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Lampiran 1. Diagram Alur Penelitian

Preparasi Sampel

! —>

Pembuatan Media

v >

Penyegaran sampel dalam Media Nutrient Broth

v

Isolasi Bakteri

!

Seleksi Isolat

|

Identifikasi Isolat

v

Penentuan Waktu Produksi Optimum

!

Produksi dan Ekstraksi Protein Bioaktif

A 4

Purifikasi Protein

v

Penentuan Kadar Protein

\ 4

Uji BSLT

|

Nutrient Broth

Nutrient Agar

Penyiapan Larva Udang

'

Pembuatan Larutan Kontrol

|

Pengujian Aktivitas
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Lampiran 2. Bagan Kerja Penyegaran Sampel dalam Media Nutrient Broth

Spons Petrosia alfiani

- ditimbang sebanyak 5 g dan dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer yang berisi 45 mL air laut steril (1:9)
- dishaker selama 2 jam dengan kecepatan 150 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

Ekstraseluler

Spons Laut

- dihaluskan dengan mortar
- disaring dengan air laut
- diambil supernatan (filtrat) sebanyak 5 mL

- dimasukkan ke dalam Erlenmeyer yang berisi

150 rpm pada suhu 37 °C 45 mL media NB steril (1:9)

- di shaker selama 24 jam dengan kecepatan
150 rpm pada suhu 37 °C

Intraseluler
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Lampiran 3. Bagan Kerja Isolasi dan Identifikasi Bakteri

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 1078, kemudian
ditumbuhkan pada media NA

diinkubasi selama 2 x 24 jam

koloni dengan zona bening yang stabil dimurnikan dengan

metode gores hingga diperoleh isolat murni

Isolat

murni

Pewarnaan Gram

b. Uji Biokimia

Uji Biokimia

Isolat Murni

Uji
SIM

Uii
TSIA

Sitrat Urea VP-MR Uji
Fermentasi

Karbohidrat

54



c¢. Pewarnaan Gram

Isolat Murni

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
- 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

Hasil Pengamatan
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Lampiran 4. Bagan Kerja Produksi dan Ekstraksi Protein Bioaktif

Isolat Murni

Kultur bakteri

- diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer yang
berisi 1000 mL media produksi

- diinkubasi pada suhu 37 °C di atas shaker inkubator selama 36
jam pada kecepatan 150 rpm

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

Filtrat Sel
- disimpan dalam - digerus
lemari es untuk - ditambahkan 50 mL buffer A
proses selanjutnya - pecahan sel dibeku-cairkan 2-3 kali
- disonikasi selama 3 x 10 menit dalam air es
Protein - disentrifugasi pada 5000 rpm dan suhu 4 °C
Ekstraseluler )
selama 30 menit
Endapan Ekstrak Kasar

- disimpan dalam lemari es untuk

proses selanjutnya.

Protein
Intraseluler
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Lampiran 5. Bagan Kerja Fraksinasi Protein Bioaktif dengan Amonium Sulfat

Filtrat Ekstrak Kasar

- ditambahkan amonium sulfat kejenuhan 0-20%
- disentrifugasi dengan kecepatan 12500 rpm pada

suhu 4 °C selama 20 menit

A 4 A 4
Supernatan (S1) Fraksi Protein (F1)

- ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 20-40%
- disentrifugasi dengan kecepatan 12500 rpm pada suhu 4 °C

selama 20 menit

| |

Supernatan (S2) Fraksi Protein (F2)

- ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 40-60%
- disentrifugasi dengan kecepatan 12500 rpm pada suhu 4 °C

selama 20 menit

| v

Supernatan (S3) Fraksi Protein (F3)

- ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 60-80 %
- disentrifugasi dengan kecepatan 12500 rpm pada suhu 4 °C

selama 20 menit

| '

Supernatan (54) Fraksi Protein (F4)

Masing-masing fraksi:

- ditambahkan buffer B
- didialisis dalam kantong selofan dengan mengguakan buffer C

- dihitung kadar protein dan diuji bioaktivitasnya.
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Lampiran 6. Bagan Kerja Dialisis

Fraksi 0-20 % kejenuhan (F1)

