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ABSTRAK

harakterisasi dan Uji Dayva Hambat Isolat Actinomycetes Asal Taman
Nusional Baluran terhadap Jamur, Erika Nugraheni, 971810401065, Skripsi,
Tanuari, 2004, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Iimu Pengetahuan Alam,
Limiversitas Jember

Actinomycetes merupakan kelompok mikrob yang banvak diketahui
menghasilkan senyawa antunikrob yang dapat dimanfaatkan untuk pengendalian
hayati diantaranya penyakit tanaman vang disebabkan oleh jamur. Penelitian ini
bertwjuan mengkarakterisasi sifat morfologi makroskopis, mikroskopis, tingkat
keasaman (pH} media pertumbuhan isolat actinomyceles asal TNB dan uji daya
hambainya terhadap jamur Fusarfum sp., Aspergillus flavus dan 4. rrer. Pada
penelitian ini, tiga macam genus isolat actinomycetes berhasil dideterminasi yang
terdini dan genus  Micromonrospors, Rhodococcus dan Streptomypces. 1solat
tersebut tumbuh baik pada media PDA dengan pH 7 dan 9 letapi tidak tumbuh
baik pada pH 2 dan 5. Uji daya hambal menunjukkan bahwa Micromonospora sp,
galur T1 paling berpotensi untuk mengendalikan nga jenis jamur uji.
Rfodococcus sp. galur T3 tidak mampu menghambatl Fusarin sp. dan A, miger,
Sedangkan Srreptomyees sp. palur T30 mempunyai dava hambat terhadap ketiga
Jamur uji vang lebih keeil danpada Micromonospora sp. galur T1.

Ralba kunct - kavakterisas, daya hambat, actinomyceles, jamur,
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1. PENDAIULLUAN

1.1 Latar Belakang

Indunesia mennlike biodiversitas vang tinggl, batk jems hewan, lumbuh-
tumbuhan maupun mikrob, Masing-masing orgamsme tersebut hidup pada
berbapai kondisi alam denpan peranan yang berbeda-beda bapt kehsdupan
manusia.  Mamun demikian perapan mikrob masih  banvak yang  belum
dicksplorasi sccara optimal. Sesuai denpan kebutuban manusia yang semakin
bertambah maka cksplorasi jenis-jenis vang berasal dan alam dan liar masih
sanpat perlu dilakukan. Eksplorast mikrob dapat diawali dengan cara isolasi dan
selanjutnyva dilakukan karakierisasi serta uji potensinya,

Beberapa jenis mikrob dan kelompok actinomycetes bersifat menghambat
terhadap sel hidup. Sifat penghambatan actinomycetes antara lain berkaitan
dengan metabolil sekunder vang dihasilkannyva. Kemampuan isolal aclinomyceles
dalam menghasilkan metabolit sckunder bisa dimanfaatkan dalam bidang
keschatan dan pengendalian hayat pada penyakit tumbuhan vang disehabkan oleh
mikrob

l'aman hasional Baluran {TNB) didalamnya terdapat beberapa jenis hutan
yaitu savana, hutan yang hijau sepanjang tahun (evergreen), duan mangrove vang
masih digngeap ashi (Sedhana, 1982). D1 TNB diduga terdapat actinomycetes
vang unik dan potensial. i antara anggota kelompok actinomycetes mempunyai
keragaman  karaktenstuk antars lain sifat morfologl. Berdasarkan metabolit
sekunder vang dihasilkan oleh beberapa angpota dan actinomyeetes diduga jugs

mempunyal potens: vanpg berbeda sebagm agen penpgendalian hayali,

Karaklerssiik masing-masing jenis isolat vang ditemukan dan alam perlu
dipelajant  untuk  mempermudah  dalam identlikasi dan mengenah  sifat
pertumbuhannya  schingga akan mempermudah dalam mengkaji potensinyva,
Penelian tm dilukukan dengan harapan untuk mendapatkan informasi tentang

sebagun dan sifut-sifat isolat actinomycetes asal TNB vang dapat digunakan

untuk menentuban vang diduga masing-masing penus berbeda, Selain ita jupa
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untuk melibal sebapian polensi masing-masing isolat scbagal agen pengendalian

hayati,

1.2 Permasalahan

Untuk identitikasi isola-isolat anggota kelompok actinomyceles yang ashi
(origingd) dari alam, perlu terlebih dabulu mencoba pembiakan pada media
dengan kondisi pertumbuhan vang sesuai. Pada isolat-iselat vang mampu tumbuh
dengan baik sclanjutnya dapat dipelajan sifat-sifainya. Unluk  menpetahul
karakienstik yvang lengkap membutuhkan uji coba dengan berbagar metode vang
cukup sulit dilakukan. Pada penelitian i karena tingkat kesulitan vang tingg
maka dilakukan kurakterisasi sccara parsial, tetapt minimal sudah cukup untuk
mengelahul genus-genusnya, Sedanpgkan untuk mempelajan sebagan potensinya
dalam ruang lingkup schagal agen pengendalian bavati, perle dilakukan up
penghambatan Potensi yang dimiliki oleh actinomyeetes bermacam-macam, akan
tetape dalam penelitian imi hanya akan dipelajann kemampuoan isolat dalam

menghambat permumbuhan jamur

1.3 Tujuan Penclitian

Penelitian  ini bertujuan untuk  karakterisasi sifat morfologl, wngkat
keasaman dan kemampuan pertumbubannya pada media dengan tingkat keasaman
vang berbedn serta kemampuan penghambatan beberapa isolat actinomyeeles asal

dan TNB terhadap pertumbuhan jamur,

I.4 Manfaat Penclitian
I. Memberikan informast mengenat karakienstik morfologi dan tngkat
keasaman (pH) media pertumbuhan vang dapat digunakan untuk dasar
sifat-sifat genus masing-masing isolal actinomycetes yang diisolasi dar
T,
2 Menjadi acuan untuk penelitian lebih lamjut tentang identifikasi tingkat

sposics  actinomveetes  dan polensinva sebagal  penghasil  metabolit

sekunder polonpan antimikrob.



