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Lampiran 1. Lokasi pengambilan sampel alga hijau C. lentillifera  
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Lampiran 2. Diagram Alur Penelitian  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 isolasi dan identifikasi bakteri simbion penghasil protein bioaktif 

 optimasi waktu produksi protein bioaktif 

 difraksinasi dengan amonium sulfat 

 dialisis 

 dihidrolisis dengan enzim proteolitik 

 divariasi waktu hidrolisis 

 divariasi konsentrasi enzim 

 diultrafiltrasi dengan Molecular Weight Cut-Off (MWCO) 

Dilakukan uji bioaktivitas berupa uji toksisitas dan uji antimitotik 

Isolat bakteri simbion 
penghasil protein bioaktif 

Sampel Alga hijau 

Caulerpa lentillifera 

Ekstrak kasar protein 
bioaktif 

Ekstrak kasar protein 

bioaktif 

Peptida dengan 
ukuran 

 < 3 kDa 

 3-5 kDa 

 5-10 kDa 

 > 10 kDa 
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Lampiran 3. Skema kerja pengambilan sampel 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 g alga hijau  
(Caulerpa lentillifera) 

 

 Dikeluarkan dari lemari pendingin 

 Dipotong kecil-kecil 

 Ditimbang sebanyak 5 gr 

 Diambil dari laut 

 Dicuci dengan air laut 

 Diberi label waktu, tempat, dan tanggal 

pengambilan sampel  

 Ditempatkan dalam cool box 

Koleksi alga hijau  
(Caulerpa lentillifera) 

 

 Dibawa ke laboratorium 

 Dibilas dengan air 

 Disimpan pada suhu -20 oC 

Sampel siap ekstraksi 

Alga Hijau  

(Caulerpa lentillifera) 
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Lampiran 4. Hasil uji identifikasi spesies alga C. lentillifera 
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Lampiran 5. Skema kerja isolasi bakteri simbion alga hijau   (Caulerpa 

lentillifera) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 g  alga hijau  

(Caulerpa lentillifera) 

 Dibilas dengan air laut steril dengan 

perbandingan 1:9 

 Disuspensikan pada medium NB  

 Dishaker selama 24 jam pada suhu 20 °C 

 Dilakukan pengenceran bertingkat 

Sampel pengenceran 10-1 

 Dipipet 10 mL dari pengenceran 10-1 

 Dimasukkan dalam botol pengenceran 10-2 

berisi 90 mL air laut steril 

Sampel pengenceran 10-2 

 Dipipet 10 mL dari pengenceran 10-2 

 Dimasukkan dalam botol pengenceran 10-3 

berisi 90 mL air laut steril 

Sampel pengenceran 10-3 

 Dipipet 10 mL dari pengenceran 10-3 

 Dimasukkan dalam botol pengenceran 10-4 

berisi 90 mL air laut steril 

Sampel pengenceran 10-4 

 Dipipet 10 mL dari pengenceran 10-3 

 Dimasukkan dalam botol pengenceran 10-4 

berisi 90 mL air laut steril 

Sampel pengenceran 10-5 

Koloni Bakteri Simbion 

1 mL  dari 

masing-masing 

pengenceran 

dipipet untuk 

diinokulasikan 

ke dalam cawan 

petri, 

dimasukkan 

medium nutrien 

agar, lalu 

semua cawan 
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Lampiran 6. Skema kerja purifikasi bakteri 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Diinkubasi 24 jam 

 Diamati koloni yang memiliki bentuk dan 

warna yang sama untuk dipindahkan ke 

medium marine agar 

Koloni Bakteri Simbion 

Koloni Bakteri yang sama 

Isolat Tunggal Koloni Lain 

 Dimurnikan dengan metode gores 

Isolat Murni 

 Diinokulasi pada Medium produksi 

 Diinkubasi pada suhu 37 ºC di atas mesin 

goyang (shaker inkubator) selama 7 hari 

Kultur Bakteri 

 Disentrifugasi pada kecepatan 5000-7500 rpm dan suhu 4 ºC 

selama 30 menit 

Debris Sel 

Identifikasi 
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Lampiran 7. Identifikasi bakteri 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ditambahkan 1 tetes kristal violet (selama 1 menit) 

