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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 
 

  

Sampel tanah 

Tanah terkontaminasi 
hidrokarbon 

Sampel tanah yang 
telah diencerkan 

Hasil isolasi 

Isolat murni 

 Tanah digali hingga kedalaman 
10-15 cm 

 Tanah diambil secara aseptis 
secukupnya dan dimasukkan ke 
dalam botol kaca steril 

 

 Sampel ditimbang sebanyak 1 
gram dipanaskan pada suhu 60°C 
selama 15 menit di dalam oven 

 Sampel didispersikan ke dalam 9 
ml air steril 

 Sampel diencerkan hingga 
pengenceran 10-3 

 Pengenceran sampel diambil 0,1 
ml dan dituang ke atas media 
SNA yang telah memadat 
kemudian disebar menggunakan 
spreader 

 Diinkubasi pada suhu ruang 
selama 7-10 hari 

 

 Diambil koloni yang tumbuh 
dengan permukaan berpasir dan 
diinokulasikan pada media SNA 
baru 

 Diinkubasi pada suhu ruang 
selama 7-10 hari 
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Isolat murni 

Media fermentasi dengan 
isolat murni 

 Isolat murni yang telah 
ditumbuhkan pada media SNA 
dipotong dan dimasukkan ke 
dalam media fermentasi 

 Difermentasi dengan 
penggojogan konstan 
menggunakan orbital shaker 
dengan kecepatan 200 rpm pada 
suhu 28°C selama 4 hari 

 Media fermentasi dicuplik setiap 4 
jam sekali pada 12 jam pertama 
dan 12 jam sekali pada 120 jam 
berikutnya 

Hasil pencuplikan 

Hasil 
pengukuran pH 

Hasil penentuan 
biomassa 

 pH diukur 
dengan 
menggunakan 
pH meter pada 
suhu ruang 

 Hasil 
pengukuran 
dicatat 

 Hasil pencuplikan 
disentrifugasi pada 
kecepatan 5000 g 
selama 30 menit 
pada suhu 5°C 

 Dikeringkan bagian 
yang tersedimentasi 
dengan oven 
selama 24 jam pada 
suhu 105°C 
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Hasil pencuplikan 

Hasil 
pengukuran 
tegangan 

permukaan 

Hasil 
penentuan 

KKM 

 Pipa kapiler 
dimasukkan ke 
dalam wadah 
berisi media 
fermentasi 

 Diamati kenaikan 
medium ke dalam 
pipa kapiler dan 
hitung nilai 
tegangan 
permukaan 

 KKM diukur 
dengan 
menggunakan 
pH-Conductivity 
meter 

Media fermentasi 

 Disentrifugasi dengan kecepatan 
5000 g selama 30 menit pada 
suhu 5°C 

 Diambil supernatant dan diatur 
pH hingga mencapai pH 2 
dengan HCl 6 M 

 Ditambahkan kloroform:metanol 
dengan perbandingan 2:1 

 Digojog selama 15 menit dan 
dibiarkan hingga membentuk dua 
fase 

 Disetrifugasi dengan kondisi yang 
sama 

 Dimasukkan ke dalam cawan 
petri steril dan dinetralkan dengan 
NaOH 1 M hingga pH 7 

 Dikeringkan pada oven dengan 
suhu 37°C selama 12 jam 

Hasil fermentasi 
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1 ml hasil fermentasi 

+ 1 ml 
minyak 
kedelai 

+ 1 ml 
minyak 
jagung 

+ 1 ml minyak 
bunga matahari 

Hasil indeks 
emulsifikasi 

 Divorteks dengan selama 2 
menit 

 Diamkan selama 24 jam dan 
hitung indeks emulsifikasi 

Isolat murni 

 Disiapkan preparat uji 

 Ditambahkan kristal 

violet, diamkan 1 menit 

dan dibilas 

 Ditambahkan iod, 

diamkan 30 detik dan 

dibilas 

 Ditambahkan alkohol 

asam, diamkan 10 

detik dan dibilas 

 Ditambahkan safranin, 

diamkan 1 menit dan 

dibilas 

 Diamati dibawah 

mikroskop 

 Dipotong media 

yang telah 

ditumbuhkan isolat 

 Diletakkan diatas 

kaca preparat yang 

telah dibersihkan 

 Diamati dibawah 

mikroskop 

Hasil 
Pengamatan 

Hasil Pengecatan 
Gram 
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Lampiran 2. Komposisi Media 