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

AT | AR O Y

II. TINJALUAN PUSTAKA

2.1 Pengelompokian Actinomycetes

Populasi actinomycetes diiddentifikasi sebagai sulah satu kelompok utama
dan populas: tanah vang merupakan mikrob Gram positif dan dianggap scbagai
kelompok peralihan antara jamur dan bakien (Kuster, 1968 dalam Singh dan

Agrawal, 2002). Actinomycetes dikelompokkan ke dalam Super Kingdom:

Bacteria, Filum: Firmicutes, Kelas: Actinobacteria, Anak Kelas: Actinobacteridae,

bangsa Actnomycctales. Actinomycetes dibagi ke dalam  delapan  Suku:

Actinomycetaceas, . Mycobacteriaceae, Actinoplanaceac, Frankiaceae,

Dermatophilaceae, Mocardiaceae, Streptomycetaceas, dan Micromonosporaceae

(Holt, 1989 dalam Singh dan Agrawal, 2002). Berdasarkan sistem klasifikasi

rRNA 165 actinomyceles dikelompokkan ke dalam 10 Anak Suku, vaitu

Actimemycincac. Corynebacterineae, Frunkinae, Glycomyeineae, Micrococingae,

Micromonosporineae, Propionibacterineae, Pseudonocardineae, Streptomycineas

¢an  beberapa  anggoa  actinomycetes  masih sedang  dikelompokkan

(e neb alom b pey dalam Singh dan Agrawal, 2002).

Menurut Waksman (1959), actinomycetes memuliki hubungan dengan
bakten dan jamur. Hubungan actinomycetes dengan bakteri antara lain:

1) diameter hifa dan spora actinomyeetes {(biasanya 0.5-1.0 u) sama dengan
hakteri,

2) beberapa actinomycetes bereproduksi melalw fragmen atau oidia yang sama
dengan bakten dalam hal ukuran dan bentuk, vaitu batanyg dan bola;

i) beberapa actinomycetes menghasilkan miselium udar yang tidak schenamya,
perfurnbuhan  mercka tampak sama dengan baklen pleomorfik tertenm,
khususnya pada corynebacteria;

4} dinding scl actinomycetes tidak mengandung kitin atau selulosa seperti vanp

terdapal pada jamur, melainkan polimer dar gula, gula amino dan beberapa

asum amino seperti pada baktert Gram positif (Cummins dan Harris, 1958
dalam Burges dun Raw, 1967);
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5) sensitivitas actinomycetes terhadap antibiotik dan lage menempatkan mercka
dengan bakien dan tidak dengan jamur (Burges dan Raw, 1967),

6) actinomyeetes adalah prokanot sepertt bakteri, sedangkan jamur merupakan
Bukariol

Hubungan aclinomyceles dengan jamur antara lain:

1] produksi dan cara percabangan miselium udara dan cara pembentukan spora,
khususnya dalam genus Strepromyces,  Micromonospora,  Waksmania,
Strepiosporangium, dan Thermoepolyspora minp dengan jamur,

2) pertumbuhan beberaps aclinomyceles pada permukaan media cair dan padat
serta pertumbuhannya dalam suspensi atau kondisi lenggelam sama dengan
jamur {Waksman, 1959),

Pengelompokan  actinomyceles ke dalam  genus  didasarkan  atas
karaktenisuk morfologi seperti fragmentasi hifa, pembentukan miselium aerial,
dan keragaman pembeniukan spora (secars tunggal, dalam rantai atau dalam
sporangium}, sporofor, bentuk spora, warna miselium aerial dan vegetatif (Holl e
af, 1994). Ahli luksonomi juga mengevaluasi beberapa kamakterisok fisiolog
seperll aktilitas enzim, temperatur, kebutuhan oksigen dan produksi fermentasi.
Studi secara rinci dengan membandingkan DNA, katalog oligonukleotida rRNA,
analisis asam lemak, fostolipid, menakuinon dan komposisi dinding sel (Joklik e
al., 1992

Menuruat Holt er f. (1994) actinomycetes dibagi menjadh 8 kelompok:

a. Kelompok |

Eelempok | adalah actinomycetes berbentuk MNocardia (Noeardioform
acunomyceles ), kelompok im didasarkan pada filamen vang berfragmen menjadi
clemen-clemen yang lebih pendek, pertumbuban aerial dan produksi rantal spora
Selain it juga upe kimia dinding sel, ada tidaknya asam mikolal, dan silfat kimia
lannya, Kelompok imomasih dibag lagi menjadi empat sub kelompok vaitu
sub kelompok | adalah bakteri yang mengandung asam mikelat, genus vang
termasuk i dalamnya antara laimn: genus Gordona, Nocardia, Rhodococens, dan

Dsukamurella; sub kelompok 2 adalah Pseudonocardia dan genus vang

berhubungan,  tlerdin atas  genus  Actinebispora,  Actinokineospora,
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Actinapolyspora, Ampcolata, Amyeolatopsis, Kibdelosporangum,
Pyevdogmycniata, xevdonocardic, Succharomonospora, dirn
Saecharopolvspora; sub kelompek 3 adalah Nocardioides dan Terrabacter, terdin
atas  penus ANocardioiwdes  dan ferrabacier; sub kelompok 4 adalah
Promicromonosporda dan genus yvang berhubungan, terdin atas genus Jonesia,
Oerskovia, dan Promicromonospara,
b. Kelompok 2

Felompok 2 adalah  genus  dengan  sporangium  multilokular;
pengelompokkan  didasarkan pada filamen-filamen vang dibagi oleh septa
longntudinal dan transversal, adanya elemen-elemen seperti kokodd vang matil
{Dermetophilus dan Geodermatophilis) ataw nonmotil (Frantia).
¢, Kelompok 3

Kelompok 3 adalah Actinoplanetes; pengelompokkan didasarkan pada
pembentukan filamen stabil dengan ada atav tidaknya pertumbuban aerial, Spora
mottll  diproduksi  dalam  sperangium  (Actinoplanes,  Ampullariella,
Daendlosporangivem, Pilimelia), atau spora ponmotl yang diproduksi secam
wnggal (Micromonospora) atau dalam rantai (Carellatospora). [inding  sel
mengandung meso-DAP, glising, arabinosa dan silosa yang ditemukan dalam
selurub hidrohsat sel.
d. Kelompok 4

Kelompok 4 adalah  Streptomycetes dan genus yang berhubungan,
kelompok i didasarkan atas pembentukan filamen stabil dan pertumbuhan aerial
yang luas denpan spory berantal panjang (Streprommyees dan Strepivverticillinm).
(renus lain tidak atau sedikit memproduksi pertumbuban aerial (freirasporammm,
Kineosporia, Sporiciifiva) dan terdapal variasi bentuk spora
g, kelompok §

Feclompok 5 adalabh Maduromyeetes, kelompok ini didasarkan atas
pembentukan filamen stabil dan produksi berbapgai pertumbuhan aerial vang
membawa  spora-spora.  Rantai-rantai  pendek  artrospora  dihasilkan  oleh

Microbispora (dug spora), Miceotelraspora (empal spora), dan Actinomadira

(Jurmiah bervanas ). Genus lain menghasilkan spora dalam sporangium yang motil
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{ Flunohispora, PlanomaonNospord, Spirillospora) atau nonmaotil
(Streprosporangium). Dinding sel mengandung meso-DAP, dan hidrolisat sel
mengandung madurosa, Kelompok ini masih dibagi lagi memjadi dua sub
kelompok yaitu sub kelompok | adalah Streplosporangium dan genus yang
herhubungan, terdiri atas genus Microbispora, Microtetraspora, Planubispora,
Planomonospara, Spirilfospora, dan Streptosporangium dan sub kelompok 2
adalah Actinomadura hanva terdiri atas satu genus vaitu dctimomudira.
I Kelompok 6

Kelompok 6 adalah Thermomonospora dan genus vang berhubungan,
pengelompokkan didasarkan atas pembentukan filamen stabil dan produks
pertumbuhan aerial yang membawa spora tunggal (Thermomonospord), dalam
rantai (Actinosynnema, Novardiopsis), atau dalam struktur seperli sperangium
(Streproalloteichus), Dinding sel mengandung meso-DAP, tetapt tidak ada
karakteristik asam amino atau gula dalam seluruh hidrolisat scl.
g Kelompok 7

Kelompok 7 adalah Thermoactinomycetes; kelompok i hanva benst satu
enus vaitu Thermoactinomyces. Genus ini membentuk filamen stabil dan
menghasilkan pertumbuhan aerial. Selamn i dibentuk spora tungpal (endospora)
baik pada filamen seral maupun filamen vegelanf, Semua spesies bersitar
termofilik. Dinding sel mengandung mese-DAP tetapl tidak ada karaktenstik
ASAIM amino atau guls.
h. Kelompok 8

Kelompok 8 sdalah penus lain, kelompok ini berisi tiga genus vailw
(Hlveomyces, Kitasatosporia, dan Saccharothrix yang tudak dapat dimasukkan ke
dalam kelompok lain. Mercka semua menghasilkan pertumbuhan aerial yang

membawa rantai-rantai spora.

2.2 Distribusi Actinomycetes
Actinomyeetes tersebar luas di alam, ditemukan pada setiap substrat alam,
udara, air, dalam bahan makanan, dan tanah. Sclamn itu juga ditemukan di kutub

utara dan pegunungan linggi, lapisan dalam tanah, dan deposit minyak. Tanah dan
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kompos sungal dikehendaki untuk perkembangan aclinomycetes schingga jumlah
dan jenisnya sangat melimpah. Sebaliknya laut dalam tidak dikehendaki sebagai
media untuk perkembangannya. Beberapa jenis substral cocok sebagai habilal
permanen untuk actinomycetes yaitu untuk hidup dan perbanyakan. Substrat lain
hanva untuk habitat sementara bagi actinomycetes, distribusinya  melalu
pergerakan air dan udara (Waksman, 1959). Persentase actinomycetes dalam total
populasi mikrob meningkat menurut kedalaman tanah  Actinomycetes dapat
diisolasi dalam jumlah yang cukup bahkan dari sampel tanah dari profil tanah
horison C (Rao, 1977)

2.3 Peranan Actinomycetes

Actinomycetes dikenal schagai mukrob vang berpotensi menghasilkan
berbagai macam scnyvawa metabolit baik metabolit primer maupun sekunder.
Metabolil primer biasanya berupa enzim sedangkan metabolit sekunder berupa
antibictik.  Metabolit-metabolil lersebut  dapat diaplikasikan dalam  bidang
kesehatan, industr, pangan dan pertanian. Jemis metabolit yang paling banyak
dihasilkan oleh actinomycetes adalah metabolit sckunder vang berupa antibiotik.
Antibiotik dapat diterapkan pada berbaga bidang vang salah satunya adalah
bidang pertanian (Burges dan Raw, 1967)

Pemanfaatan beberapa jenis mikrob dan kelompok aclinomycetes vang
bersitat menghambat pada umumnya menghasilkan metabolit sckunder berupa
senvawa untimikrob antara lain antbiotik. Pada tahun 1994, hampir 8000
antibiotik telah ditemukan, 80% berasal dari spesies Strepramyvees dan 2000 dar
senus  kelompok actinomyeetes vang lainoya (Zhao, 2002). Beberapa jemis
antibiotik telah lama ditcrapkan di berbagan bidang antara lam bideny pengobatan
manusia dan veleriner, Selain itu juga dapat digunakan pade bidang pengawetan
makanan, dan pakan ternak, scdangkan mikrob penghasil senyvawa antimikrob
tersebut dapat diterapkan untuk pengendalian hayati terhadap penyakit tumbuhan.
Potensi masing-masing jenis mikrob penghasil antiibiotik berbeda-beda, baik dan

segi jenis, kuantitas senvawa yang dihasilkan mauvpun  kecepalan  dalam

penghasilan antibiotik (Burges dan Raw, 1967
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Permasalahan vang sangat penting dalam bidang pertanian adalah berbagai
macam penvakit tanaman yang disebabkan oleh jamuor dan bakteri. Tiga jenis
jamur patogen diantaranye adalah fusariem osp, A flovus dan A miger
Fusarinm sp. merupakan jamur penyebab penyakit fayw Fusanium pada tomat dan
pisang (Indrawart e al.. 2001 dan busuk akar pada tanaman kedclai (Sinclair dan
Backman, 1989 dolam Nyval, 1979). 4. flevey menyebabkan kerusakan pada
waktu penyimpanan atau sering discbut schagal penyakit gudang pada kacang
tangh dengan menghasilkan aflatoksin yang dapat meracunt kacang tanah tersebut
(Supartini, 1996), Sedangkan 4. riger merupakan mikrob perusak pada tanaman
yang disimpan dan penyebab crown rod pada kacang-kacangan (Melouk dan
Backman, 1995}, Pengendshan penvakit tanaman yang selama i dilakukan
kurang efektil, reladu! mahal, menyebabkan resistensi pada mikrob penyebab
penyvaki! dan udak ramah lingkungan. Maka pemecahan dari permasalahan
tersebut adalah menggunakan metode pengendalian hayati yang diharapkan lebih
efekiif, lebih murah dan aman bagl lingkungan. Untuk memenuchi tujuan 1lu pertu
dicari mikeob varg berpotensi besar untuk menjadi agen pengendalian havat
(Sulamto, 1995

Aclinomyceles jupa mempunya: peranan di alam  yailu  sebagai
dekompeser pada bahan-behan organik di lanah. Beberapa jenis 1solat angiota
kelompok actinomyveetes mampu menguraikan sclulosa dan polisakanda lain.
emampuan penguraian bahan-bahan organik discbabkan oleh adanya cnzm
ckstraselular vang dihasilkan oleh mikeob anppota kelompek actinomyeetes
{(ingham, 2004}, Sclain it actinomyeetes juga mampu membentuk nodul pada
akar tumbuh-tumbuhan vang bukan dari jenis kacanpg-kacangan, biasanva dan
jenis Franka sp. Nodul vang dibentuk terhibat dalam proses fiksasi N: vang
selanjutnya dapat dimanfaatkan sebagan sumber nitrogen oleh tumbuh-tumbuhan

(Schlege]l dan Schmadt, 1994).

2.4 Teknik Isolasi dan Identifilasi

Pada prinsipnyva lekmk yang digunakan dalam isolasi dan pembiakan

bakteri dan jamuor dapat diterapkan pada actinomycectes. Actinomyceles dapal
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diisolasi dari tanah, kompos, air dan swbstrat alam lainnya. Metode vanp
digunakan untuk mengisolasi aclinomycetes antara lain metode cawan agar dan
akan selektif Metode cawan agar dilakukan dengan cara membuat suspensi
sampel baohan  dalam  akuades steril vang kemudian dibuat  berbagai
pengencerannya  denpan  akuades steril pula. Hasil pengenceran tersebut
ditaburkan pada media agar yang sesuai untuk perkembangan selektif
actinomyceles, Selain itu substansi tertentu vang salah satunyva adalah antibiotik
perlu ditambahkan ke media selektif untuk menghalangi pertumbuhan jamur dan
bakteri. Selanjutnya cawan biakan diinkubasi pada temperatur vang sesuai vaitu
pada 28-30°C dan diamati setelah 2 sampai 7 hari. Koloni-koloni actinomycetes
vang masih bercampur dengan mikrob lain harus diaminl dan dipindahkan ke
media cawan agar steril sehingpa akan didapatkan biakan actinomycetes vang
murnt. Selanjutnya koloni-koloni dari biakan murmi dipindubkan ke media cair
atau media padat steril untuk pengamatan lebih lanjut.

Pfroses identifikasi isolat actinomyeetes sangat rumit sebab bhanyak sifat
yung harus dipelajan secara mendalam agar keakuratan sifat-silat tersebut mampu
menunjukkan golonpgan actinomycetes vang sebenarmya terutama wntuk tingkat
spesies. Sifat-sifal yang harus dipelajani secara menyeluruh meliputi  sifi
morfologl. kKimia dan fisik. Menwrot Waksman (1959) metode vang digunakan
unluk karakterisasi morfologl actinomyceles antara lain dengan pengamatan
mikroskopis secara langsung, contact shide dan mikroskop elektron. Kenampakan
koloni actinomycetes vang dapat membedakannya dengan jamur dan bakten
antara lwn Kompak, berbulu dan memiliki permukaan vang kering, seringkali
ditutupi oleh muselium udara (Burrows, 1959,

ghurut singh dan Aprawal (2002), sifat morfolopt makroskopis dan
mikroskopis  actinomycetes  sudah  dapar  dipunakan  untuk  mengetahu
kemungkinan nama  penus  dari aclinomycetes  terscbut.  Sifat  morfolog
makroskopis actinomyceles vang harus dipelajan adalah kenampakan koloninyva
pada media pertumbuban. Sedangkan sifat morfologt mikroskopis yvang harus

diketahu antara lain struktur muselivm, konidia, sporangiun dan struktur-struktur

latn yang merupakan cin khas dan genus isolat anggota kelompok actinomyceles,
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Metode vang digunakan untuk mengetashw  sifat morfologn  makroskoms
actinomycetes adalah dengan mengamati kenampakan koloni actinomycates pada
media  pertumbuhan, Sedangkan sifat morfologi mikroskopis actinomyceles
dipelajan denpan cara mempersiapkan biakan kaca obvek (sfide culfwre) terlebih
dahulu. Biakan kaca obyek disiapkan dengan menancapkan gelas penutup dengan
posist miring pads media pertumbuhan, Selanjutnya di dekat gelas penutup
rersebut diinokulasi dengan biakan actnomycetes dan diinkubasi pada temperatur

28-30°C sampai terjadi sporulasi. Gelas penutup yang dirambati kolom

actinomyceies ditanpkupkan pada gelas benda yang telah ditetesi agen pembasah.
Kemudian diamati di bawah mikroskop (Holt er af., 1994).
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L. METODOLAOYG]

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan lmu Pengetahuan Alam Universitas Jember mulai bulan

Miaret sampai Seplember 2003,

3.1 Bahan dan Alat Penelitian

lsolat-isolat yang divji dalam peneliian ini antara lain: tliga isolat
Actinomycetes asal Taman Nasional Baluran, isolat Strepromyces ofivaceus
FNCC 0174 {isvlal referensi asal PAL Panpan dan Gizi UGM), isolal
Fusgrivem sp, Aspergellus flaves, dan A niger yang merupakan koleksi
Laboratorium  Mikrobiologt Jurusan Biclogi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Jember. Bahan-bahan yang digunakan meliput:
media Porate Dextrose Agar (PRA), Potaio Dextrose Broth (PDB), alkohol 70%,
HCL 1N, RaOH 1IN, larutan kristal ungu {cat Gram A), lodium (cat Gram By,
larutan alkobol asam (cat Gram C), larutan Safranin (cat Gram 0}, larwan Sieh!
Neglsen carbol fuchsin (#N-A), larutan peluntur alkohol asam (ZN- B). larutan
Loeffler s M {ZN-C), larutan H,0; 3%, larutan garam fisiologis 0,85%, akuades
steril dan spiritus.

