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Lampiran 2: Bagan Kerja Penelitian

A. Preparasi Sampel Akar Tanaman Gembolo

Tanaman Gembolo

Diambil bagian akar tanaman gembolo
Dicuci dengan air mengalir
Dicuci dengan air suling

Hasil

B. Persiapan Substrat, Pembuatan Media dan Pembuatan reagen

1.

Pembuatan Substrat Koloidal Kitin

Bubuk Kitin

Ditimbang 20 g bubuk kitin komersial ke dalam gelas kimia 1 L

Ditambahkan 400 mL HCI pekat secara perlahan dan ditutup aluminium foil
Disimpan pada suhu 4 °C selama 24 jam

Disaring menggunakan glasswool

Ditambahkan 200 mL aquades dingin pada filtrat

Diatur pHnya hingga 7 dengan NaOH 10 N

Disentrifugasi pada 8000 rpm suhu 4 °C selama 30 menit

Dibuang filtrat dan pellet yang diperoleh sebagai koloidal kitin dicuci dengan air
dingin dan disentrifugasi

Dimasukkan koloidal kitin yang diperoleh ke dalam wadah dan disimpan pada
suhu dingin

Koloidal Kitin

2.

Media Inokulum

yeast extract 0,0125%, bakto tripton 0,025%,
NaCl 0,025%, ((NH4)2)S04 0,1754%, KH2PO4
0,025%, MgS0O4.7H20 0,0025%, dan koloidal
kitin 0,125%

Dilarutkan ke dalam 25 mL aquades
Dipanaskan hingga larut
Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit

Hasil




3. Pembuatan media produksi

yeast extract 0,05%, bakto tripton 0,1%, NaCl
0,1%, ((NH4)2)SO4 0,7%, KH2POs4 0,1%,
MgS04.7H20 0,01%, dan koloidal kitin 0,5%

- Dilarutkan ke dalam 100 mL akuades
- Dipanaskan hingga larut
- Disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit

Hasil

4. Reagen Schales

Dimelarutkan 52,995 gram Na,COsz dan
0,5 gram pottasium ferri cianida

- Dilarutkan ke dalam 1 L akuades

Hasil

5. Pembuatan Larutan Standar Bovine Serum Albumin (BSA)

BSA

- 10 mg BSA ditimbang dalam 5 mL aquades

Stok BSA 1000
ppm




6. Kadar Protein dengan Metode Lowry

1 mL enzim kitinolitik 1 mL akuades 1 mL larutan standar
(BSA)

- Dimasukkan masing-masing dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 2,5 mL Lowry B

- Dihomogenkan

- Didiamkan (10 menit)

- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A

- Diinkubasi (30 menit, 25°C) sesekali dikocok

- Diukur absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 670

nm

Hasil
Kadar Protein Enzim

7. Pembuatan Standar Glukosamin (Puspita, 2007)

0,009 gram glukosamin y
9 mL air bebas ion

[Stok Glukosamin] = 10° = 1000 pg/mL

Glukosamin] yg/mL olume Glukosamin (uL) Molume Akuades (uL)
0 0 4000
10 40 3960
20 80 3920
40 160 3840
80 320 3680
160 640 3360
Glukosamin

- Pipet 400 pl dari stock glukosamin dan masukan kedalam tabung reaksi,
ditambah 1600 pl akuades dan 2000 pl pereaksi schales

- Didihkan selama 15 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 420 nm

- Buat kurva standar dengan absorbansi sebagai ordinat (Y) dan konsentrasi

Glukosamin sebagai absis (X)

Hasil




C. Isolasi dan Skrining Bakteri Endofit dari Tanaman Gembolo

Akar

- Direndam dalam alkohol 70 % selama 1 menit, di kocok

- Dicelupkan cairan hipoklorit 1% selama 3-4 menit

- Dicelupkan ke dalam alkohol 70% selama 30 detik

- Dibilas dengan aqua pro injeksi selama 1 menit, di ulangi 3x

- Di nilas dengan buffer kalium fosfat 0,02 M (pH=7)

- Digerus akar tanaman gembolo dengan penambahan aqua pro injection 3 mL

- Dipipet sebanyak 1 mL ke dalam media LB dan di shaker selama 24 jam

- Dilakukan pengenceran sebanyak 6 kali

- Setiap pengenceran diratakan pada permukaan media LA dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 4 hari