- ditambahkan buffer B

- dimasukkan ke dalam kantong selofan

Fraksi protein dala

m kantong selofan

- direndam dalam 500 mL buffer C, diaduk dengan
magnetic stirrer selama 3 jam

- dialisis berakhir jika buffer C sudah tidak terdapat
endapan

- kantong selofan dikeluarkan dari buffer

- fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu

dimasukkan ke dalam vial

Dialisat protein

- diukur kadar protein

- diuji aktivitas antikanker

Data

Catatan : Perlakuan yang sama untuk F2, F3 dan F4.
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Lampiran 7. Prosedur Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry

2 mL Larutan Fraksi

- ditambahkan 2,75 mL reagen Lowry B, dihomogenkan
- didiamkan pada suhu kamar selama 15 menit
- ditambahkan 0,25 mL reagen Lowry A, dihomogenkan
- didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit

- diukur absorbansinya pada A maks (660 nm)

Data Absorban

Catatan : Perlakuan yang sama untuk larutan blanko dan larutan standar BSA.
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Lampiran 8. Bagan Kerja Hidrolisis Enzimatis Protein

Fraksi dengan kadar protein tertinggi

diencerkan menjadi larutan 3%

dihidrolisis dengan enzim pepsin dengan perbandingan
enzim dan substrat 3:100 pada 37 °C pH 2

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

disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 4 °C selama 20

menit

Endapan

Supernatan
(Hidrolisat protein)

- diukur derajat hidrolisisnya (DH)

- dilakukan uji antikanker

Data
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Lampiran 9. Uji Antikanker Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

a. Penyiapan Larva Udang

Telur udang Artemia salina

- dimasukkan ke wadah yang berisi air laut

- diaerasi dibawah cahaya lampu pijar 40-60 watt

- dinyalakan lampu selama 48 jam

Larva Udang

b. Pelaksanaan Uji

Senyawa Uji

- dibuat dalam konsentrasi 1 pg/mL, 10 pg/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.
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Lampiran 10. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry

Pereaksi:
1. Pereaksi Lowry A
Cara pembuatan Lowry A yakni dengan pencampuran antara folin
ciocalteus dan akuades dengan perbandingan 1 : 1 dan dibuat sebanyak
20 mL.
2. Pereaksi Lowry B
Cara pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran Na;CO3 2 % dalam
NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2 %, CuSO4.5H20 1 % dengan perbandingan
100 : 1 : 1, dimana diambil larutan Na,CO3 2 % dalam NaOH 0,1 N
sebanyak 100 mL, Na-K-Tartat 2 % sebanyak 1 mL, dan CuSO4.5H20 1 %
sebanyak 1 mL, kemudian dihomogenkan.
Larutan Contoh:
— dipipet 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 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 dan

0,32 mg/ mL.
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Lampiran 11. Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCI
A. Pembuatan larutan bufer A (Tris-HC1 0,1 M pH 8,3; NaCl 2 M; CaCl, 0,01 M,
B-merkaptoetanol 1 %, Triton X-100 0,5 %)
Prosedur pembuatan larutan:
1. Ditimbang 6,05 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH20H)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL
2. Kedalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan
HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3
3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 g dan 0,555 g CaCl,,
B-mercaptoetanol 5 mL dan triton X-100 2,5 mL dan dicukupkan

volumenya sampai 500 mL dengan akuades.

B. Pembuatan larutan buffer B (Tris-HCl 0,1 M pH 8,3; NaCl 0,2 M;
CaCl2 0,01 M)
Prosedur pembuatan larutan:
1. Ditimbang 3,025 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH20H)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 62,5 mL
2. Ke dalam 62,5 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana
ditambahkan HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga
mencapai 8,3
3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 2,925 g dan 0,2775 g CaCl:

dan dicukupkan volumenya sampai 250 mL dengan akuades.
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C. Pembuatan larutan buffer C (Tris-HCl1 0,01 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(CH2OH)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan
HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3.
Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 g dan 0,555 g CaCl;

dan dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades.
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Lampiran 12. Penentuan Serapan Maksimum (A maksimum)

A. Serapan Maksium (A maksimum) pada Konsentrasi BSA 0,08 mg/mL

Panjang Gelombang Absorban
(nm) (A)
600 0.350
610 0.356
620 0.355
630 0.362
640 0.366
650 0.371
660 0.379
670 0.372
680 0.371
690 0.365
700 0.357