Alat-alar pelas yang digunakan antara lain: cawan Petri, gelas piala, tabung
reakst, labu Erlenmeyer, gelas ukur, batang pelas bengkok, gelas obyek, dan pelas
penurup. Adat-alal mikroskopis yang dibutuhkan meliputi mikroskop, mikrometer
obyektif, mikrometer okuler, dan kaca pembesar. Adapun alat-alat lainnva antara
lain: shaker, jarum ose, bor gabus, pipet volume, pipel tetes, pipet mikro, tip,
inkubator, desikator, oven, jangka sorong, pH meter, panduan wama Castell-

Polychromoy 9216, timbangan, corong plastik, autoklaf, kertas saring, lampu

Bunsen, botol semprot, label, dan kertas tsu.
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3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Peremajaan Isolat Actinomycetes

Biakan murni isolat-isolat actinomycetes yang akan dipelajari lerlebih
dahuly dircmajakan pada media PDA miring. Salu ose hifa isolat actinoimyeetes
dipindahkan dari bizkan persedizan ke media PDA miring sleril. Biakan
diinkubasi pada suhu 28°C selama 7 hari, Biaskan vang tumbuh baik kemudian
dimurnikan dengan pengenceran dan ditumbuhkan pada media PDA pada cawan
Peiri. Koloni yang wumbuh terpissh dan menunjukkan kenampakan VANg sams
dengan biukan induk diisolasi dan ditumbuhkan pada media muring sebagal biakan
vang akan diidentifikasi.

3.3.2 Karakierisasi Morfologi Makroskopis

Biakan asctinomycetes hasil peremajaan vang telah  tumbuh  baik
dndentifikasi secara makroskopis mengenai silat morfologinya denpan cara sesuai
dengan prosedur seperti pada buku identifikasi Berpey's Manua! of Determinative
Sactericlogy (Holt er al, 1994). Identifikasi secara makroskopis terhadap isolat-
isolat actinomycetes dilakukan pada biakan yang tumbuh dalam cawan apar,

Isolar actinomycetes yang akan diamali sifat morfologi makroskopisnya
dipersiapkan dengan carn mengambil dua ose hifa dari hasil PeTCMa)jam
sclanjutnya diencerkan dengan larutan garam fisiologis 0,85% dar pengenceran
107 sampai 10° Kemudian sebanyak 50 ul suspensi dari seri pengenceran 107
diseburkan secars merata dengan menggunaken batang gelas bengkok pada
permukaan media LA yang sebelumnya sudah dituangkan ke dalam cawan Petri
steril sebanyak 23 ml. Kemudian biakan diinkubasi pada subu 28°C selama 15
hart untuk 1solat 17 dan T3 dan 10 hari untuk isolat T30 dan & olivacens. Setiap
hari kolond yang tumbub diamati sifat-sifal morfologinye dengan pengamatan
langsung  menggunakan kaca pembesar. Penpamatan  sifar-sifat morfologi

makroskopis isolat actinomycetes melipuli antara lain: bentuk koloni, tepi koloni,

¢levasi kolon, warna kolont, pigmentasi, keadaan permukaan koloni dan diameter
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koloni. Diameter koloni masing-masing 1solal actinomyceles divkur menggunakan

Jangka sorong.

3.3.3 Karakterisasi Morfologi Mikroskopis

Karakterisasi mortelogi isolat actinomycetes secara mikroskopis dilakukan
dengan cara membuat biakan kaca obyek (slide cufiwre) dengan cara sesua
dengan prosedur sepertt pada buku identifikasi Bergey 's Manual of Detecrminative
Sactericdogy (Holt ef af,, 1994). Secara asephik gelas penutup ditancapkan pada
media PIDA 25 ml di cawan Petri steril dengan posisi miring. Kemudian di dekat
gelas penutup terscbut ditnokulasikan sedikit biakan actinomyeetes dan dunkubasi
pada subu 28°C selama 4 hari, Bagian gelas penutup vang dirambati koloni
actinpmycetes ditangkupkan di atas gelas benda yvang sebelumnya ditetesi dengan
akuades sterd,

Penpgamatan muikroskopis dilakukan seliap han mengpunakan mikioskop
dengan  perbesaran 1000 kali  Sifat-sifsl  morfologi  mikroskopis  isolat
actinomyestes yang diamall antarma lain: ada tudaknya percabangan miselium atau
hifa, bentuk komdia (tunggal, berpasangan, berantai pendek, herantai panjang);
bentuk sporangium; ada tidaknya spora dan susunannya (bila ada tunggal,
berpasangan alay berantar panjang atau pendek), dan ada tidaknya fragmentasi
hifa.

Dameter hila dan spora actinomycetes diukur dengan menpgunakan
mikrometer. Mula-mula mikrometer okular disisipkan pada okular mukroskop.
Sebuah mikrometer obyektif diletakkan di bawah lensa obvekil  berkekuatan
rendab dan digeserkan ke tengah-tengah bidang pandang mikroskop. Okular
diputar schingea garis nolnya akan terletak berimpil dengan garis nol mikrometer
obvektif. Kemuodian dican gans benkumya pada skala okular vang bernimpn
separis denpan sebuah garns pada skala mikrometer obyvektif, Subskala pada kedua
mikrometer dihitung dan gars nol sampai pada titik perlemuan garis mikrometer
obveklil dengan mikrometer okular, Subskala tersebut dihifung untuk menentukan

fakior kalibrasinva Fokeor kalibrasi dihitung dan hasil pembaglan jumlah skala

yapg pertama sampai dengan skala mikrometer obvektil vang berimpil dengan
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skala pada mikrometer okular kali satuan setiap subskala mikrometer obvektl
dibagi dengan banyaknya subskala yang pertama sampai dengan terakhir yang
berimpit dengan skala pada mikrometer okular,

Bila setiap subskala mikrometer obyektif berukuran 0,01 mm atau 10 um dan
terdapat 34 subskala mikrometer obyektif pada perbesaran 100 kali yang berimpit
dengan mikrometer okular dan melewali lujuh skala mikrometer okular maka
faktor kalibrasinya adalah:

7x00] mm = 0,002 mm=2 pm
a4
Selanjutnya diameter spora dan hifa dihitung berdasarkan jumiah subskala pada

mikrometer obyektl yang menunjukkan panjang atau lebar spora dan hila
dikalikan faktor kalibrasi.

