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Lampiran 1. Diagram Alir

Sampel air panas dari sumber air panas Sulili Kabupaten Pinrang

Sulawesi Selatan

Pembuatan media (Luria Broth, Luria Agar, selektif, inokulum dan

fermentasi)

Isolasi bakteri dari sumber air panas

Pemilihan isolat dan identifikasi bakteri potensial
menghasilkan enzim kitosanase

Produksi ekstrak enzim kitosanase

protein

Pengukuran Optical Density dan penentuan kadar

Uji aktivitas enzim kitosanase

Karakterisasi enzim kitosanase

Penentuan
pH
Optimum

Penentuan Penentuan
Suhu Konsentrasi
Optimum Substrat Optimum

Pengaruh
lon logam

Stabilitas
pH dan
Suhu

S7




Lampiran 2. Bagan Kerja

1. Pengambilan Sampel

Air dan Sedimen

- Dilakukan pengukuran parameter fisika dan kimia
- Diambil pada 3 titik yang berbeda

- Diambil masing-masing sebanyak 100 mL

- Dimasukkan ke dalam botol steril

- Dimasukkan ke dalam cool box

- Dianalisis lebih lanjut

Sampel

2. Pembuatan Media Luria Broth

Yeast extract 0,5%,
NaCl 1%, pepton 1%

- Dilarutkan dengan akuades 100 mL

- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL

- Ditutup

- Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 121 °C, 15-20 Psi)

Media Luria Broth

3. Pembuatan Media Luria Agar

Yeast extract 0,5%, NaCl 1%,
pepton 1%, bakto agar 1,5%

- Dilarutkan dengan akuades 100 mL
- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL

- Ditutup

- Didinginkan

- Dituang 15 mL pada cawan petri steril

Media Luria Agar

- Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 121 °C, 15-20 Psi)
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Pembuatan Koloidal Kitosan

5 gram Kitosan

Ditambahkan dengan 80 mL HCI
Dilarutkan
Didiamkan semalaman pada suhu dingin

Disaring dengan glass wool

Ditambahkan dengan 200 mL akuades dingin

Disaring menggunakan glass wool

Filtrat

Diatur pH menjadi 7,0 dengan menggunakan NaOH 12 N
Disentrifugasi dingin (4 °C, 7000 rpm, 15 menit)

Koloidal kitosan

Pembuatan Soluble Kitosan

1 gram Kitosan

Ditambahkan dengan 40 mL akuades

Dilarutkan

Ditambahkan 9 mL asam asetat 1 M

Diaduk selama 2 jam

Diatur pH menjadi 6,0 dengan menggunakan natrium asetat
1M

Dihimpitkan hingga 100 mL dengan buffer asetat 1 M pH 6

Soluble kitosan
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6. Pembuatan Media Selektif

Yeast extract 0,2%, pepton 1%, bakto agar 2%,
CaCl; 0,015%, KH2PO4 0,01%, NaCl 0,05%,
MgS0O4.7H20 0,05%, koloidal kitosan 0,5%

Dilarutkan dalam akuades 100 mL

Dihomogenkan

Dididihkan

Disterilkan dalam autoclave (15 menit, 121°C, 15-20 Psi)
Didinginkan

Dituangkan ke dalam cawan petri steril

Media selektif

7. Pembuatan Inokulum

Yeast extract 0,5%, pepton 0,01%,
CaCl, 0,01%, KH2PO4 0,01%, NaCl 0,1%,
MgS0O4.7H20 0,01% dan soluble

kitosan 1%

Dilarutkan dalam akuades 100 mL

Dihomogenkan dan dipanaskan sampai larut

Disterilkan (15 menit, 121 °C, 15-20 Psi)

Dituang ke dalam Erlenmeyer steril

Diambil 2 hingga 3 ose bakteri yang telah tumbuh
Diinokulasikan ke dalam media inokulum yang telah
disiapkan

Dikocok ke dalam shaker (40 °C, 180 rpm, 18-24 jam)

untuk diinokulasikan lebih lanjut dalam media fermentasi

Aktif

Media Inokulum
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8. Pembuatan Media Fermentasi

9.

