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Nomor : B-499/1V/D1.01/4 /2021

Lampiran ti=

Perihal : Hasil identifikasi/determinasi Tumbuhan
Kepada Yth.

Bpk. /Ibu/Sdr(i). Silviana Dewi

NIM 120170311043

Universitas Esa Unggul
JI. Arjuna Utara No. 9, Kebun Jeruk
Jakarta 11510

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan yang
Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPI
Bogor, adalah sebagai berikut :

No. No. Kol. Jenis Suku

1. | Kayu putih Melaleuca leucadendra (L.) L. Myrtaceae

Demikian, semoga berguna bagi Saudara.

Koordinator Program Penelitian Botani

Dr. Himmah Rustiami, S.P., M.Sc. ¥ - AHEKs
NIP.197 106052000032005 NP6

D: \identifikasi Mahasiswa 2021\Silviana Dewi.docx' Wahyu-Rida
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Lampiran 2 Alur Penelitian

Sampel Daun dan Batang
Tanaman Kayu Putih >
(Melaleuca leucadendron Linn)

Sterilisasi Sampel Daun dan Batang
Tanaman Kayu Putih (Melaleuca
leucadendron Linn)

Isolasi Kapang Endofit

Pemurniaan Kapang Endofit

Karakteristik Makroskopis

/ Karakteristik Isolat Kapang Endofit

Karakteristik Mikroskopis

Peremajaan Mikroba Uji

!

Pembuatan Inokulum Mikroba Uji

i

Seleksi Kapang Endofit yang
Berpotensi sebagai Antimikroba

l

Produksi Metabolit Sekunder Kapang
Endofit

i

Uji Aktivitas Antimikroba
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Lampiran 3 Isolasi Kapang Endofit

Daun dan batang kayu putih
dicuci menggunakan aquadest

Potong daun dan batang
menjadi beberapa bagian » ! - '
(biasanya 1 x 1 cm?). | l . » ‘ l
etk LI T
Rendamkan ke dalam  Rendamkan ke dalam ~ Rendam kembali sampel

etanol 75% selama (2 Jarutan hiploklorit 5,3 % ke dalam etanol 75% (30
menit) (5 menit) detik)

Bilas menggunakan aquadest dan
1 Dir b1 1 - bilasan aquadest bekas digunakan untuk
| : : = kontrol positif

media PDA

4

Pengamatan pertumbuhan (3-7 hari) pada
suhu kamar (25°C)

Catatan : Semua Pengerjaan di
dalam Laminar Air Flow (LAF)
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Lampiran 4 Pemurniaan Kapang Endofit

selama 5 sampai 7 hari.

| 4

g 9 O Ne > -
L — — ‘ Diinkubasi pada suhu ruang
= »

koloni yang tercampur dengan koloni lain
maka harus dipindahkan ke cawan petri
lainnya sampai didapatkan isolat murni.

inokulasikan pada P '
media agar miring . { * ) )._.}

secara duplo e
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Lampiran 5 Karakteristik Isolat Kapang Endofit

Karakteristik Makroskopis

Mengamati : morfologi koloni meliputi warna
| ‘ koloni, warna balik koloni, permukaan koloni,
tekstur, zonasi, daerah tumbuhnya koloni.

Karakteristik Mikroskopik

-

g ) ‘ ‘ -
NS Kaca objek dan ‘K E \

cover glass
dibersihkan %
dahulu

é Letakkan kapa_ng di Setelah kering teteskan
atas kaca objek, .
dengan metilenblue dan

teteskan sedikit ,
tutup kembali dengan
aquadest dan tutup cover glass

dengan cover glass

Lakukan pengamatan di sekitar
sekat hifa, pertumbuhan hifa dan
bentuk spora dengan menggunakan
mikroskop
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Lampiran 6 Peremajaan Mikroba Uji

Menginokulasikan

secara aseptis masing-
masing mengambil satu

jarum ose
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Goreskan dalam media

‘ pada permukaan agar
miring

@

lakukan inkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam




Universitas Esa Unggul

Lampiran 7 Pembuatan Inokulum Mikroba Uji

(= = U

_/ N
9 ml NaCL Disamakan
. % kekeruhannya
Ambil satu 0.9 % 4 Standar
. dengan standar
ose bakteri MacFarland 3 MacFarland 3
(10° CFU/ml)
_ ambillml  _ ambillml __ ambil 1 mi -
- - -
8 gm!yNaC'- 9 ml NaCL 9 ml NaCL 9 ml NaCL
2 70 0,9% 0,9 % 0,9 %
_/ _/ _/ _/
Suspensi Suspensi Suspensi Suspensi
(10°CFU/ml) (10°CFU/mI) (10°CFU/ml) (10°CFU/ml)
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Lampiran 8 Seleksi Kapang Endofit Yang Berpotensi Antimikroba

