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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

Pengambilan Sampel Bakteri 
Ureolitik dari Lokasi Kawasan 

Karst Maros-Pangkep 

Isolasi Bakteri Ureolitik  

Seleksi Bakteri Ureolitik  

Karakterisasi Bakteri Ureolitik  

Uji Potensi Bakteri Ureolitik  

Ekstraksi DNA  

Amplifikasi Gen 16S rRNA  

Elektroforesis  

Sekuensing DNA  

Analisis Sekuen DNA dengan 

Metode BLAST 

Analisis Filogenetik 

menggunakan MEGA-XI 

Pengamatan Morfologi 

Koloni Bakteri 

Pengamatan Morfologi 

Sel Bakteri 

Uji Biokimia  

Pengukuan nilai pH 

Pengukuran 

Kepadatan sel 

Pengukuran 

Konsentrasi Amonia  
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Lampiran 2. Skema Kerja Pengambilan Sampel, Isolasi dan Seleksi Bakteri 

Ureolitik 

 
 

 

- Sampel diambil menggunakan cotton swab 

- Dimasukkan ke dalam larutan NaCl fisiologis 

- Disimpan dalam cool box dan dibawa ke laboratorium 

untuk pengerjaan 

 

 

 

- Sampel diambil sebanyak 0,2 ml 

- Diratakan dengan batang L pada permukan media Nutrient 

Agar 

- Diinkubasi selama 1x24 jam 

 

  

 
 

- Memilih setiap koloni yang berbeda 

- Menyentuhkan jarum ose yang steril pada koloni kemudian 

digores pada media Nutrient Agar 

- Diinkubasi selama 1x24 jam 

 

 

- Diambil sebanyak 1 isolat murni menggunakan ose 

- Diinokulasikan ke dalam medium Nutrient Agar dengan 

teknik gores kuadran 

- Diinkubasi selama 3x24 jam 

 

 

- Diambil sebanyak 1 isolat murni menggunakan ose 

- Diinokulasikan pada agar miring ke dalam medium 

Christensen Urea Agar 

- Diinkubasi selama 3x24 jam 

- Dilakukan pengamatan secara visualisasi dengan 

parameter perubahan warna media dari kuning menjadi 

merah muda (deep pink) 

 

Pengambilan Sampel Bakteri  

Isolasi Bakteri 

Hasil Isolasi  

Isolat Murni  

Seleksi Bakteri Ureolitik  
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Lampiran 3. Skema Kerja Uji Potensi Bakteri Ureolitik  

 

   

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diinkubasi 12 hari  

Diukur konsentrasi 

amonia 

Medium NB U/Ca 100 

ml 

Diukur nilai OD 

pada panjang 

gelombang 580 

nm 

1 ml suspensi bakteri 

25% T 

10 ml suspensi 

bakteri dituang ke 

dalam gelas kimia  

4 ml suspensi 

bakteri dituang ke 

dalam tabung 

reaksi kecil 

Diukur nilai pH 

T0 dan T12 

Spektrofotometer pH meter 
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Lampiran 4. Skema Kerja Pengukuran Konsentrasi Amonia yang dihasilkan Bakteri 

Ureolitik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suspensi  

1 ml filtrat 

Labu ukur 50 ml  

Dimasukkan sebanyak 5 ml ke 

dalam  tabung reaksi 

Ditambahkan masing-masing 0,5 

ml Na-fenol dan NaOCl 

49 ml Akuades 

Dihomogenkan dan didiamkan 

selama 5 menit 

Diukur nilai absorbansi dengan 

spektrofotometer UV-Vis   

Diregresikan nilai absorbansi dari 

persamaan y=ax+b   
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Lampiran 5. Skema Kerja Ekstraksi DNA Bakteri 

 

 

- Disentrifuge 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
9
 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 
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Lampiran 6. Skema Kerja Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

 

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

Mix, 2 μl ddH2O dan masing-masing 1 μl DNA gen 16S 

rRNA Primer 63F dan 1387R 

 

 

 

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 

 

 

  

- Dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang telah berisi 

campuran reaksi PCR 

 

  

- Diamplifikasi sebanyak 35 siklus 

- Setiap siklus 
Predenaturasi pada suhu 95

o
C selama 5 menit 

Denaturasi pada suhu 95
o
C selama 1 menit 

Anneling pada suhu 55
o
C selama 45 detik 

Extending pada suhu 72
o
C selama 1 menit 

Post extending pada suhu 72
o
C selama 10 menit 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel DNA 

12 μl campuran reaksi PCR 

 

5 μl Ekstraksi DNA 

Amplifikasi dengan mesin PCR 

Produk 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 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. Lokasi Pengambilan Sampel 

   
Lokasi pengambilan sampel (a) Gua Sumpang Bita (SPB), (b) Gua Leang 

Timpuseng (LTP), (c) Gua Leang Pettae (LPE) 

   
Titik Pengambilan Sampel (a) Gua Sumpang Bita(SPB), (b) Gua Leang Timpuseng 

(LTP), (c) Gua Leang Pettae (LPE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b c 

a b c 
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Lampiran 9. Hasil Seleksi Bakteri Ureolitik 

     
SPB 1-a SPB 1-b SPB 2-a SPB 2-b SPB 2-c 

 

     
SPB 3-a SPB 3-b SPB 3-d SPB 7-a LTP 2-a 

 

   
LTP 3-b LPE 4-a LPE 4-b 

Seleksi Isolat Bakteri Ureolitik pada Medium Christensen Urea Agar 
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Lampiran 10. Uji Potensi Bakteri Ureolitik 

