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Lampiran 1. Bagan Prosedur Penelitian Analisis Sedimen Mangrove

Pengambilan Sampel Sedimen
Mangrove Bakau Rhizophora
Sp. Dari Desa Bonto Bahari,

Kabupaten Maros

Analisis Kimia Kualitas Bahan
Organik Sedimen Mangrove
Bakau Rhizophora Sp.

A\ 4

[ Analisis Karbon (C) ]

\4

Analisis Nitrogen (N) ]

\ 4

Analisis Fosfor (P)

\ 4

Analisis Kalium (K)

\ 4

Derajat Keasamaan
(PH)
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Lampiran 2. Bagan Prosedur Penelitian Isolasi Bakteri Pendegradasi Selulolitik

Pengambilan Sampel Sedimen
Mangrove Bakau Rhizophora
Sp. Dari Desa Bonto Bahari,

Kabupaten Maros

A 4

Isolasi Bakteri Selulolitik ]

A 4

Pemurniaan Bakteri Selulolitik

A 4
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N
Uji Kemampuan Degradasi
Bakteri Selulolitik
y,

\ 4 A 4 \ 4
Karakterisasi Uji Kemampuan Uji Biokimia
Isolat Bakteri Tumbuh Bakteri

Pada Media CMC
Uji TSIA

A 4

Pengamatan
Morfologi Koloni Uji SIM

Y Uji SCA
Pengamatan
Morfologi Sel

Uji MR-VP
Uji Katalase
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Lampiran 3. Skema Kerja Pengambilan Sampel, Isolasi dan Seleksi Bakteri

Selulolitik

[ Pengambilan Sampel Bakteri ]

\

y

Sampel diambil menggunakan spoit 10 ml
Dimasukkan ke dalam wadah plastik steril
Disimpan dalam cool box dan dibawa ke
laboratorium untuk pegerjaan

[ Isolasi Bakteri ]

v

Sampel diambil sebanyak 1 ml

Diencerkan dengan akuades steril hingga
pengeceran 106

Sampel pengenceran diambil 1 ml kemudian
diinokulasikan pada medium CMC
(Carboxymethylcellulose) Agar

Diinkubasi selama 1 x 24 jam

[ Hasil Isolasi

]

\

y

Memilih setiap koloni yang berbeda
Menyentuhkan jarum ose yang steril pada koloni
kemudian digores pada medium CMC
(Carboxymethylcellulose) Agar

Diinkubasi selama 1 x 24 jam

[ Isolat Murni

]

A

y

Diambil sebanyak 1 isolat murni menggunakan ose
Diinokulasikan ke medium CMC
(Carboxymethylcellulose) Agar dengan Teknik
guadran streak

Diinkubasi selama 3 x 24 jam

Dilakukan pengamatan dengan melihat zona bening
yang terbentuk di sekitar koloninya

[ Seleksi Bakteri Selulolitik ]




Lampiran 4. Skema Kerja Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)

[ Stok Bakteri ]

Diambil satu ose lurus isolat bakteri dari stok

[ Inoku

lum

]

A

y

Ditusuk pada bagian butt (tegak) kemudian
digores pada bagian slant (miring) pada media
TSIA

Dinkubasi selama 2-3 x 24 jam

[ Pengamatan ]

Warna medium menjadi kuning menandakan
asam

Warna medium menjadi merah menandakan
basa

Warna medium menjadi hitam menandakan
terbentuknya H2S

Medium terangkat menandakan bahwa mikroba
tersebut mampu memproduksi gas



Lampiran 5. Skema Kerja Uji SIM (Sulfide Indole Motility)

[ Stok Bakteri ]

- Diambil masing-masing isolat bakteri dengan ose

lurus
- Diinokulasikan pada medium SIM
- Diinkubasi selama 3 x 24 jam

[ Inokulum ]

- Ditambahkan 3 tetes reagen kovac’s
- Diamati perubahan yang terjadi

\ 4

[ Pengamatan ]

