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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian

Pembuatan Media

\4

Nutrient Broth

'

Peremajaan Bakteri

v

A 4

Nutrient Agar

Isolasi Enzim dari Bakteri Simbion

A 4

Optimasi dan Produks

i Enzim L-Glutaminase

A\ 4

Purifikasi Enzim L-Glutaminase

A 4

Mueller-Hinton Agar

v

l

\ 4

Penentuan
Kadar Protein

Uji Antibakteri

Uji Toksisitas

A 4

|

Penyiapan Bakteri Uji

Penentuan
Aktivitas Enzim
L-Glutaminase

A 4

Pengujian Aktivitas

Karakterisasi Enzim L-

Glutaminase

v

BSLT

v

MTT
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Lampiran 2. Peremejaan Isolat Bakteri Simbion Alga Merah Eucheuma

spinosum

Isolat bakteri

- diambil sebanyak 1 ose
- dimasukkan kedalam media spesifik dengan metode gores

- diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.

Koloni bakteri

Lampiran 3. Penentuan Waktu Pertumbuhan Optimum Bakteri Simbion Alga

Merah Eucheuma spinosum

Isolat bakteri

diambil sebanyak 2-3 ose

dimasukkan kedalam media inokulum steril dengan konsentrasi
L-glutamin 0,5%

diinkubasi dalam shaker inkubator pada 180 rpm suhu 37 °C

selama 24 jam.

Inokulum

dimasukkan kedalam erlenmeyer sebanyak 10% yang berisi media
selektif steril
diinkubasi dengan shaker inkubator 180 rpm suhu 37 °C selama 82

jam

Data
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Lampiran 4. Bagan Kerja Produksi Enzim L-Glutaminase

Isolat Murni

- diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 1000 mL
- diinkubasi pada suhu 37 °C pada shaker inkubator

selama 60 jam

Kultur bakteri

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

Filtrat (ekstrasel) Sel (Intrasel)

- dilisis

| |

- diuji aktivitas

- disimpan dalam lemari es Supernatan (ekstrak enzim Debris sel
intrasel)

untuk proses selanjutnya
- diuji aktivitas enzim

Ekstrak enzim Hasil
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Lampiran 5. Bagan Kerja Fraksinasi Enzim L-Glutaminase dengan Amonium

Sulfat

Filtrat

ditambahkan ammonium sulfat kejenuhan 0-40%
disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada suhu

4-C selama 30 menit.

Supernatan (S1)

Fraksi enzim (F1)

- ditambahkan ammonium sulfat kejenuhan 40-60%

- disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada suhu 4 °Q

selama 30 menit

Supernatan (S2)

- ditambahkan ammonium sulfat 60-80% kejenuhan.

- disentrufugasi dengan kecepatan 10000 rpm pada suhu 4 °C

selama 30 menit.

Fraksi enzim (F2)

\
Supernatan (S3)

Fraksi enzim (F3)

Masing-masing fraksi:

- ditambahkan buffer B
- dihitung kadar protein
- didialisis dalam kantong selofan dengan menggunakan buffer C
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Lampiran 6. Bagan Kerja Dialisis

Fraksi Enzim (F1, F2, F3)

Dialisat

- dimasukkan ke dalam membrane selofan
- diikat bagian atas dan bawah elofan yang telah diisi,
- dimasukkan ke dalam gelas kimia berisi buffer C

- dialisis sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer

dimasukkan ke dalam vial

Diuji kadar protein

Diuji aki

vitas enzim

Data kadar protein

Data aktivitas enzim

-fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu
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Lampiran 7. Prosedur penentuan kadar protein sampel dengan metode lowry

2 mL larutan fraksi

dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- ditambahkan 2,75 mL reagen Loewry B.

