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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kultur Bakteri 

Uji Antagonis 

Uji Daya Hambat 

Uji Klimatografi Lapis 

Tipis (KLT) 

Docking Moleculer Uji Lipinski’s 

Uji In Silico 
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Lampiran 2. Uji Antagonis Isolat BLT1 Bakteri Endosimbiont 

Cacing Tanah Lumbricus sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UJI ANTAGONIS 

 
 Menyiapkan isolat BLT1 bakteri endosimbion cacing tanah 

Lumbricus sp dan bakteri uji yang telah diremajakan.  
 
 

 Bakteri uji yang digunakan terdiri atas Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus dan Staphylococcus epidermidis.  
 
 

 Media yang digunakan untuk uji antagonis adalah Nutrient 
Agar (NA). 
 
 

 1 ml suspensi bakteri uji diinokulasikan kedalam media 
Nutrient Agar (NA), selanjutnya dituang secukupnya kedalam 
cawan petri.  
 
 

 Setelah memadat, selanjutnya bakteri isolat BLT1 bakteri 
endosimbion cacing tanah Lumbricus sp diinokulasikan 
dengan menggunakan goresan sinambung.  
 
 

 Diinkubasi selama 24-48 jam  
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Lampiran 3. Uji Daya Hambat Isolat BLT1 Bakteri Endosimbiont 

Cacing Tanah Lumbricus sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UJI DAYA HAMBAT 

 

 Menyiapkan isolat BLT1 bakteri endosimbion cacing tanah 
Lumbricus sp dan bakteri uji yang telah diremajakan.  

 
 Bakteri uji yang digunakan terdiri atas Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus dan Staphylococcus epidermidis.  
 

 Media yang digunakan untuk uji daya hambat adalah Nutrient 
Agar (NA). 

 
 1 ml bakteri uji disuspensikan kedalam 5 ml NaCl 0.9 %. Kontrol 

positif yang digunakan adalah antibiotik cyprofloxacin Sebanyak 
0,003 g antibiotik yang telah digerus disuspensikan kedalam 9 
ml aquades.   
 

 1 ml suspensi bakteri uji diinokulasikan kedalam media Nutrient 
Agar (NA), selanjutnya dituang secukupnya kedalam cawan 
petri.  

 
 Paper disk steril direndam selama 20 menit dalam supernatant  

isolat BLT1 bakteri endosimbion cacing tanah Lumbricus sp 
dengan cyprofloxacin.  

 
 Paper Disk diletakkan diatas permukaan media Nutrient Agar 

(NA).  
 

 Diinkubasi selama 24-48 jam  
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Lampiran 4. Alur Kerja Ekstraksi Isolat BLT1 Bakteri 

Endosimbion Cacing Tanah Lumbricus sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolat BLT1  

(Inkubasi 24 jam) 

 Inokulasi sebanyak 5 ml kredalam 50 ml media TSB 

 Inkubasi 1 x 2 jam pada rotary shaker 

Pra-Kultur Isolat 

BLT1  

 Inokulasi sebanyak 50 ml kedalam 250 ml media TSB 

 Inkubasi 1 x24 jam pada rotary shaker 

Kultur Isolat BLT1  

 Menggunakan kultur isolat BLT1 berumur 21 jam (stasioner) 

 Kultur isolat BLT1 dimasukkan kedalam sentrifuse tube 15 ml 

 Pisahkan natan dan supernatan isolat BLT1 menggunakan sentrifuse 

dengan kecepatan 6000 rpm, suhu 4oC selama 15 menit. 

 Supernatan bebas sel (ceel free supernatant) dipsahkan dari natan 

 Supernatan bebas sel (ceel free supernatant) dilarutkan kedalam etil 

asetat (1 : 1) 

 Masukkan kedalam corong pisah, lalu digojok hingga lapisan air dan 

ekstrak etil asetat terpisah. 

 Ekstrak etil isolat BLT1 yang didapatkan kemudian dievaporasi 

selama 120 menit pada suhu 37oC . 

 Diamkan beberapa hari untuk mendapatkan Ektrak etil asetat isolat 

BLT1 kental. 

Ektrak Etil Asetat 

Isolat BLT1  
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Lampiran 5. Alur Kerja Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Isolat 

BLT1 Bakteri Endosimbion Cacing Tanah 

Lumbricus sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ektrak Etil Asetat 

Isolat BLT1  

 Ekstrak etil asetat isolat BLT1 diencerkan dengan pelarut 

etil asetat 

Metode KLT 

 Menggunakan lempeng fase diam Silica gel  60 F254 (eMerck) 

berukuran 1 x 8 cm, dengan batas bawah dan atas masing-masing 

berjarak 1 cm. 

