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Lampiran 2.  Lokasi Pengambilan Sampel Alga Merah Eucheuma spinosum 
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Lampiran 3. Hasil Uji Identifikasi Spesies Alga Merah Eucheuma spinosum 
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Lampiran 4. Bagan Kerja Penelitian  

 
1. Isolasi Bakteri Simbion Alga Merah Eucheuma spinosum 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2. Penentuan Waktu Pertumbuhan Optimum Bakteri Simbion Alga Merah 

Eucheuma spinosum kode FP51A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suspensi Bakteri 

- diambil sebanyak 1 mL. 

- dimasukkan ke dalam 9 mL air laut dalam tabung reaksi.  

- dilakukan pengenceran bertingkat 10-1 s.d 10-6. 

- dipipet sebanyak 100 micro dari masing-masing pengenceran. 

- ditumbuhkan pada media padat LB. 

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

- diamati hasil. 

- koloni tunggal yang diperoleh ditumbuhkan kembali ke media 

padat LB dengan metode kuadran dan diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 24 jam. 

- ditumbuhkan kembali ke media spesifik dan diinkubasi pada suhu 

37oC selama 24 jam.  

 Isolat bakteri spesifik 
 L-asparaginase murni 

 

Isolat bakteri 

- diambil sebanyak 1-2 ose. 

- dimasukkan ke dalam media inokulum steril dengan konsentrasi 

substrat L-asparagin 1%. 

- diinkubasi dalam shaker incubator pada 150 rpm dan suhu 37 oC 

selama 24 jam. 

 

- dimasukkan sebanyak 10% ke dalam Erlenmeyer yang berisi media 

produksi. 

- diinkubasi dengan shaker incubator pada 150 rpm dan suhu 37 oC 

selama ± 3 hari. 

- dilakukan sampling setiap 6 jam untuk analisis Optical Density. 

- diamati pertumbuhan dengan spektronik 20D+ pada panjang 

maksimum gelombang 600 nm. 

 
Data 

 

Inokulum Aktif 
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3. Produksi Enzim L-asparaginase. 

  

- diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 1000 mL media produksi. 

- diinkubasi pada suhu 37 °C dalam shaker incubator selama waktu 

optimum. 

- disentrifugasi pada 8.000 rpm dan suhu 4 °C selama 30 menit. 

 

Isolat Murni 

Filtrat 

Ekstrak kasar 
enzim  

Kultur Bakteri 

- diukur kadar protein dan aktivitas enzim. 

- disimpan dalam lemari es untuk proses selanjutnya. 
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4. Fraksinasi Enzim L-asparaginase dengan Amonium Sulfat. 

 

 

 

- ditambahkan larutan amonium sulfat kejenuhan 0-40%. 

- disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 

4°C selama 30 menit. 

 

  

- ditambahkan larutan amonium sulfat kejenuhan 40-60%. 

- disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4 °C selama 

30 menit 

 

 

 

 

-  ditambahkan amonium sulfat 60-80% kejenuhan. 

-  disentrufugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4 °C 

selama 30 menit.  

 

 

 

 

 

 

  

Filtrat Ekstrak Kasar Enzim 

Filtrat (S1) Fraksi enzim 

Filtrat (S2) Fraksi enzim (F2) 

Filtrat (S3) Fraksi enzim (F3) 

- dihitung kadar protein dan aktivitas enzim. 

- disimpan untuk dilakukan dialisis. 
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5. Bagan Kerja Dialisis 

  

 

 

 

- dilarutkan dalam sejumlah buffer B. 

- dimasukkan ke dalam membran selofan. 

- diikat bagian atas dan bawah membran selofan 

yang telah diisi Fraksi enzim F1. 

 

 

 

- direndam ke dalam gelas kimia berisi 500 mL buffer C. 

- diaduk menggunakan magnetic stirrer, dialisis 

berakhir saat larutan buffer C tidak lagi berwarna. 

- Membran selofan berisi fraksi enzim dikeluarkan dari 

larutan buffer. 

- Fraksi enzim dikeluarkan dari membran selofan, lalu 

dimasukkan ke dalam vial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: dilakukan prosedur yang sama untuk fraksi enzim F2 dan F3. 

  

Fraksi Enzim F1 

Dialisat Enzim 

Diuji kadar 
protein 

Diuji aktivitas 
enzim 

Data kadar protein Data aktivitas enzim 

Fraksi Enzim F1 dalam membran selofan. 
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6. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

  

 

 

- dimasukkan ke dalam tabung reaksi. 

