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Lampiran 1. Skema Kerja Isolasi dan Identifikasi Kapang Endofit (Rimbawan,

2018)

Tanaman Tin (Ficus carica L)

v v

v

Buah

Batang Daun

Akar

! v

Sterilisasi Permukaan

Setiap potongan
sampel diletakkan
di atas permukaan
media PDA (setiap
media diletakkan 1

potong sampel)

A

v

Isolat dikarakterisasi
secara makroskopis
dengan mengamati
kapang endofit yang

meliputi: bentuk

koloni, warna
koloni, warna
sebalik koloni,

zonasi, permukaan

koloni, zona
pertumbuhan, garis
radial, dan diameter
koloni

Setiap sampel tanaman
dipotong dengan
ukuran + 1x1 cm?

A

v

Isolasi Kapang Endofit

Sampel diinkubasi
dalam suasana gelap
pada suhu 25-30°C
selama 5-21 hari

P
<«

I

Koloni kapang
endofit yang berhasil

Identifikasi Kapang Endofit

Koloni Kapang Endofit

] Isolat
dikarekterisasi

secara
mikroskopis
dengan
mengamati
miselium
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Lampiran 2. Skema Kerja Pemurnian Kapang Endofit (Rimbawan, 2018)

Koloni Kapang Endofit

Diinkubasi dalam
suasana gelap pada
suhu 25-30°C selama
5-7 hari

A

v

Sebagian miselium
kapang diinokulasikan
ke dalam media PDA
plate baru
menggunakan pisau
steril

A

v

Penginokulasian
miselium dan inkubasi
dilakukan berulang
sampai didapatkan
isolat tunggal kapang
endofit yang bebas dari
kontaminan (murni)

Isolat Tunggal Kapang Endofit
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Lampiran 3. Skema Kerja Karakterisasi makroskopis dan mikroskopis isolat
tunggal kapang endofit (Rimbawan, 2018)

Isolat Tunggal Kapang Endofit

A \ 4

Karakterisasi Karakterisasi
makroskopis mikroskopis
Kapng endofit ) Isolat ka%pang.
filakukan < enc‘loﬁt d'1amb11
karakterisasi secara Petridisk dari media PDA
makroskopis yang dibalikkan L, yang tumbyh
meliputi: bentuk sehingga nampak dengan baik
koloni, warna koloni kapang
koloni, warna
sebalik koloni, < Kapang endofit
zonasi, permukaan diamati di bawah
koloni, zona : mikroskop cahaya
pertumbuhan, garis Filamen dan diatur
radial, dan diameter (miseliun@ dar.i > perbesarannya
koloni kapang diamati sehinggaa
morfologinya nampak
secara morfologinya.
mikroskopik
\ 4 \ 4

Hasil karakterisasi
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Lampiran 4. Hasil Determinasi Tanaman Tin (Rimbawan, 2018)




Lampiran 5. Hasil Isolasi Kapang Endofit Tanaman Tin (Rimbawan, 2018)

Kapang Endofit

A

Ba2

BLIZ

Gambar

D,
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Lampiran 6. Hasil Pemurnian Isolat Kapang Endofit (Rimbawan, 2018)

Penampakan Isolat Tunggal Kapang Endofit
Sisi Atas Sisi Bawah

Isolat

Buz
(Buah)

Dy
(Daun)

D,
(Daun)

56
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Lampiran 7. Hasil karakterisasi makroskopis isolat kapang endofit (Rimbawan,

2018)

Pengamatan Isolat

Makroskopis A2 Ba2 Bu2 DI D2
Warna
Permukaan Putih Puth  Puth ~ Hijautua  pygp
Koloni kehitaman
Warna Sebalik Kuning kecoklatan . . Hijau tua .
Koloni pada bagian tengah Putih — Putih kehitaman Putih
Zonasi - - - Ada -
Permukaan
Koloni Halus Halus Halus Kasardan  pyopq

bergranul

Zona
Pertumbuhan - - - Ada -
Garis Radial - - - - -
Diameter Koloni 7,5cm 8cm 8cm 5,5¢cm 9cm