- dicampur merata lalu dibiarkan selama 10-15 menit pada suhu
kamar

- ditambahkan 0,25 mL regen lowry A

- dikocok merata dengan cepat

- dibiarkan selama 30 menit

- diukur absorbansinya pada Amax

Data Absorban

Ket:

- Perlakuan yang sama dilakukan untuk larutan blanko dan standar BSA

- Ditentukan kadar protein dari absorbansio yang didapatkan
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Lampiran 8. Penentuan Aktivitas Enzim L-glutaminase dengan Metode Nessler

Dialisat Enzim

- diambil 0,5 mL

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

ditambahka 0,5 mL buffer tris-HCI 0,05 M pH 8

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 Amax

Data Absorban

Ket:
- Dilakukan cara yang sama menggunakan standar NH4Cl 0,02; 0,04; 0,06;
0,08; 0,10; 0,12 mg/L dimulai dari tahap perlakuan filtrate

- Dihitung aktivitas enzim L-glutaminase dari data absorbansi yang didapatkan
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Lampiran 9. Skema Karakterisasi Aktivitas Enzim L-Glutaminase

a. Karakterisasi Pengaruh pH terhadap Aktivitas Enzim L-Glutaminase

Dialisat Enzim

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

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

ditambahkan 0,5 mL buffer tris-HCI 0,05 M dengan variasi pH
6,7,8,9 dan 10

diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C

ditambahkan 0,5 mL TCA 1,5 M

didiamkan selama 15 menit

Endapan

Filtrat

Ket:

diambil 0,1 mL

ditambahkan 3,75 mL akuabides

ditambahkan 0,2 mL Nessler

didiamkan selama 15 menit

Data Absorban

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan
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b. Karakterisasi Pengaruh suhu terhadap Aktivitas Enzim L-Glutaminase

Dialisat Enzim

dimasukkan ke dalam 4 tabung reaksi masing-masing sebanyak 0,5

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

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

diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30 °C, 37 °C, 40 °C dan

45 °C
ditambahkan 0,5 ML TCA 15 M

didiamkan selama 15 menit

Endapan

Filtrat

Ket:

diambil 0,1 mL

- ditambahkan 3,75 mL akuabides
- ditambahkan 0,2 mL Nessler

- didiamkan selama 15 menit

- diukur absorbansinya pada £max

Data Absorban

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan
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c. Karakterisasi Pengaruh waktu terhadap Aktivitas Enzim L-Glutaminase

Dialisat Enzim

dimasukkan ke dalam 4 tabung reaksi masing-masing sebanyak 0,5

mL

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

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

diinkubasi selama 10, 20, 30, 40 dan 50 menit pada suhu 37 °C.

didiamkan selama 15 menit

Endapan

Filtrat

Ket:

- diambil 0,1 mL
- ditambahkan 3,75 mL akuabides
- ditambahkan 0,2 mL Nessler

- didiamkan selama 15 menit

- diukur absorbansinya pada £max

Data Absorban

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan
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d. Karakterisasi pengaruh penambahan logam terhadap Aktivitas Enzim
L-Glutaminase

Dialisat Enzim

- diambil 0,5 mL

- ditambahkan 0,5 mL CaSO, 0,01 M

- diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37 °C

- ditambahkan 0,5 mL substrat L-glutamin 0,04 M
- ditambahkan 0,5 mL buffer tris-HCI 0,05 M pH 8
- diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C

- ditambahkan 0,5 MmLTCA15M

- didiamkan selama 15 menit

Endapan Filtrat

diambil 0,1 mL

- ditambahkan 3,75 mL akuabides
- ditambahkan 0,2 mL Nessler

- didiamkan selama 15 menit

- diukur absorbansinya pada Amax

Data Absorban

Ket:

- Perlakuan yang sama dilakukan untuk larutan blanko dan larutan control
- Perlakuan yang sama dilakukan pada penambahan NaCl, MgSQO,, ZnSOQOy,
KCI, CuSQO,, CoSO, dan MnSO, 0,01 M

- Dihitung aktivitas enzim dari data absorbansi yang didapatkan
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Lampiran 10. Bagan Kerja Uji Antibakteri dengan Metode Difusi Agar

Bakteri (Escherichia coli dan Staphylococus aerus)

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

jam pada suhu 37°C

Koloni Bakteri

- 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

Media Uji

- sebanyak 6 paper disc yang telah dicelupkan pada tiap fraksi
enzim, kontrol (+) dan kontrol (-) diletakkan di atas media MHA.
- diinkkubasi selama 3x24 jam pada suhu 37 °C

- diukur zona hambatan menggunakan mistar geser dalam satuan

millimeter.

Data
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Lampiran 11. Uji Sifat Toksisitas dengan Menggunakan Metode Brine Shirmp
Lethality Test (BSLT)

Fraksi Enzim

Air laut steril

- dimasukkan sebanyak 5 mL kedalam tabung
- ditambahkan 10 larva udang

- diinkubasi selama 24 jam pada suhu dibawa lampu pijar 50 watt

Data

- dibuat dalam konsentrasi 100 ppm, 10 ppm dan 1 ppm secara triplo
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Lampiran 12. Uji Sitotoksisitas Enzim L-Glutaminase terhadap Sel Kanker

MCF-7 (Haryanti dan Widiyastuti, 2017)

Sel MCF-7 dengan kepadatan 8000

sel/sumuran

didistribusikan ke dalam sel 96 well plate

diinkubasi selama 48 jam dalam media kultur EMEM

ditambahkan enzim L-glutaminase dengan konsentrasi 10, 20, 40,
80, 160 pg/mL

diinkubasi selama 48 jam

ditambahkan 100 pL media EMEM yang mengandung MTT 5
mg/mL

diinkubasi selama 3 jam pada 37 °C

dilarutkan dengan penambahan reagen stopper sodium dodecyl
sulfate (SDS) 10% dalam HCI 0,01 N

dibiarkan ditempat gelap selama semalam

diukur absorbansinya dengan ELISA reader

Data
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Lampiran 12. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry
Pereaksi:
1. Pereaksi Lowry A

Pada pembuatan Lowry A  yakni dengan pencampuran antara follin
ciocalteus dan akuades dengan perbandingan 1:1 dan dibuat sebanyak 100
mL.
2. Pereaksi Lowry B
Pada pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran antara Na,CO3; 2%
dalam NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2%, CuSO45H,0 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 CuSO,.5H,0
1%. 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 sedian 1 mg/mL dan
diencerkan dengan variasi konsentrasi 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 dan 0,32
mg/mL.

- Perlakuan larutan standar tersebut seperti pada larutan contoh.
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Lampiran 13. Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCI
A. Pembuatan larutan buffer A (Tris-HCI 0,1 M pH 8,3; NaCl, M; CaCl, 0,01 M,

B-merkaptoetanol 1%, Triton X-100 0,5%)

Prosedur pembuatan larutan:

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

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

3. Lalu ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 g dan 0,555 g CaCl,, 2,5 mL larutan
triton X-100 dan 5 mL B-mercaptoetanol dan dicukupkan volumenya sampai

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

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

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

dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades.
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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 0,605 g Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH,C(CH,OH)3) lalu

dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,4 M

ditambahkan HCI 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya sampai

mencapai 8,3.

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

dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades.

Lampiran 14. Pembuatan Reagen Nessler

Pembuatan Larutan Nessler dilakukan dengan cara berikut:

1.

