BAB YV
PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan

bahwa:

Pertama, terdapat bakteri endofit di dalam daun pepaya (Carica papaya
L.)

Kedua, hasil studi literatur menunjukkan bahwa isolat hasil fermentasi
bakteri endofit daun pepaya (Carica papaya L.) memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri patogen antara lain Escherichia coli, Staphylococcus aureus, dan

Salmonella typhi.

B. Saran

Pertama, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui spesies
bakteri dari bakteri endofit daun pepaya (Carica papaya L.) dan mengetahui
senyawa yang terdapat dalam isolat bakteri endofit daun pepaya (Carica papaya
L.).

Kedua, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait mekanisme kerja
senyawa antibakteri dari bakteri endofit daun pepaya (Carica papaya L.) dalam
menghambat bakteri patogen.

Ketiga, perlu dilakukan pengembangan lebih lanjut terkait hasil senyawa

bioaktif dari isolat bakteri endofit daun pepaya (Carica papaya L.).
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Lampiran 1. Determinasi Tanaman
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Lampiran 2. Daun pepaya (Carica papaya L.)

Lampiran 3. Pembuatan media
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Lampiran 4. Proses isolasi bakteri endofit
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Lampiran S.Isolasi Bakteri Endofit

Sampel daun pepaya

e  Sampel daun pepaya dicuci dengan air
mengalir lalu dipotong dengan ukuran

1-3 cm

e  proses sterilisasi permukaan

e  Potongan sampel direndam etanol 70%
r\ o+ selama 1 menit, bilas dengan aquades
O (o] steril
4 cairan perendam dibuang dan diganti

O dengan Natrium hipoklorit 5.25% lalu
7 didiamkan selama 5 menit

nistatin (0.01 %
b/v)

+0 x
x

e  Cairan perendam dibuang kembali dan
sampel dibilas dengan aquades steril
' sebanyak tiga kali

e  Sampel yang telah steril dicacah secara

inkubasi di ruang gelap pada

suhu ruang

v

Pemurnian dilakukan dengan memindahkan koloni 3
yang tumbuh ke cawan Petri yang berisi NA

Isolat bakteri
endofit



Lampiran 6. Pewarnaan Gram

60

Siapkan objek glass yang telah dibersihkan

V
~
Ambil masing-masing 1 ose isolat bakteri dan bakteri uji, campurkan dengan aquades steril, fiksasi
diatas bunsen
J

Y

Tetesi dengan gram A (kristal violet) ditunggu selama 1 menit, Bilas dengan air kecil yang mengalir

N

Tetesi dengan gram B (lugol) ditunggu selama 1 menit, Bilas dengan air kecil yang mengalir

v

Tetesi dengan gram C (alkohol 96%) ditunggu selama 30 detik, Bilas dengan air kecil yang mengalir

v

Tetesi dengan gram D (safranin) ditunggu selama 1 menit, Bilas dengan air kecil yang mengalir

Dikering anginkan

Amati dibawah mikroskop
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Lampiran 7. Uji Biokimia

[ Siapkan media Uji Biokimia (SIM, KIA, LIA, CITRAT) ]

N7

Ambil masing-masing 1 ose isolat bakteri endofit dan bakteri uji dari dalam tabung Na miring ]

D

ﬁ —\
SIM KIA LIA CITRAT
ditusuk Ditusuk Ditusuk Gores
dan dan
digores digores

v

Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

v

Amati perubahan warna (SIM ditetesi dahulu dengan erlich A
dan erlich B)




Lampiran 8. Fermentasi Isolat Bakteri Endofit

Isolat bakteri endofit ’

Inkubasi pada suhu 37°C selama 7 hari dan setiap
hari digojok selama 15 menit

Hari ke-2 hingga ke-7 dilakukan pengambilan
sampel sebanyak 5 ml

'Y

e__

Hasil fermentasi dientrifugasi kecepatan 4000rpm
selama 60 menit

\Z

Supernatan diikubasi selama 7 hari, setiap hari
sesekali digojog selama 15 menit

2

Uii Aktivitas Antibakteri
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Media BHI
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Lampiran 9. Formulasi dan pembuatan media

1. Nutrien Agar (NA)
Pepton 10 g
Ekstrak daging sapi / ekstrak ragi 10 g
Agar 15 g
NaCl5g
pH 7.4

Dilarutkan 23 g bahan diatas dalam 1 liter aqua destilata kemudian disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

2. Brain Heart Infusion (BHI)

Ekstrak otak, ekstrak hati, dan pepton 27,5 g
Dekstrosa 2 g

Sodium chloride 5 g

Dy-sodium hydrogen phosphate 2,5 g
Agar-agar 15 g

pH7.4+0,2

Dilarutkan 52 g bahan diatas dalam 1 liter aqua destilata dan disterilisasi dengan
autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.

3. Sulfide Indol Motility (SIM)

Peptone from casein 20.0 g
Peptone from meat 6. g
Ammonium iron(Il)sitrate 0.2 g
Sodium thiosulfate 0.2 g
Agar-agar 3.0 g

pH: 7.3 +0.2

Bahan tersebut dilarutkan dalam 1 liter aqua destilata dan dan disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit (Merck 2005).
4. Lisyne Iron Agar (LIA)
Peptone from meat 5.0 g
Yeast extract 3.0 g
D(+)glucose 1.0 g
L-lysine monohydrochloride 10.0 g
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Sodium thiosulfate 0.04 g
Ammonium iron(Ill) sitrate 0.5 g
Bromocresol purple 0.02 g
Agar-agar 12.5 g
pH:6.7+02¢g
Bahan tersebut dilarutkan dalam 1 liter aqua destilata dan dan disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit (Merck 2005).
5. Kligler’s Iron Agar (KIA)
Peptone from casein 15.0 g
Peptone from meat 5.0 g
Meat extract 3.0 g
Yeast extract 3.0 g
Sodium chloride 5. g 0
Lactose 10.0 g
D(+)glucose 1.0 g
Ammonium iron(Ill) sitrate 0.5 g
Sodium thiosulfate 0.5 g
Phenol red 0.024 g
Agar-agar 12.0. g
pH7.4+£0.2
Bahan tersebut dilarutkan dalam 1 liter aqua destilata dan dan disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit (Merck 2005).
6. Simmon Sitrat Agar
Ammonium dihydrogen phosphate 1.0 g
Di-potassium hydrogen phosphate 1.0 g
Sodium chloride 5.0 g
Sodium sitrate 2.0 g
Magnesium sulfate 0.2 g
Bromothymol blue 0.08 g
Agar-agar 13.0. G
pH: 6.6 £ 0.2
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Bahan tersebut dilarutkan dalam 1 liter aqua destilata dan dan disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit (Merck 2005).

8. Eosin Methylene Blue Agar
Peptone 10 g
Lactose 5 g
Sucrose 5 ¢g
Dipotassium phosphate 2 g
EosinY 0.4 ¢
Methylene blue 0.065 g

Bahan tersebut dilarutkan dalam 1 liter aqua destilata dan dan disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit



