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Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

Pembuatan Media Luriah Broth 

Peremajaan Isolat Bakteri 

Pembuatan Media dengan 

Perkaya Logam 

Analisis Kadar Akhir Logam 

Mn dengan menggunakan AAS 

Analisis Kadar Awal dengan AAS 

Preparasi Sampel 

Pembuatan Larutan baku Mn 

Uji Biodegradasi Bakteri 

Terhadap Logam Mn 
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Lampiran 2. Bagan Kerja  

 

 

1. Pembuatan Larutan baku Mn 

a. Pembuatan Larutan Induk Mn 1000 ppm  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Pembuatan Larutan Baku Intermediate Mn 50 ppm 

 

 

- Dipipet sebanyak 5 mL 

- Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL 

- Ditambahkan akuabides sampai tanda batas 

- Dihomogenkan 

 

 

 

c. Pembuatan Larutan Deret Mn 

 

 

 

 

  

- Ditimbang sebanyak 0,36 g 

- Dilarutkan dengan  akuabides 

- Dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL 

- Diatur pH 2-3 dengan meneteskan HCl 

- Ditambahkan akuabides sampai tanda batas 

- Dihomogenkan 

 Larutan Induk Mn 1000 ppm 

Larutan Deret Mn 0,1; 0,3; 0,6; 1,2 dan 2,4 ppm 

- Dipipet masing-masing sebanyak 0; 0,1; 0,3; 0,6; 1,2 dan 2,4 mL 

ke dalam labu ukur 50 mL 

- Diatur pHnya menjadi 2 - 3 menggunakan HCl 

- Diencerkan dengan akuabides hingga tanda batas   

- Dihomogenkan 

 

MnCl2.4H2O 

Larutan Induk Mn 1000 ppm 

 

Larutan Baku Mn 50 ppm 

 

Larutan Baku Mn 50 ppm 
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2. Analisis Kadar Awal Logam Mn 

 

- Dikeringkan dalam oven (100 °C selama ± 2 hari) 

- Didingikan pada suhu ruang 

- Diayak menggunakan ayakan 150 mesh. 

- Ditimbang 3 g ke dalam gelas kimia 250 mL  

- Ditambahkan 5 mL HNO3 pekat dan 1-3 mL HClO4 sedikit demi 

sedikit  

- Dipanaskan sampai larutan bening dan muncul uap putih 

- Disaring dengan kertas Whatman No.42 ke dalam labu ukur 250 mL  

 

 

  

- Diatur pH 2-3 dengan meneteskan NaOH 

- Ditambahkan akuades sampai tanda batas 

- Dihomogenkan  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Residu 

Sampel Tanah 

 

Filtrat 

Hasil 
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3. Pembuatan Medium 

a. Pembuatan Medium Luria Broth 

 

 

- ditambahkan akuades hingga volume 100 mL. 

- dimasukkan ke dalam Erlenyemer 250 mL. 

- ditutup 

- disterilkan dalam autoklaf pada 121 oC, 15-20 psi, selama 15 menit. 

  

 

  

b. Peremajaan Isolat Bakteri 

 

 

 

- diambil  2-3 ose lalu diinokulasikan ke dalam medium Luria Broth 

- diinkubasi pada suhu 45 ○C selama 24 jam 

 

 

  

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

 

Medium Luria Broth 

Isolat bakteri Bacillus Subtilis 

 

Hasil 
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4. Uji Biodegradasi Bakteri Terhadap Logam Mn 

 

    

- diinokulasikan ke dalam medium cair Luria Broth yang telah 

diperkaya dengan mangan klorida (MnCl2.4H2O) dengan konsentrasi 

masing-masing 0, 5, 10, 15 dan 20 ppm 

- Masing-masing perlakuan dilakukan tiga kali dengan volume yang 

berbeda (5, 10, dan 25 mL) 

- Kemudian diinkubasikan ke dalam incubator shaker selama 48 jam 

pada suhu 45°C dengan kecepatan 150 rpm 

- Kemudian masing-masing bakteri setiap perlakuan diukur nilai OD  

dengan panjang gelombang 660 nm untuk mengetahui tingkat 

kepadatan bakteri pada spektrofotometer. 

 

 

 

 

5. Analisis Kadar Akhir Logam Mn 

 

 

 

 

  

 

  

Isolat Bakteri Bacillus subtilis 

 

Hasil 

 

Hasil Inokulasi 

 

- ditimbang 
sebanyak 
1,5 gram  

- dilarutkan
nya 
dengan 
150 mL 
aquades 
steril.  

