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Lampiran 1. Bagan Kerja Isolasi, Pemurnian dan Uji Bioaktivitas Protein

Bioaktif dari Spons

500 gram Spons

Dipotong kecil-kecil
Ditambahkan 1000 mL Buffer A lalu diblender

Disaring menggunakan kain saring.

Residu Filtrat
- Dibeku cairkan 2-3 kali
- Disentrifugasi pada 6000 rpm, suhu 4 °C
selama 20 menit.
Endapan Supernatan

(ekstrat kasar)

- Dilakukan uji bioaktivitas

- Difraksinasi dengan amonium

sulfat
Fraksi 0-20% Fraksi 20-40% Fraksi 40-60% Fraksi 60-80%
Kejenuhan (F1) Kejenuhan (F2) Kejenuhan (F3) Kejenuhan (F4)
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Masing-masing fraksi:
= Didialisis
= Hidrolisis
= Diuji kadar protein
= Diuji aktivitas anti kanker
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Lampiran 2. Skema kerja fraksinasi protein bioaktif dengan amonium sulfat.

Ekstrak kasar yang mengandung protein bioaktif

- Ditambahkan amonium sulfat 0-20% kejenuhan.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
pada suhu 4 °C selama 30 menit.

Supernatan (S1) Fraksi Protein (F1)

- Ditambahkan amonium sulfat 20-40% kejenuhan.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada
suhu 4 °C selama 30 menit.

Supernatan (S2) Fraksi Protein (F2)

- Ditambahkan amonium sulfat 40-60% kejenuhan.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada
suhu 4 °C selama 30 menit.

Supernatan (S3) Fraksi Protein (F3)

- Ditambahkan amonium sulfat 60-80% kejenuhan.
- Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm pada
suhu 4 °C selama 30 menit.

Supernatan (S4) Fraksi Protein (F4)
il ing-masing fraksi:

1PL ‘. - Ditambahkan buffer B
p— - Didialisis dalam kantong selofan dengan menggunakan Buffer C
- Dihitung kadar protein dan diuii aktivitas antikanker

A

A
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Lampiran 3. Skema dialisis

Fraksi 0-20%
Kejenuhan (F1)

Ditambahkan Buffer B

Dimasukkan kedalam kantong

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

PC
\
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Lampiran 4. Hidrolisis protein

Fraksi Protein

Diencerkan menjadi larutan 3%.

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 5 menit.

Disentrifugasi pada 10.000 rpm, suhu 4 °C selama 20

menit.

Endapan

Supernatan
(Hidrolisat protein)

" i
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- Uji antikanker

Data
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Lampiran 5. Penentuan kadar protein

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
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Lampiran 6. Uji Antikanker 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

Catatan:

Sampel

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

Dimasukkan sebanyak 10 ekor larva udang.
Ditambahkan air lauthingga 5 mL

Disimpan di bawah pencahayaan selama 24 jam

Diamati Jumlah larva yang matidan yang hidup

Pengum

pulan Data

Analisis Data

yang sama dilakukan juga pada Buffer B tanpa sampel sebagai kontrol
an vinkristin sebagai kontrol positif.
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Lampiran 7. Pembuatan Larutan Buffer tris-HCI

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

1. Ditimbang 12,1 gram  Tris  (Hidroksimetil)  aminometana
(NH2C(CH,0H)5) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 250 mL.

2. Ke dalam 250 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana
ditambahkan HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga
mencapai 8,3.

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 117 gram dan 1,11 gram
CaCl,, p-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. Ditimbang 3,025 gram Tris  (Hidroksimetil) aminometana
(NH,C(CH,0H)s) 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.

— Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 2,925 gram dan 0,2775 gram

| CaCl,dan dicukupkan volumenya sampai 250 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 12,1 gram  Tris  (Hidroksimetil)  aminometana
(NH2C(CH,0H)s) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 250 mL.

2. Ke dalam 250 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana
ditambahkan HCI 1 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga
mencapai 8,3.

3. Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 11,7 gram dan 1,11 gram

CaCl; dan dicukupkan volumenya sampai 1000 mL dengan akuades.

| :
| ™8 = _""" _.-'I
=~ =

o
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Lampiran 8. Penentuan Protein dengan Metode Lowry

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,COj3 2 % dalam
NaOH 0,1 N, Na-K-Tartat 2 %, CuSO4.5H,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 CuSO4.5H,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

p— 16 mg/ mL.