Lampiran 8. Gambar Kultur Cair

A2 (Akar)

D1 (Daun)

D2 (Daun)
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Lampiran 9. Hasil ekstraksi isolat kapang endofit

Lampiran 10. Hasil Optimasi Fase Gerak

Fase Gerak

Pelarut 1 Pelarut 2 Perbandingan
N — heksan Metanol 2:3
N — heksan Metanol 1:4
N — heksan Metanol 1:9
Kloroform Metanol 9:1
Etil asetat Kloroform 5:3
Etil asetat Kloroform 5:5
Etil asetat Kloroform 3:2
Etil asetat Kloroform 2:3




Lampiran 11. Perhitungan Pembuatan Sampel Ekstrak
11.1 Sampel ekstrak filtrat kapang endofit
11.1.1 Sampel A,
Total ekstrak yang diperoleh 155,18 mg
Pembuatan larutan stok dengan 10 mg ekstrak dan 100 ul DMSO

Konsentrasi ekstrak dalam stok:

10 mg
100 pl

11.1.2 Sampel Ba,

=10.000 pg/100u1 = 100.000 ppm

Total ekstrak yang diperoleh 184,32 mg
Pembuatan larutan stok dengan 10 mg ekstrak dan 100 ul DMSO

Konsentrasi ekstrak dalam stok:

10 mg
100 pl

11.1.3 Sampel Bu,

= 10.000 pg/100u1 = 100.000 ppm

Total ekstrak yang diperoleh 206,48 mg
Pembuatan larutan stok dengan 10 mg ekstrak dan 100 ul DMSO

Konsentrasi ekstrak dalam stok:

10mg

0wl 10.000 pg/100ul = 100.000 ppm

11.1.4 Sampel D,

Total ekstrak yang diperoleh 110,71 mg
Pembuatan larutan stok dengan 10 mg ekstrak dan 100 ul DMSO

Konsentrasi ekstrak dalam stok:

10mg _

o0 = 10.000 1g/1001 = 100.000 ppm

11.1.5 Sampel D,

Total ekstrak yang diperoleh 107,47 mg
Pembuatan larutan stok dengan 10 mg ekstrak dan 100 ul DMSO

Konsentrasi ekstrak dalam stok:

10 mg
100 pl

= 10.000 pg/100ul = 100.000 ppm

60



61

11.2 Pengenceran sampel ekstrak filtrat kapang endofit dalam 96-well microplate
11.2.1 Sampel A,

» well ke — 1 (disesuaikan dengan muatan maksimal wel/ yaitu 200 pl)
M| x V=M, xV,
100.000 ppm * 0,004 ml = M, x 0,2 ml
M, =2000 pul/ml

> well ke —2
M| x Vi =M; xV,
2000ul/ml x 0,1 ml =M; x 0,2 ml
M, = 1000 pul/ml

> well ke —3
M| x Vi =M; xV,
1000 pl/ml x 0,1ml = M; x 0,2 ml
M, =500 pl/ml

> well ke —4
M| x V=M, xV,
500 pl/ml x 0,1ml =M, x 0,2 ml
M, =250 pl/ml

> well ke —5
M| x V=M, xV,
250 pwl/ml x 0,Iml =M, % 0,2 ml
M, =125 pl/ml

» well ke —6
M| x V=M, xV,
125 pl/ml x 0,Iml = M, % 0,2 ml
M,=62,5 ul/ml

> well ke —7
M| x Vi =M; xV,
62,5 pl/ml x 0,1ml = M; x 0,2 ml
M, = 31,25 pl/ml

» well ke — 8



62

M; x Vi =M; x V,
31,25 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M, = 15,625ul/ml

