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Penentuan 

Kadar Protein 

Uji Antibakteri Uji Antikanker 

Enzim L-Asparaginase dan L-Glutaminase Murni 

LAMPIRAN 

Lampiran 1. Diagram Alir dan Tahapan Penelitian 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Karakterisasi 

Enzim 

Pengujian Aktivitas 

Uji MTT 
Pembuatan Larutan Kontrol 

Penentuan 

Aktivitas Enzim 

Penyiapan Bakteri Uji Uji BSLT 

M-9 Penyegaran Sampel dalam Media Nutrient Broth 

Nutrient Agar Pembuatan Media 

Nutrient Broth Preparasi Sampel 

Isolasi Bakteri 

Seleksi Isolat 

Identifikasi Isolat 

Optimasi Produksi Enzim L-Asparaginase dan L-Glutaminase 

Isolasi dan Pemurnian Enzim 

Uji In Vitro 
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Lampiran 2. Preparasi Sampel 
 
 
 

 

- Dibilas dengan 30 mL NaCl fisiologis 
 
 
 

- dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer yang berisi 30 mL 

media NB 

- dishaker selama 24-48 jam 

dengan kecepatan 180 rpm 

pada suhu 37 ºC 

- dihaluskan dengan blender 

- ditambahkan NaCl fisiologis 

- dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer yang berisi 30 mL 

media NB 

- dishaker selama 24-48 jam 

dengan kecepatan 180 rpm 

pada suhu 37 ºC 

Suspensi 

Bakteri 

Suspensi 

Bakteri 

15 gram Alga 

Air bilasan Alga 
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Sampel NB 

 
 

-2 -3 -4 

                

Lampiran 3. Isolasi dan Seleksi Bakteri Penghasil Enzim L-Asparaginase 

dan L-Glutaminase 
 
 

 

1 mL 
 

 

 

 
 
 
 

 
 

10 10 
-5 

10 10 

-6 -7 

10 10 

 
 

 

0,1 mL 
 
 
 
 
 
 
 
 

Media NA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Inkubasi 

T = 37 °C, t = 24 jam 

10
-1 
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........ 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

....... .... . 
Media 

..... ... .. 
 

+ 10 g/L 

 
 
 
 
 
 
 

Bakteri L-Asparaginase 
 

 

Ket: 

Dilakukan prosedur yang sama untuk memperoleh bakteri L-glutaminase 

dengan mengganti substrat L-asparagin pada media M-9 menjadi 

substrat L-glutamin 

Inkubasi 
T = 37 °C, t = 24 

jam 
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               Lampiran 4. Tahapan Identifikasi Bakteri 
 
 

 

 
 
 
 

Ket: 

 
Dilakukan prosedur yang sama pada identifikasi bakteri L-glutaminase 

Bakteri L-Asparaginase 

Identifikasi spesies bakteri 

Uji mikrobiologis 
Warna koloni, reaksi 

gram, bentuk sel 

Uji biokimia 
Ferm. KH, nitrat, TSIA, 
SIM, Sitrat, Urea. MR-
VP 

urea, 

Uji molekular 
PCR 16S rRNA 

spesies bakteri penghasil 

enzim L-Asparaginase 
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                Lampiran 5. Optimasi dan Produksi Enzim 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

- Disentrifugasi pada 5000 rpm, suhu 4 oC selama 30 menit

- Dikultur dalam media cair M-9 

- Dioptimasi 

Isolat murni 

 
 

- Diproduksi dalam jumlah besar 
 
 Kultur 

Konsentrasi Substrat Waktu Produksi Ion Logam pH Suhu 

Filtrat 

(Ekstrak Kasar) 
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             Lampiran 6. Pemurnian Enzim (Fraksinasi Amonium Sulfat) 

           
   
 
 

 
     

 

Filtrat  

Supernatan (S1) Fraksi Enzim (F1) 
 

Supernatan (S2) Fraksi Enzim (F2) 

Supernatan (S3) Fraksi Enzim (F3) 

- ditambahkan  ammonium sulfat kejenuhan 
0-40% 

- disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm 

pada suhu 4◦C selama 30 menit 

- ditambahkan ammonium sulfat kejenuhan 40-60% 
- disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada 

suhu 4 °C selama 30 menit 

Masing-masing fraksi: 
- ditambahkan buffer B. 
- didialisis dalam kantong selofan 

dengan menggunakan buffer C. 
- dihitung aktivitas enzim dan kadar 

protein 

- ditambahkan  ammonium sulfat kejenuhan 60-80% 
- disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada 

suhu  4 °C selama 30 menit 
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            Lampiran 7. Pemurnian Enzim (Dialisis) 

 
    
 

 

