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Lampiran 1. Lokasi Pengambilan Sampel Teripang Hitam Holothuria atra 
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Media       

Nutrient Agar 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 2. Diagram Alur Penelitian 
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Media      

Inokulum dan 

Produksi 

Media       

Nutrient Broth 

Media Spesifik 

Malt Yeast Agar 

Uji Antioksidan 

Metode DPPH 

Uji Biokimia dan 

Pewarnaan Gram 

Uji Toksisitas 

Metode BSLT 

Uji 16S rRNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 3. Bagan Prosedur Kerja Pembuatan Media 

1. Media Nutrient Agar (NA) 

Preparasi Sampel dan Sterilisasi Media 

Produksi dan Ekstraksi Protein 

Isolasi Bakteri 

Seleksi Isolat 

Identifikasi Morfologi Isolat 

Penentuan Waktu Produksi Optimum 

Purifikasi Protein 

Pembuatan Media 

Dialisis 

Fraksi 

Ammonium 

Sulfat 

Hidrolisis Protein 
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- Ditambahkan pepton 1 g dan NaCl 0,5 g kemudian dilarutkan 

dengan air laut 100 mL pada Erlenmeyer. 

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa. 

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 ℃ selama     

15 menit. 

- Didinginkan, lalu dituang ke cawan petri. 

 

 

- Ditambahkan yeast extract 0,3 g, pepton 0,5 g, dan NaCl 

0,5 g. 

- Dilarutkan dalam air laut 100 mL 

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 ℃ selama                  

15 menit 

- Didinginkan 

- Dituang ke cawan petri 

 

 

- Ditambahkan 1 g pepton dan 0,5 g NaCl. 

- Dilarutkan dengan air laut 100 mL pada Erlenmeyer. 

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa. 

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 ℃ selama     

- Ditambahkan glukosa 10 g, NaCl 2,5 g dan yeast extract 3 g 

kemudian dilarutkan dengan air laut 100 mL pada Erlenmeyer. 

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa. 

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 ℃ selama     

15 menit. 

- Didinginkan, lalu dituang ke cawan petri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Media Nutrient Broth (NB) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Media Malt Yeast Agar (MYA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Media Inokulum  

 

Media NB 

0,3 g yeast extract 

Media NA 

2 g Agar 

5 g MYA 

0,3 g yeast extract 

Media MYA 
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- Ditambahkan NaCl 0,5 g, yeast extract 0,05 g dan glukosa       2 

g, kemudian dilarutkan dengan air laut 1000 mL pada 

Erlenmeyer. 

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa. 

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 ℃ selama     

15 menit. 

- Didinginkan, lalu dituang ke cawan petri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Media Produksi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 4. Bagan Kerja Preparasi Sampel 

Media Inokulum 

0,05 g Malt yeast 

Media Produksi 
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- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 45 mL air 

laut steril (1:9). 

- Dishaker selama 2 jam dengan kecepatan 180 rpm pada 

suhu 37 ℃. 

- Diambil sebanyak 5 mL. 

- Dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer yang berisi 45 

mL media NB steril (1:9). 

- Dishaker selama 24 jam 

dengan kecepatan 180 rpm 

pada suhu 37 ℃. 

- Dipotong kecil-kecil menggunakan 

pisau. 

- Disaring menggunakan air laut 45 mL. 

- Diambil filtrat sebanyak 5 mL 

- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang 

berisi 45 mL media NB (1:9). 

- Dishaker selama 24 jam dengan 

kecepatan 180 rpm pada suhu 37 ℃. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 5. Bagan Kerja Isolasi dan Identifikasi Morfologi Bakteri Simbion 

5 g sampel Teripang Hitam  

Air Laut Teripang Hitam 

Kultur Isolat Bakteri Epifit Kultur Isolat Bakteri Endofit 
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- Diambil sebanyak 1 mL. 

- Diinokulasi ke dalam erlenmeyer yang telah berisi 

media NB. 

- Dishaker menggunakan shaker inkubator selama         

24 jam dengan kecepatan 180 rpm pada suhu 37 ℃. 

- Diencerkan terlebih dahulu menggunakan metode 

pengenceran bertingkat yaitu 10-1 hingga 10-11. 

- Diinokulasi pada media NA dan diinkubasi pada suhu 

37 ℃ selama 2 x 24 jam di dalam inkubator. 

- Hasil inkubasi diambil dan digores dengan beberapa 

kali menggunakan metode kuadran. 

- Uji Biokimia 

- Uji Pewarnaan Gram 

- Uji 16S rRNA 

1. Isolasi Bakteri Simbion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bersambung ke Halaman Sebelah….. 

2. Uji Pewarnaan Gram  

Data 

Biokimiawi 

Morfologi Bakteri 

Simbion 

Suspensi Bakteri 

Koloni Tunggal Isolat Bakteri 
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- Dibuat ulasan pada kaca preparat. 

- Ditambahkan setetes NaCl fisiologis. 

- Diangin-anginkan. 

- Difiksasi panas. 

- Ditambahkan kristal violet. 

- Didiamkan 1 menit. 

- Dibilas dengan air mengalir. 

- Ditambahkan lugol. 

- Dibiarkan selama 30 detik. 

- Dibilas dengan air mengalir. 

- Didiamkan selama 2 detik. 

- Dibilas dengan air mengalir. 

- Ditambahkan dengan safranin. 

- Didiamkan selama 30 detik. 

- Ditetesi dengan minyak imersi. 

- Diamati dengan mikroskop. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Uji Biokimia 

Preparat Bakteri 

Hasil 

Pengamatan 

Koloni Tunggal Isolat Bakteri 
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Koloni Tunggal Isolat Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 6. Bagan Kerja Produksi dan Ekstraksi Protein Bioaktif 

Uji 

SIM 

Uji 

TSIA 

Sitrat Urea VP-MR Uji 

Fermentasi 

Karbohidrat 
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- Disentrifugasi pada 4500 rpm dan suhu 4 ℃ selama 30 menit. 

