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Lampiran 1. Lokasi Pengambilan Sampel Teripang Hitam Holothuria atra
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Lampiran 2. Diagram Alur Penelitian Media
A Nutrient Agar
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Lampiran 3. Bagan Prosedur Kerja Pembuatan Media

1. Media Nutrient Agar (NA)

v

Dialisis
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2 g Agar

- Ditambahkan yeast extract 0,3 g, pepton 0,5 g, dan NaCl
0,549.

- Dilarutkan dalam air laut 100 mL

- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama

15 menit

Media NA

2. Media Nutrient Broth (NB)

0,3 g yeast extract

- Ditambahkan pepton 1 g dan NaCl 0,5 g kemudian dilarutkan
dengan air laut 100 mL pada Erlenmeyer.

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa.

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama
15 menit.

- Didinginkan, lalu dituang ke cawan petri.

Media NB

3. Media Malt Yeast Agar (MYA)

5g MYA

- Ditambahkan glukosa 10 g, NaCl 2,5 g dan yeast extract 3 g
kemudian dilarutkan dengan air laut 100 mL pada Erlenmeyer.

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa.

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama
15 menit.

- Didinginkan, lalu dituang ke cawan petri.

Media MYA

4. Media Inokulum

0,3 g yeast extract

- Ditambahkan 1 g pepton dan 0,5 g NaCl.
- Dilarutkan dengan air laut 100 mL pada Erlenmeyer.
- Ditutup menggunakan kapas dan kasa.

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama



Media Inokulum

5. Media Produksi

0,05 g Malt yeast

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

Erlenmeyer.

- Ditutup menggunakan kapas dan kasa.

15 menit.
Media Produksi

Lampiran 4. Bagan Kerja Preparasi Sampel

2

g, kemudian dilarutkan dengan air laut 1000 mL pada

- Disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama
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5 g sampel Teripang Hitam

- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi 45 mL air
laut steril (1:9).
- Dishaker selama 2 jam dengan kecepatan 180 rpm pada

suhu 37 °C.
I |
Air Laut Teripang Hitam
- Diambil sebanyak 5 mL. - Dipotong kecil-kecil menggunakan
- Dimasukkan ke dalam pisau.
erlenmeyer yang berisi 45 - Disaring menggunakan air laut 45 mL.
mL media NB steril (1:9). - Diambil filtrat sebanyak 5 mL
- Dishaker selama 24 jam - Dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang
dengan kecepatan 180 rpm berisi 45 mL media NB (1:9).
pada suhu 37 °C. - Dishaker selama 24 jam dengan
kecepatan 180 rpm pada suhu 37 °C.

Kultur Isolat Bakteri Epifit Kultur Isolat Bakteri Endofit

Lampiran 5. Bagan Kerja Isolasi dan Identifikasi Morfologi Bakteri Simbion
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1. Isolasi Bakteri Simbion

Suspensi Bakteri

- Diambil sebanyak 1 mL.

- Diinokulasi ke dalam erlenmeyer yang telah berisi
media NB.

- Dishaker menggunakan shaker inkubator selama
24 jam dengan kecepatan 180 rpm pada suhu 37 °C.

- Diencerkan terlebih dahulu menggunakan metode
pengenceran bertingkat yaitu 10 hingga 107,

- Diinokulasi pada media NA dan diinkubasi pada suhu
37 °C selama 2 x 24 jam di dalam inkubator.

- Hasil inkubasi diambil dan digores dengan beberapa
kali menggunakan metode kuadran.

Koloni Tunggal Isolat Bakteri

- Uji Biokimia
- Uji Pewarnaan Gram
- Uji 16S rRNA
Morfologi Bakteri Data
Simbion Biokimiawi

Bersambung ke Halaman Sebelah.....

2. Uji Pewarnaan Gram
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Koloni Tunggal Isolat Bakteri

- Dibuat ulasan pada kaca preparat.
- Ditambahkan setetes NaCl fisiologis.
- Diangin-anginkan.

- Difiksasi panas.

- Ditambahkan kristal violet.

- Didiamkan 1 menit.

- Dibilas dengan air mengalir.

- Ditambahkan lugol.

- Dibiarkan selama 30 detik.

- Dibilas dengan air mengalir.

- Didiamkan selama 2 detik.

- Dibilas dengan air mengalir.

- Ditambahkan dengan safranin.

- Didiamkan selama 30 detik.

Preparat Bakteri

- Ditetesi dengan minyak imersi.
- Diamati dengan mikroskop.

Hasil
Pengamatan

3. Uji Biokimia
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Koloni Tunggal Isolat Bakteri

Uji
SIM

Uji
TSIA

Lampiran 6. Bagan Kerja Produksi dan Ekstraksi Protein Bioaktif

Sitrat

Urea

VP-MR

Uji
Fermentasi
Karbohidrat
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Koloni Tunggal Isolat Bakteri

)il 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 1500 mL media
KSi.

Ibasi pada suhu 37 °C di atas shaker inkubator selama
1.

Kultur Bakteri

- Disentrifugasi pada 4500 rpm dan suhu 4 °C selama 30 menit.

| |
Filtrat Sel

- Disimpan dalam lemari es |- Digerus.
untuk proses selanjutnya. |- Ditambahkan 50 mL buffer A.
- Pecahan sel dibeku/cairkan 2-3 kali.
Protein Ekstraseluler Disonikasi selama 3 x 10 menit dalam
air es.
- disentrifugasi pada 4500 rpm dan suhu
4 °C selama 30 menit.

Endapan Ekstrak
Kasar

- Disimpan dalam lemari es
untuk proses selanjutnya.

Protein Intraseluler

Lampiran 7. Bagan Kerja Fraksinasi Protein Bioaktif dengan Amonium Sulfat

Ekstrak kasar yang
mengandung protein bioaktif




- Ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 0-20%.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 °C

selama 20 menit.

Supernatan (S1) Fraksi Protein (F1)

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 20-40%.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 °C

selama 20 menit.

Supernatan (S2) Fraksi Protein (F2)

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 40-60%.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 °C

selama 20 menit.

Supernatan (S3) Fraksi Protein (F3)

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 60-80%.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 °C

selama 20 menit.

Supernatan (S4) Fraksi Protein (F4)

Masing-masing fraksi F1, F2, F3, dan F4
- Ditambahkan buffer B.
- Didialisis dalam kantong selofan dengan menggunakan Buffer C.
- Dihitung kadar protein dan diuji aktivitas antioksidan dan uji
toksisistas.

Lampiran 8. Bagan Kerja Dialisis
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Fraksi 0-20%
Kejenuhan (F1)

- Ditambahkan Buffer B.

- Dimasukkan kedalam kantong selofan.

