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Lampiran 1. Diagram Alir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sterilisasi Alat 

Pembuatan Media 

Nutrient Agar 

 

Isolasi Bakteri 

Identifikasi Isolat 

Penentuan Waktu Produksi Optimum 

Produksi dan Ekstraksi Protein Bioaktif 

Purifikasi Protein 

Uji aktivitas 

antibakteri 

Nutrient 
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Uji aktivitas 
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Lampiran 2. Bagan Kerja Penyegaran Sampel dalam Media Nutrient Broth 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spons Petrosia alfiani 

Air Laut 

- ditimbang sebanyak 5 gram 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 ºC 

 

- diambil sebanyak 5 mL 

- dimasukkan ke dalam Erlenmeyer yang 

berisi 45 mL media NB steril (1:9) 

- dishaker selama 24 jam dengan 

kecepatan 150 rpm pada suhu   37 ºC 

Ekstraseluler 

Spons Laut 

- dihaluskan dengan mortar 

- disaring dengan air laut  

- diambil supernatan (filtrat) sebanyak 

5 mL 

- dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 

yang berisi 45 mL media NB steril 

(1:9) 

- di shaker selama 24 jam dengan 

kecepatan 150 rpm pada suhu        

37 ºC 

Intraseluler 
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Lampiran 3. Bagan Kerja Isolasi dan Identifikasi Bakteri  
 
    a. Isolasi Bakteri 

 
 
 
 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

b. Uji Biokimia 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

  

 

 

  

- diambil sebanyak 1 mL
 

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

- dilakukan pengenceran bertingkat 10
-1

 sampai
 

 10
-8

, 

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 

 

 

- dilakukan seleksi penghasil senyawa antibakteri. 

 

Suspensi Bakteri 

Isolat murni 

Pewarnaan Gram Uji Biokimia 

Isolat Murni 

Uji SIM Uji  
Fermentasi 
Karbohidrat 

Uji 

TSIA 
Urea  VP-MR Sitrat 
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c. Pewarnaan Gram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

- 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 

-  

 

- ditetesi dengan minyak imersi 

- diamati dengan mikroskop 

Isolat Murni 

Preparat Bakteri 

Hasil Pengamatan 
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Lampiran 4.  Penentuan Waktu Produksi Optimum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Isolat Bakteri 

 

- diambil sebanyak 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 100 mL 

media inokulum steril 

- dikocok dalam shaker inkubator pada suhu 37℃ dengan 

kecepatan 150 rpm selama 24 jam 

 

Inokulum Aktif 

- diambil sebanyak 10% dan dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer yang berisi medium starter steril.  

- dikocok dalam shaker inkubator pada suhu 37℃ dengan 

kecepatan 150 rpm selama 60 jam 

- dilakukan sampling setiap 6 jam untuk mengetahui 

pertumbuhan sel bakteri 

 Data Hasil 
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Lampiran 5. Bagan Kerja Produksi dan Ekstraksi Protein Bioaktif 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

Filtrat Sel 

Endapan 

 

- diambil 2-3 ose dan dimasukkan ke dalam 100 mL media inokulum 

steril 

- dikocok dalam shaker inkubator pada suhu 37℃ dengan kecepatan 150 

rpm selama 24 jam 

 

 

- diambil sebanyak 10% dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer yang 

berisi medium starter steril.  

- dikocok dalam shaker inkubator pada suhu 37℃ dengan kecepatan     

150 rpm selama 36 jam 

 

- disimpan dalam lemari es untuk 

proses selanjutnya. 

Protein 

Ekstraseluler 

Protein Intraseluler 

Inokulum Aktif 

Ekstrak Kasar 

Isolat Bakteri 

- digerus 

- ditambahkan 50 mL buffer A 

- pecahan sel dibeku-cairkan 2-3 kali 

- disonikasi selama 30 menit dalam air es 

- disentrifugasi pada 5000 rpm dan suhu 4
o
C 

selama 30 menit 

 

- disimpan dalam  

lemari es untuk 

proses selanjutnya 

Kultr Bakteri 

 

- disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm pada suh 4°C selama 30 menit 
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Lampiran 6.  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 οC selama 20 menit. 

 

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 20-40%. 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 οC 

selama 20 menit. 

 

 

Supernatan (S1) Fraksi Protein (F1) 

Supernatan (S2) Fraksi Protein (F2) 

 

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 40-60%. 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 οC 

selama 20 menit. 

 

 

 
Supernatan (S3) Fraksi Protein (F3) 

 

- Ditambahkan amonium sulfat tingkat kejenuhan 60-80%. 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.500 rpm pada suhu 4 οC 

selama 20 menit. 

 

 

 
Supernatan (S4) Fraksi Protein (F4) 

Masing-masing fraksi: 

- Ditambahkan buffer B 

- Didialisis dalam kantong selofan dengan menggunakan Buffer C 

- Dihitung kadar protein dan diuji aktivitas antimikroba 
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Lampiran 7.  Bagan Kerja Dialisis  

   

 

- ditambahkan Buffer B 

- dimasukkan ke dalam kantong selofan 

 

- direndam dalam 500 mL Buffer C, diaduk dengan magnetik stirrer 

selama 3 jam. 

- buffer C diganti tiap 3 jam dan diuji denagn BaCl2 1% untuk 

mengetahi apakah masih terdapat garam 

- dialisis dihentikan bila buffer C sudah tidak terdapat endapan 

kantong selofan dikeluarkan 

- fraksi protein dikeluarkan dari kantong selofan lalu dimasukkan ke 

dalam vial 

 

- dihitung kadar protein 

- diuji aktivitas antimikroba. 

 

 

Catatan: Perlakuan yang sama untuk F2, F3 dan F4

Selofan berisi fraksi protein 

Dialisat protein 

 

Fraksi 0-20% Kejenuhan (F1) 

Data  
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Lampiran 8. Prosedur Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

 

- 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 λ max (660 nm) 

 

 

 

Catatan : Perlakuan yang sama untuk blanko dan larutan standar BSA. 

 

  

2 mL Sampel 

 

Data absorban 
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Lampiran 9. Bagan Kerja Hidrolisis Enzimatis Protein 

 

- dihidrolisis menggunakan enzim pepsin dengan 

perbandingan enzim dan substrat 3:100 

- diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 30 menit, dengan 

waktu hidrolisis 0;  0,5; 1; 2; 3; 4; 5; dan 6 jam. Untuk 

menentukan kondisi optimum pada pembuatan 

hidrolisat protein  

- diinaktifkan dengan pemanasan dalam air mendidih 

selama 10 menit. 

- disentrifugasi pada 10.000 rpm,  suhu 4 ºC selama                  

20 menit. 

 

 

 

 

 

-  diukur derajat hidrolisisna (DH) 

-  dilakukan uji antimikroba 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi dengan kadar Protein tertinggi 

 

Supernatan 
(Hidrolisat protein) 

 

Endapan 

Data 
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Lampiran 10. Uji Aktivitas Antibakteri 

 
  Bakteri (Escherichia coli dan Staphylococus aerus) 

 

- diremajakan pada media NA miring dalam tabung reaksi 

selama 1 x 24 jam pada suhu 37 °C 

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

- dilakukan pengenceran suspensi 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 

- paper disc yang telah dicelupkan pada protein bioaktif pada fraksi, kontrol 

(+) dan kontrol (-) diletakkan di atas media MHA 

- diinkubasi selama 3x24 jam pada suhu 37 °C 

- diukur zona hambat menggunakan jangka sorong dalam satuan milimeter 

Koloni Bakteri 

Media Uji 

Data 
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Jamur (Candida albicans dan Trichophyton rubrum) 

- diambil satu jarum inokulasi 

- digores kedalam media PDA pada cawan petri 

- diinkubasi suhu 25ºC selama 3x24 jam 

 

- sebanyak satu ose untuk setiap 10 ml larutan NaCL 0,9% steril 

- diinkubasi pada suhu 25ºC 

 

Lampiran 11. Uji Aktivitas Antifungi 

a. Persiapan Kultur Jamur 

 

  

 

 

 

 

 

b. Uji Aktivitas Antifungi 

  
Lubang sumuran dengan diameter 8,81 mm 

-    -    disusun dalam media PDA padat yang berisi base layer 

 
Media PDA padat 

- ditambahkan 0,1 mL suspensi jamur yang sebelumnya dihomogenkan dengan 

media PDA sebagai seed layer 

- dimasukkan 40 μL seri konsentrasi ekstrak protein bakteri simbion Petrosia alfiani  

- digunakan larutan DMSO 10% sebagai kontrol negatif dan nistatin®   sebagai 

kontrol posuitif  

- diukur diameter zona hambat pada masing–masnig  sumuran  

Hasil 

Koloni jamur 

Kultur jamur uji 
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Lampiran 12. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry 

Pereaksi: 

1. Pereaksi Lowry A 

Cara pembuatan Lowry A yakni dengan pencampuran antara folin 

diiciocalteus dan akuades dengan perbandingan 1 : 1 dan dibuat sebanyak 

20 mL.  