- Disimpan dalam lemari es 

untuk proses selanjutnya. 

- Disimpan dalam lemari es 

untuk proses selanjutnya. 

- Diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 1500 mL media 

produksi. 

- Diinkubasi pada suhu 37 ℃ di atas shaker inkubator selama                  

36 jam. 

 

 

- Digerus. 

- Ditambahkan 50 mL buffer A. 

- Pecahan sel dibeku/cairkan 2-3 kali. 

- Disonikasi selama 3 x 10 menit dalam              

air es. 

- disentrifugasi pada 4500 rpm dan suhu          

4 ℃ selama 30 menit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 7. Bagan Kerja Fraksinasi Protein Bioaktif dengan Amonium Sulfat 

Sel 

Endapan Ekstrak 

Kasar 

Protein Intraseluler 

Koloni Tunggal Isolat Bakteri 

Kultur Bakteri 

Protein Ekstraseluler 

Filtrat 

Ekstrak kasar yang 

mengandung protein bioaktif 
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- Ditambahkan amonium sulfat kejenuhan  0-20%. 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 οC 

selama 20 menit. 

 

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 40-60%. 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 οC 

selama 20 menit. 

 

 

 

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 20-40%. 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 οC 

selama 20 menit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 8. Bagan Kerja Dialisis 

Supernatan (S3) Fraksi Protein (F3) 

 

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 60-80%. 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 οC 

selama 20 menit. 

 

 

 

Supernatan (S4) Fraksi Protein (F4) 

Masing-masing fraksi F1, F2, F3, dan F4 

- Ditambahkan buffer B. 

- Didialisis dalam kantong selofan dengan menggunakan Buffer C. 

- Dihitung kadar protein dan diuji aktivitas antioksidan dan                       uji 

toksisistas. 

 

Supernatan (S1) Fraksi Protein (F1) 

Supernatan (S2) Fraksi Protein (F2) 
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Catatan: Perlakuan yang sama untuk F2, F3 dan F4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Ditambahkan Buffer B. 

- Dimasukkan kedalam kantong selofan. 

 

Fraksi 0-20% 

Kejenuhan (F1) 

 

- Direndam dalam 500 mL Buffer C, diaduk dengan magnetik 

stirrer selama 3 jam. 

- Dialisis berakhir jika Buffer C sudah tidak berwarna. 

- Kantong selofan dikeluarkan dari buffer. 

- Fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu 

dimasukkan kedalam vial. 

 

Fraksi protein dalam kantong selofan 

 

Dialisat protein 

 

- Dihitung kadar protein. 

- Diuji aktivitas antikanker. 

 
Data  
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- Ditambahkan 2,75 mL Lowry B. 

- Dicampur merata lalu dibiarkan selama 10-15 

menit pada suhu kamar. 

- Ditambahkan 0,25 mL reagen lowry A. 

- Dikocok merata dengan cepat.  

- Dibiarkan selama 30 menit. 

- Diukur absorbannya pada λmax. 

 

Lampiran 9. Bagan Kerja Prosedur Penentuan Kadar Protein Sampel dengan 

Metode Lowry 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan :  

Perlakuan yang sama untuk setiap fraksi (F2, F3 dan F4), ekstrak kasar, blanko dan 

larutan standar BSA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data absorban 

 

2 mL Sampel 
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- Diencerkan menjadi larutan 3%. 

 

Lampiran 10. Bagan Kerja Hidrolisis Protein  

 

- Diencerkan menjadi larutan 3%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Diukur Derajat Hidrolisis (DH). 

- Diuji aktivitas antioksidan dan                       

uji toksisistas. 

 

- Dihidrolisis menggunakan enzim pepsin dengan 

perbandingan enzim dan substrat 3:100. 

- Diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 30 menit, dengan 

waktu hidrolisis 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; dan 6 jam. 

- Diinaktifkan dengan pemanasan dalam air mendidih 

selama 10 menit. 

- Disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 4 ºC selama 20 

menit. 

 

 

 

Endapan    

Fraksi Protein 

Supernatan 

(Hidrolisat protein) 

Data 

Larutan 

Protein 
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- Ditimbang sebanyak 0,015 g. 

- Dilarutkan dalam 100 mL methanol p.a. 

- Dihomogenkan. 

- Ditimbang Sebanyak 500 g. 

- Dilarutkan dengan 10 mL metanol p.a. 

- Dipipet 0,1 mL. 

- Ditambahkan metanol p.a 9,9 mL sehingga didapatkan 

volume 10 mL. 

Lampiran 11. Bagan Kerja Pembuatan Reagen Pengujian Antioksidan 

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM 

 

 

 

 

 

 

 

2. Pembuatan Larutan Induk Asam Askorbat 500 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Serbuk DPPH 

Larutan DPPH 0,4 mM 

Asam Askorbat  

Konsentrasi 500 ppm 

Konsentrasi 5 ppm 



 

102 
 

- Dipipet masing-masing 0,25 mL, 0,5 mL, 1 mL,                    

2 mL dan 4 mL untuk membuat deret standar                    

0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm dan 4 ppm. 

- Ditambahkan masing-masing 1 mL larutan DPPH             

0,4 mM. 

- Ditambahkan metanol p.a masing-masing 3,75 mL, 

3,5 mL, 3 mL, 2 mL dan 0 mL sehigga didapatkan 

volume total 5 mL untuk masing-masing deret 

standar. 

- Ditutup dengan aluminium foil. 

- Diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 ℃. 

- Diukur serapan absorbansi dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

515 nm. 

Lampiran 12. Bagan Kerja Penentuan Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat 

dengan Metode DPPH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Deret Standar 

Asam Askorbat 

Konsentrasi 5 ppm 
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- Dipipet sebanyak 1 mL 

- Volume dicukupkan sampai 5 mL dengan menggunakan metanol. 

- Dipipet 0,1 mL, 0,2 mL, 0,4 mL, 0,8 mL dan 1,6 mL untuk 

membuat deret ukur 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 80 ppm dan           

160 ppm dari masing-masing ekstrak. 