B. Kurva A maksimum

0.385
0.38
0.375
0.37
0.365
0.36
0.355
0.35
0.345
0.34
0.335

Absorbansi (A)

A\ 4

600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
Panjang Gelombang (nm)




Lampiran 13. Kurva Standar Bovine Serum Albumin pada A 660 nm

0.8
0.7
0.6

=05

0.4

0.3

0.2

0.1

Absorbans

Konsentrasi BSA Absorbansi
(mg/mL) (A)
0 0
0.02 0.188
0.04 0.271
0.08 0.373
0.16 0.497
0.32 0.713

0.02 0.04

0.08 0.16
Konsentrasi BSA (mg/mL)

0.32
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Lampiran 14. Data hasil penentuan waktu produksi optimum protein bioaktif dari
bakteri simbion spons Petrosia alfiani dan nilai Optical Density

Waktu Kadar Protein Kadar Protein
No Fermentasi OD Ekstraseluler Intraseluler
(jam) (mg/mL) (mg/mL)

1 0 0,554 1,050 1,833

2 6 0,624 1,598 4,106

3 12 0,618 1,991 4,341

4 18 0,614 2,460 3,714

5 24 0,622 3,322 4,733

6 30 0,668 3,166 4,968

7 36 0,714 4,498 6,301

8 42 0,682 3,871 5,595

9 48 0,678 4,106 4,498

10 54 0,672 3,087 3,871

11 60 0,654 1,363 2,931
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Lampiran 15. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Ekstraseluler

(A660 nm)

No Waktu(;;(:lTentasi Absorban Ka(d;ll; /I:I:'I(i;ein
1 0 0.039 1,050
2 6 0.046 1,598
3 12 0.051 1,991
4 18 0.057 2,460
5 24 0.068 3,322
6 30 0.066 3,166
7 36 0.083 4,498
8 42 0.075 3,871
9 48 0.078 4,106
10 54 0.065 3,087
11 60 0.043 1,363

Contoh perhitungan penentuan kadar protein:

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar

y =0,1276x + 0,0256, dimana y = 0,083 adalah absorbansi protein ekstraseluler.

Diketahui y = 0.083, maka:

0,083 =0,1276x + 0,0256
0,1276x =0,083 —0,0256
0,1276x =0,0574

X = 0,4498 mg/mL

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengencaran (Fp = 10), sehingga:
X =0,4498 mg/mL x 10
= 4,498 mg/mL
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Lampiran 16. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Intraseluler

(A660 nm)
No Waktu(;;(:lTentasi Absorban Ka(d;ll; /I:I:'I(i;ein
1 0 0.049 1,833
2 6 0.078 4,106
3 12 0.081 4,341
4 18 0.073 3,714
5 24 0.086 4,733
6 30 0.089 4,968
7 36 0.106 6,301
8 42 0.097 5,595
9 48 0.083 4,498
10 54 0.075 3,871
11 60 0.063 2,931

Contoh perhitungan penentuan kadar protein:

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar

y =0,1276x + 0,0256, dimana y = 0,106 adalah absorbansi protein ekstraseluler.

Diketahui y = 0,106, maka:

0,106 =0,1276x + 0,0256
0,1276x =0,106 —0,0256
0,1276x =0,0804

X = 0,6301 mg/mL

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengencaran (Fp = 10), sehingga:
X =0,6301 mg/mL x 10
=6,301 mg/mL
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Lampiran 17. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi
berbagai Tingkat Kejenuhan

Jenis Protein Fraksi Protein | Bobot Amonium Sulfat (g)
F1 53
Protein F2 35,935
Ekstraseluler F3 57,96
F4 58,695
F1 5,3
Protein F2 4,181
Intraseluler F3 3,84
F4 3,87
Penambahan Amonium sulfat:
Protein Ekstraseluler
500 mL
FI = ——x106g = 53 gram
1000 mL
495 mL
F2 = x 113 g = 26,442 gram
1000 mL
483 mL
F3 = x 120 g = 57,96 gram
1000 mL
455 mL
F4 = x 129 g = 58,695 gram
1000 mL
Protein Intraseluler
50 mL
F1 = x 106 g = 5,3 gram
1000 mL
37 mL
F2 = x 113 g = 4,181 gram
1000 mL
32 mL
F3 = ——" x 120g = 3,84 gram
1000 mL
30 mL
F4 = x 129 g = 3,87 gram
1000 mL
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Lampiran 19. Pengukuran Kadar pada Setiap Tahap Pemurnian Fraksi Protein