- Hasil positif apabila lapisan diatas
medium SIM berwarna merah

- Warna medium  menjadi  hitam
menandakan terbentuknya H2S
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Lampiran 6. Skema Kerja Uji SCA (Simmons Citrate Agar)

[ Stok Bakteri

]

Diambil masing-masing isolat bakteri dari
stok denga ose bulat

[ Inokulum

]

A 4

Diinokulasikan pada medium SCA
Digores zig zag (sinambung) pada
bagian miring

Diinkubasi selama 1 x 24 jam

[ Pengamatan

]

Warna medium menjadi biru menandakan
basa yakni hasil positif bakteri mampu
memanfaatkan sitrat sebagai sumber karbon
dan energi

Warna medium tetap hijau menandakan
asam yakni hasil negative bakteri tidak
mampu menafaatkan sitrat sebagai sumber
karbon dan energi

62



Lampiran 7. Skema Kerja Uji MR (Methyl Red)

Stok Bakteri ]

Diambil masing-masing isolat bakteri dari

stok dengan ose bulat
Diinokulasikan pada medium MR-VP Broth

Diinkubasi selama 5x24 jam

[ Inokulum

]

\4

Ditambahkan 3-5 tetes Methyl Red
Didiamkan selama 30 detik
Diamati perubahan yang terjadi

[ Pengamatan ]

Hasil positif apabila terbentuk kompleks
warna merah yang menandakan bahwa
mikroba tersebut menghasilkan asam
Hasil negative apabila tidak terbentuk
warna merah
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Lampiran 8. Skema Kerja Uji VP (Voges-Proskauer)

[ Stok Bakteri

]

\ 4 -

Diambil masing-masing isolate bakteri dari stok
dengan ose bulat

Diinokulasikan pada medium MR-VP Broth
Diinkubasi selama 3x24 jam

[ Inokulum

)

A 4

Ditambahkan 0,2 ml KOH dan 0,6 ml a- nafthol
Dihomogengkan selama 30 detik
Diamati perubahaan yang terjadi

[ Pengamatan

)

Hasil positif apabila medium berubah warna
menjadi merah lembayung

Hasil negative apabila tidak terjadi perubahan
warna



Lampiran 9. Skema Kerja Uji Katalase

[ Stok Bakteri ]

- Diambil masing-masing isolat bakteri dari
stok menggunakan ose bulat
- Letakkan sampel tersebut pada kaca objek

[ Inokulum ]

- Ditambahkan 2-3 tetes larutan hidrogen
peroksida (H,O) ke sampel.
- Diamati perubahan yang terjadi

A 4

[ Pengamatan ]

- Hasil Positif apabila terjadi pembentukan
gelembung oksigen

- Hasil Negatif apabila tidak ada gelembung
yang terbentuk,
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Lampiran 10. Skema Kerja Uji Degradasi

[ Stok Bakteri ]

- Diambil masing-masing isolat bakteri dari
stok denga ose lurus

A 4

[ Inokulum ]

- Diinokulasikan dengan metode tititk pada medium
CMC agar dengan penambahan congo red 0,1%

- Diinkubasi selama 5 x 24 jam

- Diamati zona bening yang terbentuk

\ 4

[ Pengamatan ]

- Diukur diameter zona bening yang terbentuk
dan diameter koloni dengan penggaris
- Dihitung Indeks Selulolitik isoat bakteri



Lampiran 11. Skema Kerja Pengecatan Gram

[ Isolat Murni ]

- Diambil isolat bakteri murni denga ose
bulat

- Dibuat ulasan pada gelas objek dan
difiksasi

A 4

[ Preparat ]
[ Gram A ]

- Sebanyak 2-3 tetes larutan gram A (Kristal
Violet) diteteskan diatas permukaaan
preparat

- Dibiarkan selama 60 detik

- Dicuci dengan aquades dan dikeringkan

o)

- Sebanyak 2-3 tetes larutan gram B (JKJ/ lodine
mordant) diteteskan diatas permukaan preparat

- Dibiarkan selama 60 detik

- Dicuci dengan aquades dan dikeringangingkan

[ Gram C ]