- Ditambahkan masing-masing larutan DPPH sebanyak 1 mL. 

- Ditambahkan masing-masing metanol hingga volume 5 mL. 

Lampiran 13. Bagan Kerja Penentuan Aktivitas Antioksidan Fraksi Protein dengan 

Metode DPPH 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bersambung ke halaman sebelah…….. 

Deret Ukur 

Larutan DPPH 

Kontrol 

Larutan Konsentrasi 500 ppm fraksi peptida 
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- Dipipet sebanyak 1 mL. 

- Volume dicukupkan sampai 5 mL dengan menggunakan 

metanol. 

Lampiran 14. Bagan Kerja Penentuan Aktivitas Antioksidan Fraksi Peptida 

dengan Metode DPPH 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: Larutan blanko yang digunakan 5 mL metanol dan perlakuan yang sama 

dengan ekstrak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Deret Ukur Kontrol 

Data 
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- Dibuat dalam konsentrasi 1 μg/mL, 10 μg/mL, dan 

100 μg/mL. 

- Dimasukkan sebanyak 10 ekor larva udang. 

- Ditambahkan air laut hingga 5 mL. 

- Disimpan di bawah pencahayaan selama 24 jam. 

- Diamati Jumlah larva yang mati dan yang hidup. 

 

- Dimasukkan ke wadah yang berisi air laut. 

- Diaerasi dibawah cahaya lampu pijar 40-60 watt. 

- Lampu dinyalakan selama 48 jam.  

 

Lampiran 15. Bagan Kerja Uji Sifat Toksisitas dengan Menggunakan Metode 

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

1. Penyiapan larva udang 

 

 

 

 

 

 

 

2. Pelaksanaan uji 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: 

Prosedur yang sama dilakukan juga pada Buffer B tanpa sampel sebagai kontrol 

negatif dan vinkristin sebagai kontrol positif. 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

 

Telur udang artemia salina 

 

Data absorban 

 

Pengumpulan Data 

 

Analisis Data 
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Lampiran 16. Pembuatan Larutan Buffer tris-HCl 

 

A. Pembuatan larutan buffer A (Tris-HCl 0,1 M pH 8,3; NaCl 2 M;                           

CaCl2 0,01 M, β-merkaptoetanol 1 %, Triton X-100 0,5 %) 

Prosedur pembuatan larutan: 

1. Ditimbang 12,1 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH2OH)3) 

lalu dilarutkan dengan akuades sampai 250 mL. 

2. Ke dalam 250 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan 

HCl 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3. 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 117 g dan 1,11 g CaCl2,             β-

mercaptoetanol 10 mL dan triton X-100 5 mL dan dicukupkan volumenya 

sampai 1000 mL dengan akuades. 

 

B. Pembuatan larutan buffer B (Tris-HCl 0,1 M pH 8,3; NaCl 0,2 M;           CaCl2 

0,01 M) 

Prosedur pembuatan larutan: 

1. Ditimbang 3,025 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH2OH)3) 

lalu dilarutkan dengan akuades sampai 62,5 mL. 

2. Ke dalam 62,5 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 

ditambahkan HCl 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga 

mencapai 8,3. 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 2,925 g dan 0,2775 g CaCl2 dan 

dicukupkan volumenya sampai 250 mL dengan akuades. 

 

C. Pembuatan larutan buffer C (Tris-HCl 0,01 M pH 8,3; NaCl 0,2 M;                 

CaCl2 0,01 M) 

Prosedur pembuatan larutan: 

1. Ditimbang 12,1 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH2OH)3) 

lalu dilarutkan dengan akuades sampai 250 mL. 

2. Ke dalam 250 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan 

HCl 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3. 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 11,7 g dan 1,11 g CaCl2 dan 

dicukupkan volumenya sampai 1000 mL dengan akuades. 

 

 

 

 

 

Lampiran 17. Penentuan Protein dengan Metode Lowry 
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Pereaksi: 

1. Pereaksi Lowry A 

Pada pembuatan Lowry A yakni dengan pencampuran antara folin 

ciocalteus dan akuades dengan perbandingan 1 : 1 dan dibuat sebanyak             

100 mL.  

2. Pereaksi Lowry B 

Pada pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran Na2CO3 2 % dalam 

NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2 %, CuSO4.5H2O 1 % dengan perbandingan  

100 : 1 : 1, dimana diambil larutan Na2CO3 2 % dalam NaOH 0,1 N 

sebanyak 100 mL, Na-K-Tartat 2 % sebanyak 1 mL, dan CuSO4.5H2O              

1 % sebanyak 1 mL, kemudian dihomogenkan. 

Larutan Contoh: 

− Di pipet 2 mL larutan sampel dan ditambahkan 2,75 mL Lowry B, dikocok 

dan dibiarkan pada suhu kamar selama 15 menit. 

− Ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan segera dikocok. 

− Disimpan pada suhu kamar selama 30 menit, lalu diukur absorbannya pada 

panjang gelombang maksimum. 

Larutan Baku: 

- Ditimbang dengan teliti BSA untuk membuat sediaan 1 mg/mL dan 

diencerkan dengan variasi konsentrasi 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 dan                           

0,16 mg/ mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 18. Hasil Uji Identifikasi Spesies Teripang Hitam Holothuria atra 
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Lampiran 19. Penentuan Serapan Maksimum (λ maksimum) 
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A. Serapan Maksimum (λ maksimum) pada Konsentrasi BSA 0,06 mg/mL 

Panjang Gelombang (nm) Absorbansi (A) 

600 0,305 

610 0,306 

620 0,308 

630 0,309 

640 0,310 

650 0,311 

660 0,310 

670 0,308 

680 0,306 

690 0,305 

700 0,300 

 

B. Kurva λ Maksimum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 20. Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) pada λ 650 nm 
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Konsentrasi BSA (mg/mL) Absorbansi (A) 

0 0 

0,02 0,149 

0,04 0,232 

0,06 0,309 

0,08 0,406 

0,1 0,462 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 21. Seleksi Pengenceran Bertingkat  
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Lampiran 22. Penentuan Isolat Bakteri dengan Protein Peptida Tertinggi  
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Kode Isolat Absorbansi Sampel 
Kadar Protein Peptida 

(mg/mL) 

ETH 7(1) 0,327 0,6385 

ETH 7(2) 0,262 0,476 

ETH 10(1) 0,171 0,2485 

ETH 10(2) 0,124 0,131 

ITH 7(1) 0,141 0,1735 

ITH 7(2) 0,140 0,171 

ITH 10(1) 0,145 0,1835 

ETH 10(2) 0,150 0,196 
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Lampiran 23. Data Hasil Penelitian Waktu Produksi Optimum Protein Bioaktif 

dari Bakteri Simbion Teripang Hitam Holothutia atra dan nilai 

Optical Density 

No 

Waktu 

Fermentasi 

(Jam) 

OD 

Kadar Protein 

Ekstraseluler 

(mg/mL) 

Kadar Protein 

Intraseluler 

(mg/mL) 

1. 0 0,119 2,785 1,53 

2. 6 0,218 3,61 2,83 

3. 12 0,289 3,79 6,43 

4. 18 0,315 4,31 8,46 

5. 24 0,472 5,335 9,16 

6. 30 0,484 9,985 11,71 

7. 36 0,490 10,06 11,76 

8. 42 0,500 10,23 11,86 

9. 48 0,406 8,377 8,21 

10. 54 0,349 6,26 5,96 

11. 60 0,329 6,08 4,13 

12. 66 0,310 5,99 1,83 

13. 72 0,300 5,97 1,53 
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Lampiran 24. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Ekstraseluler               

(λ 650 nm) 

No 
Waktu Fermentasi 

(Jam) 
Absorbansi (A) 

Kadar Protein  

(mg/mL) 

1. 0 0,183 2,785 

2. 6 0,216 3,61 

3. 12 0,223 3,79 

4. 18 0,244 4,31 

5. 24 0,285 5,335 

6. 30 0,471 9,985 

7. 36 0,474 10,06 

8. 42 0,481 10,23 

9. 48 0,406 8,377 

10. 54 0,322 6,26 

11. 60 0,315 6,08 

12. 66 0,311 5,99 

13. 72 0,310 5,97 

 

Contoh Perhitungan Penentuan Kadar Protein:  

 Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar  

y = 4x + 0,0716, dimana y = 0,481 adalah absorbansi protein ekstraseluler. 

 

Diketahui y = 0,481, maka: 

0,481   = 4x + 0,0716 

4x  = 0,481 – 0,0716 

4x  = 0,4094 

x  = 0,1023 mg/mL 

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran (FP = 100), sehingga: 

x  = 0,1023 mg/mL  x 100 

  = 10,23 mg/mL 
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Lampiran 25. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Intraseluler               

(λ 650 nm) 

No 
Waktu Fermentasi 

(Jam) 
Absorbansi (A) 

Kadar Protein  

(mg/mL) 

1. 0 0,138 1,53 

2. 6 0,185 2,83 

3. 12 0,329 6,43 

4. 18 0,410 8,46 

5. 24 0,438 9,16 

6. 30 0,540 11,71 

7. 36 0,542 11,76 

8. 42 0,546 11,86 

9. 48 0,400 8,21 

10. 54 0,310 5,96 

11. 60 0,237 4,13 

12. 66 0,145 1,83 

13. 72 0,133 1,53 

 

Contoh Perhitungan Penentuan Kadar Protein:  

 Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar  

y = 4x + 0,0716, dimana y = 0,546 adalah absorbansi protein ekstraseluler. 

 

Diketahui y = 0,546, maka: 

0,546   = 4x + 0,0716 

4x  = 0,546 – 0,0716 

4x  = 0,4744 

x  = 0,1186 mg/mL 

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran (FP = 100), sehingga: 

x  = 0,1186 mg/mL  x 100 

  = 11,86 mg/mL 
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Lampiran 26. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi 

berbagai Tingkat Kejenuhan  

Jenis Protein Fraksi Protein  Bobot Amonium Sulfat (g) 

Protein  

Ekstraseluler 

F1 130,38 

F2 133,34 

F3 135,6 

F4 141,77 

Protein  

Intraseluler 

F1 12,72 

F2 13,334 

F3 12,24 

F4 9,03 

 

Penambahan Amonium Sulfat  

Protein Ekstraseluler 

F1 =  
1280 mL

1000 mL
 x 106 g = 130,38 g 

F2 =  
1180 mL

1000 mL
 x 113 g = 133,34 g 

F3 =  
1130 mL

1000 mL
 x 120 g = 135,6 g 

F4 =  
1099 mL

1000 mL
 x 129 g = 141,77 g 

Protein Intraseluler 

F1 =  
120 mL

1000 mL
 x 106 g = 12,72 g 

F2 =  
118 mL

1000 mL
 x 113 g = 13,334 g 

F3 =  
102 mL

1000 mL
 x 120 g = 12,24 g 

F4 =  
70 mL

1000 mL
 x 129 g = 9,03 g 
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Lampiran 27. Tabel Kejenuhan Amonium Sulfat 
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Lampiran 28. Pengukuran Kadar pada Setiap Tahap Pemurnian Fraksi Protein 

Jenis  

Protein 

Fraksi 

Protein 
Absorbansi 

Kadar 

Protein  

(mg/mL) 

Faktor 

Pengenceran 

Kadar 

Protein 

Sebenarnya 

(mg/mL) 

Protein 

Ekstraseluler 

F1 0,376 0,0761 10 0,761 

F2 0,171 0,0248 10 0,248 

F3 0,221 0,0373 10 0,373 

F4 0,222 0,0376 10 0,376 

Protein 

Intraseluler 

F1 0,128 0,0141 10 0,141 

F2 0,154 0,0206 10 0,206 

F3 0,167 0,0221 10 0,221 

F4 0,203 0,0328 10 0,328 

 

 Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar 

y = 4x + 0,0716, dimana y = 0,546 adalah absorbansi. Maka data pada tabel diatas 

diperoleh dengan cara:  

Protein Ekstraseluler 

 X1 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,376-0,0716

4
 = 0,0716 

 X2 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,171-0,0716

4
 = 0,02485 

 X3 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,221-0,0716

4
 = 0,03735 

 X4 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,222-0,0716

4
 = 0,0376 
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Protein Intraseluler 

X1 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,128-0,0716

4
 = 0,0141 

 X2 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,154-0,0716

4
 = 0,0206 

 X3 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,160-0,0716

4
 = 0,0221 

 X4 = 
y - 0,0716

4
 = 

0,203-0,0716

4
 = 0,03285 
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Lampiran 29. Penentuan Total Protein pada Fraksinasi berbagai Tingkat 

Kejenuhan 

Jenis Protein 
Fraksi 

Protein 

Volume 

Setiap Fraksi 

(mL) 

Kadar Protein 

(mg/mL) 

Total Protein 

(mg) 

Protein 

Ekstraseluler 

F1 11 0,781 3,124 

F2 11 0,891 10,692 

F3 14 1,4985 20,979 

F4 14 2,0435 28,609 

Protein 

Intraseluler 

F1 4 3,081 33,291 

F2 12 0,826 9,086 

F3 14 1,521 21,894 

F4 14 2,351 32,914 

 

Penentuan Total Protein dengan Rumus: 

Total Protein = Volume setiap Fraksi (mL) x Konsentrasi Protein  (mg/mL) 

Protein Intraseluler : 

 Fraksi 0 – 20%  = 4 mL x 0,781 mg/mL  = 3,124 mg 

 Fraksi 20 – 40%  = 12 mL x 0,891 mg/mL  = 10,692 mg 

 Fraksi 40 – 60% = 14 mL x 1,4985 mg/mL = 20,979 mg 

 Fraksi 60 – 80% = 14 mL x 2,0435 mg/mL = 28,609 mg 

Protein Ekstraseluler : 

 Fraksi 0 – 20%  = 11 mL x 3,081 mg/mL = 33,291 mg 

 Fraksi 20 – 40%  = 11 mL x 0,826 mg/mL = 9,086 mg 

 Fraksi 40 – 60% = 14 mL x 1,521 mg/mL = 21,294 mg 

 Fraksi 60 – 80% = 14 mL x 2,351 mg/mL = 32, 914 mg 
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Lampiran 30. Hidrolisis Protein 

1. Fraksi 60-80% (F4) Ekstraseluler 

Waktu 

Hidrolisis 

(Jam) 

Protein Terlarut Protein Total Derajat 

Hidrolisis  

(%) Absorban 
Kadar 

Protein 
Absorban 

Kadar 

Protein 

0 0,273 0,503 0,572 1,251 40,2478 

0,5 0,272 0,501 0,566 1,211 41,3707 

1 0,270 0,496 0,540 1,171 42,3569 

2 0,266 0,486 0,522 1,126 43,1616 

3 0,264 0,481 0,500 1,071 44,9112 

4 0,260 0,471 0,525 1,133 41,5710 

5 0,264 0,481 0,539 1,168 41,1815 

6 0,264 0,481 0,550 1,196 40,2173 

 

2. Fraksi 0-20% (F1) Intraseluler 

Waktu 

Hidrolisis 

(Jam) 

Protein Terlarut Protein Total Derajat 

Hidrolisis  

(%) Absorban 
Kadar 

Protein 
Absorban 

Kadar 

Protein 

0 0,188 0,291 0,570 1,246 24,5362 

0,5 0,200 0,321 0,546 1,186 27,0657 

1 0,202 0,326 0,530 1,146 28,4467 

2 0,208 0,341 0,508 1,091 31,2257 

3 0,216 0,361 0,504 1,081 33,3950 

4 0,198 0,316 0,598 1,316 24,0121 

5 0,199 0,318 0,568 1,241 25,6224 

6 0,201 0,325 0,462 0,976 33,2991 
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Derajat Hidrolisis (DH) % = 
Protein terlarut 10% TCA

Protein total
 x 100% 

Lampiran 31. Harga Probit sesuai dengan Persentasenya 

 

Persentase 
Probit 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 - 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66 

10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,93 3,95 4,01 4,05 4,08 4,12 

20 4,17 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45 

30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72 

40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97 

50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23 

60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5,44 5,47 5,50 

70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81 

80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23 

90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33 

99 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 

 7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,55 7,66 7,75 7,88 8,09 
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Lampiran 32. Hasil Perhitungan LC50 Larva Udang Artemia salina L. pada setiap 

Fraksi Protein bakteri Enterobacter sp. ETH 1(2) 

 

Jenis Protein Fraksi Protein Nilai LC50 

(μg/mL) 

Toksisitas 

Protein 

Ekstraseluler 

Ekstrak Kasar 92,0449 Toksik 

F1 5,0026 Sangat Toksik 

F2 25,6743 Sangat Toksik 

F3 52,0115 Toksik 

F4 54,2125 Toksik 

Protein 

Intraseluler 

Ekstrak Kasar 1,7410 Sangat Toksik 

F1 882,4701 Toksik 

F2 415,8148 Toksik 

F3 111,0196 Toksik 

F4 15,4632 Sangat Toksik 

Hidrolisis 

Protein 

FHI1 193,9545 Toksik 

FHI2 119,0967 Toksik 
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Lampiran 33. Data Toksisitas Fraksi Protein Terbaik 

Fraksi (60 – 80%) F4 Ekstraseluler  

Fraksi Protein 

Konsentrasi (μg/mL) 

1 10 100 

Ekstrak Kasar Intraseluler 

2 2 7 

3 4 6 

4 4 5 

Jumlah 9 10 18 

Persentase Kematian 30,00 % 33,33 % 60,00 % 

 

Konsentrasi 

(μg/mL) 

Log Konsentrasi 

(X) 

Kematian 

(%) 

Nilai Probit 

(Y) 