- ditambahkan 2,75 mL reagen Lowry B. 

- dihomogenkan, lalu didiamkan selama 15 menit pada suhu 

ruangan. 

- ditambahkan 0,25 mL reagen Lowry A. 

- dihomogenkan dengan cepat, lalu didiamkan selama 30 menit 

pada suhu ruangan. 

- diukur absorbansinya pada ʎmax. 

 

  

 

Catatan:  

- dilakukan prosedur yang sama untuk fraksi enzim F2 dan F3 serta larutan 

blanko dan standar BSA. 

- ditentukan kadar protein dari data absorbansi yang diperoleh. 

 

 

  

2 mL fraksi enzim (F1) 

Data Absorban 
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7. Penentuan Aktivitas Enzim L-asparaginase dengan Metode Nessler 

  

 

 

- diambil 0,5 mL 

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

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

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C. 

- ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M. 

- didiamkan selama 15 menit. 

  

  

 

 

 

 

 

- diambil 0,5 mL 

- ditambahkan 4 mL akuabides 

- ditambahkan 0,5 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit 

- diukur absorbansinya pada 

ʎmax 

     

 

 

 

Catatan: 

- Dilakukan prosedur yang sama menggunakan standar NH4Cl 0,01; 0,02; 0,04; 

0,08 dan 0,16 mg/L dimulai dari tahap perlakuan pada filtrat. 

- Dihitung aktivitas enzim L-asparaginase dari data absorbansi yang diperoleh. 

 

  

Dialisat Enzim 

Endapan Filtrat 

Data Absorban 
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8. Karakterisasi Aktivitas Enzim L-asparaginase 

 
a. Karakterisasi Pengaruh pH terhadap Aktivitas Enzim L-asparaginase 

  

 

 

 

- dimasukkan ke dalam 5 tabung reaksi masing-masing sebanyak 0,5 mL. 

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

- ditambahkan 0,5 mL buffer tris-HCl 0,05 M dengan variasi pH 6,7,8,9 

dan 10. 

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu optimum. 

- ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M. 

- didiamkan selama 15 menit. 

 

  

 

 

- diambil 0,5 mL. 

- ditambahkan 4 mL akuabides. 

- ditambahkan 0,5 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit. 

- diukur absorbansinya pada ʎmax 

 

 

Catatan:  

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang diperoleh. 

  

Dialisat Enzim 

Endapan Filtrat 

Data Absorban 
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b. Karakterisasi Pengaruh Suhu terhadap Aktivitas Enzim L-asparaginase 

 

 

 

- dimasukkan ke dalam 4 tabung reaksi masing-masing sebanyak 

0,5 mL 

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

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

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 27 °C, 37 °C, 47 °C  dan 57 

°C 

- ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M 

- didiamkan selama 15 menit 

 

 

 

 

- diambil 0,5 mL 

- ditambahkan 4 mL akuabides 

- ditambahkan 0,5 mL Nessler 

- didiamkan selama 15 menit 

- diukur absorbansinya pada ʎmax 

  

 

Ket: Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan. 

  

Dialisat Enzim 

Data Absorban 

Filtrat Endapan 
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9. Uji Aktivitas Antibakteri Enzim L-asparaginase 

 

  

 

- Diremajakan pada media NA miring dalam tabung reaksi sel 1x24 

jam pada suhu 37°C. 

 

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

- dilakukan pengenceran suspense bakteri uji hingga diperoleh 

transmitan 25% terhadap blanko  NaCl 0,9%. 

- disamakan kekeruhannya dengan tabung 0,5 Mac Farland. 

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

 

 

- sebanyak  6 kertas cakram yang telah dicelupkan pada tiap fraksi 

enzim,  kontrol (+) dan kontrol (-) diletakkan di atas media MHA. 

- diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37 °C 

- diukur  zona hambatan menggunakan mistar geser dalam satuan 

millimeter. 