Ditmbang NaOH sebanyak 16 g kemudian dilarutkan dengan akuades hingga
larut lalu dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL

Dilarutkan 7 g KI dalam akuades

Dilarutkan 10 g HgCl, dalam akuades

Dimasukkan campuran Kl dan HgCI, ke dalam larutan NaOH dalam labu
ukur 100mL

Ditambahkan akuades hingga garis batass kalibrasi

Dihomogenkan dan disimpan dalam botol reagen berwarna gelap
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Lampiran 15. Kurva Standar Bovine Serum Albumin pada A 630 nm

No Konsentrasi BSA Absorbansi
(mg/mL) (A 630 nm)
2 0,06 0,25
3 0,08 0,343
4 01 0,458
5 0,12 0,524
6 0,14 0,636
0.7
0.6 y = 4.5332x - 0.0093
R?2 = 0.9969
05
0.4
3
§0.3
£0.2
0.1
0
01 0 0.05 0.1 0.15

Konsentrasi BSA (mg/mL)
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Lampiran 16. Data Hasil Penentuan Waktu Produksi Optimum Protein dari
Bakteri Simbion dan Optical Density (OD)

No Wakt_u _ oD Absorbansi | Kadar Protein
Fermentasi (jam) | (A 630 nm) | (A 630 nm) (mg/mL)
1 0 0,197 0,266 6,072
2 6 0,564 0,271 6,183
3 12 0,810 0,272 6,205
4 18 1,140 0,283 6,448
5 24 1,045 0,300 6,822
6 30 1,310 0,309 7,021
7 36 1,160 0,313 7,109
8 42 1,400 0,321 7,286
9 48 1,500 0,327 7,418
10 54 1,640 0,336 7,617
11 60 1,600 0,325 7,374
12 66 1,560 0,323 7,330
13 72 1,520 0,312 7,087
14 78 1,420 0,308 6,999
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Lampiran 17.

Perhitungan Penambahan Ammonium Sulfat pada Tahap
Fraksinasi berbagai Tingkat Kejenuhan

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

FO Ekstrak Kasar 800 0

F1 0-40% 800 180.8

F2 40-60% 800 96

F3 60-80% 770 99.33

Penambahan Ammonium Sulfat:

=226 g x 800 mL/1000 mL=180.8 g

a. 0-40%

b. 40-60%

c. 60-80%

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

=129 g x 770 mL/1000 mL=99.33 g
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Lampiran 18. Tabel Tingkat Kejenuhan Ammonium Sulfat
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Lampiran 19. Pengukuran Kadar Protein Dialisat Enzim L-Glutaminase

Eraksi Kadar Faktor Kadar Protein
Protein Absorbansi | Protein Pengenceran Sebenarnya
(mg/mL) g (mg/mL)
EK 0,987 0,219 100 21,977
F1 0,440 0,099 100 9,911
F2 0,052 0,013 100 1,352
F3 0,086 0,021 100 2,102

Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis

y =4,5332x — 0,0093. Maka data pada tabel di atas di peroleh dengan cara:

EK —

1=

2 =

3=

_y-0,0093 _

0,987- 0,0093

= =0,219 mg/mL
4,5332 4,5332 0,219 mg/
y-0,0093  0,440- 0,0093
= = = 0,099 mg/mL
4,5332 4,5332
y- 0,0093  0,052- 0,0093 0.013 mamL
= = = 0,013 mg/m
45332 45332 g
y- 0,0093  0,086- 0,0093
= = = 0,021 mg/mL
45332 45332

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran (fp = 100), sehingga:

X

= 0,021 mg/mL x 100

= 2,102 mg/mL
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Lampiran 20. Kurva Standar NH,Cl pada A 390 nm

No Konsentrasi NH4Cl Konsentrasi Absorbansi
(mg/mL) NH,CI (ULM)
1 0 0 0
2 0,02 0,374 0,596
3 0,04 0,748 1,168
4 0,06 1,121 1,6
5 0,08 1,495 2,02
6 0,1 1,869 2,282
7 0,12 2,243 2,703
3 -
25 -
> y = 0.4405x - 0.2806
2 2 R2 =0.9852
@
‘g 15 -
38
< 1-
05 -
0 v T T T 1
0 2 4 6 8
Konsentrasi NH,CI (uM)
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Lampiran 21. Tabel Aktivitas Enzim L-Glutaminase