3.3.4  Karakicrisasi Dinding dan Ketahanan Asam Sel

Pengecatan Gram dilakukan untuk mengetahui sifat dinding sel isolat
actinomycctes asal TRE dan 1solat referensi apakah bersifat Gram positif atau
Gram negatit, Sedikit hifa dari biakan yang terdapat pada media PDA di cawan
Petr yang tumbuh baik diambil dan diletakkan pada kedua ujung gelas obvek
secara usephk. Olesan actinomycetes yang telah dibuat difiksasi di atas nyala
lampu Bunsen. Selanjutnya olesan fersebut ditetesi denpan Kristal ungu
(cal Gram A) sclama 2 menit sebagar pewarnaan awal, dibilas dengan air
mengalir, Kemudian ditetesi larutan lodium (cat Gram B) selama | menit scbagai
mordsn, dibilas dengan air mengalir. Larutan alkohol asam {cat Gram C)
diteteskan ke olesan tersebul, dibiarkan selama 10 detik dan dibilas dengan air
mengalir,. Olesan diwarnal kembali dengan larwlan Salramn (cat Gram D),
dibiarkan selama 30 detik, lalu dibilas dengan air mengalir. Setelah
dikeringanginkan, preparat diamati di bawah mikroskop dimulai dengan lensa
perbesaran lemabh dilanjutkan dengan perbesaran 400 kali, [solat vang bersifat
GOram positf akan menunjukkan sel yang berwarna ungu sedangkan bila berwarna
mersh berarts 1solal tersebut bersitat Gram negatif |

Penpecatan lahan asam (wgeid fast) perlu dilakukan untuk mengetahw

apakah 1solat bersifat tahan asam atau tidak tahan asam. Pengecatan ahan asam
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(acid fast) dilakukan dengan cara mengambil sedikit hifa actinomyceies kemudian
dioleskan pada pelas benda yang telah dibersihkan dengan alkohol 70%. Olesan
actinomyceles dikeringanginkan dan difiksasi di atas Bunsen, Biakan tersebut
dibubuhi dengan cat “N-A yang berlebihan dan dipanasi di atas nyala lampu
Bunsen selama 5-10 menit. Selanjutnya olesan actinomyeetes tersebut dicuci
dengan air mengalir dan dikeringanginkan. Biakan dicuci dengan ZN-B sebapai
peluntur, dicuci dengan air mengalir dan dikernganginkan, Selanjutnya olesan
dibububi dengan ZN-C selama 30 detik, kemudian dicuci dengan air rmengalir,
setelah dikernganginkan, diamati di bawah mikroskop dimulai dengan lensa
obyektf perbesaran lemah dilanjutkan dengan perbesaran 400 kali, Sel-sel isolat
yang bersifal lahan asam akan tampak berwarna merah sedangkan vang bersifat

tidak tahan asam berwarna biru.

3.3.5 Karakierisasi Aktivitas Katalase

Uji katalase juga diperlukan untuk mengidentifikasi isolat actinomycetes.
Ut katalase dilakukan dengan cura 3-4 tetes hidrogen peroksida (H.O 1 3%
diteteskan pada permukaan biakan miring isolat actinomycetes selanjutnya
diamati selama | menit. Bila muncul gelembung-gelembung udara atau busa pada
permukaan koloni berarti isolat tersebut bersifat kalalase positif sedangkan bila

tidak muncul gelembung maka isolat tersebut bersifat katalase negatif.

3.3.6 Uji Pertumbuhan Pada Media dengan Tingkat Keasaman Berbeda

Kebutuhan tinghat keasaman media perlu dipelajari untuk mengetahu
kemampuan tumbuh isolat tethadap pH yang berbeda sehingea akan diketahui
kondist pll media yang optimum untuk perlumbuhannya. pll media yang diuyi
terhadap pertumbuhan 1solat actinomycetes adalah pH 2, 5. 7 dan 9. Perlumbuhan
diamati dari hasil pengukuran berat kering isolat yang diuji.

Pengukuran berat kering sebagai hasil perlumbuban masing-masing isolat
actinomyceles dilakukan pada biakan vang ditumbuhkan pada media PDA dalam
cawan Peiri. Biakan actinomycetes pada media PDA tersebut disiapkan dengan

carg menumbuhkan dus ose hifa dari inokulum yang diencerkan terlebih dahulu

dengan larutan garam fisiologis 0.85% dari seri pengenceran | sampai 107
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sebanyak 50 pl suspensi dari seri pengenceran 107 diinokulasikan ke media PDA
25 ml pada cawan Petri steril. Caranya suspensi tersebut disebarkan di atas
permukaan media sccara merala menggunakan batang gelas bengkok, Selanjuinya
biakan dirnkubasi pada suhu 28°C selama 7 hari. Pada hari ke tujuh sejumlah
kolont yang mempunyai berat basah 20 mg diambil dengan Jarum ose dan
ditumbuhkan kembali ke dalam media PDB yang telah diatur pHnva. pH media
PDE diatur dengan menambahkan HCl 1N untuk mendapatkan pH rendah dan
NaOH TN untuk mendapatkan pH tinggi. Media PDB diatur pada pH 2, 5, 7 dan
9. Media PDB yang berisi biakan actinomycetes tersebut dishaker denpan
kecepatan 150 rpm selama 7 hard, Selanjutnya biskan actinomycetes vang ada
pada media P disaning denpan kertas saring dan dikeringkan di dalam oven
pada suhu S0°C. Selanjutnya berat kering hifs dan spors ditimbang sampai
beratnva konstan. Perlakuan pH dilakukan sebanvak 2 kali, Bigkan media PDB
berbagal lingkat keasaman disediakan sebanvak dua kali.

3.3.7 Uji Penghambatan Isolat Actinomyeetes terhada p Jamur

tingkat keasuman (pll) media pertumbuhannya divji lebih lanjut dava hambat
terhadap jenis-jems jumur yaitw fusarinm sp., A favus, dan A, miger. Daya
hambat actinomycetes tersebut akan menunjulckan potensinya scbasal agen
pengendalian hayati terhadap jamur-jamur tersebut,