1 0 27 4,39 

10 1 33 4,56 

100 2 57 5,18 
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Untuk nilai LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke dalam persamaan 

regresi y   = 0,395x + 4,315 

5   = 0,395x + 4,315 

X   = 1,7341 

Jadi log X  = 1,7341 

X   = antilog 1,7341 

  = 54,2125 μg/mL 

LC50 Ekstrak Kasar Intraseluler adalah 54,2125 μg/mL 
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Lampiran 34. Nilai IC50 dari Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Penangkap 

Radikal DPPH 

 

Pembanding 

Konsentrasi 

Sampel 

(μg/mL) 

% Aktivitas 

Antioksidan  

(%) 

IC50 

(μg/mL) 

IC50       

Rata-Rata 

(μg/mL) 

Ekstrak 

Kasar 

Ekstraseluler 

20 21,5126 

180,6094527 

 

177,4529 

40 30,4202 

80 34,2857 

100 37,3109 

120 39,1597 

20 22,1849 

177,3556231 

 

40 29,9160 

80 33,7815 

100 37,3109 

120 40,1681 

20 22,8571 

174,3937575 

 

40 29,5798 

80 33,9496 

100 37,4790 

120 40,8403 

F1 (0 – 20%) 

20 5,8824 

120,2637226 

 

121,5914 

40 18,6555 

60 32,4370 

80 33,9496 

100 38,3193 

20 8,7395 

121,6697936 

 

40 20,5042 

60 32,2689 

80 34,2857 

100 39,1597 

20 8,0672 

122,8407934 

 

40 20,3361 

60 31,9328 

80 33,7815 

100 38,6555 
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Pembanding 

Konsentrasi 

Sampel 

(μg/mL) 

% Aktivitas 

Antioksidan  

(%) 

IC50 

(μg/mL) 

IC50  

Rata-Rata 

(μg/mL) 

F2 (20 – 40%) 

20 12,6050 

109,4912664 

 

110,1561 

40 30,7563 

60 32,9412 

80 36,8067 

100 46,2185 

20 12,7731 

110,4885621 

 

40 29,9160 

60 31,9328 

80 36,4706 

100 46,2185 

20 12,7731 

110,4885621 

 

40 29,9160 

60 31,9328 

80 36,4706 

100 46,2185 

F3 (40 – 60%) 

20 27,8992 

103,4774934 

 

104,0333 

40 28,5714 

60 40,3361 

80 44,7059 

100 47,8992 

20 27,5630 

103,6223592 

 

40 28,4034 

60 40,8403 

80 44,3697 

100 47,8992 

20 27,5630 

105 

 

40 28,2353 

60 40,3361 

80 44,0336 

100 47,7311 
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Pembanding 

Konsentrasi 

Sampel 

(μg/mL) 

% Aktivitas 

Antioksidan  

(%) 

IC50 

(μg/mL) 

IC50       

Rata-Rata 

(μg/mL) 

F4 (60 – 80%) 

10 29,0756 

275,8004926 

 

260,6911 

20 29,7479 

40 30,4202 

80 32,6050 

160 41,3445 

10 28,4034 

247,9414951 

 

20 30,0840 

40 30,4202 

80 32,4370 

160 42,8571 

10 28,7395 

258,3314415 

 

20 29,7479 

40 29,9160 

80 33,1092 

160 42,0168 

Ekstrak Kasar 

Intraseluler 

1 27,7311 

25,0884434 

 

21,03193874 

2 32,1008 

4 32,9412 

8 34,7899 

16 42,3529 

1 26,3866 

20,63957726 

 

2 32,1008 

4 32,7731 

8 33,9496 

16 45,5462 

1 26,3866 

21,03193874 

 

2 31,9328 

4 33,2773 

8 33,7815 

16 45,2101 
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Pembanding 

Konsentrasi 

Sampel 

(μg/mL) 

% Aktivitas 

Antioksidan  

(%) 

IC50 

(μg/mL) 

IC50       

Rata-Rata 

(μg/mL) 

F1 (0 – 20%) 

10 28,5714 

126 

 

128,7843 

20 30,0840 

40 33,4454 

80 36,6387 

120 51,5966 

10 28,7395 

123,84069 

 

20 29,7479 

40 33,9496 

80 36,6387 

120 52,1008 

10 28,5714 

136,5122616 

 

20 29,4118 

40 31,2605 

80 34,7899 

120 50,2521 

F2 (20 – 40%) 

10 32,6050 

82,01010101 

 

78,42675 

20 39,3277 

40 44,8739 

80 47,7311 

100 53,7815 

10 32,4370 

76,08597285 

 

20 39,6639 

40 44,8739 

80 47,3950 

100 56,8067 

10 30,4202 

77,18418908 

 

20 38,1513 

40 43,6975 

80 47,3950 

100 56,9748 
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Pembanding 

Konsentrasi 

Sampel 

(μg/mL) 

% Aktivitas 

Antioksidan  

(%) 

IC50 

(μg/mL) 

IC50       

Rata-Rata 

(μg/mL) 

F3 (40 – 60%) 

10 34,1176 

210,511509 

 

128,6905 

20 35,7983 

40 36,4706 

80 38,4874 

120 42,3529 

10 34,1176 

94,06458797 

 

20 36,1345 

40 43,1933 

80 44,5378 

120 52,4370 

10 33,4454 

81,49541727 

 

20 35,7983 

40 42,8571 

80 43,6975 

120 55,4622 

F4 (60 – 80%) 

10 32,6050 

80,72472413 

 

79,69068 

20 39,3277 

40 44,8739 

80 47,7311 

100 53,7815 

10 32,4370 

77,62259822 

 

20 39,6639 

40 44,8739 

80 47,3950 

100 56,8067 

10 30,4202 

80,72472413 

 

20 38,1513 

40 43,6975 

80 47,3950 

100 56,9748 
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Pembanding 

Konsentrasi 

Sampel 

(μg/mL) 

% Aktivitas 

Antioksidan  

(%) 