 Dicuci dengan air mengalir 

 Ditambahkan 1 tetes (Gramis 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 

Isolat bakteri 

Bakteri pada kaca slide 

Data 

 Digores 

 Dioleskan pada kaca slide 

Uji 

Biokimia 

Uji 

SCA 

Uji 

TSIA 

Uji MR-

VP 

Uji 

Motilitas 
Uji Fermentasi 

Karbohidrat 
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Lampiran 8. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Sederhana dari 

Isolat CL2-2 

 

 

Isolat bakteri CL2-2 secara morfologi di bawah mikroskop dengan pembesaran 
100x 

 

 

Uji TSIA, SIM, MR-VP, sitrat, Urea, dan uji karbohidrat 
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Lampiran 9. Hasil Analisis Sekuens Nukleotida 16s rRNA 

 

Query  10    AGCTTGCTAGAAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATGGGAATCTGCCCGATA  69 

Sbjct  57    AGCTTGCTAGAAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATGGGAATCTGCCCGATA  116 

Query  70    GTGGGGGACAACCTGGGGAAACTCAGGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG  129 

Sbjct  117   GTGGGGGACAACCTGGGGAAACTCAGGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG  176 

Query  130   GGGATCTTCGGACCTTGCGCTATCGGATGAGCCCATGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGT  189 

Sbjct  177   GGGATCTTCGGACCTTGCGCTATCGGATGAGCCCATGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGT  236 

Query  190   AACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGA  249 

Sbjct  237   AACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGA  296 

Query  250   CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA  309 

Sbjct  297   CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA  356 

Query  310   AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCA  369 

Sbjct  357   AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCA  416 

Query  370   GCGAGGAAGAACGCCTCGGGATTAATACTCCCGAGGAAAGACATCACTCGCAGAAGAAGC  429 

Sbjct  417   GCGAGGAAGAACGCCTCGGGATTAATACTCCCGAGGAAAGACATCACTCGCAGAAGAAGC  476 

Query  430   ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT  489 

Sbjct  477   ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT  536 

Query  490   TACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTAAGTCAGCCAGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCA  549 

Sbjct  537   TACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTAAGTCAGCCAGGTGTGAAAGCCCCGGGCTCA  596 

Query  550   ACCTGGGAACGGCATCTGGAACTGCTTGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCC  609 

Sbjct  597   ACCTGGGAACGGCATCTGGAACTGCTTGGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCC  656 

Query  610   GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTG  669 

Sbjct  657   GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTG  716 

Query  670   GACTGACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT  729 

Sbjct  717   GACTGACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT  776 

Query  730   AGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGGCGCAG  789 

Sbjct  777   AGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGGCGCAG  836 

Query  790   CTAACGCAATAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAGAACTCACATGAATT  849 

Sbjct  837   CTAACGCAATAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT  896 

Query  850   GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT  909 

Sbjct  897   GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT  956 

Query  910   TACCTACCCTTGACATCCAGAGGACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTG  969 

Sbjct  957   TACCTACCCTTGACATCCAGAGGACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTG  1016 

Query  970   AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTTTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGTA  1029 

Sbjct  1017  AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGTA  1076 

Query  1030  ACNAGCGCAACCCCTATCCTTATTTGCCAGCCAGTAATGTCGGGAACTNTAAGGAAACTG  1089 

Sbjct  1077  ACGAGCGCAACCCCTATCCTTATTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCTAAGGAGACTG  1136 

Query  1090  CCGGTGACAAACCGAAGAAAGGTGGGGACAACGTCA-GTCATNAGGNCCCTTACGG  1144 

Sbjct  1137  CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGG  1192 
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Lampiran 10. Klasifikasi Bakteri Cobetia marina strain CL2-2 

 

Kingdom : Bacteria 

Phylum : Protobacteria 

Class : Gammaprotobacteria 

Order : Oceanospirillales 

Family : Halomonadaceae 

Genus : Cobetia 

Species : Cobetia marina 
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Lampiran 11. Skema kerja isolasi protein 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Dihomogenasi 50 mL buffer A lalu digerus 

 Dibekucairkan 2-3 kali 

 Disentrifuse pada 12000 rpm, suhu 4 ºC 

Pasta Sel  

Pecahan sel 

Endapan 

Ekstrak Kasar 
Potein  

 

 Disimpan dalam 

lemari pendingin 

Supernatan 



 67 
 

 
 

Lampiran 12. Skema kerja penentuan kadar protein 

Pereaksi: 

1. Pereaksi Lowry A 

  Lowry A dibuat dari campuran antara follin ciocalteus dan akuades 

dengan perbandingan 1 : 1. 