Fraksi Aktivitas L- Kadar Protein Aktivitas
Enzim Glutamianse (U/mL) (mg/mL) Spesifik (U/mg)
EK 11,0833 21,977 0,5043
F1 19,0539 9,911 1,9225
F2 15,1323 1,352 11,1925
F3 27,8775 2,102 13,2624
y-b  V total 1

Aktivitas Enzim (U/mL) = —x X
( ) a  Vanalisis V enzim x t inkubasi

Data absorbansi yang diperoleh, disubtitusikan ke dalam persamaan

standar y = 0,4405x — 0,2806, dimana y adalah absorbansi aktivitas enzim

LO87- 0.2806 2 = 11,0833 U/mL
= — = m
EK 0,4405 01705 x 30 ’
1.9+ 0.2806 X 2 = 19,0539 U/mL
=X — = m
! 0,4405 0.1705x30 ’
- 1,0 +0,2806 X 2 = 15,1323 U/mL
27 0,4405 0.1°05x 30 ’ m
- 2,8+0,2806 X 2 = 27,8775 U/mL
37 70,4405 01%05x30 " m

aktivitas enzim L-glutaminase (U/mL)

Aktivitas spesifik (Unit/mg protein) = kadar protein dalam sampel (mg/mL)

27,8775

2102 UM

= 13,2624 U/mg protein
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Lampiran 22. Karakterisasi Aktivitas Enzim L-Glutaminase

A, Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh Variasi pH

No pH Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL)
1 6 0.086 1,2696
2 7 0.120 1,6029
3. 8 0.180 2,1911
4 9 0.012 0,5441
5 10 0.009 0,5147

B. Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh Variasi Suhu

No Suhu (°C) Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL)
1 30 0.035 0,5221
2 35 0.060 0,9147
3. 40 0.050 0,7166
4 45 0.015 0,5735

C. Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh Variasi Waktu

Inkubasi
No | Waktu (menit) | Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL)
1 10 0.005 0,4754
2 20 0.025 0,6715
3. 30 0.055 0,9656
4 40 0.040 0,7225
5 50 0.010 0,5245
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D. Aktivitas Enzim L-Glutaminase terhadap Pengaruh Penambahan
Variasi Logam

No Logam Absorbansi Aktivitas Enzim (U/mL)
1. Kontrol 0.09 1,3088
2. Ca** 0,021 0,6323
3. Na** 0,012 0,5441
4. Mg** 0,095 1,3578
5. Zn** 0,05 0,9167
6. K 0,035 0,7670
7. cu* 0,030 0,7205
8. Co* 0,130 1,7009
9. Mn* 0,135 1,7500
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Lampiran 23. Tabel Harga Probit

Persenta Probit
se 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 267|295 | 3,12 | 325|336 | 345 | 3,52 | 3,59 | 3,66

10 3,72 | 3,77 | 3,82 | 3,87 | 3,93 | 3,95 | 401 | 4,05 | 4,08 | 4,12

20 4,17 | 419 | 423 | 4,26 | 4,29 | 433 | 436 | 4,39 | 4,42 | 4,45

30 4,48 | 4,50 | 453 | 4,56 | 4,59 | 4,61 | 4,64 | 4,67 | 4,69 | 4,72

40 4,75 | 4,77 | 480 | 4,82 | 4,85 | 487 | 490 | 492 | 4,95 | 4,97

50 5,00 | 503 | 505 | 5,08 | 510 | 5,13 | 5,15 | 518 | 5,20 | 5,23

60 5,25 | 528 | 531 | 533 | 5,36 | 5,39 | 541 | 5,44 | 547 | 5,50

70 552 | 555 | 558 | 561 | 564 | 567 | 571|574 | 577 | 581

80 5,84 | 5,88 | 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 | 01|02 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 24. Perhitungan LCs

