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DIAGRAM KERJA

Lampiran 1. Prosedur Kerja
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Lampiran 2. Pembuatan Media Tumbuh Baru

Medium NA

Ditimbang 2,5 g

- Dilarutkan dalam air laut

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama
15 menit

- Didinginkan

- Dituang ke cawan petri

v

Media Kultur

Lampiran 3. Pemindahan isolat ke kultur baru

Isolat bakteri

- Dipindahkan ke dalam media kultur

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

v

Isolat baru
bakteri
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Lampiran 4. Pembuatan media

e Media inokulum

Medium BHIB

- Ditimbang 4,625 g

- Ditambahkan 125 mL air laut dalam erlenmeyer
- Ditutup menggunakan kapas dan kasa

- Disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu

121°C selama 15 menit

v

Media Inokulum

e Media Produksi

Medium BHIB

- Ditimbang 18,5 g

- Dilarutkan menggunakan air laut dalam
erlenmeyer

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa

- Disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C

v selama 15 menit

Media produksi




Lampiran 5. Penyiapan Inokulum

Isolat hasil

- Diambil 2-3 ose

- Diinokulasikan ke media inokulum

- Ditutup dengan kapas dan kasa

- Diinkubasi dengan shaker inkubator selama 24
jam dengan kecepatan 150 rpm

v

Inokulum

Lampiran 6. Produksi bakteri penghasil protein

Inokulum

- Diinokulum ke dalam 900 mL media produksi
sebanyak 100 mL

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa

- Diinkubasi dengan shaker inkubator selama 60

jam dengan kecepatan 150 rpm

v

Kultur bakteri

74
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Lampiran 7. Isolasi Protein Bioaktif

Kultur bakteri

- Disentrifugasi pada 5000 rpm dan
suhu 4°C selama 30 menit.

Filtrat Sel
- Disimpan dalam - Digerus.
lemari es -
untuk proses - Ditambahkan 50 mL bufer A.
selanjutnya. - Disonikasi selama 15 menit dalam air
v
. dingin.
Protein g
Ekstraseluler - Dibeku/cairkan 2-3 kali.
- Disentrifugasi pada 5000 rpm dan suhu
4°C selama 30 menit.

v '

Endapa Ekstrak

- Disimpan dalam
lemari es
untuk proses
selanjutnya.

A 4

Protein
Intraseluler
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Lampiran 8. Bagan kerja fraksinasi protein bioaktif dengan amonium sulfat

Ekstrak Kasar

- Ditambahkan ammonium sulfat tingkat
kejenuhan 0-20%.

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12500
rpm pada suhu 4°C selama 20 menit.

A

Supernatan Fraksi protein (F1)

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 20-40%.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12500 rpm pada suhu 4°C
selama 20 menit.

A 4

Supernatan (S2) Fraksi protein (F2)

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 40-60%.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12500 rpm pada suhu 4°C
selama 20 menit.

'

Supernatan (S3) Fraksi protein (F3)

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 60-80%.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12500 rpm pada suhu 4 °C
selama 20 menit.

y A

Supernatan (S4) Fraksi protein (F4)

Masing-masing fraksi:

- Ditambahkan bufer B.

A

- Didialisis dalam kantong selofan dengan mengguakan bufer C.
- Dihitung kadar protein.
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Lampiran 9. Bagan kerja dialisis

Fraksi 0-20% kejenuhan (F1)

- Ditambahkan bufer B.
- Dimasukkan kedalam kantong selofan.

\ 4

Fraksi protein dalam kantong selofan

Direndam dalam 500 mL bufer C, diaduk dengan
magnetic stirrer selama 3 jam.

Dialisis berakhir jika bufer C sudah tidak terdapat
endapan.

Dikeluarkan kantong selofan dari bufer.
Dikeluarkan fraksi protein dari kantong selofan
lalu dimasukkan ke dalam wadah penampung.

\ 4

Dialisat protein

- Diukur kadar protein.

y

Data

Catatan: Perlakuan yang sama untuk F2, F3 dan F4
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Lampiran 10. Prosedur penentuan kadar protein dengan metode Lowry

2 mL larutan

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.

Divorteks.

Dibiarkan selama 30 menit.

Diukur absorbannya pada Amax.

\ 4

Data Absorban

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

Lampiran 11. Hidrolisis protein menggunakan enzim pepsin

Fraksi Protein

- Diencerkan menjadi 3%

Larutan Protein

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

- Diinkubasi pada suhu 37°C dengan pH 2.

- Didiamkan selama 2 jam.

- Dihentikan proses hidrolisis (pemanasan
pada air 85-95°C selama 10 menit)

\ 4

Hidrolisat Protein




Lampiran 12. Ultrafiltrasi

Hidrolisat
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- Diultrafiltrasi menggunakan MWCO dengan
ukuran
» <3 kDa
» 3-5kDa
» 5-10 kDa

! !