- dimasukkan ke dalam membran selofan 

- diikat bagian atas dan bawah elofan yang telah diisi,  

- dimasukkan  ke dalam gelas kimia berisi buffer C 

- dialisis sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer  

- fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu dimasukkan 

ke dalam vial 

Fraksi Enzim  (F1, F2, F3)  

Dialisat 

Diuji aktivitas enzim 

Data aktivitas enzim 

Diuji kadar protein 

Data kadar protein 
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Lampiran 8 Tabel Tingkat Kejenuhan Amonium Sulfat dan Perhitungan Massa 

Amonium Sulfat untuk Fraksinasi 
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                Lampiran 9. Penentuan Kadar Protein Enzim dengan Metode Lowry 

 

a. Pembuatan Reagen         

 
- Lowry A 

Pada pembuatan Lowry A yakni dengan pencampuran antara follin 

ciocalteus dan akuades dengan perbandingan 1:1 dan dibuat 

sebanyak 100 mL. 

- Lowry B 

Pada pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran antara 

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. 5 H2O 1% 1 mL. Kemudian dihomogenkan. 

 
b. Penentuan Kadar Protein 

 

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

- ditambahkan 2,75 mL reagen 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. 

Ket: 
 

- Perlakuan yang sama dilakukan untuk larutan blanko dan standar BSA  

- Ditentukan kadar protein dari data absorbansi yang didapatkan 

2 mL larutan Sampel 

Data Absorban 
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Lampiran 10. Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCl 

 
 
 

a. Pembuatan larutan buffer A (Tris-HCl 0,1 M pH 8,3; NaCl2 M; CaCl2 0,01 

M, -mercaptoetanol 1%, Triton X-100 0,5%) 

Prosedur pembuatan larutan: 
 

1. Ditimbang 6,05 gram Tris (Hidroksimetil) aminometana 

(NH2C(CH2OH)3) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL. 

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,4 M 

ditambahkan HCl 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya sampai 

mencapai 8,3. 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 gram dan 0,555 gram 

CaCl2, β-mercaptoetanol 5 mL dan triton X-100 2,5 mL dan 

dicukupkan volumenya sampai 500 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 6,05 gram Tris (Hidroksimetil) aminometana 

(NH2C(CH2OH)3) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL. 

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,4 M 

ditambahkan HCl 0,2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya 

sampai mencapai 8,3. 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 gram dan 0,555 gram 

CaCl2 dan dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades. 
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c. Pembuatan Larutan Buffer C (Tris-HCl 0,01 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; 

CaCl2 0,01M) 

Prosedur pembuatan larutan: 
 

1. Ditimbang 0,605 gram Tris (Hidroksimetil) aminometana 

(NH2C(CH2OH)3) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL. 

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,04 M 

ditambahkan HCl 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya sampai 

mencapai 8,3. 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 gram dan 0,555 gram 

CaCl2 dan dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades. 
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                Lampiran 11. Pembuatan Reagen Nessler 

 
 

Pembuatan Larutan Nessler dilakukan dengan cara berikut: 

 
1. Ditimbang NaOH sebanyak 16 g kemudian dilarutkan dengan akuades 

hingga larut lalu dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. 

2. Dilarutkan KI 7 g dalam akuades. 
 

3. Dilarutkan HgCI2 10 g dalam akuades. 
 

4. Dimasukkan campuran KI dan HgCI2 ke dalam larutan NaOH dalam labu 

ukur 100 mL. 

5. Ditambahkan aquades hingga garis batas kalibrasi. 
 

6. Dihomogenkan dan disimpan dalam botol reagen berwarna gelap. 
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                Lampiran 12. Penentuan Aktivitas Enzim dengan Metode Nessler 
 
 
 
 

 

 

- diambil 0,5 mL 
 

- ditambahkan 0,5 mL substrat 0,04 M L-asparagin 

ditambahkan 0,5 mL buffer Tris-HCl 0,05 M pH 8 

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 oC 
 

- ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M 
 

- didiamkan selama 15 menit 
 
 
 
 
 

- diambil 0,1 mL 

- ditambahkan 3,7 mL akuabides 

- ditambahkan 0,2 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit 

- diukur absorbansinya pada λmax 

 
 

Ket: 

 
- Dilakukan cara yang sama menggunakan standar NH4Cl (0,02; 0,04; 

0,06; 0,08; 0,10; 0,12 mg/mL) 

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan 

Sampel 

Endapan Filtrat 

Data Absorban 
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                Lampiran 13. Karakterisasi Enzim L-Asparaginase dan L-Glutaminase 

