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UNIVERSITAS TIDAR 

FAKULTAS PERTANIAN 

 

TATA TERTIB PRAKTIKUM 

 

MIKROBIOLOGI PERTANIAN 

 Suatu pedoman tata tertib sangat dierlukan agar pekerjaan dapat berjalan 

dengan lancar, tertib dan dapat menghindarkan bahwa mungkin yang timbull 

karena kecerobohan atau kelalaian. 

Tata Tertib Laboratorium Mikrobiologi 

1. Gantungkan topi, tas dan lain-lain di tempat yang telah disediakan di 

laboratorium. Jangan membawa barang-barang berharga (yang tidak 

diperlukan dalam praktikum) ke Laboratorium. 

2. Pada waktu praktikum di laboratorium mikrobiologi, pakaian kerja harus 

bersih untuk menghindari kemungkinan-keungkinan infeksi, kontaminasi 

dan sebagainya. 

3. Tidak boleh makan, minum, dan merokok di laboratorium, atau makan 

minum dengan menggunakan alat-alat laboratorium. 

4. Dilarang membasahi kertas etiket dengan ludah, memasukkan alat-alat 

(benda-benda) seperti kertas, pensil dan lain-lain ke dalam mulut (hal ini 

sering terjadi karena kebiasaan tidak baik). 

5. Alat-alat yang dipakai harus dalam keadaan bersih. 

6. Alat-alat yang dipakai memindahkan biakan (kultur) seperti ose, spatel dan 

sebagainya, disterilkan langsung di atas api/lampu spiritus, lampu bensin. 

Setelah dipakai alat-alat ini harus disetrika lagi di atas api sebaik-baiknya. 

Jika ada bahan-bahan yang melekat pada alat, bakarlah terus sehingga 

bahan tersebut menjadi abu dan mudah lepas. 

7. Apabila suatu biakan jatuh sehingga tabung / bejana tempat biakan 

tersebut pecah. 

8. Semua benda (bahan-bahan) yang sudah tidak digunakan lagi seperti korek 

api, kapas, kertas, dan sebagainya harus diletakkan kembali ke tempat 

tertentu yang telah disediakan di dalam laboratorium. 
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9. Semua biakan mikrobiayang tidak dipakai lagi harus dibuang (diletakkan) 

di tempat khusus yang disediakan (kemudian di sterilkan dengan autoklaf). 

10. Dilarang membang biakan yang masih hidup ke dalam bak pencuci atau 

sembarangan tempat pembuangan, tetapi buanglah di tempat-tempat 

khusus seperti yang tercantum di sub .9. 

11. Apabila terjadi kecelakaan (tertusuk, terluka, mata kemasukkan sesuatu) 

laporkan segera kepada pengawas. 

12. Setelah pekerjaan selesai, bersihkan semua alat-alat yang telah dipakai 

menurut ketentuan laboratorium. Sering pula meja harus dibersikan 

dengan di-sinfektan setelah mengerjakan percobaan dengan mikrobia 

(terutama mikrobia patogen). 

13. Sebelum meninggalkan laboratorium matikan gas lampu, air kemudian 

cucilah dengan air dan sabun sampai bersih. 

14. Semua biakan ditumbuhkan (diinkubasikan) di dlam inkubator pada 

tempat tertentu. 

15. Buat catatan-catatan lengkap dari tiap-tiap pekerjaan yang dilakukan, 

sertai gambar-gambar. 
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ACARA 1 

PEMBUATAN MEDIUM NUTRIEN CAIR 

 

 Untuk dapat mempelajari mikroorganisme kita harus bisa menanamnya 

dan untuk maksud ini perlu diketahui makanannya dan kondisi yang bagaimana 

yang diperlukan untuk hidup suatu organisme. 

 Untuk menumbuhkan mikroorganisme diperlukan media. Semua sistem 

bioogis mulai organisme sampai tanaman tingkat tinggi perlu zat makanan untuk 

tumbuh dan berkembang biak. Diantara macam-macam bakteri, kebutuhan 

makanannya berbeda-beda. Semua organisme hidup memerlukan energi, vitamin, 

air, unsur C,N dan logam seperti Na, K, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu dan P. Sebagai 

contoh bakteri Eschericia Choli. Bakteri tersebut sumber energinya berasal dari 

oksidasi gula dan C organik, sedangkan sumber N diambil dari Amonia/ Nitrat 

No3. 