     
SPB 1-a SPB 1-b SPB 2-a SPB 2-b SPB 2-c 

 

     
SPB 3-a SPB 3-b SPB 3-d SPB 7-a LTP 2-a 

 

   
LTP 3-b LPE 4-a LPE 4-b 

 
Kultur Bakteri Ureolitik pada Medium NB U/Ca 
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Lampiran 11. Hasil Perhitungan Kepadatan Sel Bakteri Ureolitik 

Kode Sampel 
% T Nilai OD (nm) 

T0 T12 T0 T12 

SPB 1-a 50 6 0,301 1,221 

SPB 1-b 57 3 0,244 1,522 

SPB 2-a 77 11 0,113 0,958 

SPB 2-b 80 5 0,096 1,301 

SPB 2-c 81 11 0,091 0,958 

SPB 3-a 82 3 0,086 1,522 

SPB 3-b 91 33 0,040 0,481 

SPB 3-d 88 20 0,055 0,698 

SPB 7-a 95 4 0,022 1,397 

LTP 2-a 91 18 0,040 0,744 

LTP 3-b 93 18 0,031 0,744 

LPE 4-a 97 20 0,013 0,698 

LPE 4-b 89 10 0,050 1 
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Lampiran 12. Hasil Perhitungan Konsentrasi Amonia Bakteri Ureolitik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kode Sampel 
Pengenceran Absorbansi (Y) X Amonia (ppm) Amonia (mMol) 

Sampel H2O FP T0 T12 T0 T12 T0 T12 T0 T12 

SPB 1-a 1 49 50 0,012 0,021 0,626 1 31,327 50 2,237 3,571 

SPB 1-b 1 49 50 0,010 0,035 0,543 1,580 27,178 79,045 1,941 5,646 

SPB 2-a 1 49 50 0,008 0,039 0,460 1,746 23,029 87,344 1,644 6,238 

SPB 2-b 1 49 50 0,005 0,042 0,336 1,871 16,804 93,568 1,200 6,683 

SPB 2-c 1 49 50 0,002 0,023 0,211 1,082 10,580 54,149 0,755 3,867 

SPB 3-a 1 49 50 0,015 0,032 0,751 1,456 37,551 72,821 2,682 5,201 

SPB 3-b 1 49 50 0,008 0,065 0,460 2,825 23,029 141,286 1,644 10,091 

SPB 3-d 1 49 50 0,007 0,106 0,419 4,526 20,954 226,348 1,496 16,167 

SPB 7-a 1 49 50 0,010 0,060 0,543 2,618 27,178 130,912 1,941 9,350 

LTP 2-a 1 49 50 0,013 0,056 0,668 2,452 33,402 122,614 2,385 8,7587 

LTP 3-b 1 49 50 0,018 0,065 0,875 2,825 43,775 141,286 3,126 10,091 

LPE 4-a 1 49 50 0,009 0,058 0,502 2,535 25,103 126,763 1,793 9,054 

LPE 4-b 1 49 50 0,017 0,053 0,834 2,327 41,701 116,39 2,978 8,313 
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Lampiran 13. Hasil Karakterisasi Isolat Bakteri Ureolitik 

 

Kode Isolat 

Morfologi Koloni Morfologi Sel Uji Biokimia 

Bentuk Elevasi Tepi Warna Bentuk 
Sifat 
Gram 

Uji SIM Uji 
Sitrat 

Uji MR-
VP Katalase 

Motilitas H2S Indol MR VP 

SPB 1-a Circular Convex Undulate Putih gading Basil Negatif + + - - + - + 

SPB 1-b Circular Convex Undulate 
Kuning 

kecokelatan 
Basil Negatif - - - - + - - 

SPB 2-a Circular Convex Entire Putih gading Basil Negatif - - - - + - - 

SPB 2-b Circular Convex Entire Putih gading Basil Positif - - - - + - - 

SPB 2-c Circular Convex Entire Putih gading Basil Negatif - - + - + - - 

SPB 3-a Circular Convex Undulate Putih gading Basil Positif - - + - + - - 

SPB 3-b Irreguler Convex Undulate Putih gading Basil Negatif + - + - + - - 

SPB 3-d Circular Convex Undulate Putih gading Basil Negatif + - + - + - - 

SPB 7-a Circular Convex Undulate 
Kuning 

kecokelatan 
Basil Negatif + - + - - - - 

LTP 2-a Circular Convex Undulate Putih gading Coccus Positif - - - - - - + 

LTP 3-b Circular Convex Undulate Putih gading Basil Positif + - - - - - - 

LPE 4-a Irreguler Convex Undulate Putih Gading Basil Negatif + - - - - - - 

LPE 4-b Circular Convex Entire 
Kuning 

kecokelatan 
Basil Positif + - - - - - - 
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Lampiran 14. Identifikasi Jenis Bakteri Menggunakan Marka Molekuler Isolat SPB 

3-d, LTP 3-b dan LPE 4-a 

1. Hasil Sekuensing Isolat Bakteri SPB 3-d 
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2. Hasil Sekuensing Isolat Bakteri LTP 3-b 
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3. Hasil Sekuensing Isolat Bakteri LPE 4-a 
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Lampiran 15. Foto Prosedur Penelitian 

   
 

  
 

Prosedur Penelitian (a) Isolasi, (b) Seleksi, (c) Pengukuran pH, (d) Pengukuran OD, 
(e) Pengukuran Konsentrasi Amonia 

 

 

 

   

 

d e 

a b c 


