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LAMPIRAN A

SKEMA KERJA PEMBUATAN SUSPENSI BAKTERI

Kultur murni E. coli / Staph. aureus dalam MHA miring
yang telah diremajakan selama 3 hari berturut-turut

2 ml MHB steril

Inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C

l diinokulasikan 1 ose

Kultur cair E. coli/ Staph. aureus dalam MHB steril disetarakan
dengan larutan standar %> Mc.Farland I ( populasi + 1,5x108 cfu/ml )

I Diencerkan 1000x

Pipet 1 ml
| 1w v m
@MHB9m1 MHB 9 ml
(10-1) (10-2) (10-3)

'

Digunakan sebagai inokulum
pada metode difusi cakram
dan dilusi padat
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LAMPIRAN B

SKEMA KERJA PEMBUATAN LEMPENG AGAR OVERLAY
UNTUK METODE DIFUSI CAKRAM

Base layer Seed layer
10 ml MHA 50°C 10 menit Suspensi bakteri ~ ¥2 Mc
¢ Farland I dan diencerkan 1000x
O lPipet 0,05 ml
Cawan petri berdiameter 9 cm H
Biarkan sampai memadat 5 ml MHA 50°C10 menit

Tuang seed layer diatas base layer dan dirotasi sampai merata

{

Biarkan sampai memadat dan lakukan pra pengeraman sekitar 1,5 - 2 jam
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LAMPIRAN C

SKEMA KERJA UJI ANTIBAKTERI TERHADAP ESCHERICHIA
COLI DAN STAPHYLOCOCCUS AUREUS DENGAN METODE

DIFUSI CAKRAM
Larutan induk 40.000 ppm
(400 mg/10 ml)
I
I | | I | DMSO
Pipet 1,50 ml Pipet 1,00 ml Pipet 0,50 ml Pipet 0,25 m1 Pipet 0,10 ml1  (kontrol)

RN

( Pada masing-masing tabung ditambah DM SO sampai volume 2.0 ml )

20l lzo ni lzo ul lzo ul lzo ul lzo ul 20 ul

O O @2 O O O

800 ppm 600 ppm 400 ppm 200 ppm 100 ppm 40 ppm
1 2 3 4 5 6 K

(Cakram diletakkan pada lempeng agar overlay yang sudah disiapkan )

@@6) ................................

® E Lempeng agar overlay :

’I

]

@ i 10 ml MHA (base layer), 5 ml MHA +

@ @ H
;

\

(Inkubasi pada suhu 37°C selama 24jam]

Y

(Ukur Daerah Hambatan Pertumbuhan (DHP))

Senyawa uji :

1. N-fenil-N -benzoiltiourea

2. N-fenil-N '-(3-klorobenzoil tiourea

3. N-fenil-N '-(4-klorobenzoil tiourea

4. N-fenil-N '-(3,4-diklorobenzoil)tiourea
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LAMPIRAN D

SKEMA KERJA PENENTUAN KHM DIMETILSULFOKSIDA
(DMSO) TERHADAP ESCHERICHIA COLI DENGAN METODE
DILUSI PADAT

H DMSO (100%)

Pipet 0,2 ml  Pipet 0,4 ml Pipet 0,6 ml Pipet 0,8 ml Pipet 1,0 ml Pipet ,2ml  Pipet .4 ml  Pipet 1,6 ml
(2%) (4%) (6%) (8%) (10%) (12%) (14%) (16%)

4 W\ WS ANYLY 2
I N\ AV A&

MHA MHA MHA MHA MHA MHA MHA MHA
9,8 ml 9,6 ml 9,4 ml 9,2 ml 9,0 ml 8,8 ml 8,6 ml 8,4 ml

[Homogenkan dengan vortex, lalu tuang masing-masing campuran kedalam cawan petri berdiamater

9 cm yang sudah dibagi menjadi dua sektor, kemudian dirotasi dan biarkan sampai padat
| | | | " | | | |

Inokulasikan satu ose suspensi bakteri Escherichia coli pada daerah
penggoresan yang sudah ditandai (4 cm)

Y

(Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam )

Blanko positif :
Inokulasikan satu ose

U dituang pada cawan petri » suspensi bakteri Escherichia » Inkubasi 37°C,
coli pada daerah penggoresan 1
yang sudah ditandai (4cm) 24 jam

10 ml MHA biarkan sampai
50°C, 10 menit padat

Blanko negatif :

dituang pada cawan petri
L —» Inkubasi 37°C,

10 ml MHA 50°C, biarkan sampai 24 jam
10 menit padat
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LAMPIRAN E