!

}

Peptida <3 kDa Peptida >3-5 kDa

Peptida >5-10 kDa

Peptida >10 kDa

Lampiran 13. Skema uji toksisitas BSLT

0,1 g telur
Artemia Salina

Larva udang usia

ppm

'

Data

Diinokulasi menggunakan 100 mL air laut
Diinkubasi pada 30°C dengan aerasi kuat
Disinasri cahaya lanpu pijar secara kontinyu
Didiamkan selama 24 jam

- Dimasukkan ke dalam sampel uji dengan
konsentrasi berturut-turut 0, 10, dan 100

- Disimpan selama 24 jam pada suhu




Lampiran 14. Bagan kerja uji antimitotik

Sel telur Bulu
babi Betina

Bulu babi

80

- Diinduksi dengan KCI 10% pada bagian gonad
- Ditampung pada wadah yang berbeda

Diambil sebanyak 5 mL
sel telur (kunig)

v

Sel sperma
Bulu babi

Diambil sebanyak 1 mL
sel sperma (putih)

\ 4

Zigot

Difertilisasi dalam air laut 50 mL

- Dipipet sebanyak 100 pL
- Dimasukkan ke dalam fraksi peptida

v

Fraksi
peptida 1

\ 4

Fraksi
peptida 10

\ 4

Fraksi Peptida
100 mg/L

\4

Bufer B

15-20°C

menit

- Diamati

v

Data ICsg

- Diamati setelah 2 jam
- Ditambahkan acetocarmine

- Disimpan selama 2 jam pada suhu

- Dilakukan pengocokan setiap 10
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Lampiran 15. Penentuan Protein dengan Metode Lowry

Pereaksi:
1. Pereaksi Lowry A

Pada pembuatan Lowry A yakni dengan pencampuran antara follin
ciocalteus dan akuades dengan perbandingan 1 : 1 dan dibuat
sebanyak 100 mL.

2. Pereaksi Lowry B
Pada pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran antara
Na>CO3 2% dalam NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2%, CuS0O4.5H>0 1%.
Dengan perbandingan 100 : 1 :1, dimana diambil larutan Na>COs 2%
dalam NaOH 0,1 N sebanyak 100 mL, Na-K-Tartat 2% sebanyak 1
mL, dan CuSO4. 5 H20 1 % 1 mL. Kemudian dihomogenkan.

Larutan Contoh:

- Di pipet 2 mL larutan sampel dan ditambahkan 2,75 mL Lowry B,
divortex dan dibiarkan pada suhu kamar selama 15 menit.

- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan divortex.

- Disimpan pada suhu kamar selama 30 menit, lalu diukur
absorbannya pada panjang gelombang 660 nm.

Larutan baku:

- Ditimbang dengan teliti BSA untuk membuat sediaan 1 mg/mL dan
diencerkan dengan variasi konsentrasi: 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 dan
0,32 mg/mL.

- Perlakukan larutan standar tersebut seperti pada larutan contoh
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Lampiran 16. Pembuatan Larutan Bufer Tris-HCI

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

Prosedur pembuatan larutan:

1. Ditimbang 6,05 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH>C(CH>OH)3) lalu
dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,4 M
ditambahkan HCI 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya sampai
mencapai 8,3.

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 g dan 0,555 g CaCly, B-
mercaptoetanol 5 mL dan triton X-100 2,5 mL dan dicukupkan volumenya

sampai 500 mL dengan akuades.

B. Pembuatan larutan bufer B (Tris-HCI 0,1 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; CaCly,
0,01 M)

Prosedur pembuatan larutan:

1. Ditimbang 6,05 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH>C(CH>OH)3) lalu
dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,4 M
ditambahkan HCI 0,2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pH-nya sampai
mencapai 8,3.

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

dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades.
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C. Pembuatan larutan bufer C (Tris-HCI 0,001 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; CaCl>
0,01 M)

Prosedur pembuatan larutan:

1. Ditimbang 0,605 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH>C(CH>OH)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,04 M
ditambahkan HCI 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya sampai
mencapai 8,3.

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

dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades.



Lampiran 17. Kurva Standar Bovin Serum Albumin pada A 660 nm

No Konsentrasi BSA Absorbansi
1 0 0
2 0,02 0,073
3 0,04 0,114
4 0,08 0,230
5 0,16 0,467
6 0,32 0,885
1 _
0.9 -
0.8 -
0.7 - y =2.7587x + 0.0098
'§0.6 | R2=0.9991
®
D5 -
o
QD4 -
[
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0 T T T 1
0 0.08 0.16 0.24 0.32
konsentrasi BSA (mg/mL)
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Lampiran 18. Data hasil penentuan waktu produksi optimum protein dan
optical density (OD) dari bakteri simbion alga merah

Eucheuma spinosum

Waktu Kadar Protein Kadar Protein

No Fermentasi oD Ekstraseluler Intraseluler
(jam) (mg/mL) (mg/mL)

