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Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uji Presipitat CaCO3 Jamur 

Karbonoklastik 

Isolasi DNA 

Uji Presipitat CaCO3  

Uji Kadar Amonia 

Perhitungan Berat 

Kering Biomassa Sel 

Karakterisasi Jamur 

Pengamatan 

Makroskopis 

Pengamatan 

Mikroskopis 

Pengambilan Sampel Jamur 

Karbonoklastik dari Lokasi 

Kawasan Karst Maros-Pangkep 

Isolasi Jamur Karbonoklastik 

Seleksi Jamur Karbonoklastik 

Analisis Sekuens DNA dengan 

Metode BLAST 

Sekuensing Hasil Amplifikasi 

PCR 

Amplifikasi PCR dengan ITS1 

dan ITS4 

Elektroforesis DNA 

Analisis Filogenetik 

Menggunakan MEGA-X 
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Lampiran 2. Skema Kerja Pengambilan Sampel, Isolasi dan Seleksi Jamur 

Karbonoklastik 

 

Pengambilan Sampel Jamur 

 

- Sampel diambil menggunakan cotton swab 

- Dimasukkan ke dalam larutan NaCl fisiologis 

- Disimpan dalam cool box dan dibawa ke 

laboratorium  untuk pengerjaan 

 

Isolasi Jamur 
 

 

- Sampel diambil sebanyak 1 ml 

- Diencerkan dengan akuades steril hingga 

pengeceran 10-3
 

- Sampel pengenceran diambil 1 ml, kemudian 

diinokulasikan pada medium Nutrient Agar. 

- Diinkubasi selama 1×24 jam 
 

 

Hasil Isolasi 
 

 

- Memilih setiap koloni yang berbeda 

- Menyentuhkan cotton swab pada koloni 

kemudian digores pada media Malt Extract Agar 

- Diinkuubasi selama 1×24 jam   
 

Isolat Murni 

 

- Diambil sebanyak 1 isolat murni menggunakan 

swab 

- Diinokulasikan ke media Malt Extract Agar 

dengan metode titik 

- Diinkubasi selama 3×24 jam 
 

Seleksi Jamur Karbonoklastik 
 

- Diambil sebanyak 1 isolat menggunakan swab 

- Diinokulasikan ke media Christensens Urea Agar 

miring dalam tabung reaksi 

- Diinkubasi selama 3×24 jam  

- Dilakukan pengamatan secara visual dengan 

parameter perubahan warna media 
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Lampiran 3. Skema Kerja Uji Presipitat CaCO3 yang dihasilkan Jamur 

Karbonoklastik 

 

  

1 ml Suspensi Jamur 25%T 

Medium SDB U/Ca sebanyak 

100 ml 

Kertas Saring 

Inkubasi selama 15 hari 

Pengeringan di oven (60oC) 24 

jam 

Presipitat disaring 

Perhitungan Berat Presipitat 

CaCO3 

Pengeringan di oven (60oC) 24 

jam 
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Lampiran 4. Skema Kerja Uji Kadar Amonia yang dihasilkan Jamur 

Karbonoklastik 

 

Suspensi 

1 ml filtrat 49 ml Akuades 

Labu Ukur 50 ml 

Vortex hingga homogen 

Diamkan selama 5 menit 

Regresikan nilai absorbansi dari 

persamaan y=ax+b 

Ukur nilai absorbansi dengan 

spektrofotometer UV-Vis 

Tambahkan masing-masing 0,5 

ml Na-fenol dan NaOCl 

Sebanyak 5 ml dimasukkan ke 

tabung reaksi 
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Lampiran 5. Skema Kerja Isolasi DNA Jamur 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

0,3 g Miselium Jamur 

200 µl Buffer GA + 200 µl Lisozim  

- Disentrifuge dengan kecepatan 13.900 rpm selama 1 

menit, supernatan dibuang 

20 µl Proteinase K  

200 µl Buffer GB  

200 µl Etanol 96%  

400 µl Buffer PW (1× ulangan) 

- Divortex  

- Diinkubasi pada suhu 37oC selama 30 menit 

- Divortex hingga tercampur 

- Divortex 

- Diinkubasi pada suhu 70oC selama 10 menit 

- Divortex selama 15 detik 

- Dimasukkan ke dalam CB3 spin column 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 

30 detik 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 

2 menit (termasuk ulangan) 

- CB3 spin column dipindahkan ke eppendorf 

100 µl Buffer TE  

Produk DNA 

- Diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 

2 menit 

- Supernatan pada tabung eppendorf 
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Lampiran 6. Skema Kerja Amplifikasi ITS dengan PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sampel DNA 

50 µl campuran reaksi PCR  

- Dibuat campuran reaksi PCR  yaitu 7 µl DNA template, 

2,5 µl primer ITS1, 2,5 µl primer ITS4, 13 µl ddH2O, 

dan 25 µl PCR mix. 

