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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Prosedur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sampel endofit mangrove 

Isolasi dan skrinning bakteri penghasil 

enzim gelatinase 

Uji Microbact System Uji Karakteristik Morfologi 

1. Pewarnaan Gram 

2. Bentuk Sel Bakteri 

Spesies bakteri penghasil enzim gelatinase 
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Lampiran 2.PengambilanSampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mangrove Sonneratia alba 

Diambil bagian batang, daun, buah 

dibersihkan dengan air steril 

Dimasukkan kedalam plastik steril 

Seluruh sampel dimasukkan ke dalam cool box yang telah 

ditambahkan batu es agar tidak rusak.  

Setelah itu sampel di bawa ke laboratorium 

Universitas Brawijaya untuk diberi perlakuan 



43 
 
Lampiran 3.Sterilisasi Alat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

Alat yang akan digunakan dicuci dan dikeringkan dan 

ditutup dengan kapas (tabung reaksi, pipet) 

Dimasukkan alat-alat yang akan 

disterilisasi ke dalam keranjang 

Bila air autoklaf kurang, maka ditambah 

samapai elemen pemanas 

Ditutup dan di kunci secara diagonal 

Diatur suhu 121ºC, waktu 15 menit 

dan dinyalakan tombol ON 

Ditunggu hingga autoklaf berbunyi (0,1 Mpa) selama 15-

20 menit, lalu dibuka klep uap perlahan 

Ditunggu sampai tekanan 0 Mpa dan dibuka tutup 

Dikeluarkan alat yang disterilisasi 

dan didinginkan 
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Lampiran 4.Isolasi Bakteri 

4.1 Pembuatan Media LB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Komposisi LB ditimbang 

Dilarutkan dalan akuades 

Ditutup dengan kapas dan alufo 

Dipanaskan selama 15 menit dalam air mendidih 

Disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu 121ºC tekanan 1 

atm selama 15 menit 

Media LB steril 
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4.2 Penanaman pada media LBA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Mangrove Sonneratia alba 

Diambil bagian daun, buah dan batang 

Ditumbuk (tidak terlalu halus) dan ditimbang sebnayak 1 g ) 

Masing-masing sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi 10 ml 

yang berisi 9 ml Nafis steril sebagai pengenceran 10-1 

Diambil 1 ml dengan mikropipet 

Dilakukan pengenceran bertingkat sampai 10-6, ke dalam tabung 

reaksi 10 ml yang berisi 9 ml Nafis steril sebanyak 1 ml 

Ditunggu media sampai memadat dan dilakukan penanaman dari 

10-3 sampai 10-6 dengan metode sebar (spread plate) dan 

diratakan dengan clay triangel 

Kemudian tepian dirapatkan dengan plastic wrap 

Diinkubasi menggunakan suhu 37ºC selama 24 jam 

Diamati bakteri yang tumbuh 

Hasil  
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4.3 Pemurnian Isolat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Skrining Bakteri Penghasil Gelatinase 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Keterangan : 

 (+) :Terjadi perubahan warna dari kuning menjadi biru 

  

Bakteri target hasil penanaman Media LBsteril 

Diambil satu ose bakteri 

Digoreskan secara zig-zag pada media LB dengan metode 3  

gores kuadran 

Diinkubasi pada suhu 37ºC selama 1 hari 

Hasil berupa koloni tunggal 

Media gelatin steril 

Dituang pada tabung reaksi dan ditunggu hingga mendingin 

Isolat ditanam pada media dengan menggunakan Jarum ose 

Diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam 

Diamati perubahan warna 
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Lampiran 5.Uji Identifikasi Bakteri 

5.1 Pewarnaan Gram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Diambil isolat bakteri dari media LBA dengan menggunakan jarum 

ose 

Ditambahkan 1 ose Nafis 0,9% steril pada kaca obyek 

Digoreskan 1 isolat pada kaca obyek 

Difiksasi di atas bunsen 

Ditetesi dengan Kristal ungu, didiamkan selama 30 detik 

Dibilas dengan akuades dan dikeringkan 

Ditetesi dengan iodine, didiamkan selama 30 detik 

Dibilas dengan akuades dan dikeringkan 

Ditetesi dengan safranin, didiamkan selama 30 detik 

Dibilas dengan akuades dan dikeringkan 

Diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000Χ 

Hasil pewarnaan gram dan bentuk sel bakteri 
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5.2 Uji Microbact Identification Kits 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Isolat bakteri murni endofit mangrove pada media LBA usia 

24 jam dimasukkan dalam 5 ml Nafis 0,9% 

Dimasukkan 10 µl (4 tetes) larutan bakteri ke setiap sumur 

microbact kits 

Sumur lysine, ornithin, H2S, dan arginin tambah 1-2 tetes mineral 

Sumur nomor 8 dengan indol kovact 2 tetes, sumur nomor 10 dengan 

VP I dan VP II masing-masing 1 tetes, sumur nomor 12 dengan TDA 1 

tetes 

Hasil dibandingkan dengan tabel 

warna dan ditulis pada formulir 

yang tersedia 

Dihitung angka octal dan 

dimasukkan dalam program 

komputer 

Sumur 7 ONPG 

ditambahkan nitrat A dan 

nitrat B masing-masing 1 

tetes 

Hasil 
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Lampiran 6.Hasil Isolasi Bakteri 

6.1 hasil penanaman bakteri 

 

(a)      (b) 

 

  (c)      (d) 

Keterangan :  (a) Goresan Kuadran kode DSA 1 

  (b) Goresan Kuadran kode DSA 2 

  (c) Goresan Kuadran kode DSA 3 

(d) Goresan Kuadran kode DSA 4 
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Lampiran 7. Hasil Uji Identifikasi Bakteri 

7.1 Hasil Pewarnaan Gram Dengan Perbesaran 1000X 

 

 

 

Gambar 6. Hasil Pewarnaan Gram Isolat DSA5 
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Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian Isolasi Bakteri dari Endofit Mangrove 

 

Sampel Endofit mangrove  Penanaman Bakteri Metode Sebar  

 

 

 

 

 

 

Penanaman secara Streak 3 kuadran 

 

Hasil Penanaman Metode Sebar Hasil Penanaman streak 3 kuadran 

  