Yeast extract 0,05%, bakto pepton 0,1%,
NaCl 0,1%, KH2PO4 0,01%, CaCl 0,01%,
MgSO4.7H20 0,01%, soluble kitosan 1%

- Dilarutkan dengan akuades
- Dihomogenkan

- Disterilkan dengan autoclave.

Media
Fermentasi

Isolasi Mikroba dari Sumber Air Panas

1 mL Sampel Air

- Dimasukkan ke dalam media Luria Broth
- Dikocok (45 °C, 24 jam)

Media Keruh

- Diambil 200 puL

- Disebar di atas permukaan media Luria Agar

- Diratakan dengan menggunakan batang pengaduk bentuk L

- Diinkubasi (45 °C, 18-96 jam)

Koloni Bakteri
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10. Pemurnian dan Pemilihan Isolat penghasil kitosanase

Koloni Bakteri

Digores beberapa kali pada media Luria Agar

Diinkubasi (45 °C, 24-96 jam)

Digores kembali isolat tunggal yang diperoleh pada media
selektif

Diinkubasi (45 °C, 48-72 jam)

Koloni Tunggal

11. Uji Morfologi Bakteri Penghasil Enzim Kitosanase

Isolat Bakteri yang telah
dimurnikan

- Dikarakterisasi morfologinya dengan melakukan pengamatan

secara mikroskopis, makroskopis, dan uji biokimia pada isolat.

Hasil Karakterisasi

12. Produksi Ekstrak Kitosanase

Media Inokulum
Aktif

Diinokulasikan sebanyak 10% (v/v) media inokulum ke

media fermentasi
Diinkubasi (40 °C, 180 rpm, 24-120 jam)

Dilakukan sampling setiap 12 jam untuk pengukuran OD

Diendapkan dengan sentrifugasi (4 °C, 3500 rpm, 30 menit)

Diukur aktivitas enzim, jumlah protein terlarut dengan

menggunakan metode lowry (BSA).

Hasil
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13. Pengukuran Aktivitas Enzim Kitosanase

200 pL Enzim

200 uL buffer Fosfat
(pH 6)

200 uL soluble

kitosan 1% (substrat)

Campuran

reaksi

reagen Schales

maksimum)

Hasil

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- Diinkubasikan (40 °C, 30 menit)
- Dimasukkan ke penangas air (100 °C, 15 menit)

- Diambil 400 pL campuran ke dalam tabung

- Ditambahkan 1600 pL akuades dan 2 mL

- Ditutup dengan aluminium foil
- Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)
- Disentrifugasi (3500 rpm, 4 °C, 10 menit)

- Diukur absorbansi (panjang gelombang
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14. Penentuan Kadar Protein dengan Metode Lowry

1 mL enzim

1 mL akuades 1 mL larutan standar
(BSA)

Hasil

- Dimasukkan masing-masing dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 2,75 mL Lowry B

- Dihomogenkan

- Didiamkan (10 menit)

- Ditambahkan 0,25 mL Lowry A

- Diinkubasi (30 menit, 25 °C) sesekali dikocok

- Diukur absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang

gelombang maksimum

15. Karakterisasi Enzim Kitosanase dari Mikroba Termofilik

a. Penentuan pH Optimum

200 pL Enzim

200

uL buffer Fosfat dan 200 pL soluble
Asetat (pH 4-8) kitosan 1% (substrat)

Dimasukkan ke dalam tabung reaksi
Diinkubasikan (40 °C, 30 menit)
Dimasukkan ke penangas air (100 °C,15 menit)

Campuran

Diambil 400 uL campuran ke dalam tabung reaksi
Ditambahkan 1600 pL akuades dan 2 mL reagen
Schales

Ditutup dengan aluminium foil

Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)
Disentrifugasi (3500 rpm, 4 °C, 10 menit)

Diukur absorbansi (panjang gelombang maksimum)

Hasil
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b. Penentuan Suhu Optimum

200 pL Enzim

200 pL buffer Fosfat dan 200 pL soluble
Asetat (pH optimum) kitosan 1% (substrat)

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Diinkubasikan (35, 40, 45, dan 50 °C,
30 menit)

- Dimasukkan ke penangas air (100 °C, 15 menit)

Campuran

- Diambil 400 pL campuran kedalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1600 pL akuades dan 2 mL reagen
Schales

- Ditutup dengan aluminium foil

- Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

- Disentrifugasi (3500 rpm, 4 °C, 10 menit)

- Diukur absorbansi (panjang gelombang
maksimum)

Hasil
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C.