- ditambahk
an Seng 
Asetat 
(Zn(CH3CO
O)2) 
hingga 
konsentra
si 1 ppm 

- di 
masukan 
isolat 
bakteri 
sebanyak 
2 ose ke 
dalam 
media 
tersebut 

- kemudian 
dishaker 

- Disentrifus (10000 rpm, selama 10 
mennit) 

Pellet Supernatan 

- Diambil 5 mL supernatant 

- Didestruksi dengan 0,5 mL asam nitrat (HNO3) 

sambil dipanaskan hingga jernih 

- Setelah itu, sampel disaring ke dalam labu takar     

50 mL dan diimpitkan dengan akuades 

- Sebelum proses analisis, terlebih dahulu dibuat 

larutan standar Mn dengan membuat larutan baku    

50 ppm dari larutan induk 1000 ppm, dan dibuat 

deret standar 0,1 ppm, 0,3 ppm, 0,6 ppm, 1,2 ppm, 

dan 2,4 ppm 

Hasil 
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Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan  

 

1. Pembuatan Larutan Baku Mn 1000 ppm 

     ppm  =
Ar Mn

Mr MnCl2 
 x 

Massa

V
 

1000 =  
55 𝑔/𝑚𝑜𝑙

198 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 x 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎

0,1 𝐿
      

Massa =  360 mg 

Massa = 0,36 g 

2. Pembuatan larutan Baku Intermediet Mn 50 ppm 

V1 . C1 = V2 . C2 

    V1. 1000 ppm  = 100 mL . 50 ppm 

    V1 = 5 mL 

3. Pembuatan Deret Standar Mn 

- Mn 0,1 ppm 

V1 . C1  = V2 . C2 

V1 . 50 ppm  = 50 mL. 0,1 ppm 

V1  = 0,1 mL 

- Mn 0,3 ppm 

V1 . C1  = V2 . C2 

V1 . 50 ppm  = 50 mL. 0,3 ppm 

V1  = 0,3 mL 

- Mn 0,6 ppm 

V1 . C1 = V2 . C2 

V1 . 50 ppm  = 50 mL. 0,6 ppm 

V1  = 0,6 mL 
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- Mn 1,2 ppm 

V1 . C1 = V2 . C2 

V1 . 50 ppm = 50 mL. 1,2 ppm 

V1  = 1,2 mL 

- Mn 2,4 ppm 

V1 . C1  = V2 . C2 

V1 . 50 ppm  = 50 mL. 2,4 ppm 

V1  = 2,4 mL 
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Lampiran 4. Perhitungan Kadar Awal Logam Mangan (Mn) 

 

 

Tabel 1. Hasil Pengukuran Absorbansi Logam Mangan 

  Konsentarsi Absorbansi 

0,1 0,006632 

0,3 0,013609 

0,6 0,026853 

1,2 0,054398 

2,4 0,093175 

 

 

         y                  =     ax + b 

 

     0,02776        =   0,0381x + 0,0039 

 

           x               =
0,02776 - 0,0039

 0,0381
 

 

          x                =     0,6264   

 

       [Mn]             =     
Cx   x    Volume

Berat Sampel (Kg)
 

 

       [Mn]             =
0,6264 mg/L  x  0,25 L  

 0,00312 kg
 

 

       [Mn]             =   50, 1800  mg/kg 

 

Konsentrasi logam Mn pada tanah limbah pertambangan emas Poboya Palu 

Sebesar 50, 1800 mg/kg. 
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Lampiran 5. Perhitungan Pembuatan Variasi Konsentrasi Mn 

 

 

1. Mn 5 ppm 

 

V1 . C1  = V2 . C2 

V1 . 50 ppm  = 50 mL . 5 ppm 

V1  = 5 mL 

2. Mn 10 ppm 

V1 . C1  = V2 . C2 

V1 . 50 ppm  = 50 mL . 10 ppm 

V1  = 10 mL 

3. Mn 15 ppm 

V1 . C1 = V2 . C2 

V1 . 50 ppm  = 50 mL. 15 ppm 

V1  = 15 mL 

4. Mn 20 ppm 

V1 . C1 = V2 . C2 

V1 . 50 ppm = 50 mL . 20 ppm 

V1  = 20 mL 
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Lampiran 6. Hasil Pengukuran Optical Density  

 

Konsentrasi Volume 
Waktu Inkubasi 

0 Jam 24 Jam 48 Jam 

Kontrol  0,224 1,640 1,290 

5 ppm 

5 mL 0,212 1,680 1,460 

10 mL 0,202 0,890 0,860 

25 mL 0,371 0,716 0,510 

10 ppm 

5 mL 0,367 0,950 0,676 

10 mL 0,333 1,370 0,940 

25 mL 0,234 1,010 0,895 

15 ppm 

5 mL 0,312 1,620 1,500 

10 mL 0,156 1,220 0,860 

25 mL 0,081 0,694 0,532 

20 ppm 

5 mL 0,418 1,400 1,200 

10 mL 0,285 1,380 0,804 

25 mL 0,083 0,492 0,412 
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Lampiran 7. Perhitungan Kadar Akhir Logam Mangan (Mn) 