Jenis Fraksi Kadar Protein Faktor Kadar Protein
. K Absorban Sebenarnya
Protein Protein (mg/mL) Pengenceran
(mg/mL)

F1 0.052 0.2068 10 2.0689

Protein F2 0.033 0.0579 10 0.5799

Ekstraseluler F3 0.031 0.0423 10 0.4231

F4 0.061 0.2774 10 2.7742

F1 0.089 0.4968 10 4.9686

Protein F2 0.272 1.9310 - 1.9310

Intraseluler F3 0.522 3.8902 - 3.8902

F4 0.456 3.3730 - 3.3730

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar

y =0,1276x + 0,0256, dimana y adalah absorbansi. Maka data pada tabel di atas

diperoleh dengan cara:

Protein Ekstraseluler

y-0.0256  0.052-0.0256
X = =0.2068 mg/mL
' 01276 0.1276 &
y-0.0256  0.033-0.0256
X2 = =0.0579 mg/mL
0.1276 0.1276
-0.0256  0.031-0.0256
5=2 = 0.0423 mg/mL
0.1276 0.1276
y-0.0256  0.061-0.0256
4= =0.2774 mg/mL
0.1276 0.1276
Protein Intraseluler
y-0.0256  0.089 - 0.0256
= =04 mg/mL
' 01276 0.1276 0.4968 mg/
y-0.0256  0.272-0.0256
X2 = =1.9310 mg/mL
0.1276 0.1276
-0.0256  0.522-0.0256
=1 —3.8902 mg/mL
0.1276 0.1276
y-0.0256  0.456 - 0.0256
4= =3.3730 mg/mL
0.1276 0.1276
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Lampiran 20.

Penentuan Total Protein pada Fraksinasi berbagai Tingkat

Kejenuhan
Jenis Fraksi Volume Setiap | Kadar Protein | Total Protein
Protein Protein Fraksi (mL) (mg/mL) (mg)
F1 10 2.0689 20,689
. F2 13 0.5799 7,538
Protein
Ekstraseluler F3 10 0.4231 4231
F4 13 2.7742 36,065
F1 7 4.9686 34,780
) F2 5 1.9310 9,655
Protein
Intraseluler F3 6 3.8902 23,341
F4 6 3.3730 20,238

Penentuan total Protein dengan rumus:

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

Protein Ekstraseluler

Fraksi 0-20 % = 10 mL x 2,0689 mg/mL = 20,689 mg

Fraksi 20-40 % = 13 mL x 0,5799 mg/mL = 7,538 mg

Fraksi 40-60 % = 10 mL x 0,4231 mg/mL =4,231 mg

Fraksi 60-80 % = 13 mL x 2,7742 mg/mL = 36,065 mg

Protein Intraseluler

Fraksi 0-20 % = 7 mL x 4,9686 mg/mL = 34,780 mg

Fraksi 20-40 % =5 mL x 1,9310 mg/mL = 9,655 mg

Fraksi 40-60 % = 6 mL x 3,8902 mg/mL = 23,341 mg

Fraksi 60-80 % = 6 mL x 3,3730 mg/mL = 20,238 mg
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Lampiran 21. Hidrolisis Protein