Optimization Software:
www . balesio.com 46




Lampiran 9. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan dan Volume Suspensi
Endapan Yang Diperoleh Pada Setiap Fraksi Spons Petrosia alfiani

_ _ Bobot Amonium Sulfat Volume ekstrak
No Fraksi Protein
(gram) (mL)
1 0-20% 53,00 500
2 20-40% 53,67 475
3 40-60% 57,24 477
4 60-80% 61,02 473

Penambahan amonium sulfat:

1. Fraksi 0-20%

2. Fraksi 20-40%

3. Fraksi 40-60%

4. Fraksi 60-80%

fror]

f
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x 106 gram=53,00 gram
1000 mL

475 mL
1000 mL

X 113 gram=53,67 gram

477 mL
1000 mL

x 120 gram= 57,24 gram

473 mL
1000 mL

X 129 gram= 61,02 gram
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Lampiran 10. Tabel Kejenuhan Amonium Sulfat

Konsentrasi awal dari % kejenuhan pada 0 °C
amoniumsulfat (% | 20 | 25 [ 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 [ 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 10
kejenuhan pada 0°C) Penambahan amonium sulfat kristal (gram) untuk pada 1 liter larutan
0 106 | 134 | 164 | 194 | 226 | 258 | 291 | 326 | 361 | 398 | 436 | 476 | 516 | 559 | 603 | 650 | 697
5 79 | 108 | 137 | 166 | 197 | 229 | 262 | 296 | 331 | 368 | 405 | 444 | 484 | 526 | 570 | 615 | 662
10 53 | 81 | 109 | 139 | 169 | 200 | 233 | 266 | 301 | 337 | 374 | 412 | 452 | 493 | 536 | 518 | 627
15 26 | 54 | 82 | 111 | 141 | 172 | 204 | 237 | 271 | 306 | 343 | 381 | 420 | 460 | 503 | 547 | 592
20 0 27 | b5 | 83 | 113 | 143 | 175 | 207 | 241 | 276 | 312 | 349 | 387 | 427 | 469 | 512 | 557
25 0 27 | 56 | 84 | 115 | 146 | 179 | 211 | 245 | 280 | 317 | 355 | 395 | 436 | 478 | 522
30 0 28 | 56 | 86 | 117 | 148 | 181 | 214 | 249 | 285 | 323 | 362 | 402 | 445 | 488
35 0 28 | 57 | 87 | 118 | 151 | 184 | 218 | 254 | 291 | 329 | 369 | 410 | 453
40 0 29 | 58 | 89 | 120 | 153 | 187 | 222 | 258 | 296 | 335 | 376 | 418
45 0 29 | 59 | 90 | 123 | 156 | 190 | 226 | 263 | 302 | 342 | 383
50 0 30 | 60 | 92 | 125 | 159 | 194 | 230 | 268 | 308 | 348
55 0 30 | 61 | 93 | 127 | 161 | 197 | 235 | 273 | 313
60 0 31 | 62 | 95 | 129 | 164 | 201 | 239 | 279
65 0 31 | 63 | 97 | 132 | 168 | 205 | 244
70 0 32 | 65 | 99 | 134 | 171 | 209
75 0 32 | 66 | 101 | 137 | 174
— 0 33 | 67 | 103 | 139
5 0 | 34 | 68 | 105
gl [ 0 | 34|70
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Lampiran 11. Penentuan Serapan Maksimum ( A maksimum)

A. Serapan Maksimum (A maksimum) pada Konsentrasi BSA mg/mL

Panjang Gelombang | Absorban
(nm) (A)
640 0,240
650 0,244
660 0,245
670 0,245
680 0,245
690 0,246
700 0,246
710 0,238
720 0,238
730 0,232
B. Kurva A maksimum
0,248
0,246 ,/\\
0,244 / \
0,242 / \
0,24 \
0,238 "\
0,236
0,234 \
0,232
0,23 . . . . . .
2 640 660 680 700 720 740
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Lampiran 12. Kurva Standar Pengukuran Kadar Protein dengan Metode Lowry
pada Panjang Gelombang Maksimal 700 nm

Konsentrasi BSA Absorban
(mg/mL) (A)
0,01 0,085
0,02 0,115
0,04 0,244
0,08 0,406
0,16 0,726

Kurva Kalibrasi Larutan Standar Protein (BSA)

0,8
0,7
06
?_E/o,s
204
20,3
<02
0,1

0

a

/

/ y = 4,2902 + 0,0492
R#=10,9954
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Konsentrasi (mg/mL)
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Lampiran 13. Pengukuran Kadar Protein Pada Setiap Tahap Pemurnian Spons