IC50 

(μg/mL) 

IC50       

Rata-Rata 

(μg/mL) 

Hidrolisat 

Intraseluler 

20 18,1513 

140,0452861 

 

139,4508 

40 28,9076 

60 32,2689 

80 33,1092 

100 40,3361 

20 17,6471 

137,663738 

 

40 29,2437 

60 31,9328 

80 33,2773 

100 40,6723 

20 18,6555 

140,6433978 

 

40 29,2437 

60 32,2689 

80 33,7815 

100 40,1681 

Hidrolisat 

Ekstraseluler 

20 28,9076 

173,2746479 

 

163,4605 

40 30,7563 

60 33,2773 

80 36,3025 

100 40,3361 

20 28,2353 

157,8549287 

 

40 30,5882 

60 34,2857 

80 36,6387 

100 41,3445 

20 28,9076 

159,2514395 

 

40 30,4202 

60 34,7899 

80 37,1429 

100 41,1765 
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Pembanding 

Konsentrasi 

Sampel 

(μg/mL) 

% Aktivitas 

Antioksidan 

(%) 

IC50 

(μg/mL) 

IC50       

Rata-Rata 

(μg/mL) 

Asam 

Askorbat 

0,25 26,86 

2,6139 

 

2,6139 

0,5 30,70 

1 35,01 

2 42,69 

4 63,79 

0,25 26,86 

2,6139 

 

0,5 30,70 

1 35,01 

2 42,69 

4 63,79 

0,25 26,86 

2,6139 

 

0,5 30,70 

1 35,01 

2 42,69 

4 63,79 
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Lampiran 35. Kurva Pengukuran Aktivitas Asam Askorbat  

 

Simplo 

No Konsentrasi (μg/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%) 

1 0,25 0,304 26,86 

2 0,5 0,288 30,70 

3 1 0,276 35,01 

4 2 0,24 42,69 

5 4 0,153 63,79 

Kontrol - 
0,417 

- 

 

 

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada Simplo Asam Askorbat 

% Aktivitas Antioksidan = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel 

Absorbansi Kontrol
 X 100% 

1 Konsentrasi 0,25 ppm  =  
0,595 - 0,304

0,595
 x 100%  = 26,86 % 

2. Konsentrasi 0,5 ppm = 
0,595 - 0,288

0,595
 x 100%  = 30,70 % 

3. Konsentrasi 1 ppm  = 
0,595 - 0,276

0,595
 x 100%  = 35,01 % 
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4. Konsentrasi 2 ppm  = 
0,595 - 0,24

0,595
 x 100%  = 42,69 % 

5. Konsentrasi 4 ppm  = 
0,595 - 0,153

0,595
 x 100%  = 63,79 % 

Perhitungan nilai IC50 : 

y  = ax + b 

IC50 = 
y - b

a
  =  

50 - b

a
 

IC50   =  
50 - 24,96

9,5894
  

IC50   =  2,6139 

IC50 simplo asam askorbat adalah 2,6139 μg/mL 
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Duplo 

No Konsentrasi (μg/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%) 

1 0,25 0,304 26,86 

2 0,5 0,288 30,70 

3 1 0,276 35,01 

4 2 0,24 42,69 

5 4 0,153 63,79 

Kontrol - 
0,417 

- 

 

 

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada Duplo Asam Askorbat 

% Aktivitas Antioksidan = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel 

Absorbansi Kontrol
 X 100% 

1 Konsentrasi 0,25 ppm  =  
0,595 - 0,304

0,595
 x 100%  = 26,86 % 

2. Konsentrasi 0,5 ppm = 
0,595 - 0,288

0,595
 x 100%  = 30,70 % 

3. Konsentrasi 1 ppm  = 
0,595 - 0,276

0,595
 x 100%  = 35,01 % 
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4. Konsentrasi 2 ppm  = 
0,595 - 0,24

0,595
 x 100%  = 42,69 % 

5. Konsentrasi 4 ppm  = 
0,595 - 0,153

0,595
 x 100%  = 63,79 % 

Perhitungan nilai IC50 : 

y  = ax + b 

IC50 = 
y - b

a
  =  

50 - b

a
 

IC50   =  
50 - 24,96

9,5894
  

IC50   =  2,6139 

IC50 duplo asam askorbat adalah 2,6139 μg/mL 
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Triplo 

No Konsentrasi (μg/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%) 

1 0,25 0,304 26,86 

2 0,5 0,288 30,70 

3 1 0,276 35,01 

4 2 0,24 42,69 

5 4 0,153 63,79 

Kontrol - 
0,417 

- 

 

 

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada Triplo Asam Askorbat  

% Aktivitas Antioksidan = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel 

Absorbansi Kontrol
 X 100% 

1 Konsentrasi 0,25 ppm  =  
0,595 - 0,304

0,595
 x 100%  = 26,86 % 

2. Konsentrasi 0,5 ppm = 
0,595 - 0,288

0,595
 x 100%  = 30,70 % 

3. Konsentrasi 1 ppm  = 
0,595 - 0,276

0,595
 x 100%  = 35,01 % 
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4. Konsentrasi 2 ppm  = 
0,595 - 0,24

0,595
 x 100%  = 42,69 % 

5. Konsentrasi 4 ppm  = 
0,595 - 0,153

0,595
 x 100%  = 63,79 % 

Perhitungan nilai IC50 : 

y  = ax + b 

IC50 = 
y - b

a
  =  

50 - b

a
 

IC50   =  
50 - 24,96

9,5894
  

IC50   =  2,6139 

IC50 triplo asam askorbat adalah 2,6139 μg/mL 
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Lampiran 36. Kurva Pengukuran Antioksidan Terbaik 

F2 Intraseluler (20 – 40%) 

Simplo 

No 
Konsentrasi (μg/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%) 

1 10 0,425 28,5714 

2 20 0,416 30,0840 

3 40 0,396 33,4454 

4 80 0,377 36,6387 

5 100 0,288 51,5966 

Kontrol - 
0,595 

- 

 

 

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada F2 Simplo Intraseluler 

% Aktivitas Antioksidan = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel 

Absorbansi Kontrol
 X 100% 

1 Konsentrasi 10 ppm  =  
0,595 - 0,425

0,595
 x 100%  = 28,5714 % 
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2. Konsentrasi 20 ppm = 
0,595 - 0,416

0,595
 x 100%  = 30,0840 % 

3. Konsentrasi 40 ppm = 
0,595 - 0,396

0,595
 x 100%  = 33,4454 % 

4. Konsentrasi 80 ppm = 
0,595 - 0,377

0,595
 x 100%  = 36,6387 % 

5. Konsentrasi 100 ppm = 
0,595 - 0,288

0,595
 x 100%  = 51,5966 % 

Perhitungan nilai IC50 : 

y  = ax + b 

IC50 = 
y - b

a
  =  

50 - b

a
 

   =  
50 - 33,762

0,198
  

   =  82,0101 

IC50 F2 simplo intraseluler adalah 82,0101 μg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Duplo 
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No 
Konsentrasi (μg/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%) 

1 10 0,402 32,4370 

2 20 0,359 39,6639 

3 40 0,328 44,8739 

4 80 0,313 47,3950 

5 100 0,257 56,8067 

Kontrol - 
0,595 

- 

 

 

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada F2 Duplo Intraseluler 

% Aktivitas Antioksidan = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel 

Absorbansi Kontrol
 X 100% 

1 Konsentrasi 10 ppm  =  
0,595 - 0,402

0,595
 x 100%  = 32,4370 % 

2. Konsentrasi 20 ppm = 
0,595 - 0,359

0,595
 x 100%  = 39,6639 % 
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3. Konsentrasi 40 ppm = 
0,595 - 0,328

0,595
 x 100%  = 44,8739 % 

4. Konsentrasi 80 ppm = 
0,595 - 0,313

0,595
 x 100%  = 47,3950 % 

5. Konsentrasi 100 ppm = 
0,595 - 0,257

0,595
 x 100%  = 56,8067 % 

Perhitungan nilai IC50 : 

y  = ax + b 

IC50 = 
y - b

a
  =  

50 - b

a
 

   =  
50 - 33,185

0,221
  

   =  76,0859 

IC50 F2 duplo intraseluler adalah 76,0859 μg/mL 
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Triplo 

No 
Konsentrasi (μg/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%) 

1 10 0,414 30,4202 

2 20 0,368 38,1513 

3 40 0,335 43,6975 

4 80 0,313 47,3950 

5 100 0,256 56,9748 

Kontrol - 
0,595 

- 

 

 

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada F2 Triplo Intraseluler 

% Aktivitas Antioksidan = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel 

Absorbansi Kontrol
 X 100% 

1 Konsentrasi 10 ppm  =  
0,595 - 0,414

0,595
 x 100%  = 30,4202 % 

2. Konsentrasi 20 ppm = 
0,595 - 0,368

0,595
 x 100%  = 38,1513 % 
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3. Konsentrasi 40 ppm = 
0,595 - 0,335

0,595
 x 100%  = 43,6975 % 

4. Konsentrasi 80 ppm = 
0,595 - 0,313

0,595
 x 100%  = 47,3950 % 

5. Konsentrasi 100 ppm = 
0,595 - 0,256

0,595
 x 100%  = 56,9748 % 

Perhitungan nilai IC50 : 

y  = ax + b 

IC50 = 
y - b

a
  =  

50 - b

a
 

   =  
50 - 31,059

0,2454
  

   =  77,1841 

IC50 F2 Triplo intraseluler adalah 77,1841 μg/mL 
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Lampiran 37. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Sederhana dari Isolat ETH 

7(1) 

 

 

 
Penampakan Enterobacter aerogenes secara morfologi di bawah mikroskop  

dengan pembesaran 100x 

 

 
Uji TSIA, SIM, MR-VP, Sitrat, Urea, dan uji gula-gula  
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Lampiran 38. Klasifikasi Bakteri Enterobacter sp ETH 7(1) 

 Kingdom  = Prokariota 

 Divisi  = Proteobakteria 

 Kelas  = Gamma Proteobacteria 

 Ordo  = Enterobacteriales 

 Famili  = Enterobacteriaceae 

 Genus  = Enterobacter 

 Spesies = Enterobacter sp 
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Lampiran 39. Urutan Nukleotida dan Kromatogram Isolat ETH 7(1) dari Hasil 

Gabungan (contig) pada Program DNA Baser  

 

1. Urutan Nukleotida Isolat ETH 7(1) dari Hasil Gabungan (contig) pada Program  

DNA Baser 

 

 

 

2. Urutan Kromatogram Isolat ETH 7(1) dari Hasil Gabungan (contig) pada  

Program  DNA Baser 
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Lampiran 40. Hasil BLAST Sekuens Protein ETH 7(1) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

151 
 

Lampiran 41. Pohon Filogenik Berdasarkan Sekuens DNA Pengkode 16S rRNA 

dari Isolat Bakteri ETH 7(1) dengan sekuens DNA Pengkode 16S 

rRNA bakteri Genebank 
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Lampiran 42. Dokumentasi Penelitian 

                   
Pengambilan Sampel 

 

            
Pembuatan Media  

 

 

 
Isolasi Bakteri 
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Pembuatan Buffer 

 

 
Sterilisasi Alat dan Bahan dengan Autoclave 
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Proses Lisis Sel 

 

 
Inkubasi Bakteri 

 

 
Produksi Bakteri Penghasil Protein Bioaktif 



 

155 
 

 
Proses Sonikasi 

 

 
Proses Sentrifugasi 

 

 
Hasil Fraksinasi 
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Proses Dialisis 

 

 
Proses Hidrolisis  
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Proses Prosedur 16S rRNA 
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Penentuan Kadar Protein 
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Dialisat Protein 

 

 
Hidrolisat Protein 
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Uji Toksisitas BSLT 
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Pengujian Aktivitas Antioksidan 

 