» well ke —9
M| x V=M, xV,
15,625 pl/ml x 0,1ml =M, % 0,2 ml
M, =7,8125 pl/ml

11.2.2 Sampel Ba,

» well ke — 1 (disesuaikan dengan muatan maksimal wel/ yaitu 200 pl)
M| x V=M, xV,
100.000 ppm % 0,004 ml =M, x 0,2 ml
M, = 2000 pl/ml

»> well ke —2
M, x V=M, x V,
2000ul/ml x 0,1 ml =M; x 0,2 ml
M, = 1000 pl/ml

> well ke —3
M| x V=M, xV,
1000 pl/ml x 0,1ml =M; x 0,2 ml
M, =500 pl/ml

> well ke — 4
M| x V=M, xV,
500 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M, =250 pl/ml

> well ke —5
M; x Vi =M; x V,
250 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M, =125 pl/ml

> well ke — 6
M| x V=M, xV,
125 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
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M,=62,5 ul/ml

> well ke —7
M| x V=M, xV,
62,5 pul/ml x 0,1ml =M; x 0,2 ml
M, =31,25 pl/ml

» well ke — 8
M| x V=M, xV,
31,25 ul/ml x 0,1ml = M, % 0,2 ml
M, = 15,625ul/ml

» wellke—9
M| x V=M, xV,
15,625 pl/ml x 0,1ml =M; x 0,2 ml
M, =7,8125 pl/ml

11.2.3 Sampel Bu,

» well ke — 1 (disesuaikan dengan muatan maksimal wel/ yaitu 200 pl)
M| x V=M, xV,
100.000 ppm % 0,004 ml = M, x 0,2 ml
M, =2000 pl/ml

> well ke —2
M| x V=M, xV,
2000ul/ml x 0,1 ml =M, x 0,2 ml
M, = 1000 pl/ml

> well ke —3
M| x V=M, xV,
1000 pl/ml x 0,1ml =M, x 0,2 ml
M, =500 pl/ml

> well ke —4
M| x Vi =M; xV,
500 pl/ml x 0,1ml =M, x 0,2 ml
M, =250 pl/ml

» well ke —5



M; x Vi =M; x V,
250 pwl/ml x 0,Iml = M, % 0,2 ml
M, =125 pl/ml

» well ke — 6
M| x V=M, xV,
125 pl/ml x 0,Iml = M, % 0,2 ml
M,=62,5 pl/ml

> well ke —17
M; x V=M, x V,
62,5 pl/ml x 0,1ml = M; x 0,2 ml
M, = 31,25 pl/ml

> well ke — 8
M| x V=M, xV,
31,25 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M, = 15,625ul/ml

» well ke —9
M| x V=M, xV,
15,625 pl/ml x 0,1ml =M, % 0,2 ml
M, =7,8125 pl/ml

11.2.4 Sampel D,

» well ke — 1 (disesuaikan dengan muatan maksimal wel/ yaitu 200 pl)
M| x V=M, xV,
100.000 ppm % 0,004 ml =M, x 0,2 ml
M, = 2000 pl/ml

> well ke —2
M; x Vi =M; x V,
2000ul/ml x 0,1 ml =M; x 0,2 ml
M, = 1000 pl/ml

> well ke —3
M| x V=M, xV,
1000 pl/ml x 0,1ml =M; x 0,2 ml



M, =500 pl/ml

> well ke —4
M| x V=M, xV,
500 pl/ml x 0,1ml = M; x 0,2 ml
M, =250 pl/ml

» well ke —5
M| x V=M, xV,
250 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M, =125 pl/ml

» well ke —6
M| x V=M, xV,
125 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M,=62,5 ul/ml

> well ke —7
M| x Vi =M; xV,
62,5 pul/ml x 0,1ml =M; x 0,2 ml
M, = 31,25 pl/ml

» well ke — 8
M| xV;=M; xV,
31,25 ul/ml x 0,1ml = M, % 0,2 ml
M, = 15,625ul/ml

» wellke—9
M| x V=M, xV,
15,625 pl/ml x 0,1ml =M; x 0,2 ml
M, =7,8125 pl/ml

11.2.5 Sampel D,

» well ke — 1 (disesuaikan dengan muatan maksimal wel/ yaitu 200 pl)
M| x Vi =M; xV,
100.000 ppm % 0,004 ml = M, x 0,2 ml
M, =2000 pl/ml