 
 

a. Karakterisasi Pengaruh pH terhadap Aktivitas Enzim 
 

- dimasukkan kedalam  tabung reaksi masing-masing sebanyak 

0,5 mL 

- ditambahkan 0,5 mL substrat 0,04 M (L-asparagin untuk enzim 

L-asparaginase dan L-glutamin untuk–glutaminase) 

- ditambahkan 0,5 mL buffer tris-HCl 0,05 M dengan variasi pH 

6,7,8,9 dan 10 

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 oC 

- ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M 

- didiamkan selama 15 menit 
 

 

 

- diambil 0,1 mL 

- ditambahkan 3,75 mL akuabides 

- ditambahkan 0,2 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit 

- diukur absorbansinya pada λmax 

 
 

Ket: 
 

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan 

Sampel 

Endapan Filtrat 

Data Absorban 
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b. Karakterisasi Pengaruh Suhu terhadap Aktivitas Enzim 
 

- dimasukkan kedalam  tabung reaksi masing-masing sebanyak 

0,5 mL 

- ditambahkan 0,5 mL substrat 0,04 M 

- ditambahkan 0,5 mL buffer tris-HCl 0,05 M pH 7 

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30 oC, 35 oC, 40 oC dan                                        

45 oC 

- ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M 

- didiamkan selama 15 menit 
 

 
 

- diambil 0,1 mL 

- ditambahkan 3,75 mL akuabides 

- ditambahkan 0,2 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit 

- diukur absorbansinya pada λmax 

 
 

Ket: 
 

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan 

Sampel 

Endapan Filtrat 

Data Absorban 
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c. Karakterisasi Pengaruh waktu terhadap Aktivitas Enzim 
 

 

- dimasukkan kedalam  tabung reaksi masing-masing sebanyak 

0,5 mL 

- ditambahkan 0,5 mL substrat dengan konsentrasi 0,04 M 

- ditambahkan 0,5 mL buffer tris-HCl 0,05 M pH 8 

- diinkubasi selama 10,20, 30, 40 dan 50 menit pada suhu 37 oC 

- didiamkan selama 15 menit 
 
 
 

 

- diambil 0,1 ml 

- ditambahkan 3,75 mL akuabides 

- ditambahkan 0,2 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit 

- diukur absorbansinya pada λmax 

 

 

Ket: 
 

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan 

Sampel 

Endapan Filtrat 

Data Absorban 
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d. Karakterisasi Pengaruh Penambahan logam terhadap Aktivitas Enzim 
 

 

- diambil 0,5 mL 

- ditambahkan 0,5 mL CaSO4 0,01 M* 

- diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37 oC 

- ditambahkan 0,5 mL substrat 0,04 M 

- ditambahkan 0,5 mL buffer tris-HCl 0,05 M pH 8 

- diinkubasi selama 30 pada suhu 37 oC 

- ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M 

- didiamkan selama 15 menit 
 
 

 

- diambil 0,1 mL 

- ditambahkan 3,75 mL akuabides 

- ditambahkan 0,2 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit 

- diukur absorbansinya pada λmax 

 
 

Keterangan: 

 
- Perlakuan yang sama dilakukan untuk larutan blanko dan larutan 

kontrol. 

- Perlakuan yang sama dilakukan pada penambahan NaCl, MgSO4, 

ZnSO4,  KCl, CuSO4, CoSO4 dan MnSO4 0.01 M 

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan. 

Sampel 

Endapan Filtrat 

Data Absorban 
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Data 

Media Uji 

Lampiran 14. Uji Antibakteri dengan Metode Difusi Agar 
 

 

 

- diremajakan pada media NA miring dalam tabung reaksi 

selama 1 x 24 jam pada suhu 37 oC. 

 

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

- dilakukan pengenceran suspensi bakteri uji hingga diperoleh 

transmitan 25% terhadap blanko NaCl 0,9%. 

- disamakan kekeruhannya dengan tabung 0,5 Mac Farland. 
 

- sebanyak 0,5 mL suspensi dicampurkan dengan 15 mL media 

MHA. 

 

- sebanyak 6 paper disc yang telah dicelupkan pada tiap 

fraksi enzim, kontrol (+) dan kontrol (-) diletakkan di atas 

media MHA. 

- diinkubasi selama 2 x 24 jam pada suhu 37 oC. 
 

- diukur zona hambatan menggunakan mistar geser dalam 

satuan millimeter. 

