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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 

\ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Pengambilan Sampel Bakteri  dari 

Lokasi Kawasan Karst Maros-

Pangkep 

Isolasi Bakteri  

Uji Antagonis 

Karakterisasi Bakteri  

Uji Biokimia 

Pengujian Aktivitas Antibakteri 

dengan Metode Difusi Agar 

Ekstraksi dan Partisi 

Analisis Kualitatif menggunakan FTIR 

Sekuensing Hasil Amplifikasi PCR 

Analisis Sekuen DNA dengan 

Metode BLAST 

Analisis Filogenetik menggunakan 

MEGA 11 

Pengamatan Morfologi 

Koloni Bakteri 

Pengamatan Morfologi 

Sel Bakteri 

Uji  Methyl Red (MR) 

Uji Voges Proskauer (VP) 

Uji Katalase 

Uji Motilitas 

Uji TSIA 

Uji Sitrat 
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Lampiran 2. Skema Kerja Pengambilan Sampel, Isolasi dan Seleksi Bakteri 

 

 

- Sampel tanah diambil menggunakan spatula 

- Dimasukkan ke dalam plastik sampel 

- Disimpan dalam cool box dan dibawa ke laboratorium 

untuk pengerjaan 

 

 

 

- Sampel pada dilarutkan di dalam aquades pada tabung 

reaksi dan divortex lalu dilakukan pengenceran bertingkat. 

- Diinokulasikan menggunakan metode tuang dengan media 

TSB 

- Diinkubasi selama 1x24 jam 

 

 

- Memilih setiap koloni dengan zona bening 

- Dimurnikan koloni tersebut pada media MHA 

- Diinkubasi selama 1x24 jam 

 

 

 

- Sebanyak 1 ml suspensi bakteri uji dengan metode tuang 

dengan media MHA dan ditunggu hingga memadat. 

- Isolat bakteri digores pada permukaan media yang telah 

memadat.  

- Media kemudian di inkubasi selama 2-3x24 jam.  

- Isolat bakteri yang mampu menghasilkan senyawa 

antibakteri ditandai dengan terbentuknya area bening 

disekitar pertumbuhan koloni bakteri. 

 

 

 

 

Pengambilan Sampel Bakteri  

Isolasi Bakteri 

Isolat Murni  

Uji Antagonis 
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Lampiran 3. Skema Kerja Pengujian Aktivitas Antibakteri  

 

       

-  Isolat bakteri ditumbuhkan pada      
media MHB 

-  Di inkubasi pada shaker rotary pada 
kecepatan 120 rpm  selama 2x24 jam 

                     

                      

- Ditumbuhkan kedua bakteri uji pada 

media NA 

-  Diinkubasi 1x24 jam 

 

 

 

- Dilarutkan Ciproploxacin 0,003 gram 

pada aquades 100 ml 

 

 

 

-Suspensi Bakteri uji dituang 1 ml pada 

masing-masing erlenmeyer media MHA 

-Tuang media MHA yang telah tercmpur 

dengan bakteri uji hingga menutupi 

masing-masing dasar cawan petri. 

-Rendam paper disk pada plat tetes 

sesuai dengan senyawa  yang di ujikan 

(supernatan isolat bakteri dan 

Ciprofloxacin) selama 15 menit. 

-Letakkan paper disk pada media MHA 

dengan jarak yang berjauhan dengan 

paper disk lainnya 

-Di inkubasi selama 1x24 jam 

-Diukur zona hambat yang terbentuk 

dengan satuan mm. 

 

 

 

 

 

Tahap Prekultur Isolat Antibakteri 

Peremajaan Bakteri Uji 

Pengujian Aktifitas Antibakteri 

Pembuatan Larutan Kontrol Positif 
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Lampiran 4. Skema Kerja Analisis Kuantitaf Menggunakan FTIR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Isolat ditumbuhkan dimedia MHB selama 2X24 jam  

Centrifuge pada kecepatan 10000 rpm (10 menit) 

Ekstrak etil esetat diuapkan dengan evaporator 

selama 300 menit pada suhu  70ºC 

Ektrak kental dikeringkan pada oven (50ºC)  

Isolat digerus  2 mg dengan bubuk KBr 

Diukur gelombang untuk menentukan gugus fungsi 

pada ekstrak etil asetat pada isoat 

Pelet diletakkan pada lintasan sinar pada alat FTIR 

Hasil gerusan tekan hingga berbentuk pellet dengan 

tekanan hidrolik 75 psi. 

Pemisahan supernatan bakteri dan pelarut etil aseta 

pada corong pisah 



47 
 

 

Lampiran 5. Skema Kerja Isolasi DNA Bakteri 

 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 

menit, supernatan dibuang 

 

 

- Divortex  

- Diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 30 menit 

 

 

- Divortex hingga tercampur 

 

 

- Divortex  

- Diinokulasikan pada suhu 70
o
C selama 10 menit 

 

- Divortex selama 15 detik 

- Dimasukkan ke dalam CB 3 spin column 
- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 30 

detik  
 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 2 

menit (termasuk ulangan) 

- CB 3 spin column dipindahkan ke eppendorf 

 

 

- Divortex selama 15 detik 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 2 
menit 

- Supernatan pada tabung eppendorf 
 

 

 

 

1X10
 
sel bakteri 

200 μl Buffer GA + 200 μl Lisozim 

20 μl Proteinase K 

200 μl Buffer GB 

200 μl Etanol 96% 

 

400 μl Buffer PW (1 x ulangan) 