Fraksi protein dalam kantong selofan

- Direndam dalam 500 mL Buffer C, diaduk dengan magnetik
stirrer selama 3 jam.

- Dialisis berakhir jika Buffer C sudah tidak berwarna.

- Kantong selofan dikeluarkan dari buffer.

- Fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu
dimasukkan kedalam vial.

Dialisat protein

- Dihitung kadar protein.

- Diuji aktivitas antikanker.

Data

Catatan: Perlakuan yang sama untuk F2, F3 dan F4
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Lampiran 9. Bagan Kerja Prosedur Penentuan Kadar Protein Sampel dengan
Metode Lowry

2 mL Sampel

- Ditambahkan 2,75 mL Lowry B.

- Dicampur merata lalu dibiarkan selama 10-15
menit pada suhu kamar.

- Ditambahkan 0,25 mL reagen lowry A.

- Dikocok merata dengan cepat.

- Dibiarkan selama 30 menit.

- Diukur absorbannya pada Amax.

Data absorban

Catatan :

Perlakuan yang sama untuk setiap fraksi (F2, F3 dan F4), ekstrak kasar, blanko dan
larutan standar BSA.
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Lampiran 10. Bagan Kerja Hidrolisis Protein

- Diencerkan menjadi larutan 3%.

Fraksi Protein

Diencerkan menjadi larutan 3%.

Larutan
Protein

Dihidrolisis menggunakan enzim pepsin dengan
perbandingan enzim dan substrat 3:100.

Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit, dengan
waktu hidrolisis 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; dan 6 jam.
Diinaktifkan dengan pemanasan dalam air mendidih
selama 10 menit.

Disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 4 °C selama 20

menit.

Endapan

(Hidrolisat protein)

Supernatan

- Diukur Derajat Hidrolisis (DH).

- Diuji aktivitas antioksidan dan
uji toksisistas.

Data
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Lampiran 11. Bagan Kerja Pembuatan Reagen Pengujian Antioksidan

1. Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM

Serbuk DPPH

- Ditimbang sebanyak 0,015 g.
- Dilarutkan dalam 100 mL methanol p.a.
- Dihomogenkan.

Larutan DPPH 0,4 mM

2. Pembuatan Larutan Induk Asam Askorbat 500 ppm

Asam Askorbat

- Ditimbang Sebanyak 500 g.

- Dilarutkan dengan 10 mL metanol p.a.

Konsentrasi 500 ppm

- Dipipet 0,1 mL.

- Ditambahkan metanol p.a 9,9 mL sehingga didapatkan
volume 10 mL.

Konsentrasi 5 ppm
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Lampiran 12. Bagan Kerja Penentuan Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat

dengan Metode DPPH

Asam Askorbat
Konsentrasi 5 ppm

- Dipipet masing-masing 0,25 mL, 0,5 mL, 1 mL,
2 mL dan 4 mL untuk membuat deret standar
0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm dan 4 ppm.

- Ditambahkan masing-masing 1 mL larutan DPPH
0,4 mM.

- Ditambahkan metanol p.a masing-masing 3,75 mL,
3,5 mL, 3 mL, 2 mL dan 0 mL sehigga didapatkan
volume total 5 mL untuk masing-masing deret
standar.

- Ditutup dengan aluminium foil.

- Diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C.

- Diukur serapan absorbansi dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
515 nm.

Deret Standar

102



Lampiran 13. Bagan Kerja Penentuan Aktivitas Antioksidan Fraksi Protein dengan

Metode DPPH

Larutan Konsentrasi 500 ppm fraksi peptida

0,1 mL, 0,2 mL, 0,4 mL, 0,8 mL dan 1,6 mL untuk
t deret ukur 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 80 ppm dan
dari masing-masing ekstrak.

hkan masing-masing larutan DPPH sebanyak 1 mL.
hkan masing-masing metanol hingga volume 5 mL.

Deret Ukur

Larutan DPPH
- Dipipet sebanyar T mrC

- Volume dicukupkan sampai 5 mL dengan menggunakan metanol.

Kontrol

Bersambung ke halaman sebelah........
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Lampiran 14. Bagan Kerja Penentuan Aktivitas Antioksidan Fraksi Peptida
dengan Metode DPPH

Deret Ukur Kontrol

- Dipipet sebanyak 1 mL.
- Volume dicukupkan sampai 5 mL dengan menggunakan
metanol.

Data

Catatan: Larutan blanko yang digunakan 5 mL metanol dan perlakuan yang sama
dengan ekstrak
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Lampiran 15. Bagan Kerja Uji Sifat Toksisitas dengan Menggunakan Metode
Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

1. Penyiapan larva udang

Telur udang artemia salina

- Dimasukkan ke wadah yang berisi air laut.
- Diaerasi dibawah cahaya lampu pijar 40-60 watt.

- Lampu dinyalakan selama 48 jam.

Data absorban

2. Pelaksanaan uji

Sampel

- Dibuat dalam konsentrasi 1 ug/mL, 10 ug/mL, dan
100 pg/mL.

- Dimasukkan sebanyak 10 ekor larva udang.

- Ditambahkan air laut hingga 5 mL.

- Disimpan di bawah pencahayaan selama 24 jam.

- Diamati Jumlah larva yang mati dan yang hidup.

Pengumpulan Data

Analisis Data

Catatan:

Prosedur yang sama dilakukan juga pada Buffer B tanpa sampel sebagai kontrol
negatif dan vinkristin sebagai kontrol positif.
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Lampiran 16. Pembuatan Larutan Buffer tris-HCI

A. Pembuatan larutan buffer A (Tris-HClI 0,1 M pH 8,3; NaCl 2 M;
CaCl2 0,01 M, B-merkaptoetanol 1 %, Triton X-100 0,5 %)
Prosedur pembuatan larutan:

1.

2.

Ditimbang 12,1 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH.0OH)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 250 mL.

Ke dalam 250 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan
HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3.
Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 117 g dan 1,11 g CaClo, B-
mercaptoetanol 10 mL dan triton X-100 5 mL dan dicukupkan volumenya
sampai 1000 mL dengan akuades.

B. Pembuatan larutan buffer B (Tris-HCI 0,1 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; CaCl;
0,01 M)
Prosedur pembuatan larutan:

1.

2.

Ditimbang 3,025 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH.OH)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 62,5 mL.

Ke dalam 62,5 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana
ditambahkan HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga
mencapai 8,3.

Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 2,925 g dan 0,2775 g CaCl.dan
dicukupkan volumenya sampai 250 mL dengan akuades.

C. Pembuatan larutan buffer C (Tris-HCI 0,01 M pH 8,3; NaCl 0,2 M;
CaCl> 0,01 M)
Prosedur pembuatan larutan:

1.

Ditimbang 12,1 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH.0OH)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 250 mL.

Ke dalam 250 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan
HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3.
Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 11,7 g dan 1,11 g CacCl dan
dicukupkan volumenya sampai 1000 mL dengan akuades.

Lampiran 17. Penentuan Protein dengan Metode Lowry
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Pereaksi:

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

2. Pereaksi Lowry B
Pada pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran Na;CO3 2 % dalam
NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2 %, CuSO4.5H>0 1 % dengan perbandingan
100 : 1 : 1, dimana diambil larutan Na,CO3z 2 % dalam NaOH 0,1 N
sebanyak 100 mL, Na-K-Tartat 2 % sebanyak 1 mL, dan CuSQO4.5H,0
1 % sebanyak 1 mL, kemudian dihomogenkan.

Larutan Contoh:
— Di pipet 2 mL larutan sampel dan ditambahkan 2,75 mL Lowry B, dikocok
dan dibiarkan pada suhu kamar selama 15 menit.
— Ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan segera dikocok.

— Disimpan pada suhu kamar selama 30 menit, lalu diukur absorbannya pada
panjang gelombang maksimum.

Larutan Baku:

- Ditimbang dengan teliti BSA untuk membuat sediaan 1 mg/mL dan
diencerkan dengan variasi konsentrasi 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 dan
0,16 mg/ mL.

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

Panjang Gelombang (nm) Absorbansi (A)
600 0,305
610 0,306
620 0,308
630 0,309
640 0,310
650 0,311
660 0,310
670 0,308
680 0,306
690 0,305
700 0,300

B. Kurva A Maksimum

Absorbansi (A)
=
’..poj
2

610 620 630 640
Panjang Gelombang (nm)

Lampiran 20. Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) pada A 650 nm

v
650

660

670 680

690

700
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Konsentrasi BSA (mg/mL) Absorbansi (A)
0 0
0,02 0,149
0,04 0,232
0,06 0,309
0,08 0,406
0,1 0,462
Standar BSA y=4x+ 00716
R2=10,9951

=
SR O
t, =S ] N

o]

Absorbansi (A)

= =

— 2t =2
2 o La tn

=
- =
S D — a1}

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsentrasi BSA (mg/mL)

Lampiran 21. Seleksi Pengenceran Bertingkat
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Lampiran 22. Penentuan Isolat Bakteri dengan Protein Peptida Tertinggi
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Kode Isolat Absorbansi Sampel Kadar Fnr](;t/er:]nl_;’eptida
ETH7(1) 0,327 0,6385
ETH7(2) 0,262 0.476
ETH 10(1) 0.171 0.2485
ETH 10(2) 0,124 0131
ITH 7(1) 0,141 01735
ITH7(2) 0,140 0171
ITH 10(1) 0,145 0,1835

ETH 10(2) 0.150 0196
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Lampiran 23. Data Hasil Penelitian Waktu Produksi Optimum Protein Bioaktif
dari Bakteri Simbion Teripang Hitam Holothutia atra dan nilai
Optical Density

Waktu Kadar Protein Kadar Protein
No | Fermentasi oD Ekstraseluler Intraseluler
(Jam) (mg/mL) (mg/mL)
1. 0 0,119 2,785 1,53
2. 6 0,218 3,61 2,83
3. 12 0,289 3,79 6,43
4, 18 0,315 4,31 8,46
5. 24 0,472 5,335 9,16
6. 30 0,484 9,985 11,71
7. 36 0,490 10,06 11,76
8. 42 0,500 10,23 11,86
0. 48 0,406 8,377 8,21
10. 54 0,349 6,26 5,96
11. 60 0,329 6,08 4,13
12. 66 0,310 5,99 1,83
13. 72 0,300 5,97 1,53

113



Lampiran 24. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Ekstraseluler

(A 650 nm)
No Waktu(;zaenrqr;lentam Absorbansi (A) Kaéjn?g /Pnzcl)_t;em
1. 0 0,183 2,785
2. 6 0,216 3,61
3. 12 0,223 3,79
4, 18 0,244 4,31
5. 24 0,285 5,335
6. 30 0,471 9,985
7. 36 0,474 10,06
8. 42 0,481 10,23
9. 48 0,406 8,377
10. 54 0,322 6,26
11. 60 0,315 6,08
12. 66 0,311 5,99
13. 72 0,310 5,97

Contoh Perhitungan Penentuan Kadar Protein:

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar
y = 4x + 0,0716, dimana y = 0,481 adalah absorbansi protein ekstraseluler.

Diketahui y = 0,481, maka:

0,481 =4x +0,0716
4x =0,481-0,0716
4x =0,4094
X =0,1023 mg/mL
Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran (FP = 100), sehingga:
X =0,1023 mg/mL x 100
= 10,23 mg/mL
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Lampiran 25. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Intraseluler

(A 650 nm)
No Waktu(;zaenrqr;lentam Absorbansi (A) Kaéjn?g /Pnzcl)_t;am
1. 0 0,138 1,53
2. 6 0,185 2,83
3. 12 0,329 6,43
4, 18 0,410 8,46
5. 24 0,438 9,16
6. 30 0,540 11,71
7. 36 0,542 11,76
8. 42 0,546 11,86
9. 48 0,400 8,21
10. 54 0,310 5,96
11. 60 0,237 4,13
12. 66 0,145 1,83
13. 72 0,133 1,53

Contoh Perhitungan Penentuan Kadar Protein:

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar
y = 4x + 0,0716, dimana y = 0,546 adalah absorbansi protein ekstraseluler.

Diketahui y = 0,546, maka:

0,546 = 4x +0,0716
4x = 0,546 — 0,0716
4x = 0,4744
X =0,1186 mg/mL
Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran (FP = 100), sehingga:
X =0,1186 mg/mL x 100
= 11,86 mg/mL
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Lampiran 26. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi
berbagai Tingkat Kejenuhan

Jenis Protein

Fraksi Protein

Bobot Amonium Sulfat (g)

F1 130,38
Protein F2 133,34
Ekstraseluler F3 135,6
F4 141,77
F1 12,72
Protein F2 13,334
Intraseluler F3 12,24
F4 9,03

Penambahan Amonium Sulfat

Protein Ekstraseluler

F1 =

F2 =

3 =

F4 =

Protein Intraseluler

F1 =

F2 =

3 =

F4 =

1280 mL
1000 mL
1180 mL
1000 mL
1130 mL
1000 mL
1099 mL
1000 mL

120 mL
1000 mL
118 mL
1000 mL
102 mL
1000 mL
70 mL
1000 mL

X 106g =130,38g

X 113g =133,34¢g

X 120g =1356¢

X129g =14177g

X106g =1272¢g

X 113g =13334g

X 120g =1224¢

X129g =903g
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Lampiran 27. Tabel Kejenuhan Amonium Sulfat
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Lampiran 28. Pengukuran Kadar pada Setiap Tahap Pemurnian Fraksi Protein