Percobaan umuk menguii deya hambat isolat actinomycetes terhadap
jamur uji sehagan indikator dilakukan dengan metode deskriptif dengan ulangan
sebanyak 2 kali lsolal sctinomycetes dan jamur uji sebagai indikator yang akan
diuji terlebin dahulu diremajakan pada media PDA mirng. Selanjulnya dua ose
hifa actinomycetes dari hasil peremajaan diencerkan dengan larutan garam
fisiologis ©,85% sampai dengan pengenceran 10", Sebanyak 50 ul suspensi dari
pengenceran 10 disebarkan ke permukaan media PIDA 25 ml pada cawan Petri
steril. Biakan sctinomycetes diinkubasi pada suhu 28°C selama 10 hari untuk

solal T30 dan 15 hari untuk isolat T1 dan T3 agar diperoleh koloni vang tambuh

dengan diameter 4 mn. Jamur uji juga diencerkan dengan larutan garam fisiologis

A
Jenis 1solat actinomycetes vang telah dikarakierisasi secara rorfulogl dam™
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(0.85% sampai dengan pengenceran 107 Schanyak 20 ul suspenst dari
pengenceran 107 tersebut disebarkan ke permukaan media PDA 10 ml, Riakan
jamur diinkubasi pada suhu 28°C sclama 4 hari. Sifat daya hambat isolal
actinomyceles  diwji dengan cara inokulum  actinomycetes dan  jamur  uji
diturnbuhkan berhadapan dalam cawan Petri vang berisi media PDA 25 ml.
Koloni inokulum actinomycetes (10 han untuk isolat T30 dan 15 hari untuk isolat
Tl dan T3) dan jamur wji (4 hari) yang masing-masing berdiameter 4 mm
ditumbuhkan dengan cara oposisi langsung menggunakan bor pabus (Dennis dan
Webster, 1971b). Jarak antar 1solat adalah 2.5 ¢m di tengah media PDA. 1solat-
isolat tersebut diinkubasi pada suhu 28°C selama enam hari (wakiu vang
diperlukan koloni jamur tanpa aclinomycetes atau kontrol memenuhi media). Pada
media kontrol, 1solal jamur uji ditempatkan pada posisi yang sama tetapi pada
tempal yany bersilangan tdak ditambah denpan isolat actinomyveetes. Persentase
daya hambat dilitung menurut metode Pe’er & Chet {1990) dalam Widvastuti er
al. {2002).

C=a—bX 100%

b

K eterangan:

(C = Persentasc daya hambat actinomyeetes (34)

# = Luas koloni jamur uji tanpa koloni actinomyceteskontrol (em®)

b= Luas kolom jamur uji dengan koloni actinomyeetes (em®)

Luas koloni jamur diketahui dengan terlebih dahulu membuat pola koloni
periumbuhannya. Pola pertumbuhan koloni tersebutl kemudian ditimbang, [Dngan
membandingkan luas koloni kertas lain vang ditentukan sebesar | cm” maka akan
diketahui luas koloni jamur vang diamati. Luas koloni jamur diketahui dengan
cara nenghitung hasil perbandingan berat kertas yang menunjukkan pola
pertumbuhan koloni jamur kali luas kertas 1 cm® (kertas stdanar) dengan berat
kertas stdanar seluas | em®

Kemampuan hambatan actinomycetes ditunjukkan olch terbentuknya zona

benimg di sekitar koloni 1solat actinomycetes atau persentase luas koloni jamur uji
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tanpa  aclinomyeetes.  Persenlase dava hambat  sclinomyceles menunjukkan

kemampuan hambatan actinomycetes terhadap pertumbuhan jamur g,
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V. KESIMPPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan karakterisasi dan identifikasi vang telah dilakukan i1solat T1
diduga termasuk genus Micremonospora; 1solat T3 lermasuk genus Rhodococcns
dan isolat T30 termasuk genus Strepomyces.

Aicromonaspora sp, galur T1 dan Rhodocoecas sp. galur T3 tumbuh baik
pada pH 7 dan 9 sedangkan Streptomyces sp. galur T30 tumbuh paling baik pada
pH 9. Ketiga isolat aclinomyceles asal TNB tidak toleran terhadap pH 2 dun 5
(asam].

Micromonospora sp. galur T1 adalab isolat actinomycetes asal TNB vang
paling berpotensi  untuk  ditelitt dan  dikembangkan lebih  lanjut  dalam
pengendalian  havali  jamur  Pusariiow sp, A favus dan A miger.
Micromonospora sp. galur T1 mempunyai dayva hambat terbesar pada A. mger
yaitu schosar 121, 77%. Isolat Rhodococcus sp. galur 13 hanya dapat menghambat
{, flavis dengan persentase dava hambat yang sangat keeil yui sebesar 7,30%.
Sedungkan pada fwsarien sp. dan 4. ruger ndak terhambat oleh Rhodococcus sp.
galur T3, Steepromyees sp. galur T30 memiliks daya hambat terhadap tiga jenis
jamur uji tapi lebib kecil daripada Micromonaspora sp. galur T1 dan lebih besar

daripada Riodococeus sp, galur T3.

5.2 Saran

Sifat-sifat yang dipelajari dalam penelitian ini masih secara parsial. Jady
masih banyak sifat vang perlu dipelajan untuk menguatkan dupaan nama genus
dan karukiensasi ke tingkat spesies. Sifat-sifat yang perlu diteliti antara lain silal
biokimia dan fisik. Isolat actinomycetes asal TNB yang berpotensi schagal agen
pengendalian hayati dapat diteliti dan dikembangkan lebib lanjur mengenai jenis
senyawa  anlunikrob  yang dihasilkan oleh isolat yang berpotenst dan
mekanismenva dalam mengendalikan mikrob patogen pada tanaman. Selanjutnys

isolat vang polensial tersebut dapat dipelajari dan dikembangkan di lapang yang

aplikasinva dalam bentuk mokulum hidup atau senyawa antimikrobnya
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LAMPIRAN

Lampiran 1, Tabel Diferensiasi Genus Actinomycetes Menurut Sergey’s Manu!

g[8

1,

-

af  Delerminative  Bacteriology  vang  Sesuai  dengan  lsolat

Actinomycetes Asal TNB

Clenus

Ciri-cirt

AT PO s PR

Mhadocmeeis

SIrCpORTCes

Berkembang  baik, bercabang, septn muselium rata-rata
berdiameter 0,5 pm. Spora-spora nommou] lunggal, sesil,
atan mempunyai sporolor pendek atau panjang yang sering
werfadi  dalam  kelompok-kelompok  bercabang.  Sporolor
berkembang secara moenopodial  atau  kadanp-kadang
simpodial. Miselum acnal tidak ada atau kadang-kadung
tampak secars lidak beraturan berwarma putin atau keabu-
abuan, Gram positif dan tidak rahan asam. Aerobik sampai
rukroasrobik,

Miselium vegetanf  berbentuk batang sampai bercabang
luas. Semua galur dalam siklus morfogenetknya diawali
dengan bentuk kokus atau balang pendck; organsme lan
menunjukkan perubahan vang lebih atau kurang kompleks
pada siklus perumbubannya. Benk kokus hanya bertunas
menjodi  batang  pendek, membentuk  benang-benang,
memperlihatkan adanya percabangan  dasar,  Generasi
selanjutnya dibentuk fragmentasi batang, filamen-filamen,
dan hifs. Beherupa galur menghasilkan hifa wdara yang
mungkin - bercabang,  atay  synnemata aenal | vang
mengandung filamen udak bercabang yang bersslu dan
berproveksi ke atas. Koloni-loloni mungkin kasar, halus atay
mukoid dan berpigmen seperti warna kulit kerbau, krem,
kuning, oranye, atag merah, meskipun ada varian vang tdak
herwarna. Bersifar Gram positif. Biasanya scbagian tahun
asam dan acrobik.