2. Pereaksi Lowry B 

  Lowry B dibuat dengan pencampuran antara Na2CO3 2 % dalam NaOH 

0,1 N, Na-K-Tartat 2 %, CuSO4.5H2O 1 % perbandingan 100 : 1 : 1, di mana 

diambil larutan Na2CO3 2 % dalam NaOH 0,1 N sebanyak 100 mL, Na-K-Tartat 2 

% sebanyak 1 mL, dan CuSO4 . 5 H2O 1 % 1 mL.  

3.   Larutan Baku 

  Bovine Serum Albumin ditimbang dengan teliti  untuk membuat sediaan           

1 mg/mL dan diencerkan dengan variasi konsentrasi: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 dan  

0,32 mg/mL. 

Analisis kadar protein  

 

 

 

 

 

 

 

 
Catatan : 

Hal yang sama dilakukan untuk fraksi protein (F2, F3, F4, EK), larutan baku, 

larutan blanko 

 

Data 

 ditambahkan 2,75 mL reagen lowry B. 

 dicampur merata lalu dibiarkan selama 10 -15 menit  

 ditambahkan 0,25 mL reagen lowry A. 

 dikocok merata dengan cepat. 

 dibiarkan selama 30 menit. 

 diukur absorbannya pada λmax. 

 

2 mL fraksi protein (F1) 
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Lampiran 13. Kurva Standar Bovin Serum  lbumin pada λ 660 nm 

 

No Konsentrasi BSA Absorbansi 

1 0 0 

2 0,02 0,135 

3 0,04 0,226 

4 0,08 0,361 

5 0,16 0,618 

6 0,32 1,217 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 3,6597x + 0,048 
R² = 0,9957 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

A
b

s
o

rb
a

n
 

Konsentrasi BSA (mg/mL) 

Standar BSA 
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Lampiran 14. Data hasil penentuan waktu produksi optimum protein dari 

bakteri C. marina strain CL2-2 dan optical density (OD) 

 

No 
Waktu Fermentasi 

(jam) 
OD 

Kadar Protein 
(mg/mL) 

1 0 0,744 0,6449 

2 6 1,121 1,1504 

3 12 1,318 1,1367 

4 18 1,7 1,7788 

5 24 1,738 1,8471 

6 30 1,781 1,9155 

7 36 1,209 1,6695 

8 42 1,058 1,3143 

9 48 0,926 1,0411 
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Lampiran 15. Skema kerja fraksinasi protein dengan ammonium sulfat 

 
 

 Ditambahkan amonium sufat kejenuhan 0-20% 

 Diaduk dengan magnetik stirer sampai larut semua 

 Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4 ºC 

 Disentrifuse dengan kecepatan 10000-13000 rpm, suhu 4 ºC, 

selama 15 menit  

 

 

 Ditambahkan amoniun sulfat kejenuhan 20-40% 

 Diaduk denan magneik stirer sampai larut semua 

 Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4 ºC 

 Disentrifuse dengan kecepatan 10000-13000 rpm, suhu 4 ºC, selama 

15 menit 

 

 

 Ditambahkan amoniun sulfat kejenuhan 40-60% 

 Diaduk dengan magnetik stirer sampai larut semua 

 Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4 ºC 

 Disentrifuse dengan kecepatan 10000-13000 rpm, suhu 4 ºC, selama 

15 menit 

 
 
 

 Ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 60-80% 

 Diaduk dengan magnetik stirer samai larut semua 

 Dibiarkan selama 24 jam pada suhu 4 ºC 

 Disentrifuse dengan kecepatan 10000-13000 rpm, suhu 4 ºC, 

selama 15 menit 

 

 

  

Ekstrak kasar protein (EK) 

Fraksi protein (F1) 

Fraksi protein (F2) 

Fraksi protein (F3) 

Supernatan (S4) Fraksi protein (F4) 

1. Disimpan 

2. Selanjutnya dilakukan dialisis 

Supernatan (S1) 

Supernatan (S2) 

Supernatan (S3) 



 
 

7
1

 

Lampiran 16. Tabel kejenuhan amonium sulfat  
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Lampiran 17. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi 

berbagai Tingkat Kejenuhan 

 

Fraksi Protein 
Bobot Amonium 

Sulfat (gram) 

0-20 % 104,94 

20-40 % 110,175 

40-60 % 112,8 

60-80 % 123,195 

 

 Penambahan Amonium sulfat: 

Protein  

0-20  %        =  
    mL

1000 mL 
  x  106 gram   =  104,94 gram 

20-40 %       =  
   mL

1000 mL
  x  113 gram   =  110,175 gram 

40-60 %       =  
    mL

1000 mL
  x  120 gram   =  112,8 gram 

60-80 %       =  
    mL

1000 mL
  x  129 gram   =  123,195 gram 
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Lampiran 18. Skema kerja dialisis protein 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan:  

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

 

 

 

 

 

 

Fraksi 0-20 % kejenuhan (F1) 

Disimpan dan 
ditentukan kadar 

proteinnya 

 ditambahkan buffer B.  

 dimasukkan kedalam kantong selofan. 

 

 direndam dalam 500 mL Buffer C, diaduk dengan 

magnetic stirrer selama 3 jam. 

 dialisis berakhir jika Buffer C sudah tidak terdapat 

endapan. 

 kantong selofan dikeluarkan dari buffer. 

 fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu 

dimasukkan ke dalam vial. 

 

Fraksi protein dalam kantong selofan 

Dialisat protein 
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Lampiran 19. Pengukuran Kadar Protein pada Setiap Tahap Pemurnian 

Fraksi Protein  

 

Fraksi 
Protein 

Absorban 
 

Faktor 
Pengenceran 

Kadar Protein 
(mg/mL) 

0-20 % 0,764 50 9,782 

20-40 % 0,624 50 7,87 

40-60 % 0,836 50 10,77 

60-80 % 0,592 50 7,43 

 
Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis: y = 3,6597x + 

0,048, Maka data pada tabel di atas diperoleh dengan cara: 

Fraksi Protein 

X1 = 
y - 0,0  

      
  =  

0,564 -      

      
  = 0,2009  mg/mL 

X2 = 
y -      

      
  =  

0,526 -      

      
  = 0,1871  mg/mL 

X3 = 
y -      

      
  =  

0,492 -      

      
  = 0,1748  mg/mL 

X4 = 
y -      

      
  =  

0,420 -      

      
  = 0,1487  mg/mL 
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Lampiran 20.  Skema kerja hidrolisis protein 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 21. Skema kerja ultrafiltrasi hidrolisat protein 

 

  

 Diutrafiltrasi dengan MWCO dengan 

ukuran 

1. 10 kDa 

2. 5 kDa 

3. 3 kDa 

 
 

 

 
Liophyiz yang didapatkan dikumpulkan dan disimpan pada suhu -20 ºC 
 

 

 

 

Liophiliz 

< 3 kDA 

Liophiliz 

3–5 kDA 

 

Liophiliz 

5-10 kDA 

 

Liophiliz 

> 10 kDA 

 

Ekstrak kasar dan Fraksi Protein 

Larutan protein 3% 

Dihidrolisis dengan 
pepsin 3 %  

Terkumpul hidrolisat  

Diencerkan menjadi larutan 3% 

Supernatan 
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Lampiran 22. Skema kerja uji toksisitas BSLT 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Disimpan pada suhu kamar selama 24 jam  

 Diberi cahaya lampu 

 

 Dimasukkan ke dalam sampel uji 

 

Larva udang usia 48 jam 

 Diinokulasi dengan 100 mL air laut 

 Diinkubasi pada 30 ºC dengan aerasi yang kuat, dengan 

cahaya lampu pijar kontinyu 

 Didiamkan selama 48 jam 

 

1 mg/mL 

10 mg/mL 

100 mg/mL 

Data 

Dibuat dengan seri konsentrasi 
Peptida 

0,1 g Artemia Salina 
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Lampiran 23. Tabel Nilai Probit 

 

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 

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

99 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 24.   Data Toksisitas Isolat Bakteri Simbion 

 

 

Perhitungan LC50 CL1-1 

 

 

 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,63x + 
4,3767 

Y =  0,63x + 4,3767 

5 =  0,63x + 4,3767 

X  =  0,9894 

Jadi, log X = 0,9894 

    X = antilog 0,9894 

        = 9,758 μg/mL  

LC50 CL1-1 adalah = 9,758 μg/mL 

 

 

 

 

 

y = 0.63x + 4.3767 
R² = 0.9253 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 0.5 1 1.5 2

N
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i 
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b
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Log Konsentrasi 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 30 4,48 

1 43 4,8 

2 77 5,74 
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Perhitungan LC50 CL1-2 
 

 

 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,16x + 
3,8067 

Y =  1,16x + 3,8067 

5 =  1,16x + 3,8067 

X  =  1,028707 

Jadi, log X = 1,028707 

    X = antilog 1,028707 

        = 10,683 μg/mL  

LC50 CL1-2 adalah = 10,683 μg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 1.16x + 3.8067 
R² = 0.7823 

0
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Log Konsentrasi 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 20 4,16 

1 23 4,26 

2 93 6,48 
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Perhitungan LC50 CL2-1 
 

 

 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,78x + 
3,96 

Y =  0,78x + 3,96 

5 =  0,78x + 3,96 

X  =  1,33333 

Jadi, log X = 1,33333 

    X = antilog 1,33333 

        = 22 μg/mL  

LC50 CL2-1 adalah = 22 μg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.78x + 3.96 
R² = 0.9616 
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Log Konsentrasi 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 17 4,05 

1 33 4,56 

2 73 5,61 
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Perhitungan LC50 CL2-2 
 

 

 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,985x + 
4,1717 

Y =  0,985x + 4,1717 

5 =  0,985x + 4,1717 

X  =  0,845 

Jadi, log X = 0,845 

    X = antilog 0,845 

        = 7,002 μg/mL  

LC50 CL2-2 adalah = 7,002 μg/mL 
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Perhitungan LC50 CL3-1 
 

 

 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,54x + 
4,4233 

Y =  0,54x + 4,4233 

5 =  0,54x + 4,4233 

X  =  1,06796 

Jadi, log X = 1, 06796 

    X = antilog 1,06796 

        = 11,694 μg/mL  

LC50 CL3-1 adalah = 11,694 μg/mL 
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Lampiran 25.   Data Toksisitas Fraksi Protein 

 

 

Perhitungan LC50 F1 
 

 

 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,88x + 
2,8733 

Y =  1,88x + 2,8733 

5 =  1,88x + 2,8733 

X  =  1,1312 

Jadi, log X = 1,1312 

    X = antilog 11,1312 

        = 13,528 μg/mL  

LC50 F1 adalah = 13,528 μg/mL 
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Perhitungan LC50 Fraksi F2 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 7 3,52 

1 43 4,26 

2 100 6,88 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 2,285x + 
3,1917 

Y =  2,285x + 3,1917 

5 =  2,285x + 3,1917 

X  =  0,7914 

Jadi, log X = 0,7914 

    X = antilog 0,7914 

        = 6,186 μg/mL  

LC50 Fraksi F2 adalah = 6,186 μg/mL 
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Perhitungan LC50 Fraksi F3 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 23 3,52 

1 47 4,82 

2 97 8,09 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,31x + 
4,0433 

Y =  1,31x + 4,0433 

5 =  1,31x + 4,0433 

X  =  0,7303 

Jadi, log X = 0,7303 

    X = antilog 0,7303 

        = 5,374 μg/mL  

LC50 F3 adalah = 5,374 μg/mL 
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Perhitungan LC50 Fraksi F4 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 17 4,05 

1 43 4,82 

2 87 6,13 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,04x + 
3,96 

Y =  1,04x + 3,96 

5 =  1,04x + 3,96 

X  =  1 

Jadi, log X = 1 

    X = antilog 1 

        = 10 μg/mL  

LC50 F4 adalah = 10 μg/mL 
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Lampiran 26. Penentuan Nilai LC50 Fraksi Hidrolisat Protein 

Perhitungan LC50 waktu inkubasi 0 menit 
 

 

 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,36x + 
2,8667 

Y =  1,36x + 2,8667 

5 =  1,36x + 2,8667 

X  =  1,5686 

Jadi, log X = 1,5686 

    X = antilog 1,5686 

        = 37,034 μg/mL  

LC50  waktu inkubasi 0 menit = 37,034 μg/mL 
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Perhitungan LC50 waktu inkubasi 30 menit 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 7 3,52 

1 30 4,48 

2 73 5,61 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,045x + 
3,4917 

Y =  1,045x + 3,4917 

5 =  1,045x + 3,4917 

X  =  1,4433 

Jadi, log X = 1,4433 

    X = antilog 1,4433 

        = 27,756 μg/mL  

LC50  waktu inkubasi 30 menit adalah = 27,756 μg/mL  
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Perhitungan LC50 waktu inkubasi 60 menit 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 13 3,87 

1 37 4,67 

2 87 6,13 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,13x + 
3,76 

Y =  1,13x + 3,76 

5 =  1,13x + 3,76 

X  =  1,0973 

Jadi, log X = 1,0973 

    X = antilog 1,0973 

        = 12,513 μg/mL  

LC50 waktu inkubasi 60 menit adalah = 12,513 μg/mL  
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Perhitungan LC50 waktu inkubasi 90 menit 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 17 4,05 

1 23 4,26 

2 97 6,88 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,415x + 
3,6483 

Y =  1,415x + 3,6483 

5 =  1,415x + 3,6483 

X  =  0,9623 

Jadi, log X = 0,9623 

    X = antilog 0,9623 

        = 9,169 μg/mL  

LC50 waktu inkubasi 90 menit adalah = 9,169 μg/mL  
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Perhitungan LC50 waktu inkubasi 120 menit 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 27 4,39 

1 33 4,56 

2 83 5,95 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,78x + 
4,1867 

Y =  0,78x + 4,1867 

5 =  0,78x + 4,1867 

X  =  1,0427 

Jadi, log X = 1,0427 

    X = antilog 1,0427 

        = 11,033 μg/mL  

LC50 waktu inkubasi 120 menit adalah = 11,033 μg/mL 
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Perhitungan LC50 waktu inkubasi 150 menit 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 10 3,72 

1 27 4,39 

2 83 5,95 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,115x + 
3,5717 

Y =  1,115x + 3,5717 

5 =  1,115x + 3,5717 

X  =  1,2810 

Jadi, log X = 1,2810 

    X = antilog 1,2810 

        = 19,098 μg/mL  

LC50 waktu inkubasi 150 menit adalah = 19,098 μg/mL 
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Lampiran 27. Penentuan Nilai LC50 Fraksi Peptida 

 

Perhitungan LC50 peptida > 10 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 0 0 

1 30 4,48 

2 83 5,92 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 2,975x + 
0,5017 

Y =  2,975x + 0,5017 

5 =  2,975x + 0,5017 

X  =  1,5146 

Jadi, log X = 1,5146 

    X = antilog 1,5146 

        = 32,702 μg/mL  

LC50  peptida > 10 kDa adalah = 32,702 μg/mL 
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Perhitungan LC50 peptida 5 - 10 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 7 3,52 

1 13 3,87 

2 87 6,13 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,305x + 
3,2017 

Y =  1,305x + 3,2017 

5 =  1,305x + 3,2017 

X  =  1,3780 

Jadi, log X = 1,3780 

    X = antilog 1,3780 

        = 23,879 μg/mL  

LC50  peptida 5 - 10 kDa adalah = 23,879 μg/mL 
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Perhitungan LC50 peptida 3 - 5 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 17 4,05 

1 30 4,48 

2 97 6,88 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 1,415x + 
3,7217 

Y =  1,415x + 3,7217 

5 =  1,415x + 3,7217 

X  =  0,9034 

Jadi, log X = 0,9034 

    X = antilog 0,9034 

        = 8,006 μg/mL  

LC50  peptida 3 - 5 kDa adalah = 8,006 μg/mL 
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Perhitungan LC50 peptida < 3 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Kematian 

Nilai Probit 
(Y) 

0 20 4,17 

1 37 4,67 

2 100 8,99 

 

 

Untuk LC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 2,41x + 
3,5333 

Y =  2,41x + 3,5333 

5 =  2,41x + 3,5333 

X  =  0,6086 

Jadi, log X = 0,6086 

    X = antilog 0,6086 

        = 4,061 μg/mL  

LC50  peptida < 3 kDa adalah = 4,061 μg/mL 
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Lampiran 28. Skema kerja uji antimitosis sel landak laut 

 
  

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Landak Laut Jantan 
dan Betina 

 Diinduksi dengan KCl 10% 

 

Dipipet 100 µg/mL 
 

Zigot Landak Laut 

Jantan dan Betina 

Peptida 
 

 Dibuat sebanyak 1 mL dengan 

variasi konsentrasi 

 

Setelah 10 menit 
Dilakukan 
pengulangan 2 kali 
untuk sampel uji dan 
kontrol 

 

 Disimpan pada suhu 15-20 ºC 

 Diselingi pengocokan tiap 10 menit 

 Setelah 2 jam pembelahan diamati 

Data 
 

1 µg/mL 
10 µg/mL 

100 µg/mL 
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Lampiran 29. Penentuan Nilai IC50 Fraksi Peptida 

 

Perhitungan IC50 peptida > 10 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Inhibisi 

Nilai Probit 
(Y) 

0 27 4,39 

1 34 4,59 

2 44 4,85 

 

 

Untuk IC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,23x + 
4,38 

Y =  0,23x + 4,38 

5 =  0,23x + 4,38 

X  =  2,6957 

Jadi, log X = 2,6957 

    X = antilog 2,6957 

        = 496,195 μg/mL  

IC50  peptida > 10 kDa adalah = 496,195 μg/mL 
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Perhitungan IC50 peptida 5 - 10 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Inhibisi 

Nilai Probit 
(Y) 

0 30 4,48 

1 39 4,72 

2 48 4,95 

 

 

Untuk IC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,235x + 
4,4817 

Y =  0,235x + 4,4817 

5 =  0,235x + 4,4817 

X  =  2,2055 

Jadi, log X = 2,2055 

    X = antilog 2,2055 

        = 160,521 μg/mL  

IC50  peptida 5 - 10 kDa adalah = 160,521 μg/mL 
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Perhitungan IC50 peptida 3 - 5 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Inhibisi 

Nilai Probit 
(Y) 

0 37 4,67 

1 47 4,92 

2 54 5,10 

 

 

Untuk IC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,215x + 
4,6817 

Y =  0,215x + 4,6817 

5 =  0,215x + 4,6817 

X  =  1,4805 

Jadi, log X = 1,4805 

    X = antilog 1,4805 

        = 30,232 μg/mL  

IC50  peptida 3 - 5 kDa adalah = 30,232 μg/mL 
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Perhitungan IC50 peptida < 3 kDa 

Log 
Konsentrasi (X) 

% 
Inhibisi 

Nilai Probit 
(Y) 

0 44 4,85 

1 50 5 

2 59 5,23 

 

 

Untuk IC50, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y = 0,19x + 
4,8367 

Y =  0,19x + 4,8367 

5 =  0,19x + 4,8367 

X  =  0,8595 

Jadi, log X = 0,8595 

    X = antilog 0,8595 

        = 7,236 μg/mL  

IC50  peptida < 3 kDa adalah = 7,236 μg/mL 
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Lampiran 30. Dokumentasi 

Proses inkubasi 

media agar 

 

Pembuatan Buffer  

 

Proses shaker 

media produksi 
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Sentrifugasi hasil 

shaker 

 

Pengukuran kadar 

protein 

 

Dialisis 
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Hidrolisis protein 

 

Uji BSLT 

 

Uji Mitotik 
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Pengambilan sel 

zigot landak laut  

 

 