1 0 0,150 3,21 2,36

2 6 0,336 4,10 2,75

3 12 0,400 5,95 3,24

4 18 0,458 5,96 4,20

5 24 0,482 7,07 4,42

6 30 0,544 9,97 4,51

7 36 0,626 12,27 4,59

8 42 0,756 14,25 5,27

9 48 1,030 19,76 5,27

10 54 0,963 16,86 4,39

11 60 0,855 15,59 3,88




Lampiran 19. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar

Ekstraseluler (A 660 nm)

Kadar Protein

No Fermt\a/\rll?l:giJ (jiam) Absorban (mg/mL)
1 0 0,187 3,21
2 6 0,236 4,10
3 12 0,338 5,95
4 18 0,339 5,96
5 24 0,4 7,07
6 30 0,56 9,97
7 36 0,687 12,27
8 42 0,796 14,25
9 48 1,1 19,76
10 54 0,94 16,86
11 60 0,87 15,59

Contoh perhitungan penentuan kadar protein:

86

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan
standar y=2,7587x + 0,0098, dimanay = 0,187 adalah absorbansi protein

ekstraseluler.

Diketahui y = 0.187, maka:

0,187 =2,7587x + 0,0098
2,7587X =0,187 - 0,0098
2,7587X =0,1772

X = 0,06425 mg/mL

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengencaran (fp = 50), sehingga:

X = 0,06425 mg/mL x 50
= 3,21 mg/mL



87

Lampiran 20. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Intraseluler

(A 660 nm)
NO ooty Apsorban ka6 Poten
1 0 0,140 2,36
2 6 0,162 2,75
3 12 0,189 3,24
4 18 0,242 4,20
5 24 0,254 4,42
6 30 0,259 4,51
7 36 0,263 4,59
8 42 0,285 5,27
9 48 0,301 5,27
10 54 0,252 4,39
11 60 0,224 3,88

Contoh perhitungan penentuan kadar protein:

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan
standar y=2,7587x + 0,0098, dimanay = 0,140 adalah absorbansi protein
ekstraseluler.

Diketahui y = 0,140, maka:

0,140 =2,7587x + 0,0098
2,7587X = 0,140 - 0,0098
2,7587X =0,1302

X =0,0472 mg/mL

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengencaran (fp = 50), sehingga:
X = 0,0472 mg/mL x 50

= 2,36 mg/mL
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Lampiran 21. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi
berbagai Tingkat Kejenuhan

. Bobot
) ) Fraksi .
Jenis Protein Protein Amonium
Sulfat (g)
F1 10,600
Protein F2 11,413
Ekstraseluler F3 12,000
F4 12,900
F1 6,254
Protein F2 6,667
Intraseluler F3 6,720
F4 7,224
Penambahan Amonium sulfat:
Protein Ekstraseluler
236 mL
F1 = 1000 mL x 106 g = 25,0169
234 mL
F2 = 1000 mL x 113g = 26,4429
244 mL
F3 = 1000 mL x 120g = 29,28 ¢
248 mL
F4 = 000 mL x 129g = 31,992¢
Protein Intraseluler
32 mL
F1 = 000 L x 106 g = 3,392¢
26,5 mL :
F2 = 1000 mL x 113g = 2,995¢
24 mL
F3 = 000 L x 120g = 2,88¢
26 mL
Fa =-—"""_x 1299 = 3,3549

1000 mL



Lampiran 22. Jumlah bufer yang ditambahkan pada proses dialisis

Jenis Fraksi  Volume  Volume  Volume
Protein Protein Awal bufer akhir
Protein F1 5 10 15

Ekstraseluler F2 5 10 15
F3 5 10 15

F4 5 10 15

Protein F1 5 10 15
Intraseluler F2 5 10 15
F3 5 10 15

F4 4 10 15




Lampiran 23. Tabel Kejenuhan Amonium Sulfat
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Konsentrasi awal dari amonium sulfat (%

% kejenuhan pada 0°C

kejenuhan pada 00 Q) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Penambahan amonium sulfat (gram) pada 1 L larutan
106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 305 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 394 387 427 469 512 557
25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
60 0 31 62 95 129 164 210 239 279
65 0 31 63 97 132 168 205 244
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 174
80 0 33 67 103 139
85 0 34 68 105
90 0 34 70
95 0 35
100 0




Lampiran 24. Pengukuran Kadar Protein pada Tahap Dialisis Protein
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Kadar Kadar
Jenis Fraksi Absorban . Faktor Protein
. . Protein
Protein Protein Pengenceran Sebenarnya
(mg/mL)
(mg/mL)
DFla 0,802 0,28 50 14,36
Protein DF2b 0,444 0,15 50 15,44
Ekstraseluler  pf3c 0,915 0,32 50 16,41
DF4d 1,330 0,47 50 23,93
DF1 0,674 0,24 50 12,04
Protein DF2 0,680 0,24 50 12,15
Intraseluler DF3 1,150 0,41 50 20,67
DF4 0,935 0,33 50 16,77

Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis: y =

2,7587x + 0,0098. Maka data pada tabel di atas diperoleh dengan cara:

Dialisat Protein Ekstraseluler

_y-0.0098 _ 0.802-0.0098
1 —

2.7587 2.7587
x, Y7 0.0098 _ 044400098
2.7587 2.7587
y-0.0098  0.915-0.0098
ST To7587 © T 27587
xy = 470.0098 _ 1,330 - 0.0008
2.7587 2.7587

Dialisat Protein Intraseluler

« = ¥-00098 _ 0,564 -0,0098
Y= 07587 T 27587

y - 0,0098 0,526 - 0,0098
Xz =

27587 27587

= 0,28 mg/mL
= 0,15 mg/mL
= 0,32 mg/mL

= 0,47 mg/mL

= 0,24 mg/mL

= 0,24 mg/mL



3 -

4 =

_y-0,0098 _ 0,492 - 0,0098
27587 27587
_y-0,0098 _ 0,420 - 0,0098
27587 27587

= 0,41 mg/mL

= 0,33 mg/mL

92
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Lampiran 25. Pengukuran Kadar Protein pada Tahap Hidrolisis Protein dan

Ultrafiltrasi
Kadar Kadar
Jenis Fraksi Absorban . Faktor Protein
. . Protein
Protein Protein Pengenceran Sebenarnya
(mg/mL)
(mg/mL)
HF1 0,466 0,16 50 8,27
Protein HF3 0,652 0,23 50 11,64
HF4 0,692 0,24 50 12,37
PF1la 0,835 0,29 50 14,96
PF1b 0,402 0,14 50 7,11
Peptida
PF1ic 0,291 0,10 50 5,09
PF1d 0,171 0,05 50 2,92

Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis: y =

2,7587x + 0,0098. Maka data pada tabel di atas diperoleh dengan cara:

Hidrolisat
y-0.0098 0,466 - 0.0098
1T o787 T T 2.7587
«, Y~00098 _ 0,650-00098
27587 27587
y-00098  0.652-0.0098
ST o787 T~ T 27587
«, = Y-0.0098 _ 069200098
27587 27587
Peptida
«, = Y-0.0098 _ 0835-0,0098
27587 2.7587
«, = Y- 0.0098 _ 0,402-0,0098
27587 2.7587

= 0,16 mg/mL
= 0,23 mg/mL
= 0,23 mg/mL

= 0,24 mg/mL

= 0,29 mg/mL

= 0,14 mg/mL



3 -

4 =

_y-0,0098 _ 0,291 - 0,0098
27587 27587
_y-0,0098 _ 0,171 -0,0098
27587 27587

= 0,10 mg/mL

= 0,05 mg/mL
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Lampiran 26. Penentuan Derajat Hidrolisis (DH)

95

Protein Terlarut

Waktu (mg/mL) Protein Total (mg/mL)
Hidrolisis DH (%)
(Jam) KP FP KP KP FP KP
sebenarnya sebenarnya
0,5 0,16 50 8,27 0,05 50 2,74 35,6164
1 0,23 50 11,60 0,14 50 7,43 64,0672
15 0,23 50 11,64 0,14 50 7,25 62,3014
2 0,24 50 12,37 0,13 50 6,60 53,3953
Keterangana:
KP = Kadar protein
FP = Faktor pengenceran

Protein terlarut 10% TCA
DH (%) = Protein total x 100%

Inkubasi 0,5 jam

_ 274 100% = 35,6164%
T g7 XU T Y 0

Inkubasi 1 jam

7,435
11,60

x 100% = 64,0672%

Inkubasi 1,5 jam

7,255
T 11,64

x100% = 62,3014%

Inkubasi 2 jam

_ 6,605
12,37

x 100% = 53,3953%
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Lampiran 27. Penentuan Total Protein pada Fraksi protein dan dialisat
protein Intraseluler berbagai Tingkat Kejenuhan

Jenis Fraksi \gjéﬁ;npe Kadar Protein P-Ir-gtt:iln
Protein Protein Fraksi (mL) (mg/mL) (M)
F1 5 12,04 60,20
. F2 5 12,15 60,75
Protein
Intraseluler F3 5 20,67 103,35
F4 5 16,77 83,85
DF1 15 8,68 130,32
Dialisat DF2 15 8,81 132,22
Protein DF3 15 15,78 236,71
DF4 15 13,56 203,47