- Sebanyak 2-3 tetes larutan gram C (Alkohol)
diteteskan diatas permukaan preparat

- Dibiarkan selama 30 detik

- Dicuci dengan aquades dan dikeringangingkan

[ Gram D ]

- Sebanyak 2-3 tetes larutan gram D (Safranin)
diteteskan diatas permukaan preparat

- Dibiarkan selama 20 detik

- Dicuci dengan aquades dan dikeringangingkan

v

[ Pengamatan ]
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Lampiran 12. Perhitungan Standart Plate Count (SPC)

M3 104

M3 105

Perhitungan Jumlah Koloni dengan Metode SPC

68

M1

M2

M3

104=30X104=3,0 X
10°

104 =16 X 10*=1,6 X
10°

104=17X104=1,7 X
10°

10-5=11X10°=1,1 X
106

10-5=2X105=0,2 X
106

10-5=5X10°=0,5X
106

10%=6 X10%=0,6 X
107

106=2X106=0,2 X
107

106=1X106=0,1X
107
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Lampiran 13. Foto Pengambilan Sampel

SO A\

Titik 2 Pengambilan Sampel Sedimen Mangrove (MS2)

Sampel sedimen mangrove Rhizophora Sp. dari Maros



Lampiran 14. Kondisi kultur isolat bakteri selulolitik pada media CMC Broth

Hari ke-0 (TO)
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Hari ke-2 (T2)

Hari ke-3 (T3

Hari ke-4 (T4)
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Lampiran 15. Foto Prosedur kerja penelitian

Tahapan seleksi isolat bakteri selulolitik
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Tahapan uji degradasi bakteri selulolitik
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Tahapan pengujian MR pada isolat bakteri selulolitik
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Pengamatan kemampuan tumbuh isolat mengunakan spektrofotometri
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Lampiran 16. Hasil analisis kandungan bahan organik sedimen mangrove Rhizophora Sp.

LABORATORIUM KIMIA DAN KESUBURAN TANAH

UNIVERSITAS HASANUDDIN
FAKULTAS PERTANIAN
DEPARTEMEN ILMU TANAH

JL. Perintis Kemerdekaan KM. 10 Kampus UNHAS Tamalanrea Makassar 90245

HASIL ANALISIS CONTOH SEDIMEN

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN, RISET DAN TEKNOLOGI

Nomor : 0150.T.LKKT/2024
Permintaan : Mutmainnah
Asal Contoh/Lokasi : Kab. Maros
Objek : Penelitian
Tgl.Penerimaan : 16 Mei 2024
Tgl.Pengujian : 22 Mei 2024
Jumlah : 3 Contoh Sedimen
Nomor Contoh Tekstur (pipet) Ekstrak 1:2,5 Terhadap Contoh Kering 105 °C
pH Bahan Organik Nilai Tukar Kation (NH,-Acetat IN, pH7)
Urut| Laboratorium Peaiiim Pasir | Debu| Liat | Klas Tekstur Walkley & Black [Kjeldahl Olsen ] |
H,0 | KCI [¢] N C/N| P,Os | Ca| Mg| K | Na | Jumlah | KTK | KB
[ — X R s o T I (cmol (+H)kg-1) ~—=--mmmmmemem %
1 MN 1 TS1 = 2 o - 6.61 - 2.08 0.12 17 20.19 - - 0.32 - - - -
2 MN 2 TS2 = = . - 6.58 . 1.98 0.12 17 | 1825 2 - [o.9 = = = -
3 MN 3 TS3 - = n - 6.41 - 2.41 0.19 13 | 20.14 5 - |o.2s = % N .
Catatan :

Hasil pengujian ini hanya berlaku bagi contoh yang diuji dan tidak untuk diperbanyak
dimana pengambilan contoh tanah tersebut tidak dilakukan oleh pihak Laboratorium Kima dan Kesuburan Tanah

Makassar, 5 Juni 2024
Kepala Laboratorium

H

Dr. Ir. H. Muh. Jayadi, MP
Nip. 19590926 198601 1 001
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