Kadar Kadar
Jenis Fraksi . . Faktor Protein
; . Absorbansi Protein
Protein Protein Pengenceran | Sebenarnya
(mg/mL)
(mg/mL)
F1 0,376 0,0761 10 0,761
. F2 0,171 0,0248 10 0,248
Protein
Ekstraseluler F3 0,221 0,0373 10 0,373
F4 0,222 0,0376 10 0,376
F1 0,128 0,0141 10 0,141
. F2 0,154 0,0206 10 0,206
Protein
Intraseluler F3 0,167 0,0221 10 0,221
F4 0,203 0,0328 10 0,328

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar
y =4x + 0,0716, dimana y = 0,546 adalah absorbansi. Maka data pada tabel diatas
diperoleh dengan cara:

Protein Ekstraseluler

_y-0,0716 _ 0,376-0,0716

1 =0,0716
4 4
y-0,0716 _ 0,171-0,0716
2= = =0,02485
4
y-0,0716 _ 0,221-0,0716
3= = =0,03735
4 4
y-0,0716 _ 0,222-0,0716
4= = =0,0376

4
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Protein Intraseluler

1

2

3

4

_y-0,0716 _ 0,128-0,0716

=0,0141
4
y-0,0716 _ 0,154-0,0716
= = =0,0206
4 4
y-0,0716 _ 0,160-0,0716
= = =0,0221
4
y-0,0716 _ 0,203-0,0716
= = =0,03285

4

4
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Lampiran 29. Penentuan Total Protein pada Fraksinasi

berbagai Tingkat

Kejenuhan
. Volume . .
Jenis Protein grr(?t‘;?:] Setiap Fraksi Ka?rﬁ; /Fr>an§e|n Tota(l rrFl) 5)0 tein
(mL)

F1 11 0,781 3,124
Protein F2 11 0,891 10,692
Ekstraseluler F3 14 1,4985 20,979
F4 14 2,0435 28,609
F1 4 3,081 33,291
Protein F2 12 0,826 9,086
Intraseluler F3 14 1,521 21,894
F4 14 2,351 32,914

Penentuan Total Protein dengan Rumus:

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

Protein Intraseluler :
Fraksi 0 — 20%

Fraksi 20 — 40%
Fraksi 40 — 60%
Fraksi 60 — 80%

Protein Ekstraseluler :

Fraksi 0 — 20%

Fraksi 20 — 40%
Fraksi 40 — 60%
Fraksi 60 — 80%

=4 mL x 0,781 mg/mL = 3,124 mg

=12 mL x 0,891 mg/mL =10,692 mg
=14 mL x1,4985 mg/mL  =20,979 mg
=14 mL x 2,0435 mg/mL  =28,609 mg
=11 mL x 3,081 mg/mL  =33,291 mg
=11 mL x 0,826 mg/mL =9,086 mg

=14 mL x 1,521 mg/mL =21,294 mg
=14 mL x 2,351 mg/mL =32,914 mg
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Lampiran 30. Hidrolisis Protein
1. Fraksi 60-80% (F4) Ekstraseluler

Waktu Protein Terlarut Protein Total Derajat
Hidrolisis Hidrolisis
(Jam) Absorban ; 2?;; Absorban Ii<r if;; (%)

0 0,273 0,503 0,572 1,251 40,2478
0,5 0,272 0,501 0,566 1,211 41,3707
1 0,270 0,496 0,540 1,171 42,3569
2 0,266 0,486 0,522 1,126 43,1616
3 0,264 0,481 0,500 1,071 449112
4 0,260 0,471 0,525 1,133 41,5710
5 0,264 0,481 0,539 1,168 41,1815
6 0,264 0,481 0,550 1,196 40,2173
2. Fraksi 0-20% (F1) Intraseluler
Waktu Protein Terlarut Protein Total Derajat
Hidrolisis Hidrolisis
(Jam) Absorban Ft<r ?)?;; Absorban Fl’<r i?;:] (%)
0 0,188 0,291 0,570 1,246 24,5362
0,5 0,200 0,321 0,546 1,186 27,0657
1 0,202 0,326 0,530 1,146 28,4467
2 0,208 0,341 0,508 1,091 31,2257
3 0,216 0,361 0,504 1,081 33,3950
4 0,198 0,316 0,598 1,316 24,0121
5 0,199 0,318 0,568 1,241 25,6224
6 0,201 0,325 0,462 0,976 33,2991
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Derajat Hidrolisis (DH) % =

Protein terlarut 10% TCA

Protein total

x 100%

Lampiran 31. Harga Probit sesuai dengan Persentasenya

Persentase Probit
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 12,67]295|312|3,25|3,36|345|352|359|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
40 475 4,77 14,80 | 4,82 |4,85|4,87 4,90 |4,92 495|497
50 5,00 | 5,03 | 5,05 |5,08 | 510 | 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 | 555|558 |561|564|567|5,71]|574|577 5,81
80 5,84 15,88 (592|595 |599|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 00 (0102|0304 0506070809

733737 741|746 751 |755|766|775]|7,88] 8,09
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Lampiran 32. Hasil Perhitungan LCso Larva Udang Artemia salina L. pada setiap

Fraksi Protein bakteri Enterobacter sp. ETH 1(2)

Jenis Protein Fraksi Protein Nilai LCso Toksisitas
(ng/mL)
Ekstrak Kasar 92,0449 Toksik
F1 5,0026 Sangat Toksik
Protein F2 25,6743 Sangat Toksik
Ekstraseluler
F3 52,0115 Toksik
F4 54,2125 Toksik
Ekstrak Kasar 1,7410 Sangat Toksik
F1 882,4701 Toksik
Protein F2 415,8148 Toksik
Intraseluler
F3 111,0196 Toksik
F4 15,4632 Sangat Toksik
FHI1 193,9545 Toksik
Hidrolisis
Protein FHI2 119,0967 Toksik
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Lampiran 33. Data Toksisitas Fraksi Protein Terbaik

Fraksi (60 — 80%) F4 Ekstraseluler

Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi Protein
1 10 100
2 2 7
Ekstrak Kasar Intraseluler 3 4 6
4 4 5
Jumlah 9 10 18
Persentase Kematian 30,00 % 33,33 % 60,00 %
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(pg/mL) (X) (%0) (Y)
1 0 27 4,39
10 1 33 4,56
100 2 57 5,18

6.00 1 5 =0395x+4.315
R?=0.9024

-5
-
=)

=N
-
=)

—e— nilai probat

Nilai Probat
Lad
—
[

-]
-
=)

......... Linear [:n1 la1
probit)

[u—
[~
=

0.00
0.00 1.00 2,00 3.00

Log Konsentrasi
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Untuk nilai LCso, nilai probit adalah 5, dimasukkan ke dalam persamaan

regresi y =0,395x + 4,315
5 =0,395x + 4,315
X =1,7341

Jadi log X =1,7341
X =antilog 1,7341
= 54,2125 png/mL

LCso Ekstrak Kasar Intraseluler adalah 54,2125 pg/mL
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Lampiran 34. Nilai 1Cso dari Hasil Pengujian Aktivitas Antioksidan Penangkap

Radikal DPPH
Konsentrasi % Aktivitas I I1Cso
Pembanding Sampel Antioksidan ( /SOL) Rata-Rata
Hg/m
(ng/mL) (%) (ug/mL)
20 21,5126
40 30,4202
180,6094527
80 34,2857
100 37,3109
120 39,1597
20 22,1849
Ekstrak 40 29,9160
177,3556231
Kasar 80 33,7815 177,4529
Ekstraseluler 100 37,3109
120 40,1681
20 22,8571
40 29,5798
174,3937575
80 33,9496
100 37,4790
120 40,8403
20 5,8824
40 18,6555
120,2637226
60 32,4370
80 33,9496
100 38,3193
20 8,7395
40 20,5042
121,6697936
F1 (0 —20%) 60 32,2689 121,5914
80 34,2857
100 39,1597
20 8,0672
40 20,3361
122,8407934
60 31,9328
80 33,7815
100 38,6555

126



Konsentrasi | % Aktivitas Ic ICso
Pembanding Sampel Antioksidan (g SOL) Rata-Rata
pHg/m
(ng/mL) (%) (ng/mL)
20 12,6050
40 30,7563
109,4912664
60 32,9412
80 36,8067
100 46,2185
20 12,7731
40 29,9160
110,4885621
F2 (20 — 40%) 60 31,9328 110,1561
80 36,4706
100 46,2185
20 12,7731
40 29,9160
110,4885621
60 31,9328
80 36,4706
100 46,2185
20 27,8992
40 28,5714
103,4774934
60 40,3361
80 44,7059
100 47,8992
20 27,5630
40 28,4034
103,6223592
F3 (40 — 60%) 60 40,8403 104,0333
80 44,3697
100 47,8992
20 27,5630
40 28,2353
105
60 40,3361
80 44,0336
100 47,7311
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_ Konsentrasi % Akti\{itas ICes 1Cso
Pembanding Sampel Antioksidan Rata-Rata
(ng/mL) (%) (hgmb) 1 (g/mL)

10 29,0756
20 29,7479

40 30,4202 275,8004926
80 32,6050
160 41,3445
10 28,4034
20 30,0840

F4 (60 — 80%) 40 30,4202 241,9414951 | 50 6911

80 32,4370
160 42,8571
10 28,7395
20 29,7479

40 29,9160 258,3314415
80 33,1092
160 42,0168
1 27,7311
32,1008

4 32,9412 25,0884434
34,7899
16 42,3529
1 26,3866
32,1008

Ekstrak Kasar 4 32.7731 20,63957726 2103193874
Intraseluler

33,9496
16 45,5462
1 26,3866
31,9328

4 33,2773 21,03193874
33,7815
16 45,2101
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_ Konsentrasi % Akti\{itas ICes 1Cso
Pembanding Sampel Antioksidan Rata-Rata
(ng/mL) (%) (hg/mb) | (gimL)
10 28,5714
20 30,0840
40 33,4454 126
80 36,6387
120 51,5966
10 28,7395
20 29,7479
F1 (0 — 20%) 40 33,9496 12384069 | 198 7843
80 36,6387
120 52,1008
10 28,5714
20 29,4118
10 31,2605 136,5122616
80 34,7899
120 50,2521
10 32,6050
20 39,3277
40 44,8739 82,01010101
80 47,7311
100 53,7815
10 32,4370
20 39,6639
F2 (20 — 40%) 40 44,8739 | 7608597285 | 4g 1r675
80 47,3950
100 56,8067
10 30,4202
20 38,1513
10 43,6975 77,18418908
80 47,3950
100 56,9748
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_ Konsentrasi % Akti\{itas ICes I1Cso
Pembanding Sampel Antioksidan Rata-Rata
(ng/mL) (%) (hg/mb) | (gimL)
10 34,1176
20 35,7983
20 36,4706 210,511509
80 38,4874
120 42,3529
10 34,1176
20 36,1345
F3 (40 — 60%) 40 43,1933 9406458797 | 198 6905
80 44,5378
120 52,4370
10 33,4454
20 35,7983
20 42,8571 81,49541727
80 43,6975
120 55,4622
10 32,6050
20 39,3277
40 44,8739 80,72472413
80 47,7311
100 53,7815
10 32,4370
20 39,6639
F4 (60 — 80%) 40 44,8739 | 11,62259822 | 49 69060
80 47,3950
100 56,8067
10 30,4202
20 38,1513
20 43,6975 80,72472413
80 47,3950
100 56,9748
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Konsentrasi % Aktivitas IC 1Cs0
Pembanding Sampel Antioksidan ( /SOL) Rata-Rata
(ug/mL) (%) Hem (g/mL)
20 18,1513
40 28,9076
60 32,2689 140,0452861
80 33,1092
100 40,3361
20 17,6471
40 29,2437
Hidrolisat 60 31,9328 137,663738 139,4508
Intraseluler
80 33,2773
100 40,6723
20 18,6555
40 29,2437
60 32,2689 140,6433978
80 33,7815
100 40,1681
20 28,9076
40 30,7563
60 33,2773 173,2746479
80 36,3025
100 40,3361
20 28,2353
40 30,5882
Hidrolisat 60 34,2857 157,8549287 163,4605
Ekstraseluler
80 36,6387
100 41,3445
20 28,9076
40 30,4202
60 34,7899 159,2514395
80 37,1429
100 41,1765
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Konsentrasi % Aktivitas IC 1Cso
Pembanding Sampel Antioksidan ( /SOL) Rata-Rata
(ug/mL) (%) Hem (g/mL)

0,25 26,86
0,5 30,70

2,6139
1 35,01
2 42,69
4 63,79
0,25 26,86
0,5 30,70

Asam 2,6139

1 35,01 2,6139
Askorbat

2 42,69
4 63,79
0,25 26,86
0,5 30,70

2,6139
1 35,01
2 42,69
4 63,79
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Lampiran 35. Kurva Pengukuran Aktivitas Asam Askorbat