 

 

  

Bakteri (Escherichia coli dan Staphylococus aerus) 

Koloni Bakteri 

Media Uji 

Data 
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Lampiran 5. Pembuatan Reagen Lowry 
 

Pereaksi: 

a. Pereaksi Lowry A 

 Pada pembuatan Lowry A dilakukan dengan cara pencampuran antara Folin-

Ciocalteu dan akuades dengan perbandingan 1:1 dan dibuat sebanyak 100 mL.  

b. Pereaksi Lowry B 

 Pada pembuatan Lowry B dibuat dengan cara pencampuran antara Na2CO3 

2% dalam NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2%, CuSO4.5H2O 1% dengan perbandingan 

100:1:1, yaitu diambil larutan Na2CO3 2% dalam NaOH 0,1 N sebanyak 100 mL, 

Na-K-Tartat 2% sebanyak 1 mL, dan CuSO4.5H2O 1% lalu dihomogenkan.  

Larutan Contoh: 

- Dipipet 2 mL larutan sampel dan ditambahkan 2,75 mL Lowry B, 

dihomogenkan dan didiamkan selama 15 menit pada suhu ruangan. 

- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan segera dihomogenkan. 

- Disimpan selama 30 menit pada suhu ruangan, lalu diukur absorbannya 

pada panjang gelombang maksimum. 

Larutan Baku: 

- Ditimbang dengan teliti BSA untuk membuat reagen 1 mg/mL, lalu 

diencerkan dengan variasi konsentrasi 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 dan 0,16 

mg/mL. 

- Perlakuan larutan standar tersebut seperti pada larutan contoh.  
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Lampiran 6. Pembuatan Reagen Uji 
 

1. Larutan Buffer Tris-HCl 

a. Prosedur Pembuatan Larutan Buffer B (Tris-HCl 0,1 M pH 8,3; NaCl 0,2 M dan 

CaCl2 0,01 M) 

  1. Ditimbang 6,05 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH2OH)3), lalu 

dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL. 

  2. Ditambahkan HCl 0,2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya sampai 

mencapai 8,3. 

  3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 g dan 0,555 g CaCl2 dan 

dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades. 

b. Prosedur Pembuatan Larutan Buffer C (Tris-HCl 0,01 M pH 8,3; NaCl 0,2 M dan 

CaCl2 0,01 M) 

  1. Ditimbang 0,605 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH2OH)3), lalu 

dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL. 

  2. Ditambahkan HCl 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya sampai mencapai 

8,3. 

  3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 g dan 0,555 g CaCl2 dan 

dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades. 

2. Pembuatan Reagen Nessler 

Prosedur pembuatan larutan Nessler dilakukan dengan cara sebagai berikut : 

1. ditimbang NaOH sebanyak 16 gram, lalu dilarutkan dengan akuades hingga 

larut dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. 

2. dilarutkan 7 g KI dalam akuades. 

3. dilarutkan 10 g HgCl2 dalam akuades. 

4. dimasukkan campuran KI dan HgCl2 ke dalam larutan NaOH dalam labu ukur 

100 mL. 

5. ditambahkan akuades hingga garis batas kalibrasi. 

6. dihomogenkan dan disimpan dalam botol reagen berwarna gelap. 
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Lampiran 7. Data Hasil Penentuan Waktu Pertumbuhan Optimum Isolat Bakteri 
Simbion FP51A 

 

Waktu 

Fermentasi 

(jam) 

Absorbansi 

Kadar 

Protein 

(mg/mL) 

Absorbansi 

Aktivitas 

Spesifik 

(U/mg) 

OD 

0 0,403 0,086 0,051 46,588 0,055 

3 0,423 0,091 0,058 51,261 0,153 

6 0,379 0,080 0,066 67,220 0,153 

9 0,373 0,079 0,063 64,334 0,155 

12 0,368 0,078 0,059 60,562 0,162 

18 0,359 0,076 0,075 81,915 0,254 

24 0,341 0,071 0,202 252,074 0,612 

30 0,365 0,077 0,307 360,177 0,875 

42 0,346 0,072 0,322 401,403 1,025 

54 0,331 0,069 0,152 193,564 0,149 
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Lampiran 8. Penentuan Kurva Standar. 
 

