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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Preparasi Sampel

A

Pembuatan Media

A\ 4

Nutrient Broth

'

Penyegaran sampel dalam Media Nutrient Broth

A 4

Isolasi Bakteri

\ 4
Seleksi Isolat

\4
Identifikasi Isolat

A 4

Isolasi enzim dari Bakteri Simbion

l

Optimasi dan Produksi Enzim L-Metioninase

A\ 4

Purifikasi Enzim L-Metioninase

|

A4

v Uji Toksisitas

Penentuan

Kadar Protein

BSLT

Penentuan
Aktivitas Enzim
L-Metioninase

\ 4

Karakterisasi Enzim L-Metioninase

Nutrient Agar
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Lampiran 2. Bagan Kerja

A. Penyegaran Sampel dalam Media Nutrient Broth

5 gram Alga Merah

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 45 mL air
laut steril (1:9)

- dishaker selama 24 jam dengan kecepatan 180 rpm pada
suhu 37 °C

Air Laut

- 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 °C

Sumber
Kultur Epifit

|
Alga Merah E. spinosum

- dihaluskan dengan mortar

- dicuci dengan air laut 45 mL

- diambil  supernatan  (filtrat)
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°C

Sumber Kultur
Endofit
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B. Isolasi dan ldentifikasi Spesies Bakteri Simbion dari Alga Merah (E.
spinosum) penghasil L-Metioninase
a. Isolasi Bakteri

Suspensi bakteri

" diambil sebanyak 1 mL

" dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL air laut

- dilakukan pengenceran bertingkat 10" sampai 10°, kemudian
pengenceran seri 10™ sampai 10 ditumbuhkan pada media NA

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3 x 24 jam.

Koloni bakteri

- koloni dengan zona warna merah muda yang stabil dimurnikan

dengan metode gores hingga diperoleh isolat murni.

Isolat murni

Pewarnaan gram Uji Biokimia
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b. Pewarnaan Gram

Isolat penghasil senyawa antibakteri

- diambil 1 ose 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

- ditambahkan alkohol

- didiamkan selama 2 detik

- dibilas dengan air mengalir

- ditambahkan dengan safranin

- didiamkan selama 30 detik

Preparat bakteri

- ditetesi dengan minyak imersi

- diamati dengan mikroskop dengan perbesaran 1000x

Hasil pengamatan

c. Uji Biokimia

Isolat penghasil senyawa antibakteri

Uji Uji Sitrat Urea VP-MR Uji
SIM TSIA Fermentasi

karbohidrat
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C. Optimasi Produksi Optimum L-metioninase dalam Medium Produksi

Isolat murni

" diambil 1 ose

" dimasukkan ke dalam 100 mL media inokulum dengan
konsentrasi substrat L-metionin 1 %

" diinkubasi dalam shaker inkubator pada 150 rpm suhu 37°C

selama 24 jam

Inokulum aktif

" dimasukkan ke dalam media produksi

~ diinkubasi dalam shaker inkubator pada 150 rpm suhu 37 °C
selama 3 hari

" dilakukan analisis optical density tiap 6 jam

- diukur kadar protein pada panjang gelombang 600-700 nm

Data
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D. Produksi Enzim L-Metioninase dari Isolat Bakteri Simbion Alga Merah
(E. spinosum)

Isolat Murni

- diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 100 mL media
produksi.
- diinkubasi pada suhu 37 °C pada shaker inkubator selama

waktu optimum.

Kultur bakteri

- disentrifugasi pada 10.000 rpm dan suhu 4 °C selama

15 menit.
Filtrat Sel
- disimpan dalam lemari es - disimpan dalam lemari es
untuk proses selanjutnya. untuk proses selanjutnya.
Ekstrak Kasar Ekstrak Kasar
Ekstraseluler Intraseluler
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E. Bagan Kerja Fraksinasi Enzim L-Metioninase dengan (NH,4),SO,4

Filtrat

- ditambahkan ammonium sulfat kejenuhan

0-40%

- disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm

pada suhu 4 °C selama 30 menit.

|

Supernatan (S1)

selama 30 menit.

