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Lampiran 1. Diagram Alur Penelitian

Preparasi Sampel Nutrient Broth
Pembuatan Media Nutrient Agar
Penyegaran sampel dalam Media Nutrient Broth sl Muller-Hinton Agar

Isolasi Bakteri

Seleksi Isolat

Identifikasi Isolat

Penentuan Waktu Produksi Optimum

Produksi dan Ekstraksi Protein Bioaktif

Purifikasi Protein

l

N NP

Penentuan Kadar Protein Uji Antibakteri

Penyiapan Bakteri Uji

Pembuatan Larutan Kontrol

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

15 gram Spons

Air bilasan

- dimasukkan ke dalam erlenmeyer
berisi 30 mL Nutrient Broth
- dikocok menggunakan shaker

selama 24 jam

Ekstraseluler

dibilas dengan 30 mL air laut steril

Spons

dihaluskan dengan mortar
ditambahkan air laut steril
dimasukkan ke dalam
erlenmeyer berisi 30 mL
Nutrient Broth

dikocok menggunakan shaker

selama 24 jam

Intraseluler

f
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Lampiran 3. Bagan Kerja Isolasi dan Identifikasi Bakteri Penghasil Senyawa
Antimikroba

a. Isolasi Bakteri

Ekstraseluler

Intraseluler

dilakukan pengenceran bertingkat 10-10®
ditumbuhkan pada media NA

diinkubasi selama 2x24 jam

koloni dengan zona bening yang stabil dimurnikan

dengan metode gores hingga diperoleh isolat murni

Isolat murni

dilakukan seleksi penghasil senyawa antimikroba

Isolat penghasil senyawa antimikroba

isolat bakteri dengan aktivitas antimikroba terbesar

diidentifikasi

Pewarnaan gram
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b. Pewarnaan gram

Isolat penghasil senyawa antimikroba

f
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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 dengan safranin

didiamkan selama 30 detik

Preparat bakteri

ditetesi dengan minyak imersi

diamati dengan mikroskop

Hasil pengamatan
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c. Uji Biokimia

Isolat penghasil senyawa antimikroba

Uji Uji Uji Uji

Urea -
SIM TSIA Sitrat VP-MR Gula-gula
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Lampiran 4. Bagan Kerja Ekstraksi Protein Bioaktif

Isolat penghasil senyawa antimikroba

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

- diinkubasi pada suhu 37 °C di atas mesin goyang
(shaker) selama % 4 hari

- dilakukan sampling setiap 6 jam untuk mengetahui waktu

produksi optimum

Kultur bakteri

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

menit

Filtrat Sel

- digerus

- ditambahkan 100 mL buffer A

- disimpan dalam lemari es

untuk proses selanjutnya
- pecahan sel dibeku/cairkan 2-3 kali

- disonikasi selama 3 x 10 menit dalam air es
- disentrifugasi pada 5000 rmp dan suhu

- 4°C selama 30 menit

Endapan Ekstrak kasar

- disimpan dalam lemari es untuk

proses selanjutnya
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Lampiran 5. Bagan Kerja Fraksinasi Protein Bioaktif dengan Amonium Sulfat

Filtrat

Ekstrak kasar

- ditambahkan amonium sulfat 0-20% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm

pada suhu 4 °C selama 20 menit.

Supernatan (S1)

Fraksi Protein (F1)

- ditambahkan amonium sulfat 20-40% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm pada

suhu 4 °C selama 20 menit.

Supernatan (S2)

Fraksi Protein (F2)

- ditambahkan amonium sulfat 40-60% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm pada

suhu 4 °C selama 20 menit.

Supernatan (S3)

Fraksi Protein (F3)

Ditambahkan amonium sulfat 60-80% kejenuhan.
Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm pada

suhu 4 °C selama 20 menit.

Supernatan (S4)

Fraksi Protein (F4)

¢ v

Masing-masing fraksi:
- ditambahkan buffer B

A

- didialisis dalam kantong selofan dengan menggunakan Buffer C
- dihitung kadar protein dan diuji aktivitas antimikroba
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Lampiran 6. Bagan Kerja Dialisis

Fraksi 0-20%
Kejenuhan (F1)

- ditambahkan Buffer B

- dmasukkan ke dalam kantong selofan.

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 ke dalam vial.