- Ditumbuhkan koloni dengan baik dan dimurnikan dengan cara dikultur Kembali pada media
LA dan diinkubasi pada suhu 37°C

Kultur Bakteri

- Tiap Isolat yang berbeda diambil 2-3 ose
- Digores kedalam media selektif
- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C

Kultur Bakteri Penghasil Enzim
Kitinase

- Digores kuadran hingga diperoleh isolat murni
- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C

Isolat Bakteri Penghasil Enzim
Kitinase

- Diambil 2-3 ose

- Ditotol pada media selektif

- Diinkubasi selama 72 jam pada suhu 37 °C

- Zona bening diukur menggunakan jangka sorong

Data Zona Bening
Isolat Terpilih yang Mempunyai Zona
Bening yang Luas




Hasil Skrining Indeks Kitinolitik

IK Diameter zona bening

Diameter koloni

Tabel Hasil pengukuran seleksi bakteri penghasil enzim kitinase

Isolat Hari 1 Hari 2 Hari 3

K1 1,49 1,42 1,69
K2 0,8 0,94 0,88
K3 1,99 1,08 1,25
K4 2,25 2,44 2,68
K5 0,73 1,18 1,22
K6 0,62 1,27 1,44

D. Karakterisasi Isolat Bakteri Penghasil Enzim Kitinase Secara
Makroskopik dan Mikroskopik

Isolat Bakteri Terpilih Mempunyai
Zona Bening Luas
(Hasil Peremajaan)

Uji Morfologi Identifikasi Molekuler
e Bentuk koloni e |solasi DNA total dari
e Permukaan koloni Bakteri
e Tepian koloni e Penggandaan dan
e Warna koloni analisis gen 16S-
rRNA
DATA

GenBank untuk mengetahui genus
dan spesies bakteri




E. Penentuan Kurva Pertumbuhan Bakteri Kitinolitik

Isolat

- Diinokulasikan ke dalam media inokulum sebanyak 20 mL

- Dicampur media tripton 10 g, yeast extract 10 g, NaCl 0,1 g, dan aquades

1L

- Diinkubasi pada suhu 30 °C selama 24 jam dan di shaker dengan

kecepatan 150 rpm.

- 2 mL larutan inokulum ditambahkan 20 mL media yang sama ke dalam

erlenmeyer 100 mL dan diinkubasi pada kondisi yang sama.

- Diambil 2 mL setiap 2 jam sekali untuk di ukur densitas optik (DO) bakteri

sampai fase awal kematian
- Pengukuran OD menggunakan spektrofotometer 600 nm

- Kurva pertumbuhan ditentukan dengan membuat plot antara waktu

inkubasi dan densitas optiknya

Hasil

Hasil Optical Density (OD) isolat yang terpilih

Isolat
Waktu Inkubasi K1 K2 K3 K4 K5 K6
0 0,092 0,0685 | 0,1095 0,097 0,024 0,0385
12 0,2115 | 0,1105 | 0,2425 | 0,2335 0,1 0,2365
24 0,2155 | 0,234 | 0,2625 | 0,3755 | 0,2425 | 0,2865
36 0,227 | 0,2655 | 0,292 | 0,4055 | 0,283 | 0,3035
48 0,2525 | 0,2875 | 0,3205 0,42 0,289 0,32
60 0,2555 0,29 0,3445 0,401 0,2945 0,328
72 0,156 0,215 0,286 0,215 0,115 0,136

F.

Produksi Enzim Kitinase

1. Penyiapan inokulum

Isolat

- Diambil 2-3 ose isolat
- Dimasukan ke dalam media inokulum
- Dihomogenkan menggunakan shaker kecepatan 180 rpm suhu 24 °C

Hasil




2. Produksi enzim

Isolat Bakteri

- Dipipet 15 mL dari media inokulum lalu dimasukkan ke dalam media
produksi

- Dihomogenkan menggunakan shaker dengan aerasi 180 rpm selama 72
jam

- Dipisahkan antara endapan dan supernatannya menggunakan sentrifus
dingin kecepatan 4500 rpm selama 15 menit