A. Perhitungan LCs, pada Fraksi Ekstrak Kasar

Log % Nilai Probit
Konsentrasi (X) | Kematian (Y)
0 30 4,48
1 40 4,75
2 80 5,85

5 /
8% y=o0685x+43417
a3 - R2=0.891
‘S
S2
1 |
O T T T 1
0 0.5 1 15 2
Log Konsentrsi
y =0,685x +4,3417
y —4,3417
X = —
0,685

Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) =5

53,468

X =

1,415
X =1,000455927 = Log LCsg

sehingga LCso = 10,010 ppm
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B. Perhitungan LCs, pada Fraksi 0-40%

Log % Nilai Probit
Konsentrasi (X) | Kematian (Y)
0 30 4,48
1 36 4.64
2 73 5,61
6 .
5 /
¢
54
o
=3 y = 0,565x + 4,345
= R2=0.8538
zZ
1 a
0 T T T 1
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

y = 0,565x + 4,345
y— 4,345
X = ————
0,565

Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) =5

5—4,345

x
1

0,565

x =1,159292 = Log LCs
sehingga LCso = 14,43085 ppm
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C. Perhitungan LCs, pada Fraksi 40-60%

Log % Nilai Probit
Konsentrasi (X) | Kematian (Y)
0 23 4,26
1 26 4,36
2 36 4,64
4.7
4
=46 1 y=019x+423
2 =
-g 45 R2 =0,9304
o
T 4.4
<43
4.2 I T T T 1
0 0.5 1 1.5 2
Log Konsentrasi

y =0,10X + 4,23
y— 4,23

0,19
Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) =5
5-4,23
0,19

X =4,052632 = Log LCs
sehingga LCsy = 11288 ppm



D. Perhitungan LCsy pada Fraksi 60-80%

Log % Nilai Probit
Konsentrasi (X) | Kematian (Y)
0 33 4,56
1 46 4,9
2 57 518
52
51 -
E 5 - y =0,31x + 4,57
SS9 R2=0,9969
o
'S 4.8
Z 4.7
4.6

Log Konsentrasi

y =0,31x + 4,57
y— 4,57
X =
0,31

Untuk memperoleh kematian 50% maka nilai probitnya (Y) =5

5—-4,57
X =
0,31
X =1,589615 = Log LCsp

sehingga LCso = 38,87008 ppm



Lampiran 25. Perhitungan 1Cs

Konsentrasi V?g'!;;as 0% Aktivitas
10 84,62 15,38
20 66,67 33,33
40 4359 56,41
80 33,33 66,67
160 25,64 74,36
1C50
100 -
80 - —
60 -
40 - y =0,3392x + 28,202
20 - R2=0,7174
0 ‘ ‘ | |
0 50 100 150 200
konsentrasi
y =0,3392x + 28,202
y — 28,202
X = ———
0,3392

Untuk memperoleh nilai hambat 50% maka nilai (Y) = 50

50 — 28,202

0,3392

X = 64,2629 jadi ICso = 64,2629 ppm



Lampiran 25. Hasil Pengamatan Uji Antibakteri Enzim L-Glutaminase

E. coli (24 jam) E. coli (48 jam)

Diameter zona hambatan fraksi enzim L-glutaminase terhadap
pertumbuhan S. aureus (1) dan E.coli (II) pada masa inkubasi 24 jam dan 48 jam

Keterangan: B1 : Fraksi enzim L-glutaminase F1
B2 : Fraksi enzim L-glutaminase F2
B3 : Fraksi enzim L-glutaminase F3
B4 : Ekstrak kasar enzim L-glutaminase
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Lampiran 26. Dokumentasi

Sonikator

Sentrifugasi hasil Shaker
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Hasil Dialisis

Proses Dialisis
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Pengukuran kadar protein hasil dialisis

Pengujian toksisitas fraksi enzim L-glutaminase
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