Petrosia alfiani

No E:géslln AbS((i(r)ban (mg>/(m L) Peanael;tcoerran Seber?;rnya
(mg/mL)
1 Ell(‘i';k 0,298 0,0579 150 x 8,698
2 0-20% 0,169 0,0279 150 x 4,188
3 20-40% 0,140 0,0212 50 x 1,058
4 40-60% 0,268 0,0509 50 x 2,549
5 60-80% 0,116 0,0155 50 x 0,778

Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis:

Y =4,2902x + 0,0492
Maka data pada tabel diatas diperoleh dengan cara:

1. Ekstrak kasar
y-0,0492  0,298-0,0492

= = = 00,0579
4,2902 4,2902
2. Fraksi 0-20%
y-0,0492 0,169-0,0492
X = = 0,0279
4,2902 4,2902
3. Fraksi 20-40 %
y-0,0492 0,140-0,0492
= = 00,0212
4,2902 4,2902
4. Fraksi 40-60%
y-0,0492 0,268-0,0492
= = 00,0509
4,2902 4,2902
5. Fraksi 60-80%
y-0,0492 0,116-0,0492
— = 00,0155

_ T 42902 4,2902
im >
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Lampiran 15. Penentuan Total Protein pada Fraksinasi Berbagai Tingkat
Kejenuhan

No | Eraksi Protein Volumg Setiap ansentrasi Total Protein
Fraksi (mL) Protein (mg/mL) (mg)

1 Ekstrak Kasar 500 8,698 4349

2 0-20% 33,2 4,188 139,04

3 20-40% 12 1,058 12,696

4 40-60% 21 2,549 53,529

5 60-80% 9,8 0,778 7,6244

Penentuan total protein dengan rumus:

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

Ekstrak Kasar = 500 mL x 8,698 mg/mL

= 4349 mg

Fraksi 0-20% =33,2mL x 4,188 mg/mL = 139,04 mg

Fraksi 20-40% = 12 mL x 1,058 mg/mL

Fraksi 40-60% =21 mL x 2,549 mg/mL

Fraksi 60-80% = 9,8 mL x 0,778 mg/mL

PC
\
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Lampiran 16. Harga Probit Sesuai dengan Persentasenya

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

0 - 1267|295 |312 325|336 (345|352 | 359 | 3,66
10 3,72 | 3,77 | 3,82 | 3,87 | 3,93 | 3,95 | 401 | 4,05 | 4,08 | 4,12
20 417 | 419 | 4,23 | 4,26 | 4,29 | 433 | 4,36 | 4,39 | 4,42 | 4,45
30 4,48 | 450 | 453 | 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 | 490 | 492 | 4,95 | 4,97
50 5,00 | 5,03 | 5,05 | 5,08 | 510 | 513 | 5,15 | 5,18 | 5,20 | 5,23
60 5,25 | 5,28 | 5,31 | 5,33 | 5,36 | 5,39 | 541 | 5,44 | 547 | 5,50
70 5,52 | 5555 | 558 | 5,61 | 564 | 567 | 571 | 5,74 | 5,77 | 5,81
80 584 | 588|592 595|599 | 6,04 608|613 | 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
99 060 {01|02|03|04)|05|06|07]08]09

733 | 737 741|746 | 751 | 755|766 775|788 8,09

|PC
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Lampiran 17. Hasil Perhitungan LCs Larva Udang (Artemia Salina Leach) yang

Mati terhadap Beberapa Fraksi Protein dari Spons Petrosia alfiani.

Fraksi protein Nilai LC50 Toksisitas
(Mg/mL)
Ekstrak Kasar 24,92 Sangat toksik
0-20% 24,14 Sangat toksik
20-40% 21,54 Sangat toksik
40-60% 6899,22 Tidak toksik
60-80% 167,15 Toksik

Optimization Software:
www . balesio.com
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Lampiran 18. Perhitungan LCsg