- Diambil supernatannya sebagai enzim kasar kitinase dan dimasukkan ke
dalam botol dan disimpan dalam lemari pendingin untuk digunakan ke
tahap selanjutnya

- Dibuang endapan (residu) yang diperoleh

- Diukur aktivitas enzim dan jumlah protein terlarut dengan metode lowry

Ekstrak kasar kitinase

G. Pengukuran aktivitas kitinase

Enzim

- Dicampurkan 50 pL enzim, 100 pL koloidal kitin, dan 150 pL larutan buffer
fosfat ke dalam tabung reaksi

- Diinkubasi pada suhu 55 °C selama 30 menit

- Dipanaskan pada suhu 100 °C selama 5 menit

- Diambil 400 uL dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1600 pL aquades dan 2 mL reagen Schales

- Ditutup dengan aluminium foil dan dipanaskan pada air mendidih selama
15 menit

- Disentrifugasi pada 3000 rpm selama 5 menit pada suhu 4 °C

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 420 nm

- Pengukuran ini menggunakan GIcNAc (N-asetil-glukosamin) sebagai

larutan standar. Satu unit aktivitas enzim kitinase didefinisikan sebagai

jumlah enzim yang dihasilkan 1 pmol N-asetil- glukosamin (gula

pereduksi) per menit pada kondisi optimum enzim.

Hasil




H. Penentuan Kadar Protein

Enzim

Dicampurkan 1 mL Larutan enzim, 1 mL larutan standar, 1 mL akuades

di masukkan masing-masing ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 2,5 mL larutan Lowry B dan dihomogenkan dan didiamkan
selama 10 menit

- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama

30 sesekali di kocok

- Diukur absorbansi diukur pada Panjang gelombang 670 nm

Hasil

Penentuan Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim Kitinase

Tabel Absorbansi standar glukosamin pada Aaig

Konsentrasi Absorbansi

(ng/mL) (Aao)
0 0,822

10 0,774

20 0,751

40 0,728
80 0,694
160 0,534

kurva standar glukosamin

0,8
‘?
5 0,6
2
o y = -0,0016x + 0,8014
o 0,4 5
2 R2=0,9697

0,2

0 T T T 1
0 50 100 150 200

konsentrasi glukosamin

Gambar Kurva hubungan konsentrasi standar glukosamin (ppm) terhadap

absorbansi pada As19



Contoh perhitungan aktivitas enzim kitinase pada inkubasi waktu ke 48 jam:

y=-0,0016x + 0,8014
A sampel - Intercept

[Glc]sampel(umol) =

Slope
0,706 - 0,8014
- -0,0016

= 59,625 pg/mL

A kontrol — Intercept
Slope

[Glclkontrol(umol) =

_ 0,749- 0,8014
B -0,0016

=32,75 pg/mL
1000 600 1 1

X— X —

200 <400 130 BM
1000 600 1 1

X X _ X7

200 <400 <30 (215.6

Aktivitas Enzim (U/mL) = [Xs-Xk] X

= [59,625 — 32,75] X

=0,0312 U/mL
Tabel Aktivitas ekstrak kasar enzim kitinase per waktu inkubasi
K4 Absorbansi | Aktivitas Kitinase
0 0,097 0,0167
12 0,234 0,0058
24 0,376 0,0181
36 0,406 0,0203
48 0,461 0,0312
60 0,424 0,0188
72 0,215 0,0036

Diperoleh aktivitas tertinggi pada isolat K4 dengan waktu inkubasi selama 48

jam yaitu sebesar 0,0312 U/mL

10
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Penentuan Kadar Protein dan aktivitas spesifik kasar enzim kitinase

Tabel Serapan stadnar BSA pada As7o

Konsentrasi standar (mg/mL) Absorban
0,01 0,164
0,02 0,209
0,04 0,388
0,08 0,646
0,16 0,922

abs (A=670 nm)

1 y=5,1171x + 0,1485

R?=0,9652
o8 /

o
)}

Absorbansi

0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Konsentrasi BSA

Gambar Kurva hubungan konsentrasi BSA terhadap absorbansi pada As7o
Contoh perhitungan kadar protein dan aktivitas spesifik pada waktu inkubasi 48
jam:
y=5,1171x + 0,1485
L = V-0.1485