SKEMA KERJA PENENTUAN KHM DIMETILSULFOKSIDA
(DMSO) TERHADAP STAPHYLOCOCCUS AUREUS DENGAN
METODE DILUSI PADAT

H DMSO (100%)

Pipet 0,1 ml  Pipet 0,3 ml Pipet 0,5 ml Pipet 0,7 ml Pipet 0,9 ml Pipet 1,1 ml Pipet 1,3 ml  Pipet 1,5 ml
(1%) (3%) (5%) (7%) (9%) (11%) (13%) (15%)

L W\ A
NN NN g A

MSPRA MSPRA MSPRA MSPRA MSPRA MSPRA MSPRA MSPRA
9,9 ml 9,7 ml 9,5 ml 9,3 ml 9,1 ml 8,9 ml 8,7 ml 8,5 ml

Homogenkan dengan vortex, lalu tuang masing-masing campuran kedalam cawan petri berdiamater
9 cm yang sudah dibagi menjadi dua sektor, kemudian dirotasi dan biarkan sampai padat

ey L e
A O N A
Y

Inokulasikan satu ose suspensi bakteri Staphylococcus aureus pada
daerah penggoresan yang sudah ditandai (4 cm)

Y

(Inkubasi pada suhu 37°C selama 24jam)

Blanko positif :
. ) Inokulasikan satu ose suspensi
U dituang pada cawan petri » bakteri Staphylococcus aureus » Inkubasi 37°C,
pada daerah penggoresan yang A
sudah ditandai (4em) 24 jam

10 ml MSA 50°C, biarkan sampai

10 menit padat

Blanko negatif :

dituang pada cawan petri
—» Inkubasi 37°C,

24 jam

10 ml MSA 50°C, biarkan sampai
10 menit padat
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LAMPIRAN F
SKEMA KERJA UJI ANTIBAKTERI KEEMPAT SENYAWA UJI
TERHADAP ESCHERICHIA COLI DAN STAPHYLOCOCCUS
AUREUS DENGAN METODE DILUSI PADAT

Larutan uji
40.000 ppm

pipet
0,65 ml

pipet pipet pipet pipet pipet pipet pipet pipet pipet
0,45 ml 0,40 ml 0,35 ml 0,30 ml 0,25 ml 0,20 ml 0,15 ml 0,10 ml 0,05

7 RN ST iy Ry

pet
5 ml
| | 1 | | | | |

ml
( Pada masing-masing tabung ditambah MHB sampai volume 5 ml, lalu dihomogenkan dengan vortex )

TRV N\T /7 4D
R\ (N UMM Tir ANy 47 | 4

ppm ppm ppm ppm ppm DR ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
L |

Masing-masing dipipet 0,5 ml kedalam tiap tabung yg sdh berisi 9,5 ml MHA/MSA 50 °C

Homogenkan dengan vortex, lalu tuang kedalam cawan petri

9906000000000

220 200 180 160 120 100
pplm ppm ppm ppm ppm PPRIL ppm Rpm ppm ppm ppm ppm ppm

{

dirotasikan dan dibiarkan memadat

inokulasi dengan satu ose bakteri pada tiap daerah penggoresan

inkubasi suhu 37°C selama 24 jam

amati ada/tidak ada fertumbuhan koloni

tentukan KHM

Kontrol positif :

= @ —_» inokulasi dengan satu ose bakteri s jniubasi suhu 37°C,

uji pada tiap daerah penggoresan /-

9.5 ml MHA/MSA + biarkan j
0,5 ml DMSO memadat



120

LAMPIRAN G

SERTIFIKAT PEMBELIAN ESCHERICHIA COLI DAN
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

UNIVERSITAS GADJAH MADA
PUSAT STUDI BIOTEKNOLOGI

T KETERANGAN
NO: 146 /PSBT/IX/2008

Yang bertanda tangan dibawah ini menerangkan bahwa:

Nama : Elisabeth Sujono
Alamat : Fakultas Farmasi Universitas Widyamandala
Surabaya

dalam Penelitiaannya menggunakan kultur (FNCC):

e Baciilus subtilis (1 tabung)
*  Pseudomonas aeruginosa (1 tabung)
*  Staphylococcus aureus ( 1 tabung}
o Aspergillus niger ( 1 tabung)
o [schericchia coli (1 tabung)

vang diperoleh dari Pusat Studi Bioteknologi UGM.

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagai mana mestinya

Yogyakarta, 18 September 2008

JI. Teknika Utara, Barek, Yogyakarta 55281 Telp. (0274) 6492284, 564305
Fax : (0274) 520842; E-mail: biotech@ugm.ac.id



SPEKTRUM IR N-FENIL-N’-BENZOILTIOUREA
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Peak tabls
1 3JER1.8%C ZZ2.5) 2 3887.83¢ 22,33 3:  IESB.S3C i7. 30
4T 2995,72¢ 22.7> 5 1674.36¢ 23,1 & 1586.85( l&.@)
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13 1147.795¢ 19.5> is: 1984.99( II.a 15 1828.15< 37.1
161 FIT.43L J9.T> irs 954, 7B{ 383.43% 13 BI45.83C I5.82
is: 315.26¢ 36.1 28 T4, TS IT3I.7 13 Te.l6¢ 29,77
ZZs &322 350 ZF.8» 23t E44.28< 6.2 24z 683,560 38.8)
252 S42_85¢ 48, 6> 263 SE5 ., 49 I8.3> 27: 451.38¢ 45.7
Z8: $14. 730 44,5
: 1
Gugus penyerap Bilangan gelombang (cm™)
Pustaka *) N-fenil-N’-benzoiltiourea
C-H aril 3300-3000 3288
C=C aril 1600-1475 1568
1535
1489
Mono substitusi 750-690 756
C=0 amida 1680-1630 1674
(C=S) tioamida 1250-1020 1147

1084
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SPEKTRUM IR N-FENIL-N’-(3-KLOROBENZOIL)TIOUREA

LAMPIRAN I

1 2
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L NO.‘: W Nk P40 I A D)
™ 2.0 00 200 PN 30 M A M 1,4
g b 1L Pr I3 TiSedds iS00 280 4BILENC WG
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Bilangan Gelombang (cm-l)

iEhgus Rgsl Pustaka *) N-fenil-N’-(3-klorobenzoil)tiourea
-NH ulur 3350-3310 3221
-C=0 amida 1650-1515 1672
-C=S 1250-1020 1249
-C=C- ulur aromatis 1650-1450 1514
-C-Cl aromatis 1096-1089 1062




123

LAMPIRAN J

SPEKTRUM IR N-FENIL-N’-(4-KLOROBENZOIL)TIOUREA

£0.8e

2.20

ten

Conaition
uwrrer S8.88

Feak table

{5 P ey
dmﬁ 3a0n. 8

lowex

LW.E 2538

L 375i.86¢ 5.1 2z Ize@.80C .4 I 3eT@.a4( 18,83

4 2TS7.23L 15.e2 5:  1564.72¢ 8.87 S: 1597.2B0 4.8

i 1518.11{ 3.Z> B8 1435.32( 3J.4) L i33e.74¢ 1Z.57

183 1488.45( 13.57 11 148,360 <82 12= 1Z59.8371 S8

13: 1186.35¢ 28.57 14z 1145.68¢ =2.4> 15 1113.893¢ i8.83

pe-1} 18%1.81{ 9.8 ivs 1289, 86 15.12 182 349.86< ZS.4l

b 9B £3L 25.22 287 244,96 1T.5> 21z re2.81< 1¥.@>

e | PHT.TAC 18,1 23 T98.33C 12.8 24: 719.51¢ 15.8%

25 £86%9.35¢ 16.73} pr s85. P8¢ 28.8% Z7z S45.39¢ 2890

ogr a5 43¢ 24.73 281 472.68{ 28.3> Jas 4@7.0827 48,37

Gugus Bilangan gelombang (cm™)
penyerap Pustaka *) N-fenil-N’-(4-
klorobenzoil)tiourea

C-H aril 3300-3000 3260
3030
C=C aril 1600-1475 1597
1518
1485
Mono substitusi  750-690 750
Para disubstitusi ~ 850-800 844
C=0 amida 1680-1630 1664
(C=S) tioamida 1250-1020 1149
1113

C-Cl aril 1100-1045 1091




LAMPIRAN K
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SPEKTRUM IR N-FENIL-N’-(3,4-DIKLOROBENZOIL)TIOUREA

Gambar 14, Spekirum FT-IR dari sampel N-feall- V{3 ddildorgbeatoil) tiourea

Tabel 10, Interpretasi dari nilai bilangan gelombang pada hasil spekira-FT-1R

A-fenil-N*(3 4-diklorobenzoil) tiourca
Dby : nmmﬁwun
T - (o) 1671089
1= [ 1256-1020
i 19 Ulur +C=C {aromatik) 1600-1383 .
1% C-O-N11- (amida rwvoretatitian)_| 1720-1610.(K), 1380-1460 (1)
301 Ul C-H (aromatik) 3100-3000
120 Amins sckusder 15003100
341 Regang NIl 17503000
318 Rejgang -NH 37503000