 

 

1. 5 ppm  

         y                 =     ax + b 

 

     0,0127            =   0,0381x + 0,0039 

 

           x               =
0,0127 - 0,0039

 0,0381
 

 

          x                =  0,2309 mg/L   

 

       [Mn]                =
Cx   x    Volume Labu

Volume Sampel
  

 

       [Mn]             =
0,23009 mg/L  x  50 mL 

 5 mL 
 

 

       [Mn]             =   2,309 mg/L  

 

Konsentrasi akhir logam mangan (Mn) dari tanah limbah pertambangan emas 

Poboya Palu Sebesar 2,309 mg/L.  

 

2. 5 ppm  

         y                 =     ax + b 

 

     0,0111            =   0,0381x + 0,0039 

 

           x               =
0,0111 - 0,0039

 0,0381
 

 

          x                =  0,1889 mg/L   

 

       [Mn]                =  
Cx   x    Volume Labu

Volume Sampel
 

 

       [Mn]             =
0,1889 mg/L  x  50 mL 

 5 mL 
 

 

       [Mn]             =   1,889 mg/L 

 

Konsentrasi akhir logam mangan (Mn) dari tanah limbah pertambangan emas 

Poboya Palu Sebesar 1,889 mg/L. 
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3.   10 ppm  

         y                 =     ax + b 

 

     0,0252           =   0,0381x + 0,0039 

 

           x               =
0,0252 - 0,0039

 0,0381
 

 

          x                =  0,5590 mg/L   

 

       [Mn]             = 
 Cx   x    Volume Labu

Volume Sampel
 

 

       [Mn]             =
0,5590 mg/L  x  50 mL 

 5 mL 
 

 

       [Mn]             =   5,59 mg/L 

 

Konsentrasi akhir logam mangan (Mn) dari tanah limbah pertambangan emas 

Poboya Palu Sebesar 5,59 m  g/L.  

 

4. 10 ppm  

         y                 =     ax + b 

 

     0,0267            =   0,0381x + 0,0039 

 

           x               =
0,0267 - 0,0039

 0,0381
 

 

          x                = 0,5984 mg/L   

 

       [Mn]             =    
 Cx   x    Volume Labu

Volume Sampel
 

 

       [Mn]             =
0,5984 mg/L  x  50 mL 

 5 mL 
 

 

       [Mn]             =   5,984 mg/L 

 

Konsentrasi akhir logam mangan (Mn) dari tanah limbah pertambangan emas 

Poboya Palu Sebesar 5,984 mg/L.  
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5. 15 ppm 

         y                 =     ax + b 

 

     0,0380            =   0,0381x + 0,0039 

     

           x               =
0,0380 - 0,0039

 0,0381
 

 

          x                =     0,8950 mg/L   

 

       [Mn]                =  
Cx   x    Volume Labu

Volume Sampel
 

 

       [Mn]             =
0,8950 mg/L  x  50 mL 

 5 mL 
 

 

       [Mn]             =   8,9501 mg/L 

 

Konsentrasi akhir logam mangan (Mn) dari tanah limbah pertambangan emas 

Poboya Palu Sebesar 8,9501 mg/L.  

 

6. 15 ppm  

         y                 =     ax + b 

 

     0,0384            =   0,0381x + 0,0039 

 

           x               =
0,0384 - 0,0039

 0,0381
 

 

          x                =  0,9055 mg/L   

 

       [Mn]                =  
Cx   x    Volume Labu

Volume Sampel
 

 

       [Mn]             =
0,9055 mg/L  x  50 mL 

 5 mL 
 

 

       [Mn]             =   9,0551 mg/L 

 

Konsentrasi akhir logam mangan (Mn) dari tanah limbah pertambangan emas 

Poboya Palu Sebesar 9,0551 mg/L.  
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Lampiran 8. Dokumentasi 

 

Preparasi Sampel 

 

 

 

Proses Shaker Setelah Penambahan Isolat Bakteri 

   
 

 

 

     

 

 

Sampel Setelah di Oven 

Proses Shaker Setelah Penambahan 

Logam dan Isolat Bakteri 

Proses Shaker Setelah 24 Jam 

Pembuatan Media Media Sebelum Penambahan 

Logam dan Isolat Bakteri 
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Proses Shaker Setelah 24 Jam 

 

 
Proses Shaker Setelah 48 Jam 

 

 
    

 

 

Proses Sentrifugasi 
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Sampel Sebelum Didestruksi 

 

 
Proses Destruksi 

 

 
Pengukuran dengan Spektrofotometer Serapan Atom 