2. Pereaksi Lowry B 

Cara pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran Na2CO3 2% dalam 

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

100 : 1 : 1, dimana diambil larutan Na2CO3 2% dalam NaOH 0,1 N 

sebanyak 100 mL, Na-K-Tartat 2% sebanyak 1 mL, dan CuSO4.5H2O 1% 

sebanyak                 1 mL, kemudian dihomogenkan. 

Larutan Contoh: 

 dipipet 2 mL larutan sampel dan ditambahkan 2,75 mL Lowry B, 

dihomogenkan dan dibiarkan pada suhu kamar selama 15 menit 

 ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan segera dihomogenkan 

 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 13. Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCl 

A. Pembuatan larutan bufer A (Tris-HCl 0,1 M pH 8,3; NaCl 2 M; CaCl2     0,01 M,                

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

Prosedur pembuatan larutan: 

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

lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL 

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan 

HCl 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 gram dan 0,555 gram 

CaCl2, β-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 gram Tris (Hidroksimetil) aminometana 

(NH2C(CH2OH)3) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 62,5 mL 

2. Ke dalam 62,5 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan 

HCl 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3 

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 2,925 gram dan 0,2775 gram 

CaCl2 dan dicukupkan volumenya sampai 250 mL dengan akuades. 

 

C. Pembuatan larutan buffer C (Tris-HCl 0,01 M pH 8,3; NaCl 0,2 M; CaCl2            

0,01 M) 

Prosedur pembuatan larutan: 

1. Ditimbang 0,605 gram Tris (Hidroksimetil) aminometana 

(NH2C(CH2OH)3) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL. 

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana ditambahkan 

HCl 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga mencapai 8,3. 

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

CaCl2 dan dicukupkan volumenya sampai 500 mL dengan akuades. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



49 
 

Lampiran 14. Penentuan Serapan Maksimum (λ maksimum) 

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

Panjang Gelombang 

(nm) 

Absorban 

(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 λ maksimum 

 
 
 
 
 

0,335

0,34

0,345

0,35

0,355

0,36

0,365

0,37

0,375

0,38

0,385

600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

A
b

s
o
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a

n
s

i 
(A

) 

Panjang Gelombang (nm) 
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Lampiran 15.  Kurva Standar Bovine Serum Albumin pada λ 660 nm 
 
 

Konsentrasi BSA 

(mg/mL) 

Absorbansi 

(A) 

0 0 

0.02 0.188 

0.04 0.271 

0.08 0.373 

0.16 0.497 

0.32 0.713 

 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0,1276x + 0,0256 
R² = 0,9615 

0

0,1
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Lampiran 16. Data hasil penentuan waktu produksi optimum protein bioaktif dari 
bakteri simbion spons Petrosia alfiani dan nilai Optical Density 

 

No 
Waktu Fermentasi  

(jam) 
OD 

Kadar Protein 
Ekstraseluler (mg/mL) 

Kadar Protein 
Intraseluler 

(mg/mL) 

1 0 0,151 0,893 2,774 

2 6 0,163 1,520 4,185 

3 12 0,915 1,912 4,655 

4 18 0,950 2,618 4,734 

5 24 1,100 3,166 4,969 

6 30 1,190 3,636 5,204 

7 36 1,230 4,755 5,673 

 8 42 1,110 4,107 4,734 

9 48 0,700 3,088 4,342 
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Lampiran 17. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Ekstraseluler                      
(λ 660 nm) 

 

No 
Waktu Fermentasi 

(jam) 
Absorban 

Kadar Protein 

(mg/mL) 

1 0 0,037 0,893 

2 6 0,045 1,520 

3 12 0,050 1,912 

4 18 0,059 2,618 

5 24 0,066 3,166 

6 30 0,072 3,636 

7 36 0,086 4,755 

8 42 0,078 4,107 

9 48 0,065 3,088 

 
Contoh perhitungan penentuan kadar protein: 

 Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar     

y = 0,1276x + 0,0256, dimana y = 0,086 adalah absorbansi protein ekstraseluler.  