A
Fraksi enzim (F1)

- ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 40-60%

- disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada suhu 4 °C

Supernatan (S2)

selama 30 menit.

\4

Fraksi enzim (F2)

- ditambahkan amonium sulfat 60-80% kejenuhan.

- disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada suhu 4 °C

A 4

Supernatan (S3)

A 4

Fraksi enzim (F3)

Masing-masing fraksi:

- ditambahkan buffer B

- didialisis dalam kantong selofan dengan menggunakan buffer C

- dihitung kadar protein

A
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F. Dialisis

Fraksi Aktivitas Enzim Tertinggi

- dimasukkan ke dalam membran selofan

- diikat bagian atas dan bawah

- selofan yang telah diisi, dimasukkan ke dalam gelas kimia
berisi buffer C

- didialisis sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer
selama 10 jam hingga buffer dialisis tidak berwarna

- fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu

dimasukkan ke dalam vial

Dialisat enzim
|
Diuji kadar protein Diuji aktivitas enzim
Data kadar protein Data aktivitas enzim
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G. Penentuan Kadar Protein Sampel dengan Metode Lowry

2 mL larutan fraksi

- 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 panjang gelombang 600-700 nm.

A 4

Data Absorban

Ket:

- Perlakuan yang sama dilakukan untuk larutan blanko dan standar BSA

- Ditentukan kadar protein dari data absorbansi yang didapatkan
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H. Penentuan Aktivitas Enzim L-Metioninase dengan Metode Nessler

0,5mL 0,5 mL buffer Tris- 0,5 mL substrat L-
Dialisat Enzim HCI 0,05 M pH 7 metionin 1%

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C
- ditambahkan 0.5 ML TCA15M

- didiamkan selama 15 menit

Endapan Filtrat
- diambil 0,1 mL

- ditambahkan 3,7 mL akuabides
- ditambahkan 0,2 mL Nessler

- didiamkan selama 15 menit
- diukur absorbansinya pada panjang

gelombang 411 nm

Data Absorban

Ket:

- Dilakukan cara yang sama menggunakan standar NH,CI 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; dan
0,8 mg/mL dimulai dari tahap perlakuan filtrat

- Dihitung aktivitas enzim L-metioninase dari data absorbansi yang didapatkan
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I. Skema Karakterisasi Aktivitas Enzim L-Metioninase

a. Pengaruh Variasi pH terhadap Aktivitas Enzim L-Metioninase

0,5 mL 0,5 mL buffer 0,5 mL substrat
Dialisat Enzim Tris-HCI 0,05 M pH L-metionin 1%

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C
- ditambahkan 0.5 ML TCA 15 M

- didiamkan selama 15 menit

Endapan Filtrat
- diambil 0,1 mL

- ditambahkan 3,7 mL akuabides
- ditambahkan 0,2 mL Nessler

- didiamkan selama 15 menit
- diukur absorbansinya pada panjang

gelombang 411 nm

Data Absorban

Keterangan:

- Dilakukan hal yang sama pada variasi pH 7, 8, 9 dan 10

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan dengan
rumus:

1

. . b Ve
Aktivitas EnZ|m(U/mL)=ya1 x —l ¥

Vanalisis Venzim X tinkubasi

x fp
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b. Pengaruh Variasi Suhu terhadap Aktivitas Enzim L-Metioninase

0,5 mL 0,5 mL buffer Tris-HCI 0,5 mL substrat
Dialisat Enzim 0,05 M pH optimum L-metionin 1%

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 25 °C
- ditambahkan 0,5 ML TCA15M

- didiamkan selama 15 menit

Endapan Filtrat
- diambil 0,1 mL

- ditambahkan 3,7 mL akuabides
- ditambahkan 0,2 mL Nessler

- didiamkan selama 15 menit
- diukur absorbansinya pada panjang

gelombang 411 nm

Data Absorban

Keterangan:

- Dilakukan hal yang sama pada variasi suhu 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C dan
45 °C

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan dengan
rumus:

. . b View 1
Aktivitas Enzim (U/mL) == x —al_

a Vanalisis Venzim X tinkubasi

x fp
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c. Pengaruh Variasi Penambahan lon Logam terhadap Aktivitas Enzim
L-metioninase