> well ke —2



M, XV, =M; X V,

2000ul/ml x 0,1 ml =M; x 0,2 ml
M, = 1000 pl/ml

well ke — 3

M; x V=M, x V,

1000 pul/ml x 0,1ml =M, x 0,2 ml
M, =500 pl/ml

well ke — 4

M, XV, =M; X V,

500 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M, =250 pl/ml

well ke — 5

M, X Vi =M; X V,

250 pwl/ml x 0,Iml = M, % 0,2 ml
M, =125 pl/ml

well ke — 6

M; x V=M, x V,

125 pl/ml x 0,Iml = M, % 0,2 ml
M, =62,5 pl/ml

well ke — 7

M, XV, =M; X V,

62,5 pl/ml x 0,1ml = M; x 0,2 ml
M, = 31,25 pl/ml

well ke — 8

M, x V=M, x V,

31,25 pl/ml x 0,1ml = M, x 0,2 ml
M, = 15,625ul/ml

well ke — 9

M, XV, =M; X V,

15,625 pl/ml x 0,1ml =M, % 0,2 ml
M, =7,8125 pl/ml



Lampiran 12. Hasil Uji Penentuan Persen (%) Kematian Sel Jamur

a. Hasil A, (Akar)

Nama
Jamur konsentrasi % kematian
2000 ppm +85,0066667
1000 ppm +57,2
500 ppm +41,6133333
250 ppm +18,0187991
A, 125 ppm +16,7633333
62,5 ppm +16,3566667
31,25 ppm +18,4819192
15, 625 ppm +20,0833333
7,8125 ppm +17,326601
b. Hasil Bu; (Buah)
Nama
Jamur konsentrasi % kematian
2000 ppm +76,178609
1000 ppm +74,00085
500 ppm +52,823841
250 ppm +18,25684
Bu, 125 ppm +29,424787
62,5 ppm +6,9807588
31,25 ppm +27,023333
15, 625 ppm +41,954886
7,8125 ppm +47,283562
c. Hasil D; (Daun)
Nama
Jamur konsentrasi % kematian
2000 ppm +79,85666667
1000 ppm +75,72024608
500 ppm +72,54962934
250 ppm +38,27879187
D, 125 ppm +10,95677253
62,5 ppm +44,80746263
31,25 ppm +37,56701927
15,625 ppm  +37,16822966

7,8125 ppm

+38,07068663




d. Hasil D, (Daun)

Nama
Jamur konsentrasi % kematian
2000 ppm +72,920408
1000 ppm +54,5387961
500 ppm +39,909114
250 ppm +37,2739022
D, 125 ppm +33,5225919
62,5 ppm +46,9817032
31,25 ppm +37,8860083
15, 625 ppm +48,6820373
7,8125 ppm +36,0866443
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Lampiran 13. Foto penelitian

Proses ekstraksi dengan ~ Pemisahan miselia dan Proses pengentalan ekstrak
corong pisah media kultur dengan dengan rotary evaporator
bantuan ultrasonicator

Proses sterilisasi menggunakan Proses pemanenan setelah dilakukan
autoclave kultivasi cair dengan shaker incubator
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Proses pembuatan media

Proses pemindahan peremajaan
mikroba uji

Proses pemindahan peremajaan
mikroba uji



Sterilisasi sebelum melakukan kerja
didalam LAF menggunakan alkohol
70%

Kultivasi cair dalam shaker incubator

Pembacaan hasil uji menggunakan
microplate reader
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Lampiran 14. Hasil Pengujian MTT Assay

Replikasi 1

Pt P2 P3 P4 PS P6 P7 P8 P9 KJ KP KM
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Replikasi 3

P6

S W

P8

P9 KJ KP KM
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