Koloni Bakteri 

Bakteri (Escherichia coli dan Staphylococus aerus) 
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                Lampiran 15. Uji Toksisitas dengan Metode BSLT 
 

 
 

a. Preparasi Sampel Uji 
 

Ekstrak Enzim              
L-Asparaginase 

  

  
- dibuat konsentrasi 1 ppm, 10 ppm, dan 100 ppm 
 

Sampel siap uji   

 

 
b. Analisis Sampel 

 

Telur A. salina   

  
- dierasi dalam wadah yang berisi air laut 
- didiamkan di  bawah pencahayaan lampu selama 48 jam 
 
 

Larva A. salina   

  
- diambil 10 ekor larva 
- dimasukkan ke dalam tabung uji yang berisi air laut 
- ditambahkan sampel uji 
- didiamkan selama 24 jam (dibuat juga kontrol uji tanpa 
penambahan ekstrak enzim dan pengujian dibuat triplo) 
 

Larva A. salina setelah 
24 jam 

  

  
- diamati dan dihitung kematian larva tiap pengujian 
 

Hasil Pengamatan   

  
- dihitung nilai LC50 

 

Data   
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                Lampiran 16. Perhitungan Uji BSLT dengan Metode Bliss 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

• Grafik dibuat dengan log konsentrasi sebagai sumbu x terhadap 

mortalitas sebagai sumbu y 

• Nilai LC
50 

= nilai konsentrasi dimana zat menyebabkan kematian 50% 

• Nilai LC 50 diperoleh persamaan y = a + bx 

• Dikatakan toksik bila nilai LC50 < 1000 µg/mL 

• angka mati = ∑ larva mati tiap konsentrasi (3 lubang) 
 

• angka hidup = ∑ larva hidup tiap konsentrasi (3 lubang) 
 
• Perhitungan ∑ mati tiap konsentrasi : 

 1 µg/mL = angka mati [1] 

 10 µg/mL = angka mati [1] + angka mati [10],… 

 1000 µg/mL = angka mati [10] + angka mati [100] + angka mati [1000] 
 

+ angka mati [1] 
 

• Perhitungan ∑ hidup tiap konsentrasi : 
 

 1000 µg/mL  =  angka hidup [1000] 
 

 100 µg/mL = angka hidup [1000] + angka [100],… 

 1 µg/mL = angka hidup [1000] + angka hidup [100] + angka hidup [10] 

+ angka hidup [1] 
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                Lampiran 17. Uji Sitotoksisitas Enzim L-Glutaminase terhadap Sel Kanker MCF-7 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- didistribusikan ke dalam sel 96 well plate 

- diinkubasi selama 48 jam dalam media kultur EMEM 

- ditambahkan enzim L-glutaminase dengan konsentrasi 10, 20, 

40, 80, 160 µg/mL 

- diinkubasi selama 48 jam  

- ditambahkan 100 µL media EMEM yang mengandung MTT 5 

mg/mL 

- diinkubasi selama 3 jam pada 37 oC.  

- dilarutkan dengan penambahan reagen stopper sodium 

dodecyl sulfate (SDS) 10% dalam HCl 0,01 N 

- dibiarkan ditempat gelap selama semalam   

-  diukur absorbansinya dengan ELISA reader 

 

- dimasukkan sebanyak 5 mL kedalam tabung 

- ditambahkan 10 larva udang  

- diinkubasi selama 24 jam pada suhu dibawa lampu pijar 50 

watt 

- Dihitung jumlah larva yang mati dan hidup menggunakan 

kaca pembesar 

- Ditentukan nilai LC
50 

(μg/mL) dengan program Bliss Method.   

Sel MCF-7 dengan kepadatan 8000 

sel/sumuran 

Data 



205 

 

 

 

Lampiran 18.  Isolat Bakteri penghasil enzim L-glutaminase dari Eucheuma spinosum 
 
 
 
                          
 
 
 
 

 
 
 

                                              Perbesaran  1000 X 
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Lampiran 19. . Hasil pengamatan pertumbuhan isolat-isolat bakteri hasil isolasi 

No 
Kode 

Isolat 

Karakteristik Pertumbuhan 

Media NA Media M-9 Cair 
Media M-9 

Padat 

1 1.1 + + ++ 

2 1.2 + + + 

3 1.3 + + ++ 

4 2.1.1 + + +++ 

5 2.2.2 + + +++ 

6 2.3.3 + + ++ 

7 Kontrol - - - 

 
 
 

 Media NA 

- : Tidak ada pertumbuhan koloni 

+ : Terdapat pertumbuhan koloni 

 Media M-9 Cair 

- : Tidak ada perubahan warna (orange/kuning jernih) 

+ : Terdapat perubahan warna dari kuning jernih menjadi kuning 
keruh 

 Media M-9 Padat 

- : Tidak terjadi pertumbuhan bakteri/koloni 

+ : Terjadi pertumbuhan koloni di media tanpa perubahan warna 
++ : Terjadi pertumbuhan koloni dan perubahan warna dari 

kuning keruh menjadi pink/merah disekitar koloni setelah 

48 jam 
+++ : Terjadi pertumbuhan koloni dan perubahan warna dari kuning 

keruh menjadi pink/merah disekitar koloni setelah 24 jam 
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Lampiran 20.   Karakterisasi Morfologi Isolat Bakteri Simbion Alga Merah Eucheuma 

spinosum Hasil Isolasi 

 

