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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 
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Lampiran 2. Skema Kerja Isolasi Bakteri Resisten Timbal (Pb) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel Sedimen Mangrove 

 
- Diambil sampel sedimen mangrove sebanyak 1 gr. 

- Diencerkan dengan akuades steril dari pengenceran 10-1
- 10-6. 

- Diambil 1 mL dari masing-masing seri pengenceran 10-4, 10-5 

dan 10-6 kemudian diinokulasikan pada media Nutrient Agar 

(NA) + 5 ppm Pb(NO3)2. 

- Diinkubasi selama 1×24 jam. 

- Dihitung jumlah koloni bakteri yang tumbuh dengan metode 

Standart Plate Count (SPC). 

Koloni Bakteri 

 
- Dipilih setiap koloni yang berbeda. 

- Digores koloni bakteri pada media NA + 5 ppm Pb(NO3)2 dengan 

jarum ose steril. 

- Diinkubasi selama 1×24 jam. 

- Kultivasi secara berulang hingga didapatkan koloni murni 

Koloni Bakteri Murni 

 
- Dilakukan pengamatan morfologi koloni bakteri meliputi bentuk 

koloni, tepi koloni, warna koloni dan elevasi koloni bakteri. 

- Diambil satu ose bulat koloni bakteri murni. 

- Diinokulasikan pada medium NA miring + 5 ppm Pb(NO3)2 

- Diinkubasi selama 1×24 jam. 

 

Stok Bakteri 
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Lampiran 3.  Skema Kerja Uji Resistensi Bakteri Pada Beberapa Konsentrasi 

Timbal (Pb) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok Bakteri Resisten 

Timbal (Pb) 

 

- Diambil 3 - 4 ose bulat 

isolat bakteri resisten 

timbal lalu dibuat suspensi 

bakteri. 

- Diambil sebanyak 5 mL 

suspensi bakteri 

- Diinokulasikan pada 

medium NB + Pb(NO3)2 

dengan konsentrasi 0 ppm, 

5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 

25 ppm dan 50 ppm  

 

Pembuatan Larutan Uji 

 

- Ditimbang Pb(NO3)2 sebanyak 0,005 gr 

- Dilarutkan ke dalam 100 mL media 

Nutrient Broth (NB) sehingga diperoleh 

konsentrasi 5 ppm. 

- Dibuat larutan uji dengan konsentrasi 

10, 15, 25 dan 50 ppm (dengan cara 

yang sama) serta dibuat larutan uji tanpa 

penambahan Pb(NO3)2 sebagai kontrol. 

- Diambil 100 mL media NB+ Pb(NO3)2 

dengan berbagai macam konsentrasi  

dan dimasukkan ke dalam labu 

erlenmeyer yang berbeda. 

 

- Diinkubasi pada incubator shaker selama 1×24 jam.  

- Dimasukkan Blanko serta suspensi bakteri ke dalam cuvet 

- Diukur pertumbuhan bakteri dengan menggunakan spektrofotometer dengan 

panjang gelombang 560 nm. 

- Dicatat nilai %T. 

- Dihitung nilai Optical Density (OD). Hasil perhitungan ditabulasikan dalam 

bentuk grafik. 
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Lampiran 4. Skema Pengecatan Gram 

 

 

 

 

- Diambil isolat bakteri murni dengan ose bulat 

- Dibuat ulasan pada gelas objek dan difiksasi 

 

 

 

 

 

 

 

- Diteteskan sebanyak 2-3 tetes larutan gram A (Kristal 

violet) diatas permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 60 detik 

- Dicuci dengan aquades dan dikeringkan 

 

 

 

- Diteteskan sebanyak 2-3 tetes larutan gram B (JKJ/ 

Iodine mordant) diatas permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 60 detik 

- Dicuci dengan aquades dan dikeringkan 

 

  

- Diteteskan sebanyak 2-3 tetes larutan gram C (Alkohol-

Asam) diatas permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 30 detik 

- Dicuci dengan aquades dan dikeringkan 

 

 

 

- Diteteskan sebanyak 2-3 tetes larutan gram D (Safranin) 

diatas permukaan preparat 

- Dibiarkan selama 30 detik 

- Dicuci dengan aquades dan dikeringkan 

 

 

- Diamati dibawah mikroskop 

 

Preparat 

Gram A 

Gram B 

Gram C 

Gram D 

Pengamatan 

Stok Bakteri  
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Lampiran 5. Skema Kerja Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA) 

 

 

 

 

 

- Diambil satu ose lurus isolat bakteri dari stok 

 

 

 

 

- Ditusuk pada bagian butt (tegak) kemudian digores 

pada bagian Slant (miring) pada media TSIA. 