Penentuan Konsentrasi Substrat

200 pL Enzim

200 uL buffer pH 200 pL soluble kitosan
Optimum 0,5% - 1,5%
(interval 0,25%)

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- Diinkubasikan (Suhu Optimum, 30 menit)
- Dimasukkan ke penangas air (100 °C,15 menit)

Campuran

- Diambil 400 pLL campuran ke dalam tabung
reaksi

- Ditambahkan 1600 pL akuades dan 2 mL
reagen Schales

- Ditutup dengan aluminium foil

- Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

- Disentrifugasi (3500 rpm, 4 °C, 10 menit)

- Diukur absorbansi (panjang gelombang

maksimum)

Hasil
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d. Pengaruh lon Logam

200 pL Enzim

200 uL buffer pH 200 uL logam 1 mM
Optimum

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Diinkubasikan (Suhu Optimum, 30 menit)

200 pL soluble
kitosan konsentrasi
Optimum

- Diinkubasi (Suhu Optimum, 30 menit)

- Diinaktivasi ( 100 °C, 15 menit)

- Diambil 400 puL campuran ke dalam tabung
reaksi

- Ditambahkan 1600 pL akuades dan 2 mL
reagen Schales

- Ditutup dengan aluminium foil

- Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

- Disentrifugasi (3500 rpm, 4 °C, 10 menit)

- Diukur absorbansi (panjang gelombang

maksimum)

Hasil
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e. Stabilitas pH dan Suhu

200 pL Enzim

200 pL buffer pH 6
dan 7 (masing-masing)

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi
- Diinkubasikan (Suhu Optimum, 30 menit-180
menit dan 24 jam)

- Disampling setiap 30 menit.

200 pL soluble
kitosan konsentrasi
Optimum

- Diinkubasi (Suhu Optimum, 30 menit)

- Diinaktivasi ( 100 °C, 15 menit)

- Diambil 400 puLL campuran ke dalam tabung
reaksi

- Ditambahkan 1600 pL akuades dan 2 mL
reagen Schales

- Ditutup dengan aluminium foil

- Dipanaskan pada air mendidih (15 menit)

- Disentrifugasi (3500 rpm, 4 °C, 10 menit)

- Diukur absorbansi (panjang gelombang

maksimum)

Hasil

Dilakukan hal yang sama untuk stabilitas suhu menggunakan buffer pH

optimum pada suhu 40 °C dan 45 °C.
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Lampiran 3. Pembuatan Reagen Schales, Lowry A dan Lowry B
- Reagen Schales sebagai stok dibuat dengan cara melarutkan 52,995 gram
Na.,COs3 dan 0,5 gram Pottasium ferri cianida ke dalam 1 L akuades.
- Komposisi Reagen Lowry A; larutan asam phospho-tungstic-phospho
moliybdic (foolin) : akuades (1 : 1).
- Komposisi reagen Lowry B; Na,COz 2% dalam NaOH 0,1 N : CuSO4 1%

: Natrium-Kalium-Tartrat (100 : 1 : 1).
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Lampiran 4. Pembuatan Standar Glukosamin (Puspita, 2007)

0,009 gram glukosamin
X

[Glukosamin] = T e 10 =1000 pg/mL
[Glukosamin] Volume Glukosamin | Volume Akuades
pg/mL (uL) (uL)
0 0 4000
10 40 3960
20 80 3920
40 160 3840
80 320 3680
160 640 3360

- Pipet 400 pl dari stock glukosamin dan masukan kedalam tabung reaksi,
ditambah 1600 ul akuades dan 2000 pl pereaksi Schales

- Didihkan selama 15 menit

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum (419 nm)

- Buat kurva standar dengan absorbansi sebagai ordinat (Y) dan konsentrasi

Glukosamin sebagai absis (X).

70



Lampiran 5. Tabel dan Perhitungan
a. Indeks kitinolitik

Diameter zona bening

Diameter koloni

Hasil pengukuran seleksi bakteri penghasil enzim kitosanase

Isolat H+1 H+2 H+3 H+4

AS-1 1,18 1,56 1,33 1,25

A3-2 - - - -

S.2-1

S.3-1 1,25 1,25 1,36 1,33

b. Penentuan Optical Density (OD)

Optical Density (OD) pada Asoo

Waktu Inkubasi | OD A.3-1 | OD S.3-1
0 0,074 0,08
12 0,177 0,189
24 0,217 0,242
36 0,296 0,305
48 0,35 0,354
60 0,426 0,415
72 0,44 0,436
84 0,445 0,436
96 0,413 0,371

108 0,34 0,251

Diperoleh waktu optimum produksi pada jam ke-84 dengan nilai OD sebesar

0,445 pada isolat A.3-1 dan 0,436 pada isolat S.3-1.

c. Penentuan Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim Kitosanase

Absorbansi standar Glukosamin pada A419

Konsentrasi abs (Amax=
Glukosamin (ng/mL) 419nm)
0 0,704
10 0,692
20 0,669
40 0,639
80 0,58
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abs (Amax= 419nm)

y = -0,0015x + U;

419nm))

O T T T 1
0 50 100 150 200

Konsentrasi glukosamin

204 - R>=0,998 —o—abs (A\max= 419nm)

0.2 1 — Linear (abs (Amax=

Gambar 18. Kurva hubungan konsentrasi standar
glukosamin (ppm) terhadap absorbansi pada X291

Contoh perhitungan aktivitas enzim kitosanase pada inkubasi waktu 36 jam:

y =-0,0015x + 0,7018

A sampel — Intercept

[Glc]sampel (ug/mL) = Slope

0,587 - 0,7018
-0,0015
76,5333 ng/mL

A kontrol — Intercept

[Glc]kontrol (ug/mL) = Slope

0,671 0,7018
a -0,0015
= 20,5333 pg/mL

Berdasarkan persamaan (1) maka diperoleh:

- . 1000 600 1 1
Aktivitas Enzim (U/mL) = [Xs-XK] X —— X — X —= X ——
200 400 30 BM

1000 600 1
=[76,5333-20,5333] X —— X —— X <

X X
200 400 30

=0,0649 U/mL

1

215,6
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Aktivitas ekstrak kasar enzim Kitosanase Isolat A.3-1 per waktu inkubasi

A.3-1 abs U/mL
0 0,67 0,0008
12 0,657 0,0108
24 0,65 0,0162
36 0,587 0,0649
48 0,613 0,0448
60 0,625 0,0356
72 0,635 0,0278
84 0,64 0,0240
96 0,655 0,0124
108 0,66 0,0085

Aktivitas ekstrak kasar enzim Kitosanase Isolat S.3-1 per waktu inkubasi

S.3-1 abs U/mL
0 0,668 0,0023
12 0,654 0,0131
24 0,626 0,0348
36 0,627 0,0340
48 0,633 0,0294
60 0,638 0,0255
72 0,643 0,0216
84 0,652 0,0147
96 0,664 0,0054
108 0,667 0,0031

Diperoleh aktivitas tertinggi pada isolat A.3-1 dengan waktu inkubasi

selama 36 jam yaitu sebesar 0,0649 U/mL, dan isolat kode S.3-1 dengan waktu

inkubasi selama 24 jam sebesar 0,0348 U/mL.

d. Penentuan Kadar Protein dan Aktivitas Spesifik Ekstrak Kasar Enzim

Kitosanase

Konsentrasi standar
(mg/mL) Absorban
0,01 0,085
0,02 0,121
0,04 0,211
0,08 0,376
0,16 0,78
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Kurva Standar BSA

0.9

0.8 - y =4,6414x + 0,0268

0.7 R2 = 0,997
c 06
©
g 0.5
204 - =&—Absorban
<03 —— Linear (Absorban)

0.2

0.1

O T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2
Konsentrasi

Gambar 19. Kurva hubungan konsentrasi BSA
terhadap absorbansi pada Ae7o

Contoh perhitungan kadar protein dan aktivitas spesifik pada waktu inkubasi 36

jam:

y = 4,6414x + 0,0268

_ y-0,0268
X7 T46414
0,229 -0,0268
X T T 46414
= 0,043564 mg/mL
Kadar protein =x x FP =0,043564 x 100 = 4,3564 mg/mL
Aktivitas Spesifik = Aktivitas enzim (U/mL)
HEAS SPESEIS = Kadar protein (mg/mL)
Aktivitas Spesifik = ~o2? UL 149 Uy
1vitas Spesifi _4,3564mg/mL_ , mg

74



ir\llﬁﬁltjgfsi Absorbansi X FP | Kadar protein Aktivitas Ak_tivitas

(Jam) (y) (mg/mL) (mg/mL) (U/mL) spesifik (U/mg)
0 0,147 0,0259 | 100 2,5897 0,0008 0,0003
12 0,101 0,0160 | 100 1,5987 0,0108 0,0067
24 0,145 0,0255 | 100 2,5466 0,0162 0,0064
36 0,229 0,0436 | 100 4,3564 0,0649 0,0149
48 0,173 0,0315 | 100 3,1499 0,0448 0,0142
60 0,15 0,0265 | 100 2,6544 0,0356 0,0134
72 0,126 0,0214 | 100 2,1373 0,0278 0,0130
84 0,116 0,0192 | 100 1,9218 0,0240 0,0125
96 0,106 0,0171 | 100 1,7064 0,0124 0,0073
108 0,095 0,0147 | 100 1,4694 0,0085 0,0058

Diperoleh aktivitas spesifik tertinggi pada jam ke-36 yaitu sebesar 0,0149 U/mg.

e. Karakteriasi Ekstrak Kasar Enzim Kitosanase

1) Penentuan pH Optimum

Diperoleh aktivitas tertinggi pada pH 6 yaitu sebesar 0,0757 U/mL.

Variasi pH Absorbansi | [Glukosamin] Aktivitas
sampel (ug/mL) (U/mL)
4 0,528 115,8667 0,0356
5 0,5 134,5333 0,0587
6 0,494 138,5333 0,0757
7 0,516 123,8667 0,0557
8 0,576 83,86667 0,0170

2) Penentuan Suhu Optimum

Variasi suhu | Absorbansi | [Glukosamin] Aktivitas
(°C) sampel (ug/mL) (U/mL)
35 0,485 144,5333 0,0278
40 0,494 138,5333 0,0757
45 0,54 107,8667 0,0479
50 0,46 161,2 0,0433

Diperoleh aktivitas tertinggi pada suhu 40 °C yaitu sebesar 0,0757 U/mL.
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3) Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum

varias| .| Absorbansi | [Glukosamin] Aktivitas

konsentrasi sampel (ug/mL) (U/mL)
(%)

0,5 0,638 42,53333 0,0077

0,75 0,56 94,53333 0,0402

1 0,51 127,8667 0,0788

1,25 0,538 113,2 0,0788

1,5 0,574 91,86667 0,0788

Diperoleh aktivitas tertinggi pada konsentrasi substrat soluble kitosan 1% yaitu
sebesar 0,0788 U/mL.

4) Penentuan Pengaruh Penambahan lon Logam

Io\ég::]aill (;?ir(]ja Ko?;el\r;lt)ram Absorbansi A(\Et/mltjs Aktivitas relatif
Kontrol - 0,474 0,1761 100%

1 0,481 0,1707 96,93%

K* 10 0,498 0,1575 89,44%
50 0,526 0,1359 77,17%

1 0,462 0,1853 105,22%

Na* 10 0,412 0,2240 127,20%
50 0,392 0,2395 136,00%

1 0,452 0,2887 163,94%

Mg?* 10 0,448 0,1962 111,41%
50 0,554 0,1142 64,85%

1 0,462 0,1853 105,22%

ca’* 10 0,445 0,1985 112,72%
50 0,442 0,2008 114,03%

1 0,478 0,1730 98,24%

Ba®* 10 0,526 0,1359 77,17%
50 0,564 0,1065 60,48%

1 0,412 0,2240 127,20%

Co?* 10 0,328 0,2657 150,88%
50 0,316 0,2982 169,34%

1 0,484 0,1683 95,57%

Zn? 10 0,492 0,1622 92,11%
50 0,564 0,1065 60,48%




Contoh perhitungan aktivitas relatif (%) KCI (K™) pada konsentrasi 1 mM:

Altivit atif (%) = Aktivitas dengan KCl < 100%
tvitas relatif (%) = Aktivitas kontrol (tanpa logam) °

= 96,93%

5) Penentuan Stabilitas pH

Waktu pH 6 pH 7
inkubasi Absorban | Aktivitas (U/mL) | Absorban | Aktivitas (U/mL)
0 Menit 0,428 0,0680 0,508 0,0649
30 Menit 0,399 0,0657 0,53 0,0618
60 Menit 0,412 0,0587 0,552 0,0557
90 Menit 0,41 0,0557 0,566 0,0541
120 Menit 0,408 0,0557 0,55 0,0495
150 Menit 0,412 0,0518 0,546 0,0487
24 Jam 0,422 0,0441 0,577 0,0348

Contoh perhitungan aktivitas relatif (%) stabilitas pH 7 pada waktu inkubasi
0 menit ke 150 menit:
Aktivitas kitosanase 150 menit

Aktivit latif (%) = x 1009
ivitas relatif (%) Aktivitas kitosanase 0 menit %

10,0487
"~ 0,0649

=70,0385%
Aktivitas kitosanase menurun 29,9615% setelah diinkubasi 150 menit dengan
buffer pH 7.
Perhitungan aktivitas relatif (%) stabilitas pH 7 pada waktu inkubasi 0 menit
ke 30 menit:

% 100%

. o Aktivitas kitosanase 30 menit .
Aktivitas relatif (%) = Aktivitas kitosanase 0 menit * 100%
_0,0618

10,0649
=95,2234%

x 100%
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Aktivitas kitosanase menurun 4,7766% setelah diinkubasi 30 menit dengan buffer
pH 7.

6) Penentuan Stabilitas Suhu

Waktu Suhu 40 °C Suhu 45 °C
inkubasi | Absorban | Aktivitas (U/mL) | Absorban | Aktivitas (U/mL)
0 Menit 0,428 0,068 0,464 0,0603
30 Menit 0,399 0,0657 0,436 0,0526
60 Menit 0,412 0,0587 0,426 0,0464
90 Menit 0,41 0,0557 0,416 0,0448
120 Menit 0,408 0,0557 0,36 0,0448
150 Menit 0,412 0,0518 0,351 0,0379
24 Jam 0,427 0,0402 0,44 0,0247

Contoh perhitungan aktivitas relatif (%) stabilitas suhu 40 °C pada waktu inkubasi
0 menit ke 150 menit:

o o Aktivitas kitosanase 150 menit .
Aktivitas relatif (%) = Aktivitas kitosanase 0 menit < 100%

_ 00518 100%
0,068 °

=76,1765 %

Berarti aktivitas kitosanase menurun 23,8235% setelah diinkubasi 150
menit pada suhu 40 °C.
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Lampiran 6. Dokumentasi

Media selektif kitosan
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Perbanyakan bakteri untuk produksi enzim
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Media fermentasi

|/
p

Standar BSA Metode Lowry
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Standar Glukosamin
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Lampiran 7. Peta dan titik pengambilan sampel

Laut Sulawesi

Kota'Manado
oo

Bitung

GORONTALO, - gy AWES| UTARA

Laut Maluku
Luwuk

SULAWESI
TENGAH

Pulau Taliabu

SULAWESI BARAT

S LAWESI

SELATAN Kolaka

Indonesia

Ma%ar ' Pulau Muna
*Pulau Buton

Kendari
L]

Laut FIOreS

100 riygplabahi
5rGoogle 17100 km

NUSA
TENGGARA TIM.

Peta lokasi pengambilan sampel (Sumber air panas sulili, Mamminasae,
Kecamatan Paleteang, Kabupaten Pinrang, Sulawesi Selatan, Indonesia)
6PM3+H83

s Maumere
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Sulili Waterboom
arudilinat

(-3. 766037&
Seose 11917020628)

Sulili Waterboom
Barddili hat

(3766327, "¢
oo ¥y 0550

Titik pengambllan éampel 2
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-r_" @ 'Sulili Wéjerboom

Baruldilihat

c ;\Ti’[\ik3 i B
(-3.7662630, " g
.%ogle | 119‘ qu 721) .

Titik pengambilan éampel 3
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