 
Nomor Kode 

Isolasi 

Karakteristik Koloni Sel Morfologi 

Membentuk Tepian Permukaan Warna 
Reaksi 
Gram 

Bentuk 

1 1.1 Bulat 
Rata 

 
Cembung Putih Negatif (- ) batang 

2 2.2 Bulat 
Rata 

 
Cembung Kuning Negatif (- ) batang 

3 Kontrol - - - - - 
- 
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Lampiran 21. . Karakteristik Hasil Metabolisme Isolat Bakteri L- glutaminase 

 

Reaksi Biokimia 

Kode Isolat Pengujian 
Hasil 

Pengamatan 

1.1 

Pewarnaan Gram Bentuk Gram Batang Negatif 

TSIA 

Slant 
Butt 
H2S 
Gas 

Acid 
Acid 

- 
- 

SIM 
Indol 
Motility 

- 
- 

MR-VP 
MR 
VP 

+ 
- 

Sitrat  - 

Urea  - 

Uji Karbohidrat 

Glukosa 
Laktosa 
Sukrosa 
Mannitol 

+ 
+ 
+ 
+ 

 

Keterangan : Reaksi Biokimia 

 

 Media TSI (Triple Sugar Iron) 

Slant : tempat menggores sampel/isolat (daerah miring)  

Butt : daerah bagian dalam/bagian dasar media 
Asam : media berwarna kuning 

Basa : (Alkali) media berwarna merah 

H2S (+) : terdapat endapan hitam dibagian butt 
H2S (-) : tidak ada endapan hitam 
Gas (+) : bila bagian butt terangkat, atau media pecah 

Gas (-) : media tidak pecah atau terangkat 

 Media SIM (Sulfid Indol Motility) 

Indol (+) : terdapat cincin merah pada bagian atas media 

Indol (-) : tidak terdapat cincin merah pada bagian atas media 
Motility (+) : terlihat pertumbuhan disekitar tusukan dan pada 

permukaan media 

Motility (-) : tidak ada pertumbuhan disekitar tusukan 
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 Media Urea 

+ : media berwarna pink 

- : media berwarna kuning 

 Media Sitrat 

+ : media berwarna biru 

- : media berwarna hijau 

 Media Karbohidrat/uji gula-gula 

(Manitol, Glukosa, laktosa dan 

Sukrosa) 

+ : media berwarna kuning (pembentukan asam) 

- : media berwarna merah 

Gas + : tabung durham terangkat (ada gelembung 

gas) Gas - : tidak ada gelembung gas dalam 

tabung durham 

 Uji Katalase 

- : Tidak terdapat gelembung udara disekitar koloni 

+ : terdapat gelembung udara disekitar koloni 

 MR-VP (Methyl Red-Voges Prouskauer) 

MR + : ada cincin merah diatas media/media berwarna 

merah (asam) 

MR - : media berwarna kuning 

VP + : ada cincin merah diatas media/media berwarna 

merah VP - : media berwarna kuning 

VP +/- : terdapat kabut putih pada media, media tidak berubah warna 
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Lampiran 22. Urutan dan hasil pembacaan sequensing Basa Nukleotida Isolat  ES 1.1 
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Lampiran 23. Hasil Sequensing Isolat ES 1.1 
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Lampiran 24. Hasil Sequensing Isolat ES 2.2 
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Lampiran 25. Kurva Standar Bovine Serum Albumin pada λ 630 nm 

 

No 
Konsentrasi BSA 

(mg/mL) 
Absorbansi 
(λ 630 nm) 

1 0 0 

2 0,06 0,25 

3 0,08 0,343 

4 0,1 0,458 

5 0,12 0,524 

6 0,14 0,636 

 

                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 4.5332x - 0.0093

R² = 0.9969
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Lampiran 26. Data Hasil Penentuan Waktu Produksi Optimum Protein dari Bakteri       
Simbion dan Optical Density 

 

No 
Waktu 

Fermentasi 
OD 

(λ 650 nm) 
Absorbansi 
(λ 650 nm) 

Aktivitas L-
glutaminase 

(U/mL) 

1 0 0.321 0.061 0.08 

2 6 0.792 0.075 0.26 

3 12 0.864 0.068 0.17 

4 18 0.88 0.077 0.29 

5 24 0.962 0.099 0.57 

6 30 1.1 0.106 0.67 

7 36 1.204 0.121 0.86 

8 42 1.339 0.117 0.81 

9 48 1.404 0.136 1.06 

10 54 1.411 0.14 1.11 

11 60 1.304 0.125 0.91 

12 66 0.998 0.101 0.60 

13 72 0.721 0.08 0.33 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

No 
Waktu 

Fermentasi 
OD 

(λ 650 nm) 
Absorbansi 
(λ 650 nm) 

Aktivitas L-
asparaginase 

(U/mL) 

1 0 0.475 0.057 0.03 

2 6 0.624 0.091 0.47 

3 12 0.939 0.1 0.59 

4 18 0.903 0.12 0.85 

5 24 1.284 0.118 0.82 

6 30 1.313 0.122 0.88 

7 36 1.423 0.145 1.18 

8 42 1.433 0.151 1.25 

9 48 1.223 0.133 1.02 

10 54 0.9 0.111 0.73 

11 60 0.694 0.08 0.33 
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Lampiran 27. Perhitungan Penambahan Ammonium Sulfat pada Tahap 

Fraksinasi berbagai Tingkat Kejenuhan 

 

 
 
 

 

 

 

 

      

 

     Penambahan Ammonium Sulfat: 

a. 0-40%      = 226 g x 800 mL/1000 mL= 180.8 g 

b. 40-60%    = 120 g x 800 mL/1000 mL= 96 g 

c. 60-80%    = 129 g x 770 mL/1000 mL= 99.33 g 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi 
Enzim 

Fraksi (%) 
Volume Filtrat 

(mL) 
Bobot Ammonium 

Sulfat (g) 

F0 Ekstrak Kasar 800 0 

F1 0-40% 800 180.8 

F2 40-60% 800 96 

F3 60-80% 770 99.33 
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Lampiran 28 Pengukuran Kadar Protein Dialisat Enzim L-Glutaminase 
 

Fraksi 
Protein 

Absorbansi 
Kadar 

Protein 
(mg/mL) 

Faktor 
Pengenceran 

Kadar 
Protein (S) 

(mg/mL) 

EK 0,987 0,219 100 21,977 

F1 0,440 0,099 100 9,911 

F2 0,052 0,013 100 1,352 

F3 0,086 0,021 100 2,102 

 
Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis  

y = 4,5332x – 0,0093. Maka data pada tabel di atas di peroleh dengan cara: 

XEK = 
y- 0,0093 

4,5332
 =  

0,987- 0,0093 

4,5332
 = 0,219 mg/mL 

X1 = y- 0,0093 

4,5332
 =  0,440- 0,0093 

4,5332
 = 0,099 mg/mL 

X2 = 
y- 0,0093 

4,5332
 =  0,052- 0,0093 

4,5332
 = 0,013 mg/mL 

X3 = 
y- 0,0093 

4,5332
 =  0,086- 0,0093 

4,5332
 = 0,021 mg/mL 

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

x = 0,021 mg/mL x 100 

 = 2,102 mg/mL 
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 Lampiran 29. Kurva Standar NH4Cl pada λ 390 nm 

 
 

No 
Konsentrasi NH4Cl 

(mg/mL) 
Konsentrasi 
NH4Cl (µM) 

Absorbansi 

1 0 0 0 

2 0,02 0,374 0,596 

3 0,04 0,748 1,168 

4 0,06 1,121 1,6 

5 0,08 1,495 2,02 

6 0,10 1,869 2,282 

7 0,12 2,243 2,703 

 

 

                   
 
 
 
 
 
 

 
 
 

y = 0.4405x - 0.2806

R² = 0.9852
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 Lampiran 30. Tabel Aktivitas Enzim L-Glutaminase 
 

Fraksi 
Enzim 

Aktivitas L-
Glutamianse 

(U/mL) 

Kadar 
Protein 
(mg/mL) 

Aktivitas 
Spesifik 
(U/mg) 

EK 11,0833 21,977 0,5043 

F1 19,0539 9,911 1,9225 

F2 15,1323 1,352 11,1925 

F3 27,8775 2,102 13,2624 

 
 

              Aktivitas Enzim (U/mL) = 
y-b

a
 x 

V total

V analisis
 x 

1

V enzim x t inkubasi
 

 
Data absorbansi yang diperoleh, disubtitusikan ke dalam persamaan standar 

 y = 0,4405x – 0,2806, dimana y adalah absorbansi aktivitas enzim  

XEK = 
1,087 -  0,2806 

0,4405
 x  2

0,1
 x 

1 

0,5 x 30
 = 11,0833 U/mL  

X1 = 1,9 + 0,2806 

0,4405
 x  2

0,1
 x 

1 

0,5 x 30
 = 19,0539  U/mL  

X2 = 
1,5 + 0,2806 

0,4405
 x  2

0,1
 x 

1 

0,5 x 30
 =  15,1323 U/mL  

X3 = 
2,8 + 0,2806 

0,4405
 x  2

0,1
 x 

1 

0,5 x 30
 =  27,8775 U/mL  

Aktivitas spesifik (Unit/mg protein) = 
aktivitas enzim L-glutaminase (U/mL) 

kadar protein dalam sampel (mg/mL)
  

= 
27,8775  

2.102
  U/mg 

= 13,2624 U/mg protein 
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 Lampiran 31. Karakterisasi Aktivitas Enzim L-Glutaminase 

 
A. Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh Variasi pH 

No pH Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL) 

1. 6 0.086 1,2696 

2. 7 0.120 1,6029 

3. 8 0.180 2,1911 

4. 9 0.012 0,5441 

5. 10 0.009 0,5147 

 
 

B. Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh Variasi Suhu 

No Suhu (oC) Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL) 

1. 30 0.035 0,5221 

2. 35 0.060 0,9147 

3. 40 0.050 0,7166 

4. 45 0.015 0,5735 

 
 
C. Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh Variasi Waktu 

Inkubasi 

No 
Waktu 

(menit) 
Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL) 

1. 10 0.005 0,4754 

2. 20 0.025 0,6715 

3. 30 0.055 0,9656 

4. 40 0.040 0,7225 

5. 50 0.010 0,5245 
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D.  Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh 

Penambahan Variasi Logam 

 

No Logam Absorbansi 
Aktivitas 

Enzim (U/mL) 

Aktivitas 

Relatif (%) 

1. Kontrol 0.09 1,3088 100 

2. Ca2+ 0,021 0,6323 48,31 

3. Na2+ 0,012 0,5441 41,57 

4. Mg2+ 0,095 1,3578 103,74 

5. Zn2+ 0,05 0,9167 70,04 

6. K2+ 0,035 0,7670 58,60 

7. Cu2+ 0,030 0,7205 55,05 

8. Co2+ 0,130 1,7009 129,95 

9. Mn2+ 0,135 1,7500 133,71 
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Lampiran 32. Tabel Harga Probit 

 
 

Persenta 

se 

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 33. Perhitungan LC50 

 
A. Perhitungan LC50 pada Fraksi Ekstrak Kasar  
 

Log 
Konsentrasi 

(X) 
% 

Kematian 
Nilai 

Probit (Y) 

0 30 4,48 

1 40 4,75 

2 80 5,85 

 

 
 
 
y   = 0,685x + 4,3417 
 

  y – 4,3417 
x   = 
      0,685 
 
Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) = 5 
 
           5 – 3,468 
x  =  
               1,415 
 
x  = 1,000455927 = Log LC50 

 

sehingga LC50 = 10,010 ppm 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.685x + 4.3417

R² = 0.891
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B.    Perhitungan LC50 pada Fraksi 0-40% 
 

Log 
Konsentrasi 

(X) 
% 

Kematian 
Nilai 

Probit (Y) 

0 30 4,48 

1 36 4.64 

2 73 5,61 

 

 
 
y   =  0,565x + 4,345 
 

  y – 4,345 
x   = 
      0,565 
 
Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) = 5 
 
           5 – 4,345 
x  =  
               0,565 
 
x  = 1,159292 = Log LC50 

 

sehingga LC50 = 14,43085 ppm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0,565x + 4,345

R² = 0.8538
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C.  Perhitungan LC50 pada Fraksi 40-60% 
 

Log 
Konsentrasi 

(X) 
% 

Kematian 
Nilai 

Probit (Y) 

0 23 4,26 

1 26 4,36 

2 36 4,64 

 

 
 
y   = 0,19x + 4,23 
 

  y – 4,23 
x   = 
      0,19 
 
Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) = 5 
 
           5 – 4,23 
x  =  
               0,19 
 
x  = 4,052632 = Log LC50 

 
sehingga LC50 = 11288 ppm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0,19x + 4,23

R² = 0,9304
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D.   Perhitungan LC50 pada Fraksi 60-80% 
 

Log 
Konsentrasi 

(X) 
% 

Kematian 
Nilai 

Probit (Y) 

0 33 4,56 

1 46 4,9 

2 57 5,18 

 

 
 
y   = 0,31x + 4,57 
 

  y – 4,57 
x   = 
      0,31 
 
Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) = 5 
 
           5 – 4,57 
x  =  
              0,31 
 
x  = 1,589615 = Log LC50 

 
sehingga LC50 = 38,87008 ppm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0,31x + 4,57

R² = 0,9969
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 Lampiran 34. Perhitungan IC50 

 