0,5mL 0,5 mL buffer Tris-HCI 0,5 mL MgCl, 50 uM
Dialisat Enzim 0,05 M pH optimum

- ditambahkan 1 mL substrat L-metionin 1%
- diinkubasi selama 30 menit dan suhu optimum
- ditambahkan 0.5 ML TCA15M

- didiamkan selama 15 menit

Endapan Filtrat

- diambil 0,1 mL

- ditambahkan 3,7 mL akuabides

- ditambahkan 0,2 mL Nessler

- didiamkan selama 15 menit

- diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 480 nm

Data Absorban

Keterangan:

- Perlakuan yang sama dilakukan untuk larutan blanko dan larutan kontrol
- Perlakuan yang sama dilakukan pada penambahan Cu®*, Co?" dan Mn?*
(masing-masing dengan konsentrasi 50 pM) .

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan, dengan
rumus:

1

Aktivitas Enzim (U/mL) =%X YVioul x fp

Vanalisis Venzim X tinkubasi
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J. Uji Sifat Toksisitas dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Telur udang A. Salina

- ditetaskan pada kondisi tertentu

A
Larva udang usia 48 jam

- dimasukkan ke dalam sampel uji

F3 1 ppm
EK > 10 ppm
kontrol 100 ppm
l - Disimpan pada suhu kamar, selama 24 jam

Pengumpulan data

Analisis data

Keterangan:
F3 = Fraksi protein kejenuhan 60-80%
EK = Ekstrak kasar
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K. Penentuan Protein dengan Metode Lowry

1. Lowry A

Follin-ciocalteus

Akuades

Lowry A

2. Lowry B

Na,CO3; 2% dalam
NaOH 0,1 N 100 mL

- dihomogenkan

Lowry B

3. Larutan Contoh

2 mL larutan sampel

Data

- dibuat sebanyak 100 mL dengan
perbandingan 1:1

- ditambahkan 1 mL Na-K-Tartat 2%
- ditambahkan 1 mL CuSO,4.5H,0 1%

- ditambahkan 2,75 mL Lowry B

- dikocok dan dibiarkan pada suhu kamar selama 15 menit
- ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan dikocok

- disimpan pada suhu kamar selama 30 menit

- diukur absorbannya pada panjang gelombang 600-700 nm
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4. Larutan Baku

BSA
- 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.
Data
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L. Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCI

1. Larutan Buffer A

6,05 g (NH,C(CH,0H)53)

dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL

ditambahkan HCI 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pH-nya
sampai mencapai 8,3

ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 g

ditambahkan CacCl, sebanyak 0,555 g

ditambahkan -merkaptoetanol sebanyak 5 mL

ditambahkan triton X-100 sebanyak 2,5 mL

ditambahkan akuades hingga volume 500 mL

dihomogenkan

Buffer A

2. Larutan Buffer B

6,05 g (NH2C(CH>0H)5)

dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL

ditambahkan HCI 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pH-nya
sampai mencapai 8,3

ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 g

ditambahkan CacCl, sebanyak 0,555 g

ditambahkan akuades hingga volume 500 mL

dihomogenkan

Buffer B
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3. Larutan Buffer C

0,605 g (NH,C(CH,0H)s)

dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL

ditambahkan HCI 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pH-nya
sampai mencapai 8,3

ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 g

ditambahkan CacCl, sebanyak 0,555 g

ditambahkan akuades hingga volume 500 mL

dihomogenkan

Buffer C
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M. Pembuatan Reagen Nessler

22, 4 g KOH

dilarutkan dengan akuades hingga larut lalu dimasukkan ke dalam
labu ukur 100 mL.

- dilarutkan KI 10 g dalam 10 mL akuades.

- dilarutkan HgCl; 4 g dalam 100 mL akuades.

- dimasukkan campuran Kl dan HgCl, ke dalam larutan NaOH
dalam labu ukur 100 mL.