1. Larutan Standar BSA pada panjang gelombang (λ) 733 nm 

Nomor Konsentrasi BSA (mg/mL) Absorbansi 

1. 0,01 0,065 

2. 0,02 0,117 

3. 0,04 0,228 

4. 0,08 0,407 

5. 0,16 0,694 

 

 

y = 4.1685x + 0.0437
R² = 0.9924
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2. Larutan Standar NH4Cl pada panjang gelombang (λ) 401 nm 

Nomor Konsentrasi NH4Cl (mg/mL) Absorbansi  

1. 0,01 0,091 

2. 0,02 0,160 

3. 0,04 0,320 

4. 0,08 0,660 

5. 0,16 1,351 

 

 

  

y = 8.4534x - 0.0077
R² = 0.9996
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Lampiran 9. Perhitungan Jumlah Penambahan Amonium Sulfat pada Fraksinasi 
Bertingkat 

 

Fraksi Enzim Volume Filtrat (mL) 
Bobot Amonium 

Sulfat (gram) 

Ekstrak Kasar 800 0 

(F1) 0-40% 800 180,8 

(F2) 40-60% 800 96 

(F3) 60-80% 800 103,2 

 

Perhitungan penambahan garam amonium sulfat sebagai berikut: 

 

a. (F1) 0-40%      = 226 gram x 800 mL/1000 mL= 180,8 gram 

b. (F2) 40-60%    = 120 gram x 800 mL/1000 mL= 96 gram 

c. (F3) 60-80%    = 129 gram x 770 mL/1000 mL= 99,33 gram 
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Lampiran 10. Tabel Tingkat Kejenuhan Amonium Sulfat 
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Lampiran 11. Data Hasil Perhitungan Pengukuran Kadar Protein Dialisat Enzim L-
asparaginase 

 

Sampel Enzim Absorbansi FP Kadar Protein (mg/mL) 

Ekstrak Kasar 0,563 50 6,229 
Dialisat 0-40% 0,478 50 5,209 

Dialisat 40-60% 0,533 50 5,863 
Dialisat 60-80% 0,448 100 9,687 

 

Data pada tabel di atas di peroleh dengan cara: 

Persamaan regresi kurva larutan standar BSA adalah y = 4,1685x + 0,0437 

XEK = 
y- 0,0437 

4,1685
 =  

0,563 - 0,0437 

4,1685
 = 0,1246 mg/mL x 50 = 6,229 mg/mL 

XD1 = 
y- 0,0437 

4,1685
 =  

0,478 - 0,0437 

4,1685
 = 0,1042 mg/mL x 50 = 5,209 mg/mL 

XD2 = 
y- 0,0437 

4,1685
 =  

0,533 - 0,0437 

4,1685
= 0,1173 mg/mL x 50 = 5,863 mg/mL 

XD3 = 
y- 0,0437 

4,1685
 =  

0,448 - 0,0437 

4,1685
 = 0,0969 mg/mL x 100 = 9,687 mg/mL 

Keterangan: masing-masing dkalikan dengan faktor pengenceran (fp = 50). 
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Lampiran 12. Perhitungan Pengukuran Aktivitas Dialisat Enzim L-asparaginase 
 

Sampel Enzim Absorbansi FP 
Aktivitas Enzim 

(U/mL) 
Aktivitas Spesifik 

(U/mg) 

Ekstrak Kasar 0,785 4 73,414 11,786 
Dialisat 
0-40% 

0,560 4 4,206 0,807 

Dialisat 
40-60% 

0,875 4 6,540 1,1154 

Dialisat 
60-80% 

0,663 4 4,965 0,5126 

 

 

Aktivitas Enzim (U/mL) = 
y-b

a
 x 

Vtotal

Vhidrolisis
 x 

1

Venzim x tinkubasi
 x

1

BM 
 X 1000 X FP 

 

Persamaan regresi kurva larutan standar NH4Cl, y = 8.4534x - 0.0077 

dimana y adalah absorbansi aktivitas enzim  

 

XEK = 
0,785 + 0,0077 

8,4534
 x  

2

0,5
 x 

1 

0,5 x 30
  x  

1

17,031
  X 1000 X 4 = 73,414 U/mL  

X1 = 
0,560 + 0,0077 

8,4534
 x  

2

0,5
 x 

1 

0,5 x 30
 x  

1

17,031
  X 1000 X 4 = 4,206 U/mL  

X2 = 
0,875 + 0,0077 

8,4534
x  

2

0,5
 x 

1 

0,5 x 30
 x  

1

17,031
  X 1000 X 4 = 6,540 U/mL  

X3 = 
0,663 + 0,0077 

8,4534
 x  

2

0,5
 x 

1 

0,5 x 30
 x  

1

17,031
  X 1000 X 4 = 4,965 U/mL  

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

kadar protein dalam sampel (mg/mL)
  