1. Fraksi 60-80 % (F4) Ekstraseluler

Protein Terlarut Protein Total
Waktu
A (mg/mL) (mg/mL)
hidrolisis DH (%)
. Kadar Kadar
(jam) Absorban . Absorban .
Protein Protein
0 0.528 3.9373 1.230 9.4388 41.71
0,5 0.564 42194 1.280 9.8307 42.92
1 0.615 4.6191 1.460 11.2413 41.09
2 0.63 4.7366 1.420 10.9278 43.34
3 0.715 5.4028 1.560 12.0250 44.92
4 0.885 6.7351 1.720 13.2789 50.72
5 0.745 5.6379 1.620 12.4952 45.12
6 0.675 5.0893 1.480 11.3981 44.65
2. Fraksi 0-20 % (F1) Intraseluler
Waktu Protein Terlarut Protein Total
A (mg/mL) (mg/mL)
hidrolisis DH (%)
. Kadar Kadar
(jam) | Absorban ] Absorban .
Protein Protein
0 0.412 3.0282 0.795 6.0297 50.22
0,5 0.446 3.2946 0.855 6.5 50.68
1 0.474 3.5141 0.88 6.6959 52.48
2 0.492 3.6551 0.865 6.5783 55.56
3 0.534 3.9843 0.965 7.3620 54.11
4 0.612 4.5956 1.025 7.8322 58.67
5 0.574 4.2978 0.985 7.5188 57.16
6 0.546 4.0783 0.945 7.2053 56.60
Derajat Hidrolisis (DH) % = —owein terlarat L TCA 30,

Protein total
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Lampiran 22. Harga Probit Sesuai dengan Persentasenya

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

0 - 12,671295]|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 | 423 | 4,26 | 4,29 | 433 | 436 | 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
60 525|528 | 531 | 5,33 |5,36|539 541|544 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 | 592 | 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 00 {011]02]03]04) 051|067 07] 08/ 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 23. Hasil Perhitungan LCso Larva Udang Artemia salina L. pada setiap

Fraksi Protein Bakteri Enterobacter sp. PA 8(3)

Jenis Protein Fraksi Protein Nilai LCso Toksisitas
(ng/mL)
Ekstrak Kasar 11,660 Sangat Toksik
F1 603,671 Toksik
Protein F2 107,103 Toksik
Ekstraseluler
F3 68,675 Toksik
F4 49,980 Toksik
Ekstrak Kasar 1,0493 Sangat Toksik
F1 56,859 Toksik
Protein F2 129,032 Toksik
Intraseluler
F3 90,887 Toksik
F4 70,957 Toksik
Hidrolisat FH1 434,410 Toksik
Protein FH2 1127,197 Tidak Toksik
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. Ekstrak kasar (Supernatan)

Lampiran 24. Data Toksisitas Fraksi Protein Ekstraseluler

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
5 10 10
Ekstrak Kasar 5 9 10
4 9 10
Jumlah 14 28 30
% Kematian 43,33 % 90% 96,67%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (“o) (Y)
1 0 43,33 4,82
10 1 90 6,28
100 2 96,67 6,88
8
7
6t

R?=10.9451

Nilai Probit
N

1 2 3

Log Konsentrasi

adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi

Untuk LCso, nilai
y=1,03x + 3,9333
5=1,03x +3,9333
X =1,0667
Jadi, log X = 1,0667

X = antilog 1,0667

=11,660 pg/mL

LCso ekstrak kasar (ekstraseluler) adalah 11,660 png/mL.

probit
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2.

F1 (Fraksi 0-20%)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 3 7
0-20% 1 2 5
2 4 6
Jumlah 4 9 18
% Kematian 10% 26,67% 56,67%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (o) (Y)
1 0 10 3,72
10 1 26,67 4,39
100 2 56,67 5,18
6
5
=4 y=0.73x +2.97
S R?=0.9978
&~ 3
5
z 2
1
0
1 2 3

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai
y=0,73x + 2,97
5=0,73x +2,97

X =12,7808

Jadi, log X =2,7808

X = antilog 2,7808
=603,671 pg/mL
LCso Fraksi 0-20% adalah 603,671 pg/mL

probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi
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3. F2 (Fraksi 20-40%)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 7 10
20-40% 0 5 9
1 7 10
Jumlah 2 19 29
% Kematian 3,33% 60% 93,33%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (%) (Y)
1 0 3,33 3,12
10 1 60 5,25
100 2 93,33 6,48
7
6 .
s
s
54 y=1.68x +1.59
F 3 R?=0.9766
=
2
1
0
1 2 3
Log Konsentrasi
Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi
y=1,68x + 1,59
5=1,68x+1,59
X =2,0298

Jadi, log X =2,0298
X = antilog 2,0298
=107,103 pg/mL
LCso Fraksi 20-40% adalah 107,103 pg/mL
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4. F3 (Fraksi 40-60%)

. . Konsentrasi (ung/mL)
Fraksi protein 1 10 100
2 6 9
40-60% 2 8 9
1 7 10
Jumlah 5 21 28
% Kematian 13,33% 66,67% 90%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (%) (Y)
1 0 13,33 3,87
10 1 66,67 5,44
100 2 90 6,28
7
6 .
5 Ty 1005% + 27867
= R2 = 0.9703
<4
=9
g3
=
2
1
0
1 2 3

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi
y=1,205x + 2,7867
5=1,205x +2,7867
X =1,8368
Jadi, log X =1,8368

X = antilog 1,8368

= 68,675 ug/mL

LCso Fraksi 40-60% adalah 68,675 pg/mL.