-  

Amplifikasi dengan mesin PCR 

Produk PCR 

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan 

didenaturasi  

- Denaturasi awal selama 3 menit sebanyak 1 siklus 

- Diamplifikasi sebanyak 35 siklus 

- Setiap siklus 

Denaturasi pada suhu 94oC selama 1 menit 

Penempelan 56oC selama 2 menit 

Pemanjangan 72oC selama 1 menit 30 detik 

- Diakhiri dengan tahap tiga sebanyak 1 siklus pada suhu 

72oC selama 7 menit 
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Lampiran 7. Skema Kerja Visualisasi Produk PCR dengan Elektroforesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Preparasi Elektroforesis 

5 µl Produk PCR dan 5 µl 1kb DNA 

Ladder    

- 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 

5 µl ekstraksi DNA 

Pita DNA 

- 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 
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Lampiran 8. Tempat Pengambilan Sampel 

 

  
Tempat Pengambilan Sampel (a) gua Parewe, (b) gua Bulu Sipong 

 

 

 

 

Lampiran 9. Pengambilan Sampel 

 

  
Titik Pengambilan Sampel (a) gua Parewe, (b) gua Bulu Sipong 

 

 

 

  

a b 

a b 
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Lampiran 10. Hasil Seleksi Jamur Karbonoklastik 
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Lampiran 11. Uji Potensi Presipitat CaCO3 oleh Jamur Karbonoklastik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kultur Isolat Jamur Karbonoklastik pada Media SDB U/Ca 
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Lampiran 12. Presipitat yang dihasilkan oleh Jamur Karbonoklastik 

 

 

 

 

 

BSs3 

Ps8-c Ps3 

BSs7 

Ps8-d 

BSs11 

BSs5 
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Lampiran 13. Berat Kering Biomassa Sel Jamur Karbonoklastik 

 

 

 

 

BSs3 

Ps8-c Ps3 

BSs7 

Ps8-d 

BSs11 

BSs5 
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Lampiran 14. Hasil Perhitungan Berat Presipitat CaCO3 

 

Isolat 

Berat Presipitat  (mg) 

Berat Presipitat 

dan Berat Kertas 

Saring (Wfc) 

Berat Kertas 

Saring (Wf) 

Berat Presipitat 

(Wc) 

Ps3 1.943,20 1.862,90 80,30 

Ps8-c 1.758,40 1.751,90 6,50 

Ps8-d 1.899,50 1.895,90 3,60 

BSs3 1.788,50 1.778,40 10,10 

BSs5 1.811,30 1.804,60 6,70 

BSs7 1.831,60 1.821,00 10,60 

BSs11 1.791,20 1.787,80 3,40 
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Lampiran 15. Hasil Perhitungan Analisa Kadar Amonia 

No Isolat 
Pengenceran Absorbansi Slope Intercep 

y 
Kadar N-NH3 

Sampel H2O P x a b ppm mMol 

1 Ps3 1 49 50 0.338 41.106 0.1403 14.034128 701.7064 50.1219 

2 Ps8-c 1 49 50 0.283 41.106 0.1403 11.773298 588.6649 42.0475 

3 Ps8-d 1 49 50 0.325 41.106 0.1403 13.49975 674.9875 48.2134 

4 BSs3 1 49 50 0.361 41.106 0.1403 14.979566 748.9783 53.4985 

5 BSs5 1 49 50 0.338 41.106 0.1403 14.034128 701.7064 50.1219 

6 BSs7 1 49 50 0.388 41.106 0.1403 16.089428 804.4714 57.4622 

7 BSs11 1 49 50 0.258 41.106 0.1403 10.745648 537.2824 38.3773 

 

 

 



   

79 

Lampiran 16. Hasil Perhitungan Berat Kering Biomassa Sel Jamur Karbonoklastik  

Isolat 

Berat Biomassa Sel (mg) 

Berat Presipitat 

dan Berat Kertas 

Saring (Wfc) 

Berat Kertas 

Saring (Wf) 

Berat Presipitat 

(Wc) 

Ps3 2.186,00 1.852,20 333,80 

Ps8-c 2.440,00 1.715,20 724,80 

Ps8-d 2.386,10 1.794,50 591,60 

BSs3 3.410,50 1.881,60 1.528,90 

BSs5 2.958,70 1.873,80 1.084,90 

BSs7 2.587,10 1.884,20 702,90 

BSs11 2.386,10 1.824,20 561,90 
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Lampiran 17. Identifikasi Jenis Jamur Menggunakan Marka Molekuler 

 
Hasil Sekuensing Isolat Jamur Ps3 
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Lampiran 18. Foto Prosedur Penelitian 

 
Tahapan Isolasi Jamur Karbonoklastik 

 
Tahapan Seleksi Jamur Karbonoklastik 

 
Tahapan Perhitungan Presipitat CaCO3 dan Biomassa Sel 
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Pengukuran Nilai Absorban Larutan Kurva Standar dan Kadar Amonia Kultur 

Jamur Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

  

  

Tahapan Identifikasi Jamur Karbonoklastik dengan Menggunakan Marka 

Molekuler 