Tabel 4. Komposisi Media SNA 

Nama Bahan Jumlah 

Starch 6 g 

Agar 6 g 

KNO3 0,03 g 

KH2PO4 0,15 g 

MgSO4 0,15 g 

NaCl 0,15 g 

FeSO4 0,0003 g 

Aquadest ad 300 ml 

 

Tabel 5. Komposisi Media Fermentasi 

Nama Bahan Jumlah 

Minyak Kedelai 10 g 

Pepton 1% 10 g 

KH2PO4 4,75 g 

NH4Cl 1 g 

MgSO4 6 g 

FeSO4 0,1 g 

MnCl2 0,1 g 

ZnSO4 0,1 g 

CaCl2 0,1 g 

Aquadest ad 1000 ml 

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

 

 

Lampiran 3. Lokasi Pengambilan Sampel 

 

Gambar 9. Peta Lokasi Pengambilan Sampel 

 

Gambar 10. Tempat Pengambilan Sampel   
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Lampiran 4.  Lampiran Hasil Pengecatan Gram 

Tabel 6. Hasil pengecatan Gram 

Kode Isolat Hasil Pengecatan dengan Perbesaran 100x Hasil 

LMB-01 

 

Positif 

LMB-02 

 

Positif 

LMB-03 

 

Positif 
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LMB-04 

 

Positif 

LMB-05 

 

Positif 

LMB-06 

 

Positif 

LMB-07 

 

Positif 
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LMB-08 

 

Positif 

LMB-09 

 

Positif 

LMB-10 

 

Positif 

LMB-11 

 

Positif 
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LMB-12 

 

Positif 

LMB-13 

 

Positif 
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Lampiran 5. Data Kinetika Pertumbuhan 

Tabel 7. Nilai determinasi pH dan SD 

Waktu Pencuplikan Nilai pH Rata-rata Nilai SD 

Jam ke-4 

7.10 

7.11 

7.09 

7.10 0.010 

Jam ke-8 

7.73 

7.72 

7.73 

7.73 0.006 

Jam ke-12 

8.37 

8.36 

8.36 

8,36 0.006 

Jam ke-24 

8.69 

8.68 

8.69 

8.69 0.006 

Jam ke-36 

8.73 

8.74 

8.73 

8.73 0.006 

Jam ke-48 

8.77 

8.79 

8.78 

8.78 0.010 

Jam ke-60 

8.68 

8.69 

8.67 

8.68 0.010 

Jam ke-72 

8.63 

8.66 

8.61 

8.63 0.025 

Jam ke-84 

8.68 

8.65 

8.68 

8.67 0.017 

Jam ke-96 

8.65 

8.66 

8.67 

8.66 0.010 

Jam ke-108 

8.65 

8.63 

8.63 

8.64 0.012 

Jam ke-120 8.58 8.59 0.006 
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8.59 

8.59 

 

Tabel 8. Nilai penetapan biomassa 

Waktu Pencuplikan Biomassa (gram per 5 mL) 

Jam ke-4 0.098 

Jam ke-8 0.066 

Jam ke-12 0.088 

Jam ke-24 0.068 

Jam ke-36 0.091 

Jam ke-48 0.063 

Jam ke-60 0.060 

Jam ke-72 0.082 

Jam ke-84 0.047 

Jam ke-96 0.081 

Jam ke-108 0.063 

Jam ke-120 0.063 

 

Tabel 9. Nilai tegangan permukaan dan SD 

Waktu Pencuplikan Tegangan Permukaan Rata-rata SD 

Jam ke-4 

0.825 

0.770 

0.715 

0.770 0.055 

Jam ke-8 

0.770 

0.770 

0.825 

0.788 0.032 

Jam ke-12 

0.770 

0.770 

0.715 

0.752 0.032 

Jam ke-24 

0.825 

0.825 

0.770 

0.807 0.032 

Jam ke-36 

0.715 

0.715 

0.770 

0.733 0.032 

Jam ke-48 0.715 0.770 0.055 
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0.825 

0.770 

Jam ke-60 

0.770 

0.770 

0.770 

0.770 0.000 

Jam ke-72 

0.825 

0.825 

0.770 

0.807 0.032 

Jam ke-84 

0.990 

0.990 

0.935 

0.972 0.032 

Jam ke-96 

0.825 

0.825 

0.770 

0.807 0.032 

Jam ke-108 

0.715 

0.715 

0.770 

 

0.733 
0.032 

Jam ke-120 

0.770 

0.770 

0.825 

0.788 0.032 

 

 