Penentuan total Protein dengan rumus:
Total Protein = Volume setiap Fraksi (mL) x Konsentrasi Protein (mg/mL)
Protein Intraseluler
Fraksi 0-20% = 5mL x 12,04 mg/mL = 60,20 mg
Fraksi 20-40% =7 mL x 12,15 mg/mL = 60,75mg
Fraksi 40-60% = 6 mL x 20,67 mg/mL = 103,35 mg
Fraksi 60-80% = 6 mL x 20,67 mg/mL = 83,85 mg
Protein Dialisat
Fraksi 0-20% = 15 mL x 8,68 mg/mL = 130,32 mg
Fraksi 20-40% = 15 mL x 8,81 mg/mL = 132,22 mg

Fraksi 40-60% = 15 mL x 15,78 mg/mL = 236,71 mg
Fraksi 60-80% = 15 mL x 13,56 mg/mL = 203,47 mg
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Lampiran 28. Penentuan Total Protein pada Fraksi Hidrolisat dan Peptida

Jenig Fraks_i \gjéﬁ;npe Kadar Protein P-Ir-gtt:iln
Protein Protein Fraksi (mL) (mg/mL) (mg)
HF1 3 8,27 24.81
HF2 3 11,61 34,81
Hidrolisat HE3 3 11,64 34.93
HF4 3 12,37 37,11
PFla 10 14,96 224,41
peptida PF1b 5 7,11 35,55
PFlc 2,3 5,09 11,72
PF1d 1.8 2,92 5,26

Penentuan total Protein dengan rumus:
Total Protein = Volume setiap Fraksi (mL) x Konsentrasi Protein (mg/mL)
Hidrolisat
Fraksi HF1 = 3 mL x 8,27 mg/mL = 24,81 mg
Fraksi HF2 =3 mL x 11,61 mg/mL = 34,81 mg
Fraksi HF3 =3 mL x 11,64 mg/mL = 34,93 mg
Fraksi HF4 =3 mL x 12,37 mg/mL = 37,11 mg
Peptida
Fraksi PFla = 10 mL x 14,96 mg/mL = 224,41 mg
Fraksi PF1b =5 mL x 7,11 mg/mL = 35,55 mg

Fraksi PF1c =2,3 mL x 5,09 mg/mL = 11,72 mg
Fraksi PF1d = 1,8 mL x 2,92 mg/mL = 5,26 mg



Lampiran 29. Penentuan Nilai LCso Fraksi Protein Ekstraseluler

.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
0 2 4
Ekstrak kasar 2 1 4
1 2 4
Rata-rata yang mati 1 1,67 4
Persen kematian 10 17 40

Perhitungan LCso

Konlggr?trasi v Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 10 3,72
1 17 4,05
2 40 4,76
5

]/

4
ig 3. y = 0.52x + 3.6567
2 R? = 0.9574
82
=
1 »
0 _ _ - N
0 0.5 1 1.5 2

Log Konsentrasi
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Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =

0,52x + 3,6567

Y = 0,52x + 3,6567
5 = 0,52x + 3,6567
X = 2,5832

Jadi, log X = 2,5832
X = antilog 2,5832
= 383,062 ppm
LCso Fraksi Ekstrak kasar adalah = 383,06 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
F10-20% o 1 1
DFla 1 1 2
0 1 2
Rata-rata yang mati 0,33 1 1,67
Persen kematian 3 10 17

Perhitungan LCso

Log

Konsentrasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 3 3,12
1 10 3,72
2 17 4,05
5
5% I —
o]
3
o
5 2 y = 0.465x + 3.165
—_— 2 —
= R2=0.9727
(O v v v .
0 0.5 1 1.5 2

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,465x + 3,165

Y = 0,465x + 3,165
5 = 0,465x + 3,165
X = 3,9462

Jadi, log X = 3,9462
X = antilog 3,9462
=8835,610 ppm
LCso Fraksi 0-20% adalah = 8835,61 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
F2 20-40% o 2 1
DF2b 1 2 3
1 2 3
Rata-rata yang mati 0,67 2,00 2,33
Persen kematian 7 20 23

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 7 3,52
1 20 4,16
2 23 4,25
5
=4 ]’//
O
23 y = 0.365x + 3.6117
‘5 2 R2 =0.8409
Z 1
04 v v v .
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,365x + 3,6117

Y = 0,365x + 3,6117
5 = 0,365x + 3,6117
X = 3,8036

Jadi, log X = 3,8036
X = antilog 3,8036
= 6362 ppm
LCso Fraksi 20-40% adalah = 6362 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
F3 40-60% o 1 3
DF3c 1 2 4
1 3 2
Rata-rata yang mati 0,67 2,00 3,00
Persen kematian 7 20 30
Perhitungan LCso
Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 20 4,16
1 27 4,39
2 40 4,75
5
o4 l/yzﬁm
S 3 R? = 0.9288
o
T2
p 1
0 _ _ _ 3
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,615x + 3,3483

Y = 0,615x + 3,3483
5 = 0,615x + 3,3483
X = 2,6857

Jadi, log X = 2,6857
X = antilog 2,6857
= 484,943 ppm
LCso Fraksi 40-60% adalah = 484,94 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
F4 60-80% 3 3 3
DF4d 1 2 4
0 3 3
Rata-rata yang mati 133 2,67 3,33
Persen kematian 13 27 33

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 13 3,87
1 27 4,39
2 33 4,56
4.8 A
= 4.6 A
=
g 4 y SA7345% + 3.9283
T 4.2 R2=0.921
z 4
3.8 T T 1
0 1 2 3
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,345x + 3,9283

Y = 0,345x + 3,9283
5 = 0,345x + 3,9283
X = 3,1064

Jadi, log X = 3,1064
X = antilog 3,1064
=1277,547 ppm
LCso Fraksi 60-80% adalah = 1277,54 ppm



Lampiran 30. Penentuan Nilai LCso Fraksi Protein Intraseluler

. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
0 2 4
Ekstrak kasar 1 2 5
2 1 3
Rata-rata yang mati 1 1,67 4
Persen kematian 7 13 37
Perhitungan LCso
Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 7 3,52
1 13 3,87
2 37 4,67
5
4 I/
3 y = 0.575x + 3.445
o 3 R2=0.9514
[a
T 2
=
1 o
0 _ _ _ 3
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi
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Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =

0,575x + 3,445

Y = 0,575x + 3,445
5 = 2,195x + 0,6183
X = 2,7043

Jadi, log X =2,7043
X = antilog 2,7043
= 506,230 ppm
LCso Fraksi Ekstrak kasar adalah = 506,23 ppm



104

. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
F10-20% rt2z 3
DF1 2 2 3
0 3 4
Rata-rata yang mati 1 2,33 3,33
Persen kematian 7 20 30
Perhitungan LCso
Konls_gr?trasi 7 Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 7 3,52
1 20 4,16
2 30 4,48
5
)
° 34 y =0.48x + 3.5733
o R? =0.9643
B2
Z 19
0 _ _ _ 3
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,48x + 3,5733

Y = 0,48x + 3,5733
5 = 0,48x + 3,5733
X = 2,9723

Jadi, log X =2,9723
X = antilog 2,9723
= 938,192 ppm
LCso Fraksi 0-20% adalah = 938,19 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
2 3 5
F2 20-40% 1 3 3
DF2 2 1 3
Rata-rata yang mati 167 233 3,67
Persen kematian 13 20 33

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 13 3,87
1 20 4,16
2 33 4,82
6
]
S 4 L
g 3 y = 0.475x + 3.8083
3 R2=0.9519
=2
Z 1
0 » ” ” .
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,475x + 3,8083

Y = 0,475x + 3,8083
5 = 0,475x + 3,8083
X = 2,5088

Jadi, log X = 2,5088
X = antilog 2,5088
= 323,732 ppm
LCso Fraksi 20-40% adalah = 323,73 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
2 4 5
F3 40-60% 3 2 4
DF3 2 3 4
Rata-rata yang mati 2,33 3,00 4,33
Persen kematian 20 27 40

Perhitungan LCso

L o
Konsgr?trasi % , N|I_a|
(X) Kematian Probit (Y)
0 20 4,16
1 27 4,39
2 40 4,75
4.8
4.7 y = 0.295x + 4.1383
2464 R2 = 0.9841
245,
3 4.4 o
= 4.3
4.2
4.1 v v v .
0 0.5 1 1.5 2

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,295x + 4,1383

Y = 0,295x + 4,1383
5 = 0,295x + 4,1383
X = 2,9210

Jadi, log X =2,9210
X = antilog 2,9210
= 833,714 ppm
LCso Fraksi 40-60% adalah = 833,71 ppm
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. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
F4 60-80% 3 3 3
DF4 1 2 4
0 5 3
Rata-rata yang mati 133 3,33 3,33
Persen kematian 10 30 30

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 10 3,72
1 30 4,48
2 30 4,48
5 -
- 4 _/
8 y = 0.38x + 3.8467
£ 3 R2=0.75
8 2
z, |
0 T T T T 1
0 0.5 1 15 2 25
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,38x + 3,8467

Y = 0,38x + 3,8467
5 = 0,38x + 3,8467
X = 3,0350

Jadi, log X = 3,0350
X = antilog 3,0350
=1083,927 ppm
LCso Fraksi 60-80% adalah = 1083,927 ppm



Lampiran 31. Penentuan Nilai LCso Fraksi Hidrolisat Protein

. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
Inkubasi 30 menit 2 6 10
HEL 4 7 10
2 3 10
Rata-rata yang mati 2,67 5,33 10,00
Persen kematian 20 47 93
Perhitungan LCso
Log 0 -
. Yo Nilai
Kons(c)a(r)ltra5| Kematian Probit (Y)
0 20 4,16
1 47 4,92
2 93 6,48

=1T.16x + 4.0267

R2=0.9619

Nilai Probit
o N M O
e’ l—

o

0.5 1 15 2
Log Konsentrasi
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Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =

1,16x + 4,0267

Y = 1,16x + 4,0267
5 = 1,16x + 4,0267
X = 0,8391

Jadi, log X = 0,8391
X = antilog 0,8391
= 6,903 ppm

LCso Fraksi Hidrolisat waktu inkubasi 30 menit adalah = 6,90 ppm
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. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
Inkubasi 60 menit 4 ! 10
HE2 3 2 10
1 4 10
Rata-rata yang mati 2,67 2,33 10,00
Persen kematian 20 17 93
Perhitungan LCso
Log 0 .
. Yo Nilai
Kons(c)a(r)ltra5| Kematian Probit (Y)
0 20 4,16
1 17 4,05
2 93 6,48

8
% 6
g4 v%= 1.16x + 3.7367
- R2=0.7145
52
0+ v v v .
0 0.5 1 1.5 2

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
1,16x + 3,7367

Y = 1,16x + 3,7367
5 = 1,16x + 3,7367
X = 1,0891

Jadi, log X = 1,0891
X = antilog 1,0891
=12,276 ppm
LCso Fraksi Hidrolisat waktu inkubasi 60 menit adalah = 12,27 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
Inkubasi 90 menit 3 4 10
HE3 2 5 10
1 3 10
Rata-rata yang mati 2,00 4,00 10,00
Persen kematian 13 33 93

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 13 3,87
1 20 4,56
2 33 6,48
7
6
=5
1
o
5 3
=2
1
0= _ _ _ 3
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
1,305x + 3,665

Y = 1,305x + 3,665
5 = 1,305x + 3,665
X = 1,0229

Jadi, log X = 1,0229
X = antilog 1,0229
= 10,544 ppm
LCso Fraksi Hidrolisat waktu inkubasi 90 menit adalah = 10,54 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
Inkubasi 120 menit 0 2 10
HF4 3 2 10
0 4 10
Rata-rata yang mati 1,00 2,67 10,00
Persen kematian 3 20 93

Perhitungan LCso

Log

Konsentrasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 3 3,12
1 20 4,16
2 93 6,48
.
6
=5
o]
o4
o y = 1.68x + 2.9067
T 3 R2 = 0.9539
Z2
1
0
0 05 1 15 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
1,68x + 2,9067

Y = 1,68x + 2,9067
5 = 1,68x + 2,9067
X = 1,2460

Jadi, log X = 1,2460
X = antilog 1,2460
= 17,620 ppm
LCso Fraksi Hidrolisat waktu inkubasi 120 menit adalah = 17,62 ppm
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Lampiran 32. Penentuan Nilai LCso Fraksi Peptida

.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
>10 kDa r 3 8
PFla 1 4 9
2 3 9
Rata-rata yang mati 167 3,33 8,67
Persen kematian 10 27 80

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 10 3,27
1 27 4,39
2 80 5,84

y = 1.06x + 3.59
R2 =0.9568

Nilai Probit
o N A OO ©©
\

0.5 1 15 2
Log Konsentrasi

ol _ °

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
1,06x + 3,59

Y = 1,06x + 3,59
5 = 1,06x + 3,59
X = 1,3302

Jadi, log X = 1,3302
X = antilog 1,3302
= 21,389 ppm
LCso Fraksi Peptida >10 kDa adalah = 21,38 ppm
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. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
10-5 kDa 2 2 8
PF1b 2 5 10
4 4 9
Rata-rata yang mati 2,67 3,67 9,00
Persen kematian 20 30 83

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 20 4,16
1 30 4,48
2 83 5,95
8
=6
e
a4 y = 0.895x + 3.9683
T R2=0.8791
= 2
O _ _ _ .
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,895x + 3,9683

Y = 0,895x + 3,9683
5 = 0,895x + 3,9683
X = 1,1527

Jadi, log X = 1,1527
X = antilog 1,1527
= 14,215 ppm
LCso Fraksi Peptida 10-5 kDa adalah = 14,21 ppm
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.. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
5-3 kDa g j 180
PFic

4 5 10
Rata-rata yang mati 3,00 400 9,33
Persen kematian 23 33 87

Perhitungan LCso

Konls_gr?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 23 4,26
1 33 4,56
2 87 6,13
7
6 y = 0.935x + 4.0483
=5 R2=0.86
o
s 4
5 3
= 2
1
0+ v v v .
0 0.5 1 15 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,935x + 4,0483

Y = 0,935x + 4,0483
5 = 0,935x + 4,0483
X = 1,0179

Jadi, log X =1,0179
X = antilog 1,0179
=10,420 ppm
LCso Fraksi Peptida 5-3 kDa adalah = 10,42 ppm
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. Konsentrasi
Sampel Uji 1 10 100
<3 kDa 4 5 10
PF1d 3 6 10
5 5 10
Rata-rata yang mati 4,00 5,33 10,00
Persen kematian 33 47 93

Perhitungan LCso

Log 0 .
. Yo Nilai
Kons&r)ltray Kematian Probit (Y)
0 33 4,56
1 47 4,92
2 93 6,48
7
6 I
=5
o)
24y
o y = 0.96x + 4.36
T 3 R2=0.8848
2 2
1 o
0 ” ” ” .
0 0.5 1 15 2
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,96x + 4,36

Y = 0,96x + 4,36
5 = 0,96x + 4,36
X = 0,6667

Jadi, log X = 0,6667
X = antilog 0,6667
= 4,642 ppm
LCso Fraksi Peptida <3 kDa adalah = 4,64 ppm



Lampiran 33. Penentuan Nilai ICso Peptida
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Konsentrasi (ppm)

Senyawa Uji 1 10 100
Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol
Peptida 96 10 142 20 178 15
>10 kDa 80 12 128 15 170 10
PFla 85 8 152 7 173 13
Jumlah sel zigot
tidak membelah 261 30 422 42 521 38
Jumlah sel zigot
membelah 491 728 413 790 305 803
% Inhibisi 30 46 57

Perhitungan ICsg

Log

Konsentrasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 30 4,48
1 46 4,9
2 57 5,18
5.4
552 y = 0.35x + 4.5033
° s R2 =0.9868
[a
z4.8
=4.6
4.4 % v " v .
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk ICso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =

0,35x + 4,5033

Y = 0,35x + 4,5033
5 = 0,35x + 4,5033
X = 1,4191

Jadi, log X =1,4191
X = antilog 1,4191
= 26,251 ppm
ICso Fraksi Peptida >10 kDa adalah = 26,25 ppm
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Konsentrasi (ppm)

Senyawa Uji 1 10 100
Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol
Peptida 95 10 142 20 168 15
10-5 kDa 120 12 126 15 161 10
PF1b 128 8 134 7 211 13
Jumlah sel zigot
tidak membelah 343 30 402 42 540 38
Jumlah sel zigot
membelah 534 728 458 790 258 803
% Inhibisi 41 44 60
Perhitungan ICsg
Kon;gl?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 41 4,77
1 44 4,58
2 60 5,25
53
.52
';g 51
i 5 24x + 4.7167
= 4.9 R2=0.871
= 4.8
4.7
4.6 * _ _ _ N
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk ICso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =

0,24x + 4,7167

Y = 0,24x + 4,7167
5 = 0,24x + 4,7167
X = 1,1804

Jadi, log X = 1,1804
X = antilog 1,1804
= 15,150 ppm

ICso Fraksi Peptida 10-5 kDa adalah = 15,15 ppm
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Konsentrasi (ppm)

Senyawa Uji 1 10 100
Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol
Peptida 100 10 137 20 197 15
5-3 kDa 169 12 174 15 185 10
PFilc 125 8 144 7 223 13
Jumlah sel zigot
tidak membelah 394 30 455 42 605 38
Jumlah sel zigot
membelah 385 728 191 790 192 803
% Inhibisi 48 50 67

Perhitungan ICsg

Kon;gl?trasi % Nilai
(X) Kematian Probit (Y)
0 48 4,95
1 50 5
2 67 5,44
5.5
5.4 1 y = 0.245x + 4.885
253 R2 =0.8257
o
E 5.2
3 5.1
> 5
4.9
4.8 & - _ _ 3
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

Untuk ICso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =

0,245x + 4,885

Y = 0,245x + 4,885
5 = 0,245x + 4,885
X = 0,4694

Jadi, log X = 0,4694
X = antilog 0,4694
= 2,947 ppm
ICso Fraksi Peptida 5-3 kDa adalah = 2,94 ppm
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Konsentrasi (ppm)

Senyawa Uji 1 10 100
Sampel Kontrol Sampel Kontrol Sampel Kontrol
Peptida <3 kDa 150 10 175 20 217 15
RF1d 175 12 155 15 219 10
96 8 174 7 214 13
Jumlah sel zigot
tidak membelah 421 30 504 42 650 38
Jumlah sel zigot
membelah 205 728 159 790 76 803
% Inhibisi 52 57 73

Perhitungan ICsg

Log 0 -
. Yo Nilai
Kons&r;traa Kematian Probit (Y)
0 52 5,05
1 57 5,18
2 73 5,61
5.7
5.6
=55
g 5.4
o 5.3 <0.28x +5
B 52 R2=0.9127
<51
5
49 ¥
0 0.5 1 15 2

Log Konsentrasi

Untuk ICso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi Y =
0,28x +5

Y = 0,28x+ 5
5 = 0,28x+ 5
X = 0.0000

Jadi, log X = 0,0000
X = antilog 0,0000
= 1,00 ppm
ICso Fraksi Peptida <3 kDa adalah = 1,00 ppm
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Lampiran 34. Isolat bakteri
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Lampiran 35. Dokumentasi
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