Dialisat protein

- dihitung kadar protein

- diuji aktivitas antimikroba

Data

Catatan:

Perlakuan yang sama untuk F2, F3 dan F4

" i
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Lampiran 7. Bagan Kerja Hidrolisis

Fraksi dengan kadar protein tertinggi

- dihidrolisis dengan enzim pepsin

- ditambahkan enzim dengan perbandingan enzim dan substrat 3:100
pada suhu 37 °C pH 2

- dibiarkan selama 30 menit

Hidrolisat pepsin 1 1. diambil beberapa mL

- reaksi dilanjutkan menjadi 60 menit (1 jam) 2. reaksi dihentikan dengan
pemanasan pada air

Hidrolisat pepsin 2

mendidih selama 10
- reaksi dilanjutkan menjadi 120 menit (2 jam) menit

Hidrolisat pepsin 3

Catatan:
Reaksi dilanjutkan sampai 6 jam yang disampling setiap 30 menit

Hidrolisat 1,2,3 disentrifugasi pada 10000 rpm 4 °C selama 20 menit
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Lampiran 8. Prosedur Penentuan Kadar Protein Sampel dengan Metode Lowry

2 mL larutan fraksi

- ditambahkan 2,75 mL Lowry B

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

- ditammbahkan 0,25 mL reagen lowry A
- dikocok merata dengan cepat
- dibiarkan selama 30 menit sampai warna biru terbentuk

- diukur absorbannya pada Amax

Data absorban

Keterangan: Perlakuan yang sama untuk larutan blanko dan larutan standar BSA

L

o
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Lampiran 9. Bagan Kerja Uji Antimikroba dengan Metode Difusi Agar

Bakteri (Escherichia coli dan Staphylococus aerus)

- diremajakan pada media NA miring dalam tabung reaksi

selama 1x24 jam pada suhu 37 °C

Koloni Bakteri

- 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

Medja Uji
- papen disc yang telah dicelupkan pada protein bioaktif tiap fraksi,
kontrol (+) dan kontrol (-) diletakkan di atas media MHA
- diinkubasi selama 3 x 24 jam pada suhu 37 °C
- diukur zona hambatan menggunakan mistar geser dalam satuan
milimeter
Data
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Lampiran 10. Penentuan 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
4 mL

2. Pereaksi Lowry B
Cara pembuatan Lowry B yakni dengan pencampuran antara Na>;COz 2%
dalam NaOH 0,1 N, Na-K-Tartrat 2%, CuS04.5H,0 1%. Dengan
perbandingan 100 : 1 : 1, diambil larutan Na>CO3 2% dalam NaOH 0,1 N
sebanyak 100 mL, Na-K-Tartrat 2% sebanyak 1 mL, dan CuSO4.5H,0
1% 1 mL. Kemudian homogenkan.

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

- perlakuan larutan standar tersebut seperti pada larutan contoh
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Lampiran 11. Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCI

A. Pembuatan larutan buffer A (Tris-HCI 0,1 M pH 8,3; NaCl 2 M; CaCl20,01

M, B-mercaptoetanol 1%, Triton X-1000,5%)

Prosedur pembuatan larutan:

1.

Ditimbang 6,05 gram Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH20H)s3) lalu
dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

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

Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 58,5 gram dan 0,555 gram CaClz,
B-mercaptoetanol 10 mL dan triton X-100 2,5 mL 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; CaCl20,01

M)

Prosedur pembuatan larutan:

1
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Ditimbang 6,05 gram Tris (Hidroksimetil) aminometana (NH2C(CH20H)3)
lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

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

Selanjutnya ditambahkan NaCl sebanyak 5,85 gram dan 0,555 gram CaClz dan

dicukupkan volumenya sampai 500 mL denganakuades.
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C. Pembuatan larutan buffer C (Tris-HCI 0,01 M pH 8,3; NaCl 0,2 M;
CaCl20,01 M)

Prosedur pembuatan larutan:

1. Ditimbang 0,605 gram  Tris  (Hidroksimetil)  aminometana
(NH2C(CH20H)3) lalu dilarutkan dengan akuades sampai 125 mL.

2. Ke dalam 125 mL larutan Tris (Hidroksimetil) aminometana 0,04 M
ditambahkan HCI 2 M sedikit demi sedikit sambil diatur pHnya hingga
mencapai 8,3.

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

dan dicukupkan volumenya sampai 500 mL denganakuades.

ror

[ -I
A%

o
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Lampiran 12. Tabel Hasil uji tantang isolat bakteri simbion spons Petrosia alfiani
terhadap E. coli dan S. aureus

Bakteri Uji
NO. | Kode E. coli S. aureus
Isolat
24 jam 48 jam 24 jam 48 jam

1 PA 8(1) - - - -
2 PA 8(2) - - - -
3 PA 8(3) - - - -
4 PA 8(4) + ++ ++ ++
5 PA 8(5) ++ +++ ++ ++
6 PAI 8(1) - - + +
7 PAI 8(2) - - + ++
8 PAI 8(3) + ++ ++ ++
9 PAI 8(4) + + ++ ++
10 | PAI8(5) - - ++ +++

Keterangan zona bening:

- : tidak ada
+ . kecil
++ : agak besar

+++  : cukup besar

| :
| ™8 . A _.-'I
=~ =

o
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Lampiran 13. Penentuan A maksimum pada konsentrasi Bovin Serum Albumin 0,08

mg/mL

No. A (nm) Absorban
1 600 0.414
2 610 0.416
3 620 0.422
4 630 0.426
5 640 0.43
6 650 0.432
7 660 0.434
8 670 0.432
9 680 0.432
10 690 0.424
11 700 0.422

0,435

0,43
0,425 \\
i/
0,415 ’/

v

absorban

0,41

580 600 620 640 660 680 700 720
A (nm)
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Lampiran 14. Kurva standar Bovin Serum Albumin pada A 660 nm

No Konsentrasi BSA | Absorbansi
1 0,02 0,099
2 0,04 0,214
3 0,08 0,333
4 0,16 0,61
5 0,32 1,070

1,2

20,8
1]
20,6
2
S04
0,2

y =3,1713x + 0,072
R2=0,9953

0,08 0,16

0,24

konsentrasi BSA (mg/mL)

0,32
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Lampiran 15. Data hasil penentuan waktu produksi optimum protein dari bakteri E.
hafniae PA (8)5 dan optical density (OD)

Waktu Kadar Protein Kadar Protein
NOT Fermentasi (jam) Ob Ek(?;rg%?gtj)ler IrE:Tr]Zj(rarlllIJ_l)er
! 0 0,736 0,455 334
2 6 1,64 1,67 8 83
3 12 1,72 1,515 845
4 18 1.8 1,09 9,92
> 24 18 0,885 7 a1
° 30 18 0,915 7,63
! 36 1,95 2,115 11,13
8 42 18 0,645 6,62
9 48 1,76 0,66 7.285
10 o4 1,74 0,595 4,43

| :
| ™8 . A _.-'I
=~ =

o
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Lampiran 16. Konsentrasi protein pada sampel ekstrak kasar ekstraseluler

(A 660 nm)

No Waktu Fermentasi Absorban Kadar Protein
(jam) (mg/mL)
1 0 0,101 0,455
2 6 0,178 1,67
3 12 0,168 1,515
4 18 0,141 1,09
5 24 0,128 0,885
6 30 0,13 0,915
7 36 0,206 2,115
8 42 0,113 0,645
9 48 0,114 0,66
10 54 0,11 0,595

Contoh perhitungan penentuan kadar protein:

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar y =

3,1713x + 0,072, dimana y = 0,206 adalah absorbansi protein ekstraseluler.

Diketahui y = 0,206, maka:

0,206 =3,1713x+0,072

3,1713x= 0,206-0,072

3,1713x= 0,134

X =0,0423 mg/mL

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran (fp = 50), sehingga:

X =0,0423 mg/mL x 50

= 2,115 mg/mL

" i
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Lampiran 17. Konsentrasi Protein pada Sampel Ekstrak Kasar Intraseluler

No | Waktu Fermentasi | Absorban Kadar Protein
(jam) (mg/mL)

1 0 0.284 3.34

2 6 0.632 8.83

3 12 0.608 8.45

4 18 0.7013 9.92

5 24 0.542 7.41

6 30 0.556 7.63

7 36 0.778 11.13

8 42 0.492 6.62

9 48 0.534 7.285
10 94 0.353 4.43

Contoh perhitungan penentuan kadar protein:

(A660 nm)

Data absorban yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan standar y =

3,1713x + 0,072, dimana y = 0,778 adalah absorbansi protein ekstraseluler.

Diketahui y = 0,778, maka:

0,778

=3,1713x+0,072

3,1713x=0,778-0,072

3,1713x= 0,706

X

=0,2226 mg/mL

Selanjutnya dikalikan dengan faktor pengenceran (fp = 50), sehingga:

X

f
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=0,2226 mg/mL x 50

=11,13 mg/mL
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Lampiran 18. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi berbagai
Tingkat Kejenuhan

Jenis Protein Fraksi Protein | Bobot Amonium
Sulfat (g)
F1 53
Protein F2 54,805
Ekstraseluler F3 60,6
F4 69,144
F1 3,074
Protein F2 3,164
Intraseluler F3 3,6
F4 3,87

Penambahan Amonium sulfat:

Protein Ekstraseluler

500 mL

F1 = x 106 g = 53¢
1000 mL
485 mL

F2 = x 113g = 54805¢
1000 mL
505 mL

F3 = x 120g =606¢g
1000 mL
536 mL

F4 = x 1299 = 69,144 ¢
1000 mL

Protein Intraseluler

29 mL

F1 = x 106 g = 3,074 ¢
1000 mL
28 mL
F2 = —"— yx 113g = 3164g
1000 mL
30 mL
E3 = x 120g = 369
E—— 1000 mL
P 30 mL
i 1 = x 1299 = 387g
| ———_.., 1000 mL

o
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Lampiran 20. Pengukuran Kadar Protein pada Setiap Tahap Pemurnian Fraksi

Protein
Jenis Protein Fraksi Absorban | Kadar Protein Faktor Kadar Protein
Protein (mg/mL) Pengenceran Sebenarnya
(mg/mL)
Protein F1 0,678 0,1911 50 9,555
Ekstraseluler F3 0,103 0,0098 50 0.49
F3 0,164 0,0290 50 1,4505
F4 0,215 0,0451 50 2,255
Protein F1 0,554 0,1519 50 7,599
Intraseluler F2 0,328 0,0807 50 4,035
F3 0,690 0,1949 50 9,745
F4 0,550 0,1507 50 7,535

Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis: y = 3,1713x + 0,072.
Maka data pada tabel di atas diperoleh dengan cara:

Protein Ekstraseluler

_y-0072 0,678-0,072

X1 = = =0,1911 mg/mL
3,1713 3,1713
y-0,072 0,103 -0,072
2 = = =0,0098 mg/mL
3,1713 3,1713
y-0,072 0,164 - 0,072
Xz = = =0,0290 mg/mL
3,1713 3,1713
y-0,072 0,215-0,072
Xy = = =0,0451 mg/mL
3,1713 3,1713
Protein Intraseluler
y-0,072 0,554 -0,072
X1 = = =0,1519 mg/mL
3,1713 3,1713
y-0,072 0,328 -0,072
X, = = =0,0807 mg/mL
3,1713 3,1713
y-0,072 0,690 - 0,072
Xz = = =0,1949 mg/mL

3,1713 3,1713

= y-0,072 0,550-0,072
= = =0,1507 mg/mL

_ g ' 31713 31713
im >
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Lampiran 21. Penentuan Total Protein pada Fraksinasi berbagai Tingkat Kejenuhan

Jenis Protein Fraksi Volume Kadar Protein Total
Protein Setiap Fraksi (mg/mL) Protein
(mL) (mg)
0-20 % 45 9,555 42,9975
Protein
Ekstraseluler 20-40 % 45 0.49 2,205
40-60 % 7 1,4505 10,1535
60-80 % 7 2,255 15,785
0-20 % 5 7,599 37,995
Protein
Intraseluler 20-40 % 4 4,035 16,14
40-60 % 5 9,745 48,725
60-80 % 4 7,535 30,14

enentuan total protein dengan rumus:
Total Protein = Volume setiap Fraksi (mL) x Konsentrasi Protein (mg/mL)
Protein Ekstraseluler

Fraksi 0-20% = 4,5mL x 9,555 mg/mL = 42,9975 mg

Fraksi 20-40 % = 4,5 mL x 0,49 mg/mL = 2,205 mg

Fraksi 40-60 % = 7 mL x 1,4505 mg/mL = 10,1535 mg

Fraksi 60-80 % =7 mL x 2,255 mg/mL  =15,785mg

Protein Intraseluler
Fraksi 0-20% = 5mL x 7,599 mg/mL = 37,995 mg
Fraksi 20-40 % = 4 mL x 4,035 mg/mL = 16,14 mg
Fraksi 40-60 % = 5 mL x 9,745 mg/mL = 48,725 mg

Fraksi 60-80 % = 4 mL x 7,535 mg/mL = 30,14 mg

P
\
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Lampiran 22. Perhitungan Derajat Hidrolisis (DH)

a. Variasi Waktu Hidrolisis F3

Waktu Protein Terlarut (mg/mL) Protein Total (mg/mL)
Hidrolisis ~Apsorpan KP FP KP Absorban KP FP KP DH (%)
(am) Sebenarnya Sebenarnya
0 0,083 0,0035 5 0,0175 0,118 0,0145 5 0,0725 24,1379
0,5 0,650 0,1823 50 9,115 0,825 0,2374 50 11,870 76,7902