Diketahui y = 0,086, maka: 

0,086 = 0,1276x + 0,0256 

0,1276x = 0,086 – 0,0256 

0,1276x = 0,0604 

         x  =  0,4755 mg/mL 

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengencaran (FP = 10), sehingga: 

x  = 0,4755 mg/mL x 10 

  = 4,755 mg/mL 
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Lampiran 18.  Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Intraseluler   
(λ660 nm) 

 

No 
Waktu Fermentasi 

(jam) 
Absorban 

Kadar Protein 

(mg/mL) 

1 0 0,061 2,774 

2 6 0,079 4,185 

3 12 0,085 4,655 

4 18 0,086 4,734 

5 24 0,089 4,969 

6 30 0,092 5,204 

7 36 0,098 5,673 

8 42 0,086 4,734 

9 48 0,081 4,342 

 
Contoh perhitungan penentuan kadar protein: 

 Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar     

y = 0,1276x + 0,0256, dimana y = 0,098 adalah absorbansi protein ekstraseluler.  

Diketahui y = 0,098, maka: 

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

0,1276x = 0,098 – 0,0256  

0,1276x = 0,0724 

         x  =  0,5673 mg/mL 

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengencaran (FP = 10), sehingga: 

x  = 0,5673 mg/mL x 10 

  = 5,673 mg/mL 
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Lampiran 19. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi berbagai 
Tingkat Kejenuhan 

 

Jenis Protein Fraksi Protein Bobot Amonium Sulfat (g) 

Protein 
Ekstraseluler 

F1 3,18 

F2 3,503 

F3 3,84 

F4 4,257 

Protein Intraseluler 

F1 3,18 

F2 3,616 

F3 4,08 

F4 4,515 

 
 Penambahan Amonium sulfat: 

Protein Ekstraseluler 

F1        =  
30 mL

1000 mL 
  x  106 g   =  3,18 gram 

F2       =  
31 mL

1000 mL
  x  113 g   =  3,503 gram 

F3       =  
32 mL

1000 mL
  x  120 g   =  3,84 gram 

F4       =  
33 mL

1000 mL
  x  129 g   =  4,257 gram 

Protein Intraseluler 

F1       =  
30 mL

1000 mL 
  x  106 g   =  3,18 gram 

F2       =  
32 mL

1000 mL
  x  113 g   =  3,616 gram 

F3       =  
34 mL

1000 mL
  x  120 g   =  4,08 gram 

F4       =  
35 mL

1000 mL
  x  129 g   =  4,515 gram 
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Lampiran 21. Pengukuran Kadar pada Setiap Tahap Pemurnian Fraksi Protein  

Jenis 

Protein 

Fraksi 

Protein 
Absorban 

Kadar 

Protein 

(mg/mL) 

Faktor 

Pengenceran 

Kadar Protein 

Sebenarnya 

(mg/mL) 

Protein 

Ekstraseluler 

F1 0,061 0,2774 10 2,774 

F2 0,042 0,1285 10 1,285 

F3 0,077 0,4028 10 4,028 

F4 0,045 0,1520 10 1,520 

Protein 

Intraseluler 

F1 0,091 0,5125   10 5,125   

F2 0,273 1,9388 - 1,938 

F3 0,538 4,0156 - 4,015 

F4 0,459 3,3965 - 3,396 

 
 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 

X1 = 
y - 0.0256

0.1276
  =  

0.061 - 0.0256

0.1276
  = 0,2774 mg/mL 

X2 = 
y - 0.0256

0.1276
  =  

0.042 - 0.0256

0.1276
  = 0,1285 mg/mL

 

X3 = 
y - 0.0256

0.1276
  =  

0.077 - 0.0256

0.1276
  = 0,4028 mg/mL 

X4 = 
y - 0.0256

0.1276
  =  

0.045 - 0.0256

0.1276
  = 0,1520 mg/mL 

Protein Intraseluler 

X1 = 
y - 0.0256

0.1276
  =  

0.091 - 0.0256

0.1276
  = 0,5125  mg/mL 

X2 = 
y - 0.0256

0.1276
  =  

0.273 - 0.0256

0.1276
  = 1,9388 mg/mL

 

X3 = 
y - 0.0256

0.1276
  =  

0.538 - 0.0256

0.1276
  = 4,0156 mg/mL 

X4 = 
y - 0.0256

      
  =  

0.459 - 0.0256

0.1276
  = 3,3965 mg/mL 
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Lampiran 22.  Penentuan Total Protein pada Fraksinasi berbagai Tingkat 
Kejenuhan 

 