80




5. F4 (Fraksi 60-80%)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
2 8 10
60-80% 2 7 10
1 8 10
Jumlah 5 23 30
% Kematian 13,33% 73,33% 96,67%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (%) (Y)
1 0 13,33 3,87
10 1 73,33 5,61
100 2 96,67 6,88
8
7
6

= s y = 1.505x + 2.4433
= R2=09919
&4
=
Z 3

2

1

0

I 2 3

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai
y = 1,505x + 2,4433
5=1,505x +2,4433
X =1,6988
Jadi, log X =1,6988
X = antilog 1,6988
=49,980 png/mL
LCs Fraksi 60-80% adalah 49,980 pg/mL.

probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi
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. Ekstrak kasar (Supernatan)

Lampiran 25. Data Toksisitas Fraksi Protein Intraseluler

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
8 10 10
Ekstrak Kasar 8 9 10
7 9 10
Jumlah 23 28 30
% Kematian 73,33 % 90% 96,67%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (%) (Y)
1 0 73,33 5,61
10 1 90 6,28
100 2 96,67 6,88
8
7
R2=0.999
E5
=
&4
5
Z 3
2
1
0
1 2 3
Log Konsentrasi
Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi

y =0,635x +4,9867
5=0,635x +4,9867
X =0,0209
Jadi, log X =0,0209
X = antilog 0,0209
=1,0493 pg/mL
LCso ekstrak kasar (intraseluler) adalah 1,0493 pg/mL.
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2. F1 (Fraksi 0-20%)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
2 6 9
0-20% 1 8 10
2 9 10
Jumlah 5 23 29
% Kematian 13,33% 73,33% 93,33%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) (X) (%) (Y)
1 0 13,33 3,87
10 1 73,33 5,61
100 2 93,33 6,48
7
6
.
- - y =1.305x +2.71
= R>=0.9643
&
E3
=
2
1
0

1 2 3
Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5,
y=1,305x + 2,71
5=1,305x +2,71
X =1,7548
Jadi, log X =1,7548

X = antilog 1,7548

=56,859 pg/mL

LCso Fraksi 0-20% adalah 56,859 ng/mL.

dimasukan ke persamaan regresi
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3. F2 (Fraksi 20-40%)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 7 10
20-40% 1 6 9
0 6 10
Jumlah 2 19 27
% Kematian 3,33% 60% 86,67%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (%) (Y)
1 0 3,33 3,12
10 1 60 5,25
100 2 86,67 6,13
7
6
s A
- e y=1.505x + 1.8233
% 4 e R%=0.9456
£
=3
=
2
1
0
1 2 3
Log Konsentrasi
Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi

y =1,505x + 1,8233
5=1,505x + 1,8233
X=2,1107
Jadi, log X =2,1107
X = antilog 2,1107
=129,032 pg/mL
LCso Fraksi 20-40% adalah 129,032 pg/mL.
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4. F3 (Fraksi 40-60%)

. . Konsentrasi (ung/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 4 9
40-60% 2 7 9
2 5 10
Jumlah 5 16 28
% Kematian 13,33% 50% 90%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (%) (Y)
1 0 13,33 3,87
10 1 50 5,00
100 2 90 6,28
7
6
5
- y=1.205x +2.64
= R>=0.9987
&
S 3
=
2
1
0
1 2 3

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi
y=1,205x + 2,64
5=1,205x + 2,64
X =1,9585
Jadi, log X = 1,9585

X = antilog 1,9585

=90,887 ug/mL

LCso Fraksi 40-60% adalah 90,887 pg/mL.
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5. F4 (Fraksi 60-80%)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 8 10
60-80% 1 9 10
0 8 10
Jumlah 2 25 30
% Kematian 3,33% 80% 96,67%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (%) (Y)
1 0 3,33 3,12
10 1 80 5,84
100 2 96,67 6,88
8
7
6