= 
73,414 

6,229
  U/mg 

= 11,786 U/mg  
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Lampiran 13. Karakterisasi Aktivitas Enzim L-asparaginase dari Bakteri Simbion 
Alga Merah Eucheuma spinosum kode FP51A 

 
1. Aktivitas Enzim L-asparaginase terhadap Pengaruh Variasi Suhu 

 

No pH Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL) 

1. 6 1,203 8,97 

2. 7 0,212 9,04 

3. 8 1,250 9,32 

4. 9 1,239 9,24 

5. 10 1,224 9,13 

 
2. Aktivitas Enzim L-asparaginase terhadap Pengaruh Variasi  

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

1. 27 1,223 9,12 

2. 37 1,276 9,51 

3. 47 1,211 9,03 

4. 57 1,148 8,56 
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Lampiran 14. Tabel Harga Probit  
 

% 

Probit 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 - 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66 

10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,93 3,95 4,01 4,05 4,08 4,12 

20 4,17 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45 

30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72 

40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97 

50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23 

60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5,44 5,47 5,50 

70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81 

80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23 

90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33 

99 

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

7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,55 7,66 7,75 7,88 8,09 
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Lampiran 15. Data Hasil Uji Toksisitas Dialisat Enzim L-asparaginase dengan 
Metode BSLT 

 

Sampel Uji 
Konsentrasi (ppm) 

10 100 500 

EK 

0 0 9 

1 1 9 

1 2 10 

Rata-Rata yang mati 0,67 1 9,33 

% Kematian 7 10 93 

Dialisat 0-40% 

0 0 3 

0 1 7 

0 1 7 

Rata-Rata yang mati 0 0,67 5,67 

% Kematian 0 7 57 

Dialisat 40-60% 

0 1 5 

0 2 6 

1 2 7 

Rata-Rata yang mati 0,33 1,67 6 

% Kematian 3 17 60 

Dialisat 60-80% 

0 0 7 

0 0 8 

0 0 9 

Rata-Rata yang mati 0 0 8 

% Kematian 0 0 80 

Kontrol 

0 0 0 

0 0 0 

0 0 0 

Rata-Rata yang mati 0 0 0 

Jumlah Larva Awal 10 10 10 
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Lampiran 16. Perhitungan LC50 Hasil Uji Toksisitas Enzim L-asparaginase dengan 
Metode BSLT 

 

Ekstrak Kasar Enzim (EK) 

Log Konsentrasi (X) % Kematian Nilai Probit (Y) 

1 7 3,52 

2 10 3,73 

2,699 93 6,48 

 

 

 

y = 1,6368x + 1,4673 

 

X= 
Y+1,4673

1,6368
 (untuk mendapatkan 50% maka nilai probitnya, Y = 5) 

 

 X   =   2,158 

 

LC50 = Antilog (2,158) = 144,0 ppm (Sedang) 

  

y = 1,6368x + 1,4673
R² = 0,7161
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Lampiran 17. Dokumentasi Penelitian 
 

         
(Proses Sampling) 

 

 

           
(Proses Penimbangan) 

 

 

       
(Proses Isolasi Bakteri dalam Media cair LB) 
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(Pembuatan Media padat Spesifik Enzim L-asparaginase) 

 

 

        
(Pengukuran Larutan Standar BSA & NH4Cl pada λ Maksimum) 

 

 

        
Pengukuran OD (Optical Density) untuk Menentukan Waktu Optimum 

Pertumbuhan Bakteri 
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(Sentrifugasi Sampel Hasil OD) 

 
 

       
(Pengujian Kadar Protein dan Aktivitas Enzim Sampel OD) 

 

 
(Persiapan Produksi Enzim) 
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(Proses Fraksinasi Amonium Sulfat Bertingkat) 

 

          
(Proses Sentrifugasi Hasil Fraksinasi) 

 

        
(Pembuatan Larutan Buffer B dan C) 
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(Proses Dialisis Enzim) 

 

 

 
(Pembuatan Reagen Uji) 

 

 

         
(Pengukuran Aktivitas Dialisat Enzim L-asparaginase) 
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(Pengujian BSLT sebagai Uji Toksisitas Enzim L asparaginase) 

 
 

    
(Pengujian Aktivitas Antibakteri Enzim L-asparaginase) 

 

 

  
(Dokumentasi bersama teman-teman peneliti dan Analis Laboratorium) 

 

 