- Diinkubasi selama 2-3 x 24 jam  

 

 

 

 

- Warna medium menjadi kuning menandakan asam  

- Warna medium menjadi merah menandakan basa 

- Warna medium menjadi hitam menandakan 

terbentuknya H2S 

- Medium terangkat menandakan bahwa mikroba 

tersebut mampu memproduksi gas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok Bakteri 

Inokulasi 

Pengamatan 
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Lampiran 6. Skema Kerja Uji Methyl Red (MR) 

 

 

 

 

- Diambil masing-masing isolat bakteri dari stok dengan 

ose bulat 

- Diinokulasikan pada medium MR-VP broth 

- Diinkubasi selama 5x24 jam  

 

 

 

- Ditambahkan 3-5 tetes  Methyl Red 

- Dikocok selama 30 detik  

- Diamati perubahan yang terjadi. 

 

 

 

 

- Hasil positif apabila terbentuk kompleks warna merah 

yang menandakan bahwa mikroba tersebut 

menghasilkan asam 

- Hasil negatif apabila tidak terbentuk warna merah 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok Bakteri 

Inokulum 

Pengamatan 
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Lampiran 7. Skema Kerja Uji Voges Proskourer (VP) 

 

 

 

- Diambil masing-masing isolat bakteri dari stok dengan 

ose bulat  

- Diinokulasikan pada medium MR-VP broth 

- Diinkubasi selama 3x24 jam 

 

 

 

- Ditambahkan 0,2 mL KOH dan 0,6 mL  α-nafthol  

- Dikocok selama 30 detik 

- Diamati perubahan yang terjadi 

 

 

 

- Hasil positif apabila medium berubah warna lembayung  

- Hasil negatif apabila tidak terjadi perubahan warna 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok Bakteri 

Inokulum 

Pengamatan 
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Lampiran 8. Skema Kerja Uji Sulfide Indole Motility (SIM) 

 

 

 

- Diambil masing-masing isolat bakteri dengan ose lurus 

- Diinokulasikan pada medium SIM tegak dengan cara 

ditusuk 

- Diinkubasi selama 3x24 jam 

 

 

 

- Diamati perubahan yang terjadi 

- Hasil positif (motil) apabila terdapat                          

rambatan-rambatan disekitar bekas tusukan pada 

medium 

- Ditambahkan 3 tetes reagen Kovac’s  

- Diamati perubahan yang terjadi 

 

 

 

- Hasil positif memproduksi senyawa indol apabila 

terbentuk lapisan diatas medium SIM berwarna merah 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok Bakteri 

Medium SIM tegak 

Pengamatan 
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Lampiran 9. Skema Kerja Uji Simmons Citrate Agar (SCA) 

 

 

- Diambil masing-masing isolat bakteri dari  stok dengan 

ose bulat 

 

 

 

 

- Diinokulasikan pada medium SCA 

- Digores zig zag (sinambung ) pada bagian miring 

- Diinkubasi selama 1x24 jam  

 

 

 

- Warna medium menjadi biru menandakan basa yakni 

hasil positif  bakteri mampu memanfaatkan sitrat sebagai 

sumber karbon dan energi 

- Warna medium tetap hijau menandakan asam yakni hasil 

negatif bakteri tidak mampu memanfaatkan sitrat sebagai 

sumber karbon dan energi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Stok Bakteri 

Inokulasi 

Pengamatan 



 
 

53 
 

 

Lampiran 10. Gambar Hasil Isolasi Bakteri Resisten Timbal Sampel Sedimen 

Mangrove  

 

 
 

Hasil Isolasi Bakteri Titik Stasiun Bagian Depan (RD) 

 

Hasil Isolasi Bakteri Titik Stasiun Bagian Tengah (AT) 

 

Hasil Isolasi Bakteri Titik Stasiun Bagian Belakang (AK) 
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Lampiran 11. Hasil Pemurnian Isolat Bakteri Resisten Timbal Sampel 

Sedimen Mangrove  
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Lampiran 12. Hasil Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA) Isolat Bakteri Resisten 

Timbal Sampel Sedimen Mangrove 

 

 

 

 
 

  



56 
 

Lampiran 13. Hasil Uji Simmons Citrate Agar (SCA) Isolat Bakteri Resisten 

Timbal Sampel Sedimen Mangrove 
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Lampiran 14. Hasil Uji Sulfide Indole Motility (SIM) Isolat Bakteri Resisten 

Timbal Sampel Sedimen Mangrove  
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Lampiran 15. Hasil Uji Methyl Red (MR) Isolat Bakteri Resisten Timbal 

Sampel Sedimen Mangrove 
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Lampiran 16. Hasil Uji Voges-Proskauer (VP) Isolat Bakteri Resisten Timbal 

Sampel Sedimen Mangrove 
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Lampiran 17. Uji Resisitensi Isolat Bakteri Sedimen Mangrove Pada Beberapa 

Konsentrasi Timbal (Pb) 
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Lampiran 18. Dokumentasi Penelitian 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pengambilan Sampel Sedimen Mangrove    Isolasi Bakteri Sedimen Mangrove 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pembuatan Media    Proses Inkubasi 