- Didekantasi semalaman hingga didapat cairan jernih

Stok Reagen
Nessler
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Lampiran 3. Kurva Standar Bovine Serum Albumin pada Amax 660 nm

NGO Konsentrasi BSA Absorbansi
(mg/mL) (A 660 Nnm)
1 0 0
2 0,02 0,113
3 0,04 0,173
4 0,08 0,310
5 0,16 0,473
6 0,32 0,806
0,9 -
0.8 - y = 2,2695x + 0,0936
07 | R2=0,992
0,6 -
2
< 0,5 -
0
| .
204 -
<
0,3 -
0,2 -
01 ¢
O T T T T T T T 1
0 004 008 012 016 0,2 0,24 0,28 0,32
Konsentrasi BSA (mg/mL)
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Lampiran 4. Data Hasil Penentuan Waktu Produksi Optimum Protein dan
Aktivitas Enzim dari Bakteri Simbion dan Optical Density (OD)

Waktu oD Absor ba Faktor Kada}r Absorban | Aktivitas

N (n nsi Protein . .
Fermenta Pengencer si (A 411 enzim
O | gigam) | %0 | 660 | Epy | (MI/M ) (UimL)
nm) nm) L)

1 6 0,85 0,327 50 5,1421 0,409 19,6144
2 12 1,21 0,358 50 5,8250 0,542 25,7324
3 18 1,38 0,256 50 3,5778 0,604 28,5844
4 24 1,34 0,326 50 5,1201 0,619 29,2744
5 30 1,35 0,345 50 5,5386 0,614 29,0444
6 36 1,29 0,388 50 6,4860 0,518 24,6284
7 42 1,34 0,216 50 2,6966 0,879 41,2344
8 48 1,17 0,317 50 4,9217 0,421 20, 1664
9 54 0,806 0,388 50 6,4860 1,001 46,8464
10 60 1,42 0,292 50 4,3710 1,115 52,0904
11 66 0,995 0,294 50 4,4150 0,509 24,2144
12 72 0,835 0,312 50 4,8116 0,506 24,0764
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Lampiran 5. Perhitungan Penambahan Amonium Sulfat pada Tahap Fraksinasi
berbagai Tingkat Kejenuhan

Fral_<si Fraksi (%) Volume Filtrat | Bobot Ammonium
Enzim (mL) Sulfat (g)

FO Ekstrak Kasar 900 0

F1 0-40% 900 203,4

F2 40-60% 800 96

F3 60-80% 700 90,3

Penambahan Ammonium Sulfat:

a. 0-40%

b. 40-60%

c. 60-80%

=226 g x 900 mL/1000 mL=203,4 g

=120 g x 800 mL/1000 mL=96 g

=129 g x 700 mL/1000 mL=90,3 ¢
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Lampiran 6. Tabel Tingkat Kejenuhan Ammonium Sulfat

0 001
L A | s6
0L pE 0 06
oL 89 £ D S8
6l €01 L9 €€ 0 08
pLL LED 10T 99 T O SL
o0C L1 PE1 66 S99 T O 0L
PFC SOT 891 TEI L6 €9 1€ 0 59 |
6LC 65T 01T #91 621 S6 T9 1€ 0O 09
CIS €LC €T L6l 191 Ll 6 19 0 O sc
8SFPE 80E 89T 0£T P61 o651 ST 6 09 0 O 0s
€8¢ THE TOE £9C 9¢C 061 9¢1 €Tl 06 68 6T O Sr
It 9L8 S€€ 96T 8ST TIT L81 €51 OT1 68 85 o6& O oy
€SP 01F 69 6Z€ 16C PSC 8IC P8I 1S1 8IT L8 L€ 8T 0O sf
88F Srb TOP T9tf €€ C€8C 6PC PIT 181 8F1 LIl 98 9 8¢ O 0€
CCS 8LY 9tk S6€ €€ LIS 08T SPT TIT 6L1 9F1 SI1 8 98 LT O sT
LES TIS 69b LTb L8C oFS CTIS 9LT 1PT LOT SL1 €1 €Ml €8 6§ LT 0 0T
oS LrS 0SS 09F Ock [8€ €Ft 90€ 1LT £L£€ +v0T <Ll I¥E [IF €8 ¢S 9T €I
LT9 18§ 9€S €6F CSF TIF vLE LEE 10E 99T ££C 00 o69F 6€1 601 18 €S Ol
299 S19 0LS 98 ¥8% bbb SOC 89C 1€€ 96€ T9C 6&C L6l 991 LEL 801 6L €
£69 059 €09 6SS 9IS 9ip 9k 86C 19€ 9T€ 16T 8ST 9T 61 +91 +€1 901 0
(wead) ueyyequenp Sued jgjns wnwowe weresn IS
0L S6 06 S8 08 SL OL S9 09 S& 0§ SFr OF S£ 0€ s 0T
[4)
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Lampiran 7. Pengukuran Kadar Protein Dialisat Enzim L-Metioninase