51171
_ 0,61 -0,1485
51171
x =0,0901 mg/mL

Kadar protein = x x FP =0,0901 x 100 = 9,019 mg/mL
Aktivitas enzim (U/mL)
Kadar protein (mg/mL)

0,0312 U/mL
9,019 mg/mL

Aktivitas Spesifik =

Aktivitas Spesifik = =0,0035 U/mg
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Tabel Hubungan antara kadar protein dan aktivitas spesifik enzim kitinase isolat

K4
. Aktivitas Kitinase Kadar Protein Aktivitas Spesifik
Waktu Inkubasi

(U/mL) (mg/mL) (U/mg)
0 0,0167 4,9539 0,0033
12 0,0058 4,5435 0,0012
24 0,0181 7,514 0,0024
36 0,0203 8,6083 0,0023
48 0,312 9,0187 0,0034
68 0,0188 7,084 0,0026
72 0,0036 3,5078 0,001

Diperoleh aktivitas spesifik tertinggi pada waktu inkubasi 48 jam yaitu sebesar
0,0034 U/mg.

1. Penentuan pH Optimum

Karakterisasi Ekstrak Kasar Enzim Kitinase

100 L Enzim,

100 pL Koloidal Kitin

100 L Buffer Fosfat dan
Asetat 0,1 M pH 4-pH 8

Dihomogenkan menggunakan vorteks

Dinkubasi (30 menit) pada kisaran suhu optimum dengan pH yang

bervariasi

Campuran

Diambil 400 yL campuran ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan 1600 uL akuades

Ditambahkan 2 mL reagen schales

Ditutup dengan aluminium foll

Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

Disentrifius (3500 rpm. 4°C, 10 menit)

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 419 nm

menggunakan glukosamin sebagai standar

pH Optimum




Tabel Aktivitas ektrak kasar enzim kitinase pada variasi pH

Glukosamin | Aktivitas
PH | Abs (ppm) | (UimL)
5 0,793 5,25 0,0061
6 0,773 17,75 0,0206
7 0,79 7,125 0,0083
8 0,799 1,5 0,0017

Diperoleh aktivitas tertinggi pada pH 6 yaitu sebesar 0,0206 U/mL

2.

Penentuan Suhu Optimum

13

100 L Enzim,

100 pL Koloidal Kitin

Campuran

(40°C, 45°C, 50°C, 55°C)

- Dihomogenkan menggunakan vorteks

100 pL Buffer Fosfat

0,1 M pH 6

- Dinkubasi (30 menit) pada kisaran suhu yang bervariasi

Diambil 400 yL campuran ke dalam tabung reaksi

Ditambahkan 1600 uL akuades

Ditambahkan 2 mL reagen schales

Ditutup dengan aluminium foil

Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

Disentrifius (3500 rpm. 4°C, 10 menit)

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 419 nm

menggunakan glukosamin sebagai standar

Suhu Optimum




14

Tabel Aktivitas ekstrak kasar enzim kitinase pada variasi suhu

Suhu absorbansi Glukosamin | Aktivitas
(°C) (Ppm) (U/mL)
30 0,78 7,75 0,0155
35 0,779 14 0,0162
37 0,724 48,375 0,056
45 0,769 32,6875 0,023
50 0,769 21,6875 0,0234
55 0,768 10,6875 0,0239

Diperoleh aktivitas tertinggi pada suhu 37 °C yaitu sebesar 0,056 U/mL

3. Penentuan Substrat Optimum

100 yL Enzim, 100 pyL 0,5% hingga |_| 100 uL Buffer Optimum
1,5% Koloidal Kitin (oH 6.0)

- Dihomogenkan menggunakan vorteks
- Dinkubasi (30 menit) pada kisaran suhu (37°C) dan optimum dengan

konsentrasi substrat yang bervariasi

Campuran

- Diambil 400 yL campuran ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1600 yL akuades

- Ditambahkan 2 mL reagen schales

- Ditutup dengan aluminium foil

- Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

- Disentrifius (3500 rpm. 4°C, 10 menit)

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 419 nm

menggunakan glukosamin sebagai standar

Substrat Optimum




15

Tabel Aktivitas ektrak kasar enzim kitinase pada variasi konsentrasi substrat

substrat absorbansi Glukosamin | Aktivitas
(%) (Ppm) (U/mL
2% 0,521 175,25 0,2032
2,25% 0,502 187,125 0,217
2,50% 0,461 212,75 0,2467
2,75% 0,44 225,875 0,2619
3% 0,431 2315 0,2684
3,25% 0,4309 231,56 0,2685

Diperoleh aktivitas tertinggi pada konsentrasi substrat koloidal kitin 2,75% yaitu
sebesar 0,2619 U/mL.