— Dipipet 1 mi

( N\

Media NA / PDA

Digoyang goyangkan sampe
suspensi bakteri merata di
seluruh media, tunggu
hingga beku

Inokulasikan 1 potong isolat
kapang endofit kedalam
media yang berisi suspesi
mikroba uji

Diinkubasi selama 3
hari pada suhu ruang
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Lampiran 9 Produksi Metabolit Sekunder Kapang Endofit

Isolat kapang endofit
yang terseleksi

Supernatan

Biomassa

Isolat kapang endofit -
dipotong menjadi 5 dan di
masukkan kedalam PDB

PDB

3

Diinkubasi dalam orbital shaker
150 rpm selama 3 hari

4

Lakukan penyamplingan
kultur setiap 6 jam selama 3
hari dan di masukkan ke
dalam tabuna Eopendorf

Pindahkan supernatan
kedalam Tabung
Eppaendorf steril
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Lampiran 10 Uji Aktivitas Antimikroba

A. Uji Aktivitas Antimikroba terhadap Escherichia coli

H m) (O __ oOQ /) mp @ E f f o

Supernatan Rendamkan kertas saring
steril dengan supernatan

Inkubasi selama 18 jam-24 '

jam pada suhu 37 °C

4

Lakukan pengamatan dengan
mengukur diameter zona
bening yang terbentuk

56

Kertas cakram (6 cakram) di letakkan pada
media NA yang mengandung mikroba uji
e Cakram kontrol positif : kloramfenikol
(30ul dengan konsentrasi 30pg/ml )
@ Cakram kontrol negatif : aquadest steril
(30ul)
o Cakram larutan uji (direndam dalam
supernatan)
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B. Uji Aktivitas Antimikroba terhadap Candida albicans

Supernatan Rendamkan kertas saring
steril dengan supernatan

Inkubasi selama 18 jam-24 '

jam pada suhu 37 °C

4

Lakukan pengamatan dengan
mengukur diameter zona
bening yang terbentuk

S7

Kertas cakram (6 cakram) di letakkan pada
media NA yang mengandung mikroba uji

e Cakram kontrol positif : ketokonazol
(30ul dengan konsentrasi 10pg/ml )

@ Cakram kontrol negatif : aquadest steril

(30ul)

o Cakram larutan uji (direndam dalam

supernatan)
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Lampiran 11 Permurniaan Kapang Endofit pada Agar Miring

Supernatan D3

Supernatan D5KP

Supernatan D5KH
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Lampiran 13 Hasil Zona Hambat Uji Aktivitas Antimikroba

Daun 3 (D3) Terhadap Escherichia coli
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Daun 5 (D5KP) Terhadap Candida albicans

Keterangan :

D5KP (1) sampai D5KP (12) = penyamplingan jam ke 6 sampai jam 96 pada
kapang D5KP.

D5KH (1) sampai D5KH (12) = penyamplingan jam ke 6 sampai jam 96 pada
kapang D5KH.

D3 (1) sampai D3 (12) = penyamplingan jam ke 6 sampai jam 96 pada
kapang D3.
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Lampiran 14 Hasil Uji Aktivitas Antimikroba

A. Hasil Uji Aktivitas Antimikroba terhadap Escherichia coli

Jam ke- Zona Hambat (mm) terhadap Escherichia coli
Kapang D3 Kapang D5KH Kapang D5KP

0 0 0 0
6 0,5 0,5 0,5
18 1,2 1,5 2,2
24 2,3 2,0 2,5
30 3,0 3,2 3,2
42 3,4 3,5 3,6
48 3,8 3,5 4,0
54 3,8 4,0 4,8
66 4,0 4,0 4,2
72 4,5 4,6 3,5
78 4,0 3,1 2,0
90 3,6 2,8 1,5
96 3,0 2,8 1,0

Kontrol + 55 6,0 55

Kontrol - - - -

B. Hasil Uji Aktivitas Antimikroba terhadap Candida albicans

Jam ke- Zona Hambat (mm) Kapang D5.KP terhadap
Candida albicans

0 0

6 0

18 1,2
24 1,5
30 1,5
42 1,7
48 2,5
54 3,6
66 3,5
72 2,8
78 2,5
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90 1,8

96 1,5
Kontrol + 5,0
Kontrol - -
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Lampiran 15 Alat-alat Yang Digunakan

Mikrowave

Laminar air flow
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Lampiran 16 Bahan - Bahan Yang Digunakan

PDB

Kertas Cakram

Antibiotik Kloramfenikol

Antibiotik Ketokonazol
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