Simplo
No Konsentrasi (ug/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%)
1 0,25 0,304 26,86
2 0,5 0,288 30,70
3 1 0,276 35,01
4 2 0,24 42,69
5 4 0,153 63,79
Kontrol - 0,417 -
70.00

y=9.579%x + 24 96
60.00 5

e ¥,
o] o]
[r] [r]
(o] (o]

Lid
]
[=]
[==]

]
[
[=]
[==]

‘o Aktivitas Antioksidan

Q

10,00

0.00
0,00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00

Konsentras: Sampel

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada Simplo Asam Askorbat

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

% Aktivitas Antioksidan = Absorbanst Kontrol X 100%
. 0,595 - 0,304
1 Konsentrasi 0,25 ppm = T 0595 X 100% = 26,86 %
: 0,595 - 0,288
2. Konsentrasi 0,5 ppm = 0395 X 100% =30,70 %
: 0,595 - 0,276
3. Konsentrasi 1 ppm = X 100% =35,01 %

0,595



0,595 -0,24

i o _ 0
4. Konsentrasi 2 ppm 0.595 X 100% 42,69 %
i 0,595 - 0,153
5. Konsentrasi 4 ppm =———— X 100% =63,79 %
0,595
Perhitungan nilai ICsp :
y = ax+b
-b 50-b
|C50 = y— =
a a
i 50 = 24,96
» ) 9,5894
I1Cso = 2,6139

ICso simplo asam askorbat adalah 2,6139 pg/mL
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Duplo

No Konsentrasi (ug/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%)
1 0,25 0,304 26,86
2 0,5 0,288 30,70
3 1 0,276 35,01
4 2 0,24 42,69
5 4 0,153 63,79

Kontrol - 0,417 -
70,00
y =9,5794x + 24,96

_ 60,00

Z 50,00
3

£ 40,00
P

£ 30,00

ff: 20,00

~ 1000

0.00

0.00 1.00 2,00 3,00 4,00 5,00

Konsentrasi Sampel

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada Duplo Asam Askorbat

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

% Aktivitas Antioksidan = Absorbansi Kontrol X 100%

. 0,595 - 0,304

1 Konsentrasi 0,25 ppm = T 0305 X 100% = 26,86 %
. 0,595 - 0,288

2. Konsentrasi 0,5 ppm =T 0395 X 100% =30,70 %
. 0,595 - 0,276

3. Konsentrasi 1 ppm =—— X 100% =3501%

0,595



0,595 -0,24

i o _ 0
4. Konsentrasi 2 ppm 0.595 X 100% 42,69 %
i 0,595 - 0,153
5. Konsentrasi 4 ppm =———— X 100% =63,79 %
0,595
Perhitungan nilai ICsp :
y = ax+b
-b 50-b
|C50 = y— =
a a
i 50 = 24,96
» ) 9,5894
I1Cso = 2,6139

ICs0 duplo asam askorbat adalah 2,6139 ug/mL

136



Triplo

No Konsentrasi (ug/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%)
1 0,25 0,304 26,86
2 0,5 0,288 30,70
3 1 0,276 35,01
4 2 0,24 42,69
5 4 0,153 63,79
Kontrol - 0,417 -
70.00

y=9.57%x + 2496

0,00 1,00 2,00 3.00 4,00 5,00
Konsentrasi Sampel

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada Triplo Asam Askorbat

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

% Aktivitas Antioksidan = Absorbansi Kontrol X 100%
1 Konsentrasi 0,25 ppm = % X 100% = 26,86 %
2. Konsentrasi 0,5 ppm = % X 100% =30,70 %
3. Konsentrasi 1 ppm = % X 100% =35,01 %
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0,595 -0,24

i o _ 0
4. Konsentrasi 2 ppm 0.595 X 100% 42,69 %
i 0,595 - 0,153
5. Konsentrasi 4 ppm =———— X 100% =63,79 %
0,595
Perhitungan nilai ICsp :
y = ax+b
-b 50-b
|C50 = y— =
a a
i 50 = 24,96
» ) 9,5894
I1Cso = 2,6139

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

F2 Intraseluler (20 — 40%)

Simplo
N . . L
0 Konsentrasi (pug/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%)
1 10 0,425 28,5714
2 20 0,416 30,0840
3 40 0,396 33,4454
4 80 0,377 36,6387
5 100 0,288 51,5966
Kontrol - 0,595 -
60,0000
50,0000
_E 40,0000
g = + 33,762
< 30,0000 ’ Dﬁsjﬂ__;” 6
£ 20,0000
=
~ 10,0000
0,0000
0 20 40 60 20 100 120

Eonzentrazi Sampel

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada F2 Simplo Intraseluler

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

% Aktivitas Antioksidan = Absorbansi Kontrol X 100%

_ 0,595 -0,425

0 = 0
0.595 X 100% 28,5714 %

1 Konsentrasi 10 ppm
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0,595 - 0,416

1 o
2. Konsentrasi 20 ppm 0.595 X 100%
3. Konsentrasi 40 S0 00 00%
. Konsentrasi 40 ppm = 0,595 X 0
4. Konsentrasi 80 2000377 oow
. Konsentrasi 80 ppm = 0,595 X 0
5. Konsentrasi 100 S 22950288 oow
. Konsentrasi ppm = 0,595 X 0
Perhitungan nilai I1Csp :
y = ax+b
y-b 50-b
a a
50 - 33,762
- 0,198
= 82,0101

ICso F2 simplo intraseluler adalah 82,0101 pg/mL

Duplo

= 30,0840 %

= 33,4454 %

= 36,6387 %

= 51,5966 %
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N i . L
0 Konsentrasi (pug/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%)
1 10 0,402 32,4370
2 20 0,359 39,6639
3 40 0,328 44,8739
4 80 0,313 47,3950
5 100 0,257 56,8067
Kontrol - 0,595 -
60,0000
30,0000
a
S
A3 40,0000
e v =0221x + 33,185
é Rz=0_8921
™ 30,0000
.é 20,0000
=
" 10,0000
0,0000
] 20 40 &0 &0 100 120

Konzentrazi Sampel

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada F2 Duplo Intraseluler

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

% Aktivitas Antioksidan = Absorbanst Kontrol X 100%

) _ 0,595 - 0,402 . _ o
1 Konsentrasi 10 ppm 0595 X 100% 32,4370 %
. _ 0,595 - 0,359 . _ 0
2. Konsentrasi 20 ppm 03595 X 100% 39,6639 %
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0,595 -0,328

3. Konsentrasi 40 ppm 0.595 X 100% =44,8739 %
_ 0,595 - 0,313
4. Konsentrasi 80 ppm = 0595 X 100% = 47,3950 %
. 0,595 - 0,257
5. Konsentrasi 100 ppm = 0595 X 100% = 56,8067 %
Perhitungan nilai I1Csp :
y = ax+b
-b 50-b
|C50 = y— =
a a
50 - 33,185
- 0,221
= 76,0859

ICs0 F2 duplo intraseluler adalah 76,0859 ug/mL
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Triplo

N . . L
0 Konsentrasi (ug/mL) Absorbansi Aktvitas Antioksidan (%)
1 10 0,414 30,4202
2 20 0,368 38,1513
3 40 0,335 43,6975
4 80 0,313 47,3950
5 100 0,256 56,9748
Kontrol - 0,595 -
60,0000
50,0000
g
b
L 40,0000 . .
g y=02454x + 31,059
H R2=0.9115
w 30,0000
£ 20,0000
e
" 10,0000
0,0000
0 20 40 60 80 100 120

Perhitungan Aktivitas Antioksidan pada F2 Triplo Intraseluler

% Aktivitas Antioksidan =

1 Konsentrasi 10 ppm

2. Konsentrasi 20 ppm

Konsentrasi Sampel

Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

X 100%

Absorbansi Kontrol

0,595 - 0,414

X 100%

0,595

0,595 - 0,368

0,595

X 100%

= 30,4202 %

= 38,1513 %
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0,595 - 0,335

3. Konsentrasi 40 ppm 0.595 X 100% =43,6975 %
. 0,595 -0,313
4. Konsentrasi 80 ppm = 0595 X 100% = 47,3950 %
_ 0,595 - 0,256
5. Konsentrasi 100 ppm = 0595 X 100% =56,9748 %
Perhitungan nilai I1Csp :
y = ax+b
-b 50-b
|C50 = y— =
a a
50 - 31,059
- 0,2454
= 77,1841

ICso F2 Triplo intraseluler adalah 77,1841 pg/mL
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Lampiran 37. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Sederhana dari Isolat ETH
7(1)

Penampakan Enterobacter aerogenes secara morfologi di bawah mikroskop
dengan pembesaran 100x

SRR e

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

Kingdom = Prokariota

Divisi = Proteobakteria

Kelas = Gamma Proteobacteria
Ordo = Enterobacteriales
Famili = Enterobacteriaceae
Genus = Enterobacter

Spesies = Enterobacter sp
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Lampiran 39. Urutan Nukleotida dan Kromatogram Isolat ETH 7(1) dari Hasil
Gabungan (contig) pada Program DNA Baser

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

>Bakteri Symbion Teripang Barru
TTTGCCGGCGAGCGGCEGACGGETGAGTARTGTCTCGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGA
AACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCARAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATG
TGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGA
GGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTARAAGTACTTTC
AGCGGGGAGGAAGGCGTTGAGGTTAATAACCTCAGCGATTGACGTTACCCGCAGAAGARGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCARGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCAC
GCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAARATCCCCGGECTCAACCTGGGARCTGCATTCCARACTGGCAGE
CTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC
GGTGGCGRAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGA
GCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTARAACTCARATGARTTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCARCGCGAAGARCCTTACCTACTCTTGACATCCA
GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTTGTGARATGTTGGGTTARGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTNGGC
CGGGARCTCAARAGGAGACTGCCAGTGATARACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCARGTCATCATGGCCC
TTA

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

LLEELLL I CLLL LR L e L L L LT L

BTTGCCGGCGAGCGGCGG&CGGGTGRGTAATGTCTGGGANKT

TT16CC6aCaAGCERCERACERETGAGTARI G1CTGaEAMCT
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S mn B Annl  RRRR R n s, nn! RTTLE n!nulu!l!ul!n!!!!
TCT GGGAAACT KCCT 6 AT 6 GAGHAG AA K47 8 G AACGGTAGCTAATAC

‘ U M el W'ﬂ*‘oﬁ) W i

GICTGGGAA“CTGCCTGATGGAGGGGGMAACT&CTGGAAA(GG!AGCTAATAC

%!u!l!!a.uu!!!ll!m!!u o L LLEPRR LR ELE L EE T LLLEELLELLE ELEE LT

TTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT GTCTGGGAMCTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGT AGCTAATAC

TT70CCeaCAGCaaCaaACTRaTCAGTART GTCTGEG A RCTCCIGATGOACEEGOATAACTACT GGARACEGT AGCT AAT AC

n!nnsn ..... LELLLLY. !!!l nnn !! u!!l!un!l !nn!u! LILE] i A L n in, n!! BAR.nn
GCARAATGT §GCAAGHACCAAAGAGH TAGCTAGTAGR T

l Ll MWL‘ A lu;Hl

CGCATAAT GT CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCT TGCCATCATATGT GCCCAGAT GGGATTAGCTAGTAGGT GG

1!!!!!u.gl!!!!l!u!l!l!!!!!!!!u!!!!!!!!!!!!!!!l!!!!!ul!!!ll!!!.l!!!uu!!!a!!!!!u!!!!!

CGCATAACGT CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGG!

CGCA' AACGT CGCAAGACCAAAGAGGGGGACCT TCGGGCCTC 1GCCATCAGATG!GCCCAGAIGGGATTAGCTAGT AGGTGG

S ELLEETL AL L L e T L LT EL LT e L EER T See L T L I P P L
T GHTAACG CTRACCTAGHCGACGATCCCTAGCT TG GAGHAT GACCAGCCACACTHGAACT GACACGGTCCAG

i mn

Y VAL
GTGGGGTAACGGCT CACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT CCAG Y

Bl
LU EEERL DR LR LR LR LR L L L LR LR L L R L L LD LR LR

GTGGGGTAACGGCT CACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT CCAG,

A L A A A A AL A ) A A LA
GTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGAT CCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTG GAACT GAGACACGGTCCAG.

S PR LI LLL LT TR SSELELEY ELLEELEUT L L PR | 1.1 F1 PP P PT L L P CLEELLELLLEL T
5GTCCAGACTCCTACGGGAGHCAGCAGT AGGGAATATT GCACAAT AGGCGCAAGCCTGAT GCAGCCATGCCGCGTGTAT GAAGA

Dt

3GTCCAGAC CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA“TATTGCACAATGGGCGCAAGCC!GATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGA

E%!!I!l!l!!l!l!lI!!!!!l!!!!l!l!!!!ll.ua!!ll;!!!!!l!l!!!l!!!!!!!!!!u!l!!!!!ll!l!!!!!-

GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGA

T CCAGACTCCIACCOGAGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAAT GGOCGCAAGCCT GATGCAGCCATGCCGCET GTAT GAAGA
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b
TR BT PETT L L1 I T P S S i o e T | TS e e v L
AGAAGHCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGATGTTGAGGTTAATAACCTCAGCTATTGACGTTACCCGCAG

i!!!!!aa!!!!!!!!!l!l!.u!!!!!!au!!!!!!!!lﬂ!!n!!!!!!!!!l!!!!!!!!!!l!!!!!!l!a!!l!!!!!!

AGARGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT TCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGAGGTTAATAACCTCAGCGATTGACGTTACCCGCAG

R RAGECCTTCaaaIT I ARAGTACTT TCAGCCEa0ACEAAGECaTTEAGEITARLAACEICAGEATT GACCTTACCEGEAC
[ S S RS R A M AR PSS A R A R A R S AR LB A AR AR AR S RS

-
;;-!n_Hn.!n!u.na!n.!!!u!n!!!n.u!.n!!ﬂun.nu!na L L T T E L e N e L L LT
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAG

bl XA X = LTSN W o N Bl X A A £ A AR A
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA&TTACTGGGCGTAAAG

“Asnnekaecacces

ud!!!!!!!!!!!l!!!!l!!!!!l!!!!!!!!!!!!!!!!!ﬂ!l!!!5!!!!!!!!!!!!!5!!!!!l!!!!!!!ﬁ!!!!!!!

CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAG

(AGAAGAAGCACCGGCTAAC!CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA!TACTGGGCGTAAAG

|l
Lzl

L L L T L T L LT L L L L L L L LL I L T P T TP | s | P T
AGCGCACGCAGGCGGTCTGT CAAGTCGGATGT GAAAT CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGARACTGGCAGGCTAGAGT (

nd!!!!!!!!B!!!!!!!!!!!E!!!a!l!!!!!!!!!!l!!!!!!!!!B!!!B!!!!l!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!n!!

AGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGT CGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGT(

E:’MMl!!!!!!MMMMMMMl!!l!!!!MMH!!H!!MMM!M!!l!l!!!!!!HBI!M!!!M!!!M!M

GICTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGT AGAGATCT GGAGGAATACCGGTGGCGAAGRCGGCCCC
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Lampiran 40. Hasil BLAST Sekuens Protein ETH 7(1)

Max  Total Query E Per, | Acc.

Desc'rulm MENWE Score Score Cover value dert  Len | Accesson
v . v v v v

Enterobacter cloacae strain AHt 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Erferchactercl.. 2071 2071 100% 00 99%1% 1436 MT8133611
Enterobacter sp. strain LSB18 165 rbosomsal RNA gene, partial sequence Erterobactersp. 2071 2071 100% 00 9981% 1382 MKE005321
Enterobacter mori strain PANAT 16S ribosomal RNA gene partial sequence Enfercbactermori 2071 2071 100% 00 999M% 1457 MI0202921
Enterobacter tabaci strain 54 163 rkosomal RNA gene, parial sequence i rmor 2071 2071 100% 00 9991% 1455  MNGST7204
Entercbacter sp. 18413 DNA, complete genome Erferobacter sp... 2071 16386 100% 00 9991% 4652325 APO196341
M Enterobscter chacae strsi osomal RNA oene, padial sequence Erterobactercl.. 2071 2071 100% 00 9981% 1481 MGI744031
Enterobacter sp. strain DMKU-RP206 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Ertercbactersp. 2071 2071 100% 00 9991% 1507 MF1252811
Enterobacter sp. DBMS3 165 rbosomal RNA gene, partiel sequence Enterobactersp.. 2071 2071 100% 00 9981% 1412 KT9574401
Enterobacter ashuriae voucher STSE 168 riboscmal RNA aene, partial sequance et ras.. 2071 2071 100% 00 9991% 1438 KI2870731
Enterobacter cloacae complex sp. 35734 chromosome 1, complete sequence Enterobacterro.. 2071 16444 100% 00 99.91% 5017269 CPO121621
Enterobacter sp. UWRF0426 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Erdercbacter sp.. 2071 2071 100% 00 9991% 1383 KR1896421
Enterobacter asbuiae strain CAV1043, complete genome Enterobacteras.. 2071 16364 100% 00 99.91% 4753402 CPONS911
Enterobacter sp RUCE1 16 ribosomal RNA gene, partial sequence Erfercbacter sp., 2071 2071 100% 00 9991% 1499 KMB708081
Enterobacter sp, strain 205 b 42,5 168 ribosomal RNA gene. pertial sequence Entercbactersp, 2071 2071 100% 00 9981% 1472 QNg4S4194
Enterobacter sp. strain 43 4 2 39 16S rbosomal RNA gens, partial sequence Erterobacter sp. 2071 2071 100% 00 9991% 1475 ONB452641
Enterobacter sp. strain 37_b_42_5 165 ribosomal RNA gene narial sequence Enterobactersp, 2071 2071 100% 00 9981% 1474 QNB452521
Uncutured Erderabacter sp. clone ND2 165 rbosamal RNA gene, partial sequence uncultured Ente.. 2071 2071 100% 00 9991% 1464 JQIIBO4T1
Enterobacter cloacae isolate 96 genome sssembly, chromosome: main Entercbactercl.. 2071 16425 100% 00 99.91% 4854366 QWGGXTE41
Enterobacter cloacae isclate 96 genome assembly, chromosome: main Erterobactercl... 2071 16425 100% 00 9991% 4802485 O\\B489741
Enterobscter chacae isolate 96 genome assembly, chromosome: main Enterobactercl.. 2071 16425 100% 00 99.91% 4892224 QG477
Enderobacter roggenkami strain Ek140 chromasome, complete genome Entercbacterro.. 2071 16394 100% 00 9981% 4953128 CPO951801

k . stra 65 rbosomal RNA gene, harial sequence Erterchactersn. 2071 2071 100% 00 9991% 1474 OMOGDS0S1
Uneutured bacterium clone 216002-244 165 ribosomal RNA gene, partial sequence uncutwedbact.. 2071 2071 100% 00 9991% 1484 JQS409651
ngutured bacterium clons ihosomal RINA pene, partial sequence yncutwedbact.. 2071 2071 100% 00 9991% 1464 Q3402471
Enterobacter sp. strain Guang Xi tomato isolate K7 16S ribosomal RNA gene, partial sequance Erferobacter sp. 2071 2071 100% 00 9991% 1503 MW765383.1
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Lampiran 41. Pohon Filogenik Berdasarkan Sekuens DNA Pengkode 16S rRNA
dari Isolat Bakteri ETH 7(1) dengan sekuens DNA Pengkode 16S
rRNA bakteri Genebank
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Lampiran 42. Dokumentasi Penelitian

Isolasi Bakteri
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Sterilisasi Alat dan Bahan dengan Autoclave
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Proses Sentrifugasi

Hasil Fraksinasi
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Proses Dialisis

Proses Hidrolisis
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Proses Prosedur 16S rRNA
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Dialisat Protein

Hidrolisat Protein
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Uji Toksisitas BSLT
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Pengujian Aktivitas Antioksidan

161