J. Karakterisasi Profil Protein dengan SDS-PAGE
1. Gel pemisah 12,5%

Larutan A

- Dipipet 1,5775 mL ke dalam Erlenmeyer

- Ditambah larutan B 1,300 mL

- Ditambah aquades 2,075 mL

- Ditambah 50 yL APS 10% dan 5 uL TEMED

- Dihomogenkan, kemudian dituang kedalam cetakan gel

- Ditunggu sampai memberku

Hasil




2. Gel Penahan 4%

Larutan A

- Dipipet 0,245 mL ke dalam Erlenmeyer

- Ditambah larutan C 0,65 mL

- Ditambah aquades 1,580 mL

- Ditambah 25 yL APS 10% dan 2,5 uL TEMED

- Dihomogenkan, kemudian dituang kedalam cetakan gel

- Ditunggu sampai memberku

Hasil

3. Buffer Elektroforesis

Tris 25 mM

- Dimasukkan dalam elektroforesis
- Ditambah glisin 192 mM
- Ditambah SDS 0,1%

- Diatur buffer pada pH 8,3

Hasil

4. Persiapan sampel dam pemisahan protein

Protein 20 pL

- Protein dicampur dengan 5 puL sampel buffer

- Didihkan selama 5 menit

- Dimasukkan dalam sumur gel

- Protein dipisahkan dengan memberikan aliran listrik 200 mA 50 volt
- Diwarnai dengan commassie brilliant blue

- Hasil tidak kelihatan jelas kemudan diwarnai dengan silver

Hasil

16
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5. Silver Stain

Protein 20 pL

- Direndam gel kedalam larutan fiksasi 50% asam asetat selama 2 jam
hingga semalaman dengan penggoyangan pelan

- Dibilas dengan dd H>O selama 10 menit lalu dicuci dengan etanol 20%
selama 3 x 20 menit

- Dibilas gel Kembali dengan dd H,O selama 3 x 20 menit selama 10 menit

- di sensitize gel dengan menggunakan 0,05 g dalam 200 mL Na;S;0s
selama 1 menit

- dibilas lembali gel dengan dd H2O selama 3 x 20 menit. Kemudian gel
diwarnai dengan 0,1% perak nitrat selama 20 menit

- disimpan pada suhu 4 °C. gel dibilas dengan dd H-O selama 2 x 20 menit

- direndam gel dengan larutan pengembangan yang terdiri dari 5% Na>COs
+ 0,05% formalin + 0,0004% Na»S,03

- Ketika pewarnaan dengan larutan pengembang dirasa cukup, gel yang
direndam diberi larutan stop solution yang diberi 6 mL asam asetat dan
440 mL dd H»O selama 5 menit

- Dicuci gel dengan dd H>O selama 5 menit. Gel difoto untuk didokumentasi
dan diukur jarak pengembangan pita

Hasil

Hasil pemeriksaan penentuan berat molekul protein

MARKER GEL 1

Nama protein BM Log BM Run cm Band cm |Rf

C 135000 5.1303 5.1 0.10 0.0196
D 100000 5.0000 5.1 0.20 0.0392
E (MERAH) 75000 4.8751 5.1 0.30 0.0588
F 63000 4.7993 5.1 0.55 0.1078
G 48000 4.6812 5.1 0.70 0.1373
H 35000 4.5441 5.1 1.15 0.2255
I (HUAU) 25000 4.3979 5.1 1.60 0.3137
J 20000 4.3010 5.1 1.90 0.3725
k 17000 4.2304 5.1 2.30 0.4510
I 11000 4.0414 5.1 2.85 0.5588