Jenis 
Protein 

Fraksi 
Protein 

Volume Setiap 
Fraksi (mL) 

Kadar Protein 
(mg/mL) 

Total Protein 
(mg) 

Protein 
Ekstraseluler 

F1 5 2,774 13,87 

F2 6 1,285 7,71 

F3 6 4,028 24,168 

F4 4 1,520 6,08 

Protein 
Intraseluler 

F1 4 5,125   20,5 

F2 4 1,938 7,752 

F3 3 4,015 12,045 

F4 4 3,396 13,584 

 
Penentuan total Protein dengan rumus: 

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

Protein Ekstraseluler 

Fraksi 0-20 %    =  5 mL x 2,774 mg/mL = 13,87 mg 

Fraksi 20-40 % =  6 mL x 1,285 mg/mL = 7,71 mg 

Fraksi 40-60 % =  6 mL x 4,028 mg/mL = 24,168 mg  

Fraksi 60-80 % =  4 mL x 1,520 mg/mL = 6,08 mg  

Protein Intraseluler 

Fraksi 0-20 %   =  4 mL x 5,125 mg/mL = 20,5 mg 

Fraksi 20-40 % = 4 mL x 1,938 mg/mL = 7,752 mg 

Fraksi 40-60 % = 3 mL x 4,015 mg/mL = 12,045 mg  

Fraksi 60-80 % = 4 mL x 3,396 mg/mL = 13,584 mg  
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Lampiran 23. Hidrolisis Protein 
 
1. Fraksi 40-60% (F3) Ekstraseluler 

Waktu 

Hidrolisis 

(jam) 

Protein Terlarut 

(mg/mL) 
Protein Total (mg/mL) 

DH (%) 

Absorban 
Kadar 

Protein 
Absorban 

Kadar 

Protein 

0 0,613 4,6034 1,123 8,6003 53,52 

0,5 0,621 4,6661 1,104 8,4514 55,21 

1 0,727 5,4969 1,341 10,3088 53,32 

2 0,752 5,6928 1,369 10,5282 54,07 

3 0,841 6,3903 1,447 11,1395 57,36 

4 0,938 7,1505 1,689 13,0361 54,85 

5 0,833 6,3276 1,531 11,7978 53,63 

6 0,854 6,4922 1,323 10,1677 63,85 

2. Fraksi 0-20 % (F1) Intraseluler 

Waktu 

Hidrolisis 

(jam) 

Protein Terlarut 

(mg/mL) 
Protein Total (mg/mL) 

DH (%) 

Absorban 
Kadar 

Protein 
Absorban 

Kadar 

Protein 

0 0,521 3,8824 0,802 6,0846 63,80 

0,5 0,512 3,8119 0,813 6,1708 61,77 

1 0,493 3,6630 0,829 6,2962 58,17 

2 0,538 4,0157 0,817 6,2022 64,74 

3 0,547 4,0862 0,822 6,2414 65,46 

4 0,615 4,6191 0,927 7,0643 65,38 

5 0,612 4,5956 0,912 6,9467 65,29 

6 0,592 4,4389 0,903 6,8762 64,55 

 

 erajat  idrolisis (  )     
 rotein terlarut 10     

 rotein total
 x 100  
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Lampiran 24. Isolat Bakteri 
 
 

 

Endofit 
 

Keterangan kode isolat: 

PA 8 : isolat spons Petrosia alfiani pada pengenceran 10
-8

 

*Isolat di atas dipilih berdasarkan kestabilan zona bening setelah inkubasi 2x24 jam 

dan digores kuadran beberapa kali hingga diperoleh isolat murni.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PA 8 1 

2 

3 

4 

5 
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Lampiran 25. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Sederhana 
 
 

 

 
Penampakan Enterobacter hafniae secara morfologi di bawah mikroskop dengan 

pembesaran 100x 
 

 

 
Uji TSIA, SIM, MR-VP, sitrat, Urea, dan uji gula-gula 

 
 

 

 

 



61 
 

Lampiran 26. Klasifikasi Spons Petrosia alfiani dan bakteri E. hafniae PA 8(3) 
 
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 

 
Klasifikasi Bakteri E. hafniae PA 8(3) 
 
Kingdom :   Bacteria 

Phylum  :   Proteobacteria 

Class  :   Gammaproteobacteria 

Order  :   Enterobacterales 

Family  :   Enterobacteriaceae / Hafniaceae 

Genus  :   Hafnia 

Species  :   Enterobacter hafniae 
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Lampiran 27. Uji Antibakteri Fraksi Protein E. hafniae PA 8(3) 

 
Diameter zona hambatan fraksi protein ekstraseluler dan fraksi protein intraseluler 

terhadap pertumbuhan S. aureus (A) dan E. coli (B) pada masa inkubasi                

24 jam dan 72 jam. 