1. Ekstrak kasar (Supernatan)

Untuk

i . Konsentrasi (pg/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 1 8
Ekstrak Kasar 1 1 10
0 2 10
Jumlah 2 4 28
% Kematian 3,33% 10% 90%
Konsentrasi Log Konsentrasi % Nilai Probit
(ug/mL) (0,9) Kematian YY)
1 0 3,33 3,12
10 1 10 3,72
100 2 90 6,28
7
6
55
24 =
T34 y=1,58x+2,7933
S R2=0,8863
Z 2
1
O T T T 1
0 0,5 1 15 2,5
Log Konsentrasi
LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan

y =1,58x +2,7933

5=1,58x +2,7933

X =1,3966

—

LCso = 1,3966

1,92 ug/mL

Optimization Software:
www . balesio.com

rak Kasar adalah 24,92 pg/mL

regresi
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2. F1 (Fraksi 0-20%)

i . Konsentrasi (pg/mL)
Fraksi protein 1 10 100
0 0 10
0-20% 1 5 10
0 2 10
Jumlah 1 7 30
% Kematian 0% 20% 96,67%
Konsentrasi | Log Konsentrasi . Nilai Probit
(ug/mL) g (X) % Kematian %
1 0 0 0
10 1 20 4,17
100 2 96,67 6,88
8
7 € 2
o 6
85
o4 z
< 3 y = 3,44x +0,2433
= 5 R2=0,9852
1
y= . . . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Log Konsentrasi

Untuk LC50’

nilai

y = 3,44x + 0,2433

5=3,44x + 0,2433

X =1.3828

probit adalah 5, dimasukan ke persamaan

LCso =1,3828
1,1435 pg/mL

Optimization Software:

www.balesio.com

si 0-20% adalah 24,1435 pg/mL

regresi

56



3. F2 (Fraksi 20-40%)

. . Konsentrasi (ug/mL)
Fraksi protein 1 10 100
0 1 9
20-40% 1 1 10
1 2 10
Jumlah 2 4 29
% Kematian 3,33% 10% 93,33%
Konsentrasi | Log Konsentrasi | , : Nilai Probit
Y0 Kematian
(Hg/mL) (X) ° ()
1 0 3,33 3,12
10 1 10 3,72
100 2 93,33 6,48
7
€ 2
6
=5
o]
24 .
o $ y=1,68x+276
z 3 Rz2=10,878
Z2
1
O T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5
Log Konsentrasi
Untuk LCsp, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan
y=168x+ 2,76
5=1,68x + 2,76
X =1,3333
LCso =1,3333

A=

por |

/\_r'

[,5427 pg/mL

Optimization Software:
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ksi 20-40% adalah 21,5427 pg/mL

regresi
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4. F3 (Fraksi 40-60%)

. . Konsentrasi (ug/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 2 2
Ekstrak Kasar 0 2 2
1 1 2
Jumlah 2 5 6
% Kematian 3,33% 13,33% 16,67%
Konsentrasi | Log Konsentrasi | . Nilai Probit
Yo Kematian
(Hg/mL) (X) ° (Y)
1 0 3,33 3,12
10 1 13,33 3,87
100 2 16,67 4,05
5
4 ,//‘///"
83
a
F 2 y =10,465x + 3,215
= R2=10,888
zZ
1
O T T T T
0 0,5 1 15 2 2,5
Log Konsentrasi
Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi
y =0,465x + 3,215
5=0,465x + 3,215
X =3,8388
LCso = 3,8388

899,22 pug/mL

Optimization Software:

www.balesio.com

xsi 40-60% adalah 6899,22 pg/mL
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5. F4 (Fraksi 60-80%)

i . Konsentrasi (pg/mL)
Frak
raksi protein 1 10 100
0 0 2
Ekstrak Kasar 0 1 2
1 2 2
Jumlah 1 3 6
% Kematian 0% 6,67% 16,67%
Konsentrasi | Log Konsentrasi | . Nilai Probit
Y0 Kematian
(Hg/mL) (X) ) (Y)
1 0 0 0
10 1 6,67 3,52
100 2 16,67 4,05
5
4 *
E L 2
o 3
o y =2,025x+ 0,498
8 2 R2=10,846
Z
1
0 ‘ T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log Konsentrasi
Untuk LCsp, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan

y = 2,025x + 0,4983

5=2,025x + 0,4983

X =2,2231

LCso = 2,2231

57,15 pg/mL

Optimization Software:
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si 60-80% adalah 167,15 pg/mL

regresi
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Lampiran 19. Hidrolisis protein

1. Fraksi 0-20%

Waktu Protein terlarut Protein total (mg/mL)
hidrolisis KP Kp DH (%)
(jam) absorban KP FP sebenarnya absorban KP FP sebenarnya
0 0,087 0,0088 5 0,0441 0,149 0,0233 10 0,2326 18,9596
0,5 0,482 0,1009 100 10,0881 0,580 0,1237 150 18,5586 54,3580
1 0,510 0,1074 100 10,7404 0,586 0,1251 150 18,7681 57,2278
2 0,518 0,1092 100 10,9272 0,582 0,1242 150 18,6285 58,6585
3 0,520 0,1097 100 10,9738 0,570 0,1214 150 18,2089 60,2661
4 0,524 0,1106 100 11,0671 0,536 0,1135 150 17,0202 65,0233
5 0,522 0,1102 100 11,0205 0,548 0,1162 150 17,4397 63,1920
6 0,518 0,1092 100 10,9272 0,546 0,1158 150 17,3698 62,9092
Keterangan:

KP = Kadar Protein

|r Pengenceran

Optimization Software:
www . balesio.com

Derajat Hidrolisis (DH) % =

Protein terlarut 10% TCA

x 100%

Protein total




2. Fraksi 20-40%

Waktu Protein terlarut Protein total (mg/mL)
hidrolisis KP Kp DH (%)
(jam) absorban KP FP sebenarnya absorban KP FP sebenarnya
0 0,089 0,0093 5 0,0463 0,124 0,0174 10 0,1743 26,5634
0,5 0,500 0,1051 100 10,5076 0,592 0,1265 150 18,9781 55,3669
1 0,516 0,1088 100 10,8806 0,586 0,1251 150 18,7683 57,9733
2 0,522 0,1102 100 11,0205 0,566 0,1205 150 18,0691 60,8802
3 0,528 0,1116 100 11,1603 0,572 0,1219 150 18,2788 61,0559
4 0,542 0,1148 100 11,4866 0,558 0,1186 150 17,7894 64,5699
5 0,532 0,1125 100 11,2535 0,560 0,1191 150 17,8593 63,0119
6 0,540 0,1144 100 11,4400 0,564 0,1199 150 17,9992 63,5584
Keterangan:

KP = Kadar Protein

CD = LCalstn

r Pengencera

P
\
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Lampiran 20. Hasil Perhitungan LCs Larva Udang (Artemia Salina Leach) yang
Mati terhadap Beberapa Hidrolisat Protein dari Spons Petrosia

alfiani.
Fraksi protein Nilai LCso Toksisitas
(Hg/mL)
20-40% 42,40 Toksik

Optimization Software:
www . balesio.com 62




Lampiran 21. Perhitungan LCsg

1. Hidrolisat F1 (Fraksi 0-20%)

i . Konsentrasi (pg/mL)
Fraksi protein 1 10 100
1 1 10
0-20% 0 1 8
0 2 10
Jumlah 1 4 28
% Kematian 0% 10% 90%
Konsentrasi | Log Konsentrasi | : Nilai Probit
% Kematian
(hg/mL) () i ()
1 0 0 0
10 1 10 3,72
100 2 90 6,28
7
6 %
% 5
&4 <
=) y=3,14x+0,1933
1 Rz =0,9888
O / T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log Konsentrasi
Untuk LCsp, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan

y =3,14 x + 0,193
5=3,14 x + 0,193

X =1,5309

LCso = 1,5309

3,95 pg/mL

Optimization Software:
www . balesio.com

rolisat Fraksi 0-20% adalah 33,95 pg/mL

regresi
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2. Hidrolisat F2 (Fraksi 20-40%)

A=

. . Konsentrasi (ug/mL)
Fraksi protein 1 10 100
0 1 8
20-40% 0 0 10
0 1 9
Jumlah 0 2 27
% Kematian 0% 3,33% 86,67%
Konsentrasi | Log Konsentrasi | : Nilai Probit
Yo Kematian
(Hg/mL) (X) ) (v)
1 0 0 0
10 1 3,33 3,12
100 2 86,67 6,12
7
6 >
=5
Q
24
a /
g3 y = 3,06% + 0,02
22 Rz=0,9999
1
O / T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5
Log Konsentrasi
Untuk LCso, nilai probit adalah 5, dimasukan ke persamaan regresi
y =3,06 x + 0,02
5=23,06 x + 0,02
X =1,6274
r _—ﬁ LCsp = 1,6274
]
D
l Sy .40 pg/mL

/\_r'
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rolisat Fraksi 20-40% adalah 42,40 pug/mL
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Lampiran 22. Dokumentasi Penelitian

Optimization Software:
www.balesio.com

CENTRIFUGE

T\‘MIB MENGISI LOG BOOK SESUAL
LAT YANG TELAH DIGUNAKAN

—

Gambar 9. Fraksi protein
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Gambar 10. Dialisis Gambar 11. Pengukuran kadar protein

Gambar 13. Metode Brine Shrimp Lethality Tes (BSLT

Optimization Software:
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