Rf Log BM
0.0196 5.1303
0.0392 5.0000
0.0588 4.8751
0.1078 4.7993
0.1373 4.6812
0.2255 4.5441
0.3137 4.3979
0.3725 4.3010
0.4510 4.2304
0.5588 4.0414

GRAFIK LOG BM DAN RF
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y=-1.8614x + 5.0253

¢ LogBM ——Linear (Log BM) R = 0.9614
6.0000
5.0000 ’—#.__+_._____ N
T—e——— o
4.0000 — e
=
(=4]
© 3.0000
o
-
2.0000
1.0000
0.0000
0.0000 0.1000 0.2000 0.3000 0.4000 0.5000 0.6000
RF
BM (i ]
Sample Run Band Rf a b Log BM ng)erse BMkD |Iml band
GEL1
W10 (VIVI) 5.1 0.10 0.0196| -1.8614 5.0253 4.9888 97454.51 97.45 1
5.1 0.20 0.0392| -1.8614 5.0253 4.9523 89599.16 89.60 2
5.1 0.70 0.1373| -1.8614 5.0253 4.7698 58859.11 58.86 3
5.1 1.10 0.2157| -1.8614 5.0253 4.6238 42055.38 42.06 4
5.1 1.60 0.3137| -1.8614 5.0253 4.4413 27626.85 27.63 5
5.1 1.80 0.3529| -1.8614 5.0253 4.3683 23352.60 23.35 6
5.1 2.00 0.3922| -1.8614 5.0253 4.2953 19739.64 19.74 7
5.1 2.20 0.4314| -1.8614 5.0253 4.2223 16685.65 16.69 8
5.1 2.30 0.4510| -1.8614 5.0253 4.1858 15340.70 15.34 9
5.1 2.50 0.4902| -1.8614 5.0253 4.1128 12967.28 1297 10
5.1 2.80 0.5490| -1.8614 5.0253 4.0034 10077.55 10.08] 11
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K. Uji antagonis bakteri Enterobackter cloacae K4-G terhadap jamur
Fusarium sp

Bakteri Enterobacter
cloacae K4-G

- Ditumbuhkan bakteri Enterobacter cloacae K4-G selama 48 jam yang
berada di Tengah-tengah cawan petri yang berisi media PDA

- Diambil menggunakan jarum preparat biakan murni jamur Fusarium
oxysporum yang diletakkan diantara bakteri Enterobacter cloacae K4-G

- Diinkubasi selama 10 hari

- Dilakukan cara yang sama dengan menggunakan isolat bakteri yang tidak
memiliki zona bening sebagai perbandingan

Hasil

L. Uji antagonis enzim kitinase terhadap jamur Fusarium sp

Enzim kitinase

- Dimasukkan enzim kedalam sumur sebanyak 20 pL pada jarak minimal 3
cm dari tempat bakteri uji di tempatkan di cawan petri dari tempat jamur
patogen pada media PDA

- Diinkubasi selama 10 hari pada suhu ruang (25 °C)

- Dilakukan cara yang sama dengan menggunakan aquades steril penganti
enzim sebagai pembanding

Hasil
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M. Uji Biokontrol pada bakteri endofit sebagai Plant Growth Promoting
Rhizosphere (PGPR)

1. Pembentukan Siderofor

Bakteri Enterobacter cloacae
K4-G

- Ditambahkan 2-3 ose Bakteri Enterobacter cloacae K4-G pada media
NB dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 4 hari

- Disentrifugasi kultur isolat bakteri pada 10000 g selama 20 menit

- Digunakan supernatant untuk estimasi sderofor tipe salicylate

- Diambil 20 mL kultur supernatan dan diatur pH menjadi 2 dengan
larutan HCI

- Ditambahkan 20 mL etil asetat dan dilakukan ekstraksi sebanyak 2 kali

- 5 mL larutan uji ditambahkan 5 mL reagen Hathway (1 mL 0,1 M besi
klorida dan 1 mL 0,1 N HCI ditambahkan ke dalam 100 mL air suling dan
ditambahkan 1 mL 0,1 M kalium ferrisuanida)

- Diukur absorbansinya pada 560 nm dengan natrium salisilat sebagain
standar untuk estimasi salisilat

- 5 mL larutan uji ditambahkan dengan 5 mL reagen Hathway untuk
pengujian tipe katekol