Keterangan:  1 : Fraksi protein intraseluler F1 

   2 : Fraksi protein intraseluler F2  

                                                  3 : Fraksi protein intraseluler F3 

    4 : Fraksi protein intraseluler F4 

   A : Fraksi protein ekstraseluler F1 

    B : Fraksi protein ekstraseluler F2  

   C : Fraksi protein ekstraseluler F3 

    D : Fraksi protein ekstraseluler F4 

   + : Kontrol positif 

   - : Kontrol negatif 

 

A 

B 

48 72 

48 72 
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Lampiran 28. Uji Antibakteri Hidrolisat Protein E. hafniae  PA 8(3) 

 

            

 

           

Diameter zona hambatan hidrolisat protein F1 dan F3 terhadap pertumbuhan                 
S. aureus (A) dan E. coli (B) pada masa inkubasi 24 jam, 48 jam dan 72 jam. 

 
Keterangan:  
 F1 : Hidrolisat Protein F1 

 F3 : Hidrolisat Protein F3 
 EKE : Ekstrak kasar ekstraseluler 
 EKI : Ekstrak kasar intraseluler 

+  : Kontrol positif 

-    : Kontrol negatif 

 

 

24 48 72 

24 48 72 
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Lampiran 29. Uji Antifungi Fraksi Protein dan Hidrolisat Protein E.hafniae  PA8(3) 

 
Diameter zona hambatan protein ekstraseluler terhadap pertumbuhan jamur 

Candida albicans 

Keterangan:  F1   : Fraksi protein ekstraseluler F1 

    F2  : Fraksi protein ekstraseluler F2  

   F3  : Fraksi protein ekstraseluler F3 

    F4  : Fraksi protein ekstraseluler F4 

   EKE  : Ekstrak kasar ekstraseluler 

   +    : Kontrol positif 

   -   : Kontrol negatif 

 
Diameter zona hambatan protein intraseluler dan hidrolisat protein F1 dan F3 

terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans 

Keterangan:  F1 : Fraksi protein intraseluler F1 

    F2 : Fraksi protein intraseluler F2  

   F3 : Fraksi protein intraseluler F3 

    F4 : Fraksi protein intraseluler F4 

   HF3 : Hidrolisat Protein ekstraseluler F3 

   HF1 : Hidrolisat Protein intraseluler F1 

   EKI : Ekstrak kasar intraseluler 
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Diameter zona hambatan protein ekstraseluler terhadap pertumbuhan jamur 

Trichophyton rubrum 

 

Keterangan:  F1  : Fraksi protein ekstraseluler F1 

    F2  : Fraksi protein ekstraseluler F2  

   F3   : Fraksi protein ekstraseluler F3 

    F4  : Fraksi protein ekstraseluler F4 

   EKE  : Ekstrak kasar ekstraseluler 

   +    : Kontrol positif 

   -   : Kontrol negatif 

 
Diameter zona hambatan protein intraseluler dan hidrolisat protein F1 dan F3 

terhadap pertumbuhan jamur Trichophyton rubrum 

 

Keterangan:  F1 : Fraksi protein intraseluler F1 

    F2 : Fraksi protein intraseluler F2  

   F3 : Fraksi protein intraseluler F3 

    F4 : Fraksi protein intraseluler F4 

   HF3 : Hidrolisat Protein ekstraseluler F3 

   HF1 : Hidrolisat Protein intraseluler F1 

   EKI : Ekstrak kasar intraseluler  
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Lampiran 30. Dokumentasi 

 

      
       Pengambilan Sampel           Pembuatan Media 
 
 

           
 Pembuatan Buffer    Proses lisis sel 
 
 

      
 Inkubasi bakteri              Isolasi Bakteri 
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 Produksi bakteri penghasil        Proses sonikasi 

     protein bioaktif 
 
 

    
 Alat sentrifugasi           Hasil sentrifugasi (fraksinasi) 
 

   
  Proses dialisis       Fraksi protein (dialisat) 
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  Hidrolisis Enzimatik            Hidrolisat Protein 
 

     
Pengukuran Kadar Protein 

Uji Aktivitas Anti Bakteri 