Konsentrasi 
(µg/mL 

Viabilitas 
Sel % 

% Aktivitas 

10 84,62 15,38 

20 66,67 33,33 

40 43,59 56,41 

80 33,33 66,67 

160 25,64 74,36 

 

 
 
 
y   = 0,3392x + 28,202 
 

  y – 28,202 
x   = 
      0,3392 
 
Untuk memperoleh nilai hambat 50% maka nilai (Y)   =  50 
 
           50 – 28,202 
x  =  
                 0,3392 
 
x  = 64,2629  jadi IC50 = 64,2629 µg/mL 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0,3392x + 28,202

R² = 0,7174
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Lampiran 35. Hasil Pengamatan Uji Antibakteri Enzim L-Glutaminase 

 
 

     
       S. aureus (24 jam)          S. aureus (48 jam) 
 

    
         E. coli (24 jam)    E. coli (48 jam) 
 
 

Diameter zona hambatan fraksi enzim L-glutaminase terhadap pertumbuhan                    
S. aureus (I) dan E.coli (II) pada masa inkubasi 24 jam dan 48 jam 
 

   Keterangan: B1 : Fraksi enzim L-glutaminase F1 
    B2 : Fraksi enzim L-glutaminase F2 
    B3 : Fraksi enzim L-glutaminase F3 
    B4 : Ekstrak kasar enzim L-glutaminase  
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  Lampiran 36.  Hasil Pengamatan Uji MTT Enzim L-Asparaginase 

 

 

Kontrol 
 Media 

Media 
+Sel 

Cisplatin  Pelarut  
Konsentrasi Sampel (µg/mL)   

160 80 40 20  10 0 

 
  

Well Plate hasil uji MTT enzim L-Asparaginase terhadap Sel MCF-7 

 

Morfologi Sel MCF-7 hasil uji MTT Enzim  L-Asparaginase pada variasi                                       

kadar 0, 10, 20, 40, 80, dan 160 µg/mL 
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Lampiran  37.  Hasil Pengamatan Uji MTT L-Glutaminase 
 

 

Kontrol 

Media 
Media 
+ Sel 

Cisplatin  Pelarut  

                                   Konsentrasi Sampel (µg/mL)    

160 80 40 20  10 0 

 

   

 Well Plate hasil uji MTT enzim L-Glutaminase terhadap  Sel MCF-7  

  

 

 
 
Morfologi Sel MCF-7 hasil uji MTT Enzim  L-Glutaminase  pada variasi                      
kadar 0, 10, 20, 40, 80, dan 160 µg/mL  
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Lampiran 38. Klasifikasi Ilmiah Bakteri Simbion Cobetia marina dan Alcanivorax 

marinus 
 
 
Klasifikasi Bakteri Simbion Cobetia marina : 

 
 
Kingdom : Bacteria 
 
Phylum : Pseudomonadota 
 
Class : Gammaproteobacteria 
 
Order : Oceanospirillales 
 
Family : Halomonadaceae 
 
Genus : Cobetia 
 
Species : Cobetia marina  
 
 
                        
 
Klasifikasi Bakteri Simbion Alcanivorax marinus : 

 
 
Kingdom : Bacteria 
 
Phylum : Proteobacteria 
 
Class : Gammaproteobacteria 
 
Order : Oceanospirillales 
 
Family : Alcanivoraceae 
 
Genus : Alcanivorax 
 
Species : Alcanivorax marinus 
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Lampiran 39. Klasifikasi Ilmiah dan Gambar Sampel Alga Eucheuma spinosum yang 

digunakan sebagai sampel dalam penelitian 
 
 
 
 
Kingdom : Plantae 
 
Subkingdom : Biliphyta 
 
Divisi : Rhodophyta 
 
Subdivisi : Eurhodophytina 
 
Kelas : Florideophyceae 
 
Subkelas : Rhodymeniophycideae 
 
Ordo : Gigartinales 
 
Famili : Areschougiaceae 
 
Genus : Eucheuma 
 
Spesies : Eucheuma spinosum  
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Lampiran  40.   Hasil identifikasi rumput laut oleh PUI-P2RL 
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Lampiran 41.  Beberapa dokumentasi kegiatan penelitian Enzim L-Asparaginase dan              

L- glutaminase 
 

 

 

Preparasi Sampel    

 

 
 
 

Proses inkubasi (peremajaan  bakteri) 

 

 

Sentrifugasi hasil Shaker 
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Pengukuran kadar protein hasil dialisis 

 
 
 

Proses shaker                   optimasi Substrat 

 
 
 

Proses Dialisis 
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Uji aktivitas enzim hasil dialisis 
 

 

 

Pengujian toksisitas fraksi enzim L-
glutaminase 

 

 
 


