
paris-
diderot.fr/services/PEP-
FOLD3/

Software atau aplikasi digunakan Februari 2020
Website-website diakses Maret 2020
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Lampiran 44. Hasil prediksi antibakteri dan antikanker peptida dari alga dan bakteri endofit simbionnya

Prediksi Antibakteri

Prediksi

Prediksi 1 : CAMPR3 berdasarkan SVM (http://www.camp.bicnirrh.res.in/predict/)
Prediksi 2 : CAMPR3 berdasarkan RF (http://www.camp.bicnirrh.res.in/predict/)
Prediksi 3 : CAMPR3 berdasarkan ANN (http://www.camp.bicnirrh.res.in/predict/)
Prediksi 4 : CAMPR3 berdasarkan DA (http://www.camp.bicnirrh.res.in/predict/)
Prediksi 5 : AMP Scanner Vr.2 (https://www.dveltri.com/ascan/v2/?u=1584490389722)
Prediksi 6 : IAMP-2L (http://www.jci-bioinfo.cn/iIAMP-2L)
: didasarkan pada prediksi yang paling banyak muncul
tikanker : AntiCP (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp/)

Organisme Kode Urutan Asam Amino
g Prediksi 1 | Prediksi 2 | Prediksi 3 | Prediksi4 | Prediksi 5 | Prediksi 6 | Kesimpulan | Antikanker
QAld-2 MGFVLLQLLCFTVF Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP Non-AMP Non-Anticp
QA1d-3 MFLATLLSIGLMTFRIL Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP AMP Non-AMP | Non-AMP | Non-Anticp
0 HAILRGLLCLSLTLAFQPA .
=0 QAld-4 | ¢ AMP Non-AMP AMP AMP Non-AMP AMP AMP Anticp
5 AFTFPLYPAFVVFLPGTV .
2§ QALDS || AMP AMP Non-AMP | Non-AMP |  AMP AMP AMP Non-Anticp
- QA1d-6 MNYLLLIKFKYTLSFQF Non-AMP Non-AMP Non-AMP Non-AMP Non-AMP Non-AMP Non-AMP Non-Anticp
gd DEASFFERLGLRRLFFM .
X 0 - -
S o QALd7 | ss1 Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-amp | Non-Anticp
8 AL ALHLPLKLMLRPALPLRL Antic
> KLTL AMP AMP AMP AMP Non-AMP AMP AMP P
LTHELDQSFLSHNFMSIQ .
QA1d-9 FLQHVL Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMp | NOM-Anticp
PALd-1 MGFIVLGRLEAFVDLCHL | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-Anticp
MQLDYLECFKGVLGEAL .
c PALd-2 RQLGRR Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP AMP Non-AMP | Non-amp | Non-Anticp
5 PALD3 KNSLKATLCLSLTLAAPS Antic
g L AMP AMP AMP AMP Non-AMP AMP AMP P
= EADGLDSYLELPFTLAVA .
m PAld-4 IL AMP Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMp | Non-Anticp
MEELSRNFYIVFIIGLYS )
© - -
S PAL-S | e Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-amp | Non-Anticp
PA1d-6 SGACTFGMVFLTGCGLF AMP Non-AMP AMP Non-AMP AMP AMP AMP Anticp
VRSIFVRVQLEALYLCRAI .
PALd-7 FHDVVF Non-AMP AMP Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-AMP | Non-Amp | Nom-Anticp
Keterangan
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