- Diukur absorbansi pada Panjang gelombang 700 nm dengan 2,3 DHBA
sebagai standar

Hasil

Uji siderofor dengan tipe katikol dan salisilat
Siderofor pada tipe katekol dapat di perpleh dengan konsentrasi dalam filtrat kultur
ditentukan dan dinyatakan sebagai mg L dengan persamaan Y= 0,209x + 0,038

dimana R?= 0,955
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Nilai absorbansi tipe katekol= 0,729

y=0,209x + 0,038

0723 0,038
X = T0.209
=3.2775

Siderofor tipe salitisilat dibuat dari pengenceran dengan konsentrasi natrium
salisilat berkisar 0 hingga 2 mg/L dengan persamaan regresi y= 0,179x + 0,027

dimana R? = 0,902
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Nilai absorbansi tipe salisilat = 0,194

y=0,179x + 0,027

0194 — 0,027
= T0179
= 0.9329

2. Pembentukan HCN

Bakteri Enterobacter
cloacae K4-G

- Digunakan media NA yang mengandung 4,4 g/L glisin

- Dideteksi produksi sianida menggunakan larutan cyanide detection
solution (CDS) yang mengandung 2 gram pikrat dan 8 gram sodium
karbonat yang dilarutkan ke dalam 200 mL aquades steril

- Dipotong kertas saring whatman no. 1 ukuran 1x1

- Dicelupkan ke dalam larutan CDS

- Diletakkan pada bagian tutup cawan petri

- Dilakukan inkubasi terbalik pada suhu 28 °C selama 4 hatri.

- Perubahan warna kuning sampai coklat menunjukkan produksi HCN

Hasil

3. Pembentukan senyawa volatil

Bakteri Enterobacter cloacae
Ka4-G

- Diinokulasi isolat bakteri dalam 1 L media NB selama 2 hari

- Disentrifugasi inokulan bakteri pada 10000 x g selama 10 menit dan
supernatan dipindahkan ke labu erlenmeyer

- Ditambahkan heksana ke dalam supernatan dengan perbandingan 1:1
pada labu erlenmeyer

- Dikocok dan disimpan semalaman

- Dikeringkan dalam metanol untuk analisis GC-MS

- Dioven pada suhu 40 °C selama 1 menit dan meningkat menjadi 270 °C

- Gas pembawa adalah helium dengan laju alir 1,4 mL/menit

- Mode injeksi dibagi dan rentang massa dari 50 sampai 400 m/z dipindai

Hasil
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Kandungan Senyawa Volatil pada Bakteri Enterobacter cloacae K4-G

7 Analisis GCMS 06072023 A #1 Ekstrak Akar Gembolo TICTIC
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Hasil Sequencing 16S rRNA Reversed dari Bakteri Isolat Enterobacter
cloacae K4-G

CTTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCA
ATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTT
TGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCC
TAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT
TTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGC
ACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGT
TGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTG
AGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTCCGG
AAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGT
CCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCT
ACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGT
TCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCT
TTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGC
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ACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGCTGTGGTTATTAACCA
CAACACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACG

CGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCC

CGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAA

Sequencing Producing Significant Alignment

Description Scentic Name Max Score Total Score Query Cover Evaloe P ident Acc. Len Accession

Enterobacter cloacae strain ATCC 13047 16S ribosomal RNA, complete sequence Enterobocter coacat ET. ) % LO0EG6 9793 141 NR_MO2A2
Enterobacter mori strain YIM Hb-3 16S ribosomal RNA, partial sequence Enterobacter mors L 2% LO0EG6 9793 12 IR 1466672
Enterobacter wuhouensis strain WCHEs120002 16S ribosomal RNA, partial sequence Enterobacer whouensis ECI ) L00E6 9793 1SN NRLISMSDL
Scandinavium goeteborgense strain CCUG 66741 16S ribosomal RNA, complete sequence Scancompinum goetedargente ET 2% L0066 9793 1582 NR.1B0MG
Enterobacter huaxiensis strain 090008 16 ribosomal RNA, partial sequence Enterobacter aensis B 2% LO0EG6 9793 1370 NR_180236.1
Enterobacter sichuanensis strain WCHECL1597 16S ribosomal RNA, partial sequence Enterobacet schuanenss W LOE6 9793 IS8 NRATIMEL
Enterobacter asburiae strain JM-458 16S ribosomal RNA, partial sequence Enterobacter asburiog E. ] LO0EG6 9793 12 NR14S6A
Cedecea lapagei strain DSM 4587 165 ribosomal RNA, partial sequence Crdeces lopogel B 2% LOE6 9793 1SH NR126319.1
Cedecea lapagei strain DSM 4587 16S ribosomal RNA, partial sequence Codeces apage FTI ) % L0066 9793 1S NRLIZ6316
Cedecea lapagei strain DSM 4587 165 ribosomal RNA, partial sequence Cedeces apagel . ] 1) LOE66 9793 152 NRLA26M74
Dickeya chrysanthemi strain DSM 4610 16S ribosomal RNA, partial sequence Dickeys heysantheni ®om o LO0ES6 9793 IS8 NRATINZ
Dickeya chrysanthemi strain DSM 4610 16S ribosomal RNA, partial sequence Dickeys chysantharmi L. 1% 100666 9793 1S M2
Enterobacter chengduensis strain WCHECI-C4 165 ribosomal RNA, partial sequence Entersbactes chengéuenss M % LOOE66 9793 1S3 NRLIMIEN
Enterobacter quasiroggenkampii strain WCHECL1060 16S ribosomal RNA, partial sequence Enterobacte qusiroggerkompi B % LO0E66 9793 1S NRLPOIGGA
Dickeya solani strain NCPPB 4479 16S ribosomal RNA, partial sequence Dickeys slank M % 100666 9793 138 NRLAMOTIL
Brenneria izadpanahii strain Iran 50 16S ribosomal RNA, partial sequence Beeneera zadpanshil B W ity LO0E66 9793 13 NRI767944
Enterobacter cloacae strain DSM 30054 16S ribosomal RNA, partial sequence Enterobacte doscon s 1% 100666 9793 1529 NRMZEA
Dickeya dadantii subsp. dieffenbachiae strain LMG 25992 16S ribosomal RNA, partial sequence Dickeya dadacti subsp. deffenbachiae W 1% LOOE6 9793 1AM NR_LISINAL
Leclercia adecarboxylata ATCC 23216 = NBRC 102595 strain LMG 2803 16S ribosomal RNA, partial sequence Uacorc ddecarbonip ATCC 20216 « NBAC 1025905 254 254 1% LOOEG6 979 1506 NR_IITAOS.A
Tatumella punctata strain SHS 2003 16S ribosomal RNA, partial sequence Totumets punctato W 1% 100666 993 1827 NRINOSLE
Leclercia adecarboxylata strain CIP 82,92 16S ribosomal RNA, partial sequence Leckrca adecarbonylota ™ 2% 100666 9793 1527 NR_IOAO3
Tatumella citrea strain DSM 13699 16S ribosomal RNA, partial sequence Totumela citrea o m 2% 100666 9793 1061 NRII69O
Tatumella punctata strain DSM 13700 16S ribosomal RNA, partial sequence Totumeta punctata ™o 12% 100666 9793 1505 NA_BIGISN
Pantoea dispersa strain DSM 30073 16S ribosomal RNA, partial sequence Fantoea dspersa W 2% 100666 9793 1506 NRIE9VL
Pantoea cypripedii strain LMG 2657 16S ribosomal RNA, partial sequence Pantoea cypripedi W W % 100666 9793 1500 NR_1183941



Lampiran 3: Lampiran Gambar
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Preparasi sampel

Pembuatan Media

Pertumbuhan Isolat
Bakteri

Pemurnian isolat
bakteri terpilih

Pertumbuhan isolat
media selektif

Produksi enzim
kitinase

Uji aktivitas enzim

Pengukuran kadar
protein




Karakterisasi enzim
kitinase

Penentuan profil
protein metode SDS-
PAGE
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Uji PCR 16S r-RNA

Pengujian antagonis
bakteri dan jamur
patogen

Pengujian antagonis
enzim dan jamur
patogen

Penguijian siderofor
tipe salisilat dan katekol

Pengujian HCN

Pengujian senyawa
volatil

Karakterisasi senyawa
volatil