100 μl Buffer TE 

Produk DNA 

 



48 
 

 

Lampiran 6. Skema Kerja Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

 

- Dibuat campuran reaksi PCR yaitu 8 μl 1x Mytaq HS Red 

MixDNA 2,5 μl1 ddH2O danmasing-masing 1 μl DNA gen 

16S Rrna Primer 63F dan 1387 

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan didenaturasi 

 

 

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan didenaturasi 

 

 

 

 

- Dimasukkan ke dalam tabung ependorf yang telah berisi 

campuran rekasi PCR 

 

 

 

- Diamplifikasi sebanyak 35 siklus 

- Setiap siklus 
Predenaturasi pada suhu 95

o
C selama 5 menit 

Denaturasi pada suhu 95ºC selama 1 menit 
Anneling pada suhu 55ºC selama 45 detik 
Extending pada suhu 72

o
C selama 1 menit  

Post Extending pada suhu 72
o
C selama 10 menit  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel DNA 

5 µl ekstraksi DNA  

Produk PCR 

 

12 µl campuran reaksi PCR 

Amplifikasi dengan mesia PCR 
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Lampiran 7. Skema Kerja Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis 

 

 

- Komposisi Gel agarose 1,5% 1,5 gr serbuk agarose dan 

100 ml TAE Buffer 1x dan 8 μl Ethidium Bromida 

- Dituang ke cetakan gel elektroforesis 

 

 

 

- Dimasukkan ke dalam sumur gel agarose 1,5% yang 

terendam dalam tangka yang berisi buffer 

 

 

- Dijalankan selama 50 menit dengan tegangan konstan 100 

volt 

- Gel diletakkan di bawah sinar UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparasi Elektroforesis 

5 μl produk PCR dan 5 μl 1kb DNA 

Ladder 

 

5 μl Ekstraksi DNA 

Pita DNA  
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Lampiran 8.  Tempat Pengambilan Sampel 

         
 

 
Tempat Pengambilan Sampel (A) Gua Sumpang Bita, (B) Gua Leang Timpuseng 

dan (C) Gua Leang Pettae. 
 
Lampiran 9. Pengambilan Sampel 

     
Pengambilan sampel (A) Sampel Bakteri pada Tanah, (B) Sampel bakteri pada 

Dinding Karst 

 

 

 

 

 

 B A 

 C 

 A  B 
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Lampiran 10. Hasil Seleksi Bakteri Terhadap Bakteri Escherichia coli 

 

           
       (a)SPB1, (b)SPB5            (a)LPE1, (b)LPE4            (a)LTP3, (b)TL2-8b 

 

                 
        (a)TL3-3b,(b)TL2-8a        (a)TL2-8c, (b)TL2-8d       (a) TL3-3a, (b)TL3-3c 

 

          
       (a)TS1-6a, (b)TT1-3a       (a)TT5-3b, (b)TL6-6a       (a)TL2-8f, (b)TL-8e                 

 

 
                                                 (a)TL4-3a 

 

 

 

 

a b 

a bb a a b

a b a b 

a b a b a b

a 
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Lampiran 11. Hasil Seleksi Bakteri Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus 

 

        
          (a)SPB1, (b)SPB5          (a)LPE1, (b)LPE4           (a)LTP3, (b)TL2-8b 

 

                           
           (a)TL3-3b, (b)TL2-8a       (a)TL2-8c, (b)TL3-8d        (a)TL3-3a, (b)TL3-3c             

                    

                     
           (a)TS1-6a, (b)TT1-3a      (a)TT5-3b, (b)TL6-6a     (a)TL2-8f, (b)TL-8e 

 

                                                              
(a)TL4-3b 

 

 

a b a b a b

a b a b a b 

a b a a bb 

a 
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Lampiran 12. Hasil Uji Daya Hambat pada pada Bakteri Uji Staphylococcus aureus 

  

 
      Isolat TL3-3b (b), TL2-8f (a) dan Kontrol + Ciprofoxacin  (+) 

 

Lampiran 13. Hasil Uji Daya Hambat) pada Bakteri Uji Escherichia coli 

 
Isolat TL3-3b (b), TL2-8f (a) dan Kontrol + Ciprofoxacin  (+) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

+ 

a b 
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Lampiran 14. Hasil Analisis Kualitatif Menggunakan FTIR isolate TL3-3b 

 
 

TL3-3b 
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Lampiran 15. Hasil Analisis Kualitatif Menggunakan FTIR pada TL2-8f  
 

 

TL2-8f 
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Lampiran 16. Hasil Elektroforesis Gen 16rRNA dengan Peimer 63F dan 1387R   
Isolat TL3-3B dan TL2-8f 
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Lampiran 17. Identifikasi Jenis Bakteri Menggunakan Marka Molekuler 
1. Hasi Sekuensing Isolat Bakteri Isolat TL3-3b  
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2. Hasi Sekuensing Isolat Bakteri Isolat TL2-8f 
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Lampiran 18. Foto Prosedur Penelitian 

 
Tahapan isolasi bakteri 

 
Tahapan seleksi bakateri (Uji 

Antagonis) 

 
Tahapan uji daya hambat 

 
Tahapan uji karakterisasi 

 
Tahapan ekstraksi dan partisi 

 
Hasil pemisahan supernatan 

dan pelarut etil asetat 
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Proses evaporasi pelarut etil asetat dari suspensi bakteri 

 

                 
Hasil evaporasi pelarut etil asetat isolat bakteri TL3-3bdan TL2-8b 

 
 
  

 

 