) Kadar Faktor Kadar Protein
Fraksi _ )
) Absorbansi | Protein Pengenceran Sebenarnya
Protein
(mg/mL) (FP) (mg/mL)

EK 0,508 0,1825 50 9,125

F1 0,212 0,0521 50 2,605

F2 0,253 0,0702 50 3,51

F3 0,261 0,0737 50 3,685

Hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan

y = 2,2695x + 0,0936. Maka data pada tabel di atas diperoleh dengan cara:

EK —

1=

2 =

_y-0,0936 _ 0,508 -0,0936

= 0,1825 mg/mL
2,2695 2,2695 g
y-0,0936 0,212 -0,0936 0.0521 ma/mL
2,2695 2,2695 ’ 9
y - 0,0936 0,253-0,0936 0.0702 ma/mL
— = = mag/m
2,2695 2,2695 ’ g
y-0,0936 0,261 - 0,0936 0.0737 ma/mL
—_ = = y ma/m
2,2695 2,2695 g

3=

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

Xek
X1
X2

X3

=0,1825 mg/mL x 50 = 9,125 mg/mL

=0,0521 mg/mL x 50 = 2,605 mg/mL

=0,0702 mg/mL x 50 = 3,51 mg/mL

=0,0737 mg/mL x 50 = 3,685 mg/mL

garis
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Lampiran 8. Kurva Standar NH4Cl pada Amax 411 nm

Konsentrasi NH,CI (uLM)

Konsentrasi NH,ClI Konsentrasi )
No Absorbansi
(mg/mL) NHCI (uM)
1 0 0 0
2 0,1 1,869 0,056
3 0,2 3,738 0,084
4 0,4 7,476 0,176
5 0,6 11,214 0,307
6 0,8 14,952 0,427
0,45 -
L 4
0,4 -
0,35 -
03+
e
_cec 0,25 -
2 021 y = 0,029 - 0,0174
< 2 =
0,15 - R2=0,9889
0,1 -
0051 ¢
O T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
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Lampiran 9. Tabel Aktivitas Enzim L-Metioninase

Fraksi Aktivitas L- Kadar Aktivitas
Enzim Absorbansi Metioninase Protein Spesifik
(U/mL) (mg/mL) (U/mg)
EK 0,656 30,9764 9,125 3,3946
F1 0,356 17,1764 2,605 6,5936
F2 0,451 21,5464 3,51 6,1385
F3 0,562 26,6524 3,685 4,9133
V total 1

- : -b
Aktivitas Enzim (U/mL) = 2 x

a V analisis V enzim x t inkubasi

Data absorbansi yang diperoleh, disubtitusikan ke dalam persamaan

standar y = 0,029x-0,0174, dengan y adalah absorbansi aktivitas enzim

0,656 - (- 0,0174) 1

Xex X % X g3 = 309764 UimL
X, = 222 ;)f(;209’0174) X 02—1 X O’SIX w5 = 17.1764 U/mL
Xp = B RO % Xgarag = 215464 UmL
Xg = 2302-CO0I74) o 2 = 26,6524 U/mL

0,029 0,1 0,5x30

aktivitas enzim L-Metioninase (U/mL)

Aktivitas spesifik (Unit/mg protein) =

kadar protein dalam sampel (mg/mL)

= %z 3,3946 U/mg
X, = %z 6,5036 U/mg

)= %z 6,1385 U/mg

\= %z 7.2326 Uimg
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Lampiran 10. Karakterisasi Aktivitas Enzim L-Metioninase

A. Aktivitas Enzim L-Metioninase terhadap Pengaruh Variasi pH

No pH Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL)
1 6 0,128 6,6884
2 7 0,214 10,6444
3. 8 0,169 8,5744
4 9 0,090 4,9404
5 10 0,084 4,6644

B. Aktivitas Enzim L-Metioninase terhadap Pengaruh Variasi Suhu

No | Suhu (°C) Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL)
1 25 0,098 5,3084
2 30 0,103 5,5384
3. 35 0,110 5,8604
4 40 0,156 7,9764
5 45 0,090 4,9404

C. Aktivitas Enzim L-Metioninase terhadap Pengaruh Penambahan Variasi

Logam
) Aktivitas Enzim Aktivitas
No Logam Absorbansi )
(U/mL) Relatif (%)

1. | Kontrol 0,253 12,4384 100

2. Ca™* 0,42 20,1204 161,76
3. Mg 0,372 17,9124 144

4. Mn?* 0,073 4,1584 33,43

5. cu” 0,193 9,6784 77,81

6. Co™* 0,301 14,6464 117,75
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Lampiran 11. Tabel Harga Probit
Persentase Probit
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 2,67 295|312 | 325 | 3,36 | 345 | 3,52 | 3,59 | 3,66
10 3,72 | 3,77 | 3,82 | 3,87 | 393 | 3,95 | 4,01 | 4,05 | 4,08 | 4,12
20 417 4,19 | 423 | 426 | 4,29 | 433 | 436 | 439 | 4,42 | 4,45
30 448 450 | 453 | 456 | 459 | 461 | 4,64 | 467 | 4,69 | 4,72
40 475 | 4,77 | 480 | 482 | 485 | 4,87 | 490 | 492 | 495 | 4,97
50 5,00 | 503|505 | 508 | 510 | 513 | 515 | 518 | 5,20 | 5,23
60 5,25 528|531 | 533|536 | 539 | 541 | 5,44 | 5,47 | 5,50
70 5,52 | 555|558 | 561 | 564 | 567 | 571 | 574 | 5,77 | 5,81
80 584 | 588|592 | 595 | 599 | 604 | 608 | 613 | 6,18 | 6,23
90 6,28 | 6,34 | 641 | 648 | 6,55 | 6,64 | 6,75 | 6,88 | 7,05 | 7,33
99 00 {0102 | 03] 04| 05 06 | 0,7 | 0,8 | 0,9
733 | 737|741 | 746 | 751 | 755 | 7,66 | 7,75 | 7,88 | 8,09
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Lampiran 12. Perhitungan LCsg

A. Perhitungan LCsy pada Fraksi Ekstrak Kasar

Nilai Probit (Y)
w

Log % Nilai Probit
Konsentrasi (X) | Kematian (Y)
0 10 3,72
1 33 4,56
2 70 5,52
6 -

y =0,9x + 3,7
R2 = 0,9985

0 0,5 1 1,5 2

T

Log Konsentrasi

2,5

Untuk LCsp, nilai probitnya adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi

Y =0,9x + 3,7,
Y =0,9x + 3,7
5=09x+37
X =1,444444

log x = 1,444444

x = antilog 1,444444

X = 27,8255 ppm
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B. Perhitungan LCs, pada Fraksi 3 (60-80%0)

Log % Nilai Probit
Konsentrasi (X) | Kematian (Y)
0 3 3,12
1 23 4,26
2 40 4,75
6 .
5 .
=4
Q —
<) y =0,815x + 3,2283
a3 R2 = 0,9497
3
Z5
1 .
0 T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5

Log Konsentrasi

Untuk LCsp, nilai probitnya adalah 5, dimasukkan ke persamaan regresi
Y =0,815x + 3,2283,
Y =0,815x + 3,2283
5 =0,815x + 3,2283
X =2,173865
log x = 2,173865
x = antilog 2,173865

X = 149,23 ppm
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Lampiran 13. Dokumentasi

Uji Biokimia isolat bakteri E. spinosum: (a) uji TSIA; (b) uji SIM; (¢) uji
MR-VP; (d) uji Sitrat; (e) uji Urea; (f) uji Glukosa; (g) uji Laktosa; (h) uji
Sukrosa; dan (i) uji Mannitol
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Larutan Standar NH,CI
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