Nilai Probit
i

2

Log Konsentrasi

Untuk LCso, nilai
y=1,88x+ 1,52
5=1,88x+1,52
X=1,8510
Jadi, log X =1,8510
X = antilog 1,8510
=70,957 pg/mL

probit

adalah 5,

y=1.88x+1.52
R>=0.9376

dimasukan ke persamaan regresi

LCso Fraksi 60-80% adalah 70,957 pg/mL.
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Lampiran 26. Data Toksisitas Fraksi Hidrolisat Protein

1. FHI (Hidrolisat Ekstraseluler, 4 jam)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
FH1 : ; :
Hidrolisat Ekstrasel 3 3 7
Jumlah 7 9 20
% Kematian 20% 26,67% 63,33%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (“o) (Y)
1 0 20 4,17
10 1 26,67 4,39
100 2 63,33 5,33
6
5 ...........
4 B y=0.58x +3.47
2 R>=0.8862
£
~ 3
5
i)
1
0
1 2 3
Log Konsentrasi
Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi

y =0,58x + 3,47
5=0,58x + 3,47
X =2,6379
Jadi, log X =2,6379
X = antilog 2,6379
=434,410 pg/mL
LCso Fraksi FH1 (Hidrolisat Ekstraseluler) adalah 434,410 pg/mL.
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2. FH2 (Hidrolisat Intraseluler, 4 jam)

. . Konsentrasi (ng/mL)
Fraksi protein 1 10 100
FH2 : ; 0
Hidrolisat Intrasel 1 3 5
Jumlah 4 8 16
% Kematian 10% 23,33% 50%
Konsentrasi Log Konsentrasi Kematian Nilai Probit
(ng/mL) X) (o) (Y)
1 0 10 3,72
10 1 23,33 4,26
100 2 50 5
6
5
4 y =0.64x + 3.0467
= Rz=0.9919
=
~ 3
5
“2
1
0
1 2 3
Log Konsentrasi
Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi

y = 0,64x + 3,0467
5=0,64x + 3,0467
X =3,0520
Jadi, log X =3,0520
X = antilog 3,0520
=1127,197 pg/mL
LCso Fraksi FH2 (Hidrolisat Intraseluler) adalah 1127,197 pg/mL.
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Lampiran 27. Isolat Bakteri

Endofit

Keterangan kode isolat:
PA 8 :isolat spons Petrosia alfiani pada pengenceran 107

*Isolat di atas dipilih berdasarkan kestabilan zona bening setelah inkubasi 2 x 24

jam dan digores kuadran beberapa kali hingga diperoleh isolat murni.
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Lampiran 28. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Sederhana

Ci

Penampakan Enterobacter sp. secara morfologi di bawah mikroskop dengan
pembesaran 100x

Uji TSIA, SIM, MR-VP, sitrat, Urea, dan uji gula-gula
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Lampiran 29. Klasifikasi Sampel Spons Petrosia alfiani

Klasifikasi spesies spons menurut de Voogd dan Van Soest (2002) yang

menjadi objek penelitian ini adalah sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Phylum : Porifera

Class : Demospongiae
Subclass : Heteroscleromorpha
Order : Haplosclerida
Suborder : Petrosina

Family : Petrosidae

Genus : Petrosia

Specific name : alfiani

Scientific name : Petrosia alfiani



Lampiran 30. Klasifikasi Bakteri Enterobacter sp. PA 8(3)

Kingdom
Phylum
Class
Order
Family
Genus

Species

Bacteria
Proteobacteria
Gammaproteobacteria
Enterobacteriales

Enterobacteriaceae

. Enterobacter

. Enterobacter sp.
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Lampiran 31. Dokumentasi

'Pengan.lbilan Sampel Pembuatan Media

Pembuatan Buffer Proses lisis sel (

Isolasi Bakteri
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Produksi bakteri penghasil Proses sonikasi
protein bioaktif

Alat sentrigasi Hasil sentrifugasi (fraksinasi)

Proses dialisis Fraksi roteln (dlsat)
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Uji toksisitas BSLT
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