1 0,648 0,1816 50 9,08 0,820 0,2359 50 11,795 76,9818
2 0,608 0,169 50 8,45 0,810 0,2327 50 11,635 72,6257
3 0,682 0,1924 50 9,62 0,830 0,2390 50 11,950 80,5021
4 0,684 0,1946 50 9,73 0,985 0,2879 50 14,395 67,5929
5 0,658 0,1848 50 9,24 0,945 0,2753 50 13,765 67,1268
6 0,618 0,1722 50 8,61 0,915 0,2658 50 13,290 64,7856

Keterangan:

KP = Kadar Protein

FP = Faktor Pengenceran

Derajat Hidrolisis (DH)% = —roeinterlat10%TCA ) 00,

" i
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b. Variasi Waktu Hidrolisis F1

Waktu Protein Terlarut (mg/mL) Protein Total (mg/mL)
Hidrolisis ~Apsorpan KP FP KP Absorban KP FP KP DH (%)
(jam) Sebenarnya Sebenarnya
0 0,078 0,0019 10 0,019 0,128 0,017 5 0,0850 22,3529
0,5 0,660 0,1852 50 9,260 0,860 0,2485 50 12,425 74,5272

1 0,668 0.1879 50 9,395 0,870 0,2516 50 12,580 74,6820
2 0,670 0.1886 50 9,430 0,895 0,2595 50 12,975 72,6782
3 0,718 0,2037 50 10,185 0,860 0,2485 50 12,425 81,9718
4 0,660 0,1852 50 9,260 0,970 0,2832 50 14,160 65,3955
5 0,582 0,1608 50 8,040 0,950 0,2769 50 13,845 58,0715
6 0,516 0,14 50 7 0,885 0,2564 50 12,820 54,6022

Keterangan:

KP = Kadar Protein

FP = Faktor Pengenceran

i 0,
Derajat Hidrolisis (DH)% = Protein terlarut 10% TCA x 100%

PC
\
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Lampiran 23. Isolat Bakteri Penghasil Senyawa Antimikroba pada Pengenceran 10

a. Isolat bakteri dari bagian permukaan spons

Keterangan kode isolat:

PA 8: Isolat eksofit spons Petrosia alfiani pada pengenceran 107

b. Isolat bakteri dari bagian dalam spons

Keterangan kode isolat:

DAL 9: Iepat endofit spons Petrosia alfiani pada pengenceran 107

i atas dipilih berdasarkan kestabilan zona bening setelah inkubasi 2 x 24
ligores beberapa kali hingga diperoleh isolat murni.

Optimization Software:
www.balesio.com

87



Lampiran 24. Hasil Pewarnaan Gram dan Uji Biokimia Sederhana dari Isolat
PA (8)5

Penampakan Enterobacter hafniae secara morfologi di bawah mikroskop dengan
pembesaran 100x

Uji TSIA, SIM, MR-VP, urea, Sitrat dan uji gula-gula
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Lampiran 25. Klasifikasi Bakteri E. hafniae PA(8)5

Kingdom
Phylum
Class
Order
Family
Genus

Species

Optimization Software:

www.balesio.com

: Bacteria

: Proteobacteria
:Gammaproteobacteria
:Enterobacteriales

: Enterobacteriaceae

: Hafnia

: Enterobacter Hafniae
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Lampiran 26. Uji Antibakteri Fraksi Protein E. hafniae PA (8)5

Diameter zona hambatan fraksi protein ekstraseluler dan fraksi protein intraseluler

terhadap pertumbuhan S. aureus (I) dan E. coli (II) 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

Optimization Software:
www.balesio.com

90



Lampiran 27. Uji Antibakteri Ekstrak Kasar dan Hidrolisat Protein E. hafniae
PA (8)5

Diameter zona hambatan ekstrak kasar protein ekstraseluler dan intraseluler serta
hidrolisat protein F1 dan F3 terhadap pertumbuhan S. aureus (1) dan E. coli (1)

pada masa inkubasi 24 jam, 48 jam dan 72 jam

Keterangan: F1 : Hidrolisat protein F1
F3 : Hidrolisat protein F3
EKE : Ekstrak kasar protein ekstraseluler
EKI : Ekstrak kasar protein intraseluler

+  : Kontrol positif
- Kontrol negatif
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Lampiran 28. Dokumentasi

Pembuatan media Sentrifugasi

Fraksinasi Hasil sentrifugasi

Pengukuran kadar protein
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Pembuatan Buffer Proses Dialisis
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Uji aktivitas antibakteri

93