 Mengaktifkan lempeng KLT pada pemanasan 100oC menggunakan 

oven. 

 Membuat cairan pengelusi dengan perbandingan Etil Asetat: Metanol 

(2 :8), Etil Asetat : Metanol (7:3) 

 Lempeng KLT dielusi pada cairan pengembang atau pengelusi untuk 

menghilangkat zat pengotor yang masih terdapat pada lempeng. 

 Lempeng KLT diangin-anginkan 

 Ekstrak etil asetat isolat BLT1 ditotolkan pada spot permukaan 

lempeng KLT 

 Lempeng KLT di elusi pada cairan Etil Asetat: Metanol (2 :8), Etil 

Asetat : Metanol (7:3) 

 Lempeng KLT diangin-anginkan diamati dibawah sinar UV dengan 

panjang gelombang 245 nm dan 366 nm 

 Mengamati bercak atau noda yang terbentuk  

 Menghhitung nilai Rf (Retention Factor) 
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Lampiran 6. Alur Kerja Kromatografi Lapis Tipis (KLT)- 

Bioautografi Isolat BLT1 Bakteri Endosimbion 

Cacing Tanah Lumbricus sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KLT Elusi Terbaik 

 Menggunakan lempeng KLT Ekstrak etil asetat isolat BLT1 hasil elusi 

terbaik etil asetat : metanol (2 :8)  

 Lempeng KLT ekstrak etil asetat isolat BLT1 disterilkan lebih dahulu 

dengan memasukkannya kedalam lemari pendingin selama 15 menit. 

 

KLT- Bioautografi 

 Menyiapkan bakteri uji Escherichia coli, Staphylococcus aureus dan 

Staphylococcus epidermidis yang telah disuspensi kedalam 9 ml 

aquades 

 Sebanyak 0.2 ml suspensi masing- masing bakteri uji masukkan 

kedalam 20 ml media NA (Nutrient Agar) kemudian dituang kedalam 

3 buah cawan petri steril. Tunggu hingga media memadat 

 Lempeng KLT ekstrak etil asetat isolat BLT1 steril diletakkan pada 

permukaan media agar selama 30 menit. Setelah itu, lempeng KTL 

diangkat dan dipindahkan . 

 Lempeng KLT  yang telah ditempelkan pada media agar  diinkubasi 

selama 1 x 24 jam menggunakan inkubator 

 Amati zona bening yang terbentuk dan sesuaikan dengan nilai Rf dari 

lempeng KLT hasil elusi. 
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Lampiran 7. Alur Kerja In Silico 
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Lampiran 8. Alur Kerja Moleculer Docking 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Docking  

Moleculer 

 
 Aplikasi yang digunakan untuk docking moleculer yaitu aplikasi PyRx. 

 
 Aplikasi PyRx dibuka, kemudian klik Preference untuk mengatur 

lokasi pengerjaan  
 

 Setalah itu klik file, pilih load molecule, lalu pilih reseptor yang akan 
digunakan dengan format pdb. 

 
 Selanjutnya klik kanan reseptor yang telah dipilih kemudian klik 

autodock, pilih make molecule. 
 

 Selanjutnya klik Open Babel, klik Insert New Item, Klik ligan yang 
akan digunakan dengan format pdb. 

 
 Kemudian klik kanan ligand, pilih minimize selected, klik Convert 

Selected to Autodock Ligand pdbqt. 
 

 Klik Vina wizard lalu klik star. 
 

 Selanjutnya klik Ligand dengan format pdbqt, klik Forward lalu klik 
Run Vina. 

 
 Tunggu hasil running selesai, nilai binding affinity akan muncul.  

 

 
 
 
 
 

Nilai Binding 

Affinity 



84 
 

Lampiran 9. Hasil Uji Lipink’s 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Hasil uji Lipink’s senyawa Desmethylselegiline 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Hasil uji Lipink’s senyawa L-Phenylalanine 
 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Hasil uji Lipink’s senyawa Bis(4-ethylbenzylidene)sorbitol 
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Gambar 3. Hasil uji Lipink’s senyawa N-Butylbenzenesulfonamide 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Hasil uji Lipink’s senyawa Nicotinamide 
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Lampiran 10. Dokumentasi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dokumentasi Kultur Bakteri Endosimbion Cacing Tanah Lumbricus sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dokumentasi Kultur Bakteri Uji 
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Dokumentasi Pengerjaan Uji Antagonis 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dokumentasi Pengerjaan Uji Daya Hambat 
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Dokumentasi Pengerjaan KLT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dokumentasi Pengerjaan KLT-Bioautografi 
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Dokumentasi Hasil Uji KLT-Bioautografi 
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