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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Skema Kerja Karakterisasi dan Uji Toleransi Timbal pada Isolat 

Bakteri Pereduksi Sulfat dari Air Asam Tambang 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 Stock Isolat Bakteri 

BPS 

Peremajaan Isolat BPS 

Pembuatan stock BPS 

Uji Toleransi Tumbuh Isolat Bakteri Air Asam Tambang (AAT) 

pada Timbal (Pb) 

Uji Pereduksi H2S 

Uji pH 
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Lampiran 2.  Skema Kerja Peremajaan Isolat Bakteri Pereduksi Sulfat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 stock Isolat BPS 

Media Tryptic Soy Broth (TSB 

Diinokulasikan masing-masing 

dari kelima stock isolate BPS 

ke dalam masing-masing 

tabung reaksi yang sudah 

berisi media Tryptic Soy Broth 

(TSB) dengan menggunakan 

jarum ose. Pengerjaan 

dilakukan secara aseptis. 

 

Diinkubasi selama 3x24 jam pada 

inkubator untuk memperoleh biakan 

yang aktif. 
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Lampiran 3.  Skema Kerja Pembuatan Stock Bakteri Pereduksi Sulfat (BPS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stock BPS yang telah 

diremajakan 

Diinokulasikan menggunakan 

jarum ose ke dalam masing-

masing tabung reaksi 

Tryptic Soy  agar miring 
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Lampiran 4. Skema Kerja Uji Toleransi Isolat Bakteri Pereduksi Sulfat pada 

Timbal (Pb) 

 

 

 

 -Media TSB ditimbang sebanyak 9 gr  

 Lalu ditambahkan aquades 300 Ml   

Kemudian diaduk hingga larut dan  

Media tsb disterilkan 

-Logam berat timbal (Pb) ditimbang 

sebanyak 0,0005 gr (10 ppm),  

0,001 gr (20 pppm), 0,0015 gr 

(30 pm), 0,002 gr (40 pppm)  

 dan 0, 0025 gr (50 ppm). 

 - Bubuk timbal yang telah ditimbang 

 dilarutkan pada setiap 50 mL media  

TSB untuk tiap konsentrasi dan 

 dibuat 50 mL media TSB sebagai 

 kontrol. 

- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan Media 

Isolat Bakteri Pereduksi 

Sulfat (BPS) yang telah 

diseleksi (R1, M2 dan M3) 

Media TSB yang 

telah diperkaya Pb 

dan kontrol 

Media TSB (Tryptic 

Soy Agar) 

Prakultur BPS 

Inkubasi 1x24 jam 
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Lampiran 5. Skema Kerja Uji Toleransi Isolat Bakteri Pereduksi Sulfat pada 

Timbal (Pb) Tahap Akhir 

 

 

 

 

- Dipindahkan isolat bakteri pada 

berbagai kosentrasi Pb ke kuvet 

hingga batas garis yang ada pada 

kuvet sebanyak 5 

- Dibuatkan pula blanko dari media 

TSB dan dipindahkan ke kuvet 

- Dibersihkan bagian luar kuvet agar 

tidak terjadi kesalahn dalam 

pembacaan transmitan. 

 

 

- Disetiap pembacaan nilai transmitan 

tiap kuvet diatur transmitan blanko 

menjadi 100:0 %T 

- Diklik kuvet yang ingin dibaca nilai 

transmitannya 

 

- Dihitung nilai OD (Optical Density)  

2 – log %T 

   Ditabulasikan setiap nilai OD dalam 

grafik 

 

 

 

Kultur Bakteri Toleran 

Pb yang telah 

diinkubasi 

Spektrofotometer 

Nilai Transmitan (%T) 

Data 
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Lampiran 6. Skema Kerja Uji Reduksi Sulfat 

 

 

Diinokulasikan isolat bakteri dengan ose lurus 

Digunakan metode tusuk pada butt dan metode  

gores pada slant 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stock BPS Media TSIA 

Inkubasi 2 × 24 jam 

Diamati: 

1. Endapan hitam pada media menandakan terbentuknya H2S yang 

tidak dapat larut dalam media. 

2. Media terangkat atau pecah yang menandakan bakteri mampu 

memproduksi gas H2 dan CO2Warna media pada butt dan slant 

berubah menjadi kuning menandakan asam (A/A) atau acid normal 

yang berarti bakteri memferentasi ketiga gula (glukosa, laktosa dan 

sukrosa). 

3. Warna media pada slant tetap merah dan butt kuning menandakan 

basa/asam (K/A) atau alkaline acid yang berarti bakteri hanya 

mampu memfermentasi glukosa. 

4. Warna media pada slant dan butt tetap kuning menandakan 

basa/basa (K/K) atau alkaline yang berarti bakteri tidak mampu 

memfermentasi ketiga gula (glukosa, laktosa atau sukrosa). 
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Lampiran 7. Skema Kerja Uji pH (Derajat Keasaman) 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan Media 

1. Ditimbang 4,5 gr media TSB dan 

ditambahkan 150 mL aquades, 

lalu diaduk hingga larut 

2. Dimasukkan media TSB masing-

masing 50 mL ke geas kimia 

3. Ditambahkan 2-3 tetes asam 

sulfat (H2SO4) pada 2 gelas kimia 

yang berisi media TSB higga 

pHnya menjadi 3 dan 5 

4. Dipindahkan 5 mL setiap media 

TSB pada pada gelas kimia ke 

tabung reaksi 

Media TSB dengan 

Variasi pH (3, 5 dan 7) 

Stock Bakteri Pereduksi 

Sulfat 

- Diinokulasikan sebanyak 2 ose  

- Divortex hingga homogen 

 

Aquades steril 

- Diinokulasikan sebanyak 0,5 mL 

suspensi bakteri dengan 

mikropipet 

 

Inkubasi selama 2 × 24 jam 
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Lampiran 8. Skema Kerja Uji pH (Derajat Keasaman) 

 

 

- Diinokulasikan sebanyak 1 mL 

 

 

- Diambil 1 mL pada pengenceran 10-1 

untuk pengenceran 10-2 dan 

dihomogenkan hingga keruh. 

- Dilakukan berulang hingga 

pengenceran 10-5. 

 

 

- D  

- diinokulasikan sebanyak 1 mL pada 

media dengan metode sebar pada 

sampel pengenceran 10-3, 10-4 dan 10-5 

 

 

 

 

- Diinkubasi selama 2 × 24 jam pada 

suhu 37oC 

 

 

 

 

 

Kultur Bakteri 

Aquades Steril 

Pengenceran 

Bertingkat 

Media TSA 

Inkubator 
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Lampiran 9. Tabel Perhitungan Total Bakteri 

 

Isolat bakteri 

Derajat keasaman (pH) 

3 5 7 

R1 25 × 103 43 × 103 95 × 10-3 

R2 11 × 103 22 × 103 34 × 103 

M1 7 × 103 13 × 103 48 × 103 

M2 37 × 103 64 × 103 72 × 103 

M3 31 × 10 3 49 × 103 88 × 103 
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Lampiran 10. Tabel Perhitungan Nilai OD (Optical Density) 

 

Nilai OD pada  

kosentrasi 

kadmium 

Isolat bakteri 

R1 R2 M1 M2 M3 

Kontrol  

(0 ppm) 
0,94 0,74 0,51 1,28 1,03 

10 ppm 0,83 0,66 0,42 1,25 1,12 

20 ppm 0,70 0,52 0,37 1,18 1,08 

30 ppm 0,71 0,47 0,23 1,11 1,05 

40 ppm 0,69 0,36 0,15 1,09 1,02 

50 ppm 0,60 0,23 0,09 1,05 0,93 
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Lampiran 11.  Gambar Stock Bakteri Pereduksi Sulfat 
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Lampiran 12. Gambar Peremajaan Isolat Bakteri Pereduksi Sulfat 
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Lampiran 13. Gambar Uji Toleransi Tumbuh Bakteri Pereduksi Sulfat pada  

Timbal (Pb) Tahap Awal 
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Lampiran 14. Gambar Uji Toleransi Tumbuh Isolat Bakteri Pereduksi Sulfat 

pada Pb Tahap Akhir (Perhitungan Nilai Transmitan Isolat 

BPS) 
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Lampiran 15. Gambar Uji pH (Derajat Keasaman) 

 

 

    

 

  

pH 3 pH 5 

pH 7  