Hifa vegetatit (diameter 0.5-2.0 pm) menghasilkan riselium
bercabuang luas yang kadang-kadang berfragmen. Misclium
aerial pada sast matang membentuk fga sampan banvak
spora. DBeberapa spesics membawa rantai-rantai  pendsk
spora. Sklerotin, piknidial, sporangium, dan struktur scperti
synnemats dibentuk oleh beberapa spesies. Spora bersifal
nonmotil. Koloni-kolom berbenmk discrede dan hikenmid,
berbulu atay seperti mentega Pada awalnys, permukaan
koloni-koloni halus tetapi kemudian berkembang menjadi
benang-benang misclium serial yang mungkin  tanpak
floccoss, granular, berfepung, atau  seperti beludro.
Menghasilkan berbagai pigmen yanp bertanggung jawab
uniuk wama miselium vepetatif dan aetial Warma pigmen
vang berdifusi jupa dibentuk. Gram positif tetapi tidak tahan
alkohol-asam dan bersilat asrob.

42
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Lampiran 2. Gambar L Daya Hambat Antara Actinomycetes dengan Fusarin
sp. yang Ditumbuhkan Pada Media PDA Sclama 6 Hari, fusorivem
sp. Sebagai Kontrol (A), Micromonospora sp. galur 'T1 Diuji dengan
Fusaritm sp. (B), Rhodococcus sp. galur T3 Daup dengan [usarium
sp. (), Strepromyces sp. galur T30 Diuyl dengan Frsarim sp. (D).

Lampiran 3, Gambar Uji Daya Hambat Antara Actinomycetes dengan 4. flavus
vang [ditumbuhkan Pada Media PDA Selama & Hari. A fluvis
Sebapai Kontrol (A), Micromonospore sp. galur T'1 Diuja dengan 4.
flavus (B, Rhodococcus sp. galur T3 Diuji dengan A faver (C),
Strepronmyees sp, galur T30 Diupi dengan A, favas (D)
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Lampiran 4. Gambar i Daya Hambat Antara Actinomyceles dengan 4 aiger
vang Ditumbuhkan pada Media PDA Selama & han A niger
Sehagas Kontrol (A), Micromonespora sp. galur T1 Diji dengan
A. mper (BY, Rhodococcus sp. galur T3 Dhaji dengan A niger (C),
Sirepromyces sp. galur T30 Diuji dengan A, mger (1),

Lampiran 5. ‘Tabel Penparuh Isolat-isolal Actinomycetes terhadap Luas
Pertumbuhan Koloni Fusariwm sp., A, flovas, dan A, riger

Luas IRata-rata
Jenis [solat Actinomycetes Jemis Jamur Lji Koloni Daya
' ~ {cm’) Hambut (%)
Micromonospora sp. alur T Fusarium sp. 38,595 4795
Rhodococcus sp. galur T3 Fusarium sp. 57,198 O
Strepromvees sp, galur T30 Fusarium sp. 47436 20,37
Adicromannspora sp, galur T1 A, flavus 31,492 39,65
Rhodococeuy sp. galur T3 A flavis 401,825 1.30
Streptomyces sp. galur T30 A flavus 38,516 15,82
Micromonospora sp. palur T1 A. niger 25,929 121177
Rbodecocous sp, palar T3 A miger 60,817 ]
Strepromyees sp. galur T30 A. niger 49,087 16,93

Lampiran 3. Tabel Pertumbuhan Jamur ! usarim sp., A flavas, dan 4. niger pada
hMedia PI3A Tanpa Isolat Actinomyceles

o Jn.:njﬁjam_u} [.uas L:nl'nn_i (cm’) Rata-rata dava hambat [“J
Fusarivm sp 57,103 ]
Aspergdius flavis 435,865 0

Aspergiliuy niger 57413 0
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Lampiran 6. Komposisi Media Porate Dextrose Agar (PDA)

Bahan | ~ Konsentrasi
Kentang | R{LE
Dickstrosa 1O

Agar 15¢
Akuades W00 ml

Cara Pembuatan

Semua bahan dilarutkan dalam akuades dan dipanaskan sampai benar-benar
mendidih. Kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi @@ 25 ml dan ditutup
dengan kapas. Selanjutnya disterilkan dengan auloklal selama 13 memit 12¥%c,
Media vang akan digunakan dicairkan dengan cara dipanaskan kemudian dituang
dalam cawan Petri steril dan dibiarkan sampai padat,

Lampiran 7. Komposisi Pewarna Gram

= Bahan | K.onsentrasi j I
Larutan violet kristal (Gram A)
Violet kristal (90%) 204
Etil alkohol {95%) 20.0 ml
Amonium oksalat 08g
aE Akuades 80 mil
Larutan iodium {CGram B)
Foristal indium [0
Kaliwm 1odida 20g
Akuades 204 mi
Gram C ‘ Etil alkohol 5%
Larutan safranin O (Gram D}
2 5% larutan alkohol 10 ml

Akuades _ 100 ml
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Lampiran ¥, Komposisi Pewarna Tahan Asam

44

Bahan F.onsentrasi |
Lamitan Carbol Fuchsin (ZN-A) |
[arutan A
Basic fuchsin {90% ) 03g
Eul alkohol (95%) 10.0 ml
|.arutan B
Fenuwl 500
Abuades 050 ml
Alkohol Asam (£N-13)
Erl alkohol (93%) 97.0ml
Asam Hidroklorat 30ml
Methylene Blue
Methylene blue 03
Akuades [ O () ml

Pada cat carbol fuchsin (Ziehl's), larutan A dan B dicampur. Kemudian

ditambahkan Triton X scbanvak 2 tetes per 100 ml untuk penggunaan dalam

inetade PEMANASLN
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