 Dalam praktek akan lebih mudah bila dipakai bahan mentah yang komplek 

yang terdiri dari pepton, ekstrak daging/ maggi dan air. Bahan tersebut di atas 

dikombinasikan hingga berbentuk media yng bisa untuk menumbuhkan 

mikroorganisme. Media dapat di dasarkan atas keadaan fisiknya, yaitu media 

padat misalnya irisan kentang. Media padat yag dapat berubah menjadi cair misal 

media agar dan media semi padat yaitu yang bentuknya setengah padat dan 

setengah cair. 

 Dalam pembuatan media perlu diatur pH nya. Apabila pH media masih 

asam maka perlu ditambah basa. Dengan demikian akan diperoleh pH yang sesuai 

dengan pertumbuhan organisme. Keadaan lingkungan dari mikroorganisme yang 

aka ditimbulkan penting sekali untuk diketahui agar lingkungan hidup bakteri 

terseut/ mikroorganisme. Kondisi lingkungan ini untuk masing-masing organisme 

berbeda-beda tergantung dari jenis organismenya. 

 Kondisi yang diperlukan yaitu suhu, oleh karena proses pertumbuhan 

tergantung proses-proses kimia kecepatannya terggatug/ dipengaruhi oleh suhu. 

Dengan demikian suhu akan meentukan kecepetan pertumbuhan dan bayaknya 

pertumbuhan serta metabolisme dan morfologi dari organisme itu. Keadaan 
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lingkugan lain yang perlu diperhatikan yaitu keadaan akan gas. Dalam hal ini ada 

dua macam gas yaitu O2 dan CO2. 

 Mengenal pH kebanyakan bakteri mempunyai pH yang ekstrim, akan 

tetapi kebanyakan spesies bakteri mempunyai pH minimum dan pH maksimum 

antara 4-9. Pabila media yang akan kita pakai misal pH 7 dan pHini akan berubah 

asam sebagai akibat dari bahan-bahan yang dihasilkan oleh mikroorganisme baik 

berupa asam atau basa maka perubahan pH ini akan menghambat pertumbuhan 

organisme itu. Untuk itu pertumbuhan pH harus dicegah dengan menggunakan 

zat-zat pewarna/ buffer dan jenis senyawa yang banyak ditambahkan sebagai 

buffer yaitu senyawa KH2PO4 dan K2HPO4 serta senyawa pepton. 

 Jadi suhu, gas dan pH faktor yang paling bayak menentukan untuk 

menumbuhkan sebagaian bessar bakteri. Akan tetapi beberapa jenis bakteri masih 

memerlukan kebutuhan yang lain. Sebagai contoh bakteri yang mempunyai sifat 

fotosintesik autotrof ini masih memerlukan senyawa lain yaitu kadar garam yang 

tinggi (NaCl : 10-15 %). 

 

TUJUAN 

Mempelajari prosedur umum untuk merekontrukstitusi (mengembalikan kepada 

keadaan asalnya) medium berbentuk bubuk (terdehidrasi) dan menaruhnya  dalam 

jumlah yang dikehendaki ke dalam wadah-wadah yang sesuai. 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 Sebelum anda dapat menumbuhkan mikroorganisme dengan sebaik-

baiknya, pertama-tama anda harus dapat memahami kebutuhan dasarnya lalu 

mencoba memformulasikan suatu medium yang memberikan hasil terbaik. Yang 

dimasudkan dengan medium disini ialah bahan yang digunakan untuk 

menumbuhkan mikroorganisme di atas atau di dalamnya. 

 Meskipun persyaratan nutrien mikroorganisme amat beragam, namun 

sebagai makhluk hidup mereka mempunyai kebutuhan dasar yang sama, yaitu 

meliputi air, karbon, energi, mineral dan faktor tumbuh. 

 Bagi organisme bersel tunggal, air amat penting artinya karena antara lain 

merupakan komponen utama protoplasma (70-85% protoplasma terdiri dari air) 
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ekskresi dari dalam sel. Disamping itu air juga diperlukan untuk berlangsungnya 

reaksi-reaksi enzimatik di dalam sel. Di dalam pembuatan medium sebaiknya 

digunakan air suling. Air sadah pada umumnya mengandung ion kalsium dan air 

dengan kualitas semacam ini dapat menyebabkan endapan fosfat dan magnesium 

fosfat. 

 Berdasarkan pada sumber karbon yang digunakannya, organisme dibagi 

menjadi dua kelompok. Organisme yang dapat mensintesis semua komponen 

selnya dari karbon dioksida menjadi autotrof. Sedangkan organisme yang 

memerlukan satu atau lebih senyawa organik sebagai sumber karbonnya disebut 

heterotrof. Namun disamping sumber karbon organik, heterotrof juga memerlukan 

karbon dioksida. Macam karbon organik yang diperlukan amat beragam 

bergantung pada organismenya. Ada yang hanya memerlukan satu macam 

senyawa sederhana seperti asam asetat, ada pula yang memerlukan sepuluh 

macam atau lebih senyawa orgnik dari yang sederhana sampai yang kompleks. 

 Autotrof dn heterotrofdikelempokkan lebih jauh berdasarkan pada sumber 

energinya. Autotrof yang dapat memanfaatkan energi cahaya matahari dengan 

bantuan pigmen fotosintesiknya disebut fotoautrotof (autotrof fotosintesik), 

sedangkan yang memperoleh energi dari oksidasi senyawa-senyawa anorganik 

sederhana (seperti nitrit, nitrat, atau sulfida) disebut kemoautotrof (autotrof 

kemosintetik). Sebagian besar bakteri termasuk kelompok kemoheterotrof 

(heterotrof kemosintetik), yaitu memerlukan sumber eergi organik seperti glukosa 

atau asam amino. Bagi kedua tipe kemosintetik tersebut diatas, jumlah komponen 

penghasil energi dalammedium biasanya sekitar 05 %. Hanya sedikit saja bakteri 

tergolong kedalam kedalam fotoheterotrof (heterotrof fotosintetik). Organisme 

dari kelompok ini mempunyai pigmen fotosintetik sehingga dapat memanfaatkan 

energi cahaya matahari namun memerlukan sumber karbin organik seperti 

alkohol. 

 Sumber nitrogen bagi organisme autrotof ialah senyawa anorganik, 

sedangkan bagi heterotrof dapat berupa asam amino atau senyawa-senyawa 

protein intermediat seperti peptida, proteosa dan pepton. Misalnya, pada kaldu 

nutrien (nutrient broth) yang banyak dipergunakan untuk menumbuhan heterotrof. 

Nitrogen diperoleh dari ekstrk daging dan pepton. 
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 Semua organisme boleh dikatakan memerlukan beberapa unsur logam 

seperti natrium, kalium, magnesium, mangan, besi, seng, tembaga, fosfor, dan 

koblat untuk pertumbuhannya yang normal. Demikian pula bakteri. Jumlah yang 

diperlukan amat sedikit. 

 Yang dimaksud dengan faktor tumbuh adalah komponen seluler esensial 

yang tidak dapat disintesis sendiri oleh suatu organisme dari sumber dasar karbon 

dan nitrogennya. Komponen sel yang dimaksud dapat berupa asam-asam amino 

atau vitamin. Bagi banyakheterotrof, kebutuhannya akan faktor tumbuh sudah 

dapat dipenuhi oleh ekstrak daging atau kaldu nutrien. Namun bagi patogen-

patogen yang rewel (fastidious), diperlukan medium yang lebih rumit seperti agar 

darah untuk penyediaan faktor tumbuh yang diperlukan/ 

 Keasaman (pH) medium juga amat penting bagi pertumbuhan organisme, 

terutama kerja enzim amat dipengaruhi oleh pH, sebagian besar bakteri tumbuh 

yang paling baik pada sekitar pH 7. Karena itu kaldu nutrien yaitu medium yang 

sering kali digunakan untuk menumbuhkan berbagai macam bakteri, harus 

disesuaikan pHnya menjadi 6,8. Dipihak lain, patogen biasanya menghendaki pH 

yang lebih alkalin. Karena itu trypticase so broth, yang sering kali digunakan 

untuk menumbuhkan organisme yang lebih rewel, harus disesuaikan pH nya 

menjadi 7,3. 

 Berdasarkan komposisi kimiawinya, dikenal medium sintetik dan medium 

non-sintetik atau kompleks. Komposisi kimiawi medium sintetik diketahui dengan 

pasti dan biasanya dibuat dari bahan-bahan kimia yang kemurniannya tinggi dan 

ditentukan dengan tepat. Maka medium semacam ini dapat diulangi 

pembuatannya kapan saja dan akan diperoleh hasil yang sama. Di pihak lain, 

komposisi kimiawi medium non-sintetik tidak diketahui dengan pasti. Contohnya 

ialah bahan-bahan yang terdapat dalam kaldu nutrien, yaitu ekstrak dagig dan 

pepton, mempunyai komposisi kimiawi yang tidak pasti. 

 Karena kaldu nutrien merupakan mdium yang paling umum digunakan 

dalam bakteriologi ( dapat menunjang pertumbuhan sebagian besar bakteri) maka 

medium ini dapat disebut juga medium serba guna. Sedangkan medium yang 

mengandung zat-zat kimia tertentu yang dapat menghambat pertumbuhan 

organisme yang diinginkan disebut medium selektif.Disamping itu dikenal pula 
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medium diferensial, yaitu medium yang mengandung zat-zat kimia tertentu yang 

memungkinkan si pengamat membedakan berbagai tipe bakteri. Tipe-tipe medium 

ini akan anda pergunakan dalam kegiatan-kegiatan yang kemudian. 

 Konsistensi medium dapat dibuat bermacam-macam bergantung kepada 

keperluannya. Misalnya, medium cair seperti kaldu nutrien atau kaldu glukosa 

dapat digunakan untuk berbagai keperluan seperti pembiaan organisme dalam 

jumlah besar, penelaah fermentasi, dan berbagai maacam uji. Bila diinginkan 

medium padat, dapat ditambahkan bahan pemadat ke dalam medium kaldu. Mediu 

padat biasanya digunakan untuk penampilan atau morfologi koloni dan 

mengisolasi biakan murni. Sedangkan medium dengan konsistensi pertengahan 

disebut medium setengah padat, kegunaannya antara lain ialah untuk menguji ada 

tidaknya motilitas dan kemampuan fermentasi. Medium setengah padat seringkali 

engandung gelatin maupun agar-agar namun dalam konsentrasi lebih kecil 

daripada medium padat. 

 Sebagai bahan untuk membuat medium menjadi padat dapat dipakai agar-

agar, gelatin atau gel silika. Namun yang paling umum digunakan ialah agar-agar. 

Meskipun bahan utama agar-agar ialah galaktan, yaitu suatu kompleks karbohidrat 

yang diekstaksi dari alga marin genus Gelidium, namun sebagian besar 

mikroorganisme tidak dapat mengguanakannya sebagai makanan shingga agar-

agar dapat berlaku semata-mata sebagai bahan pemadat. Agar-agar menjadi larut 

atau cair bila dipanaskan pada suhu hampir sampai 100oC dan tetap berbentuk cair 

bila didinginkan sampai kurang lebih 43oC. Berbeda dengan gelatin, sekali 

menjadi padat agar-agar harus dipanaskan lagi sampai kurang lebih 100oC untuk 

mencairkannya kembali. Namun tidak dianjurkan untuk membiarkan medium 

agar menjadi padat lalu mencairkanya kembali lebih dari dua kali karena dapat 

memberikan hasil yang kurang baik. 

 Sampai dengan tahun 1930, penyimpanan medium sangat memakan waktu 

karena harus dibuat dari berbagai bahan mentah. Dewasa ini dengan tersedianya 

medium dalam bentuk terhidrasi (bentuk bubuk), penyiapan medium menjadi 

sangat dipermudah dan pada umumnya anda tinggal menimbangnya, 

melarutkannya dalam air, menyesuaikan pHnya bila perlu, menempatkan dalam 

wadah-wadah yang sesuai dan mensterilkannya. Namun di Indonesia medium 
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semacam ini masuk diimpor dari negara-negara maju sehingga harganya pada 

umumnya amat tinggi/ 

 

Bahan dan alat : 1. Maggi/ekstrak daging 

   2. Pepton 

   3. NaOH 

   4. Aquadest 

   5. Corong gelas 1 buah 

   6. Tabung reaksi steril 8 buah 

   7. Pengaduk 1 buah 

   8. Gelas piala 1 buah   

Cara kerja: 

1. Timbang dengan teliti: 

a. Maggi / ekstrak daging sebanyak 0,03 gram 

b. Pepton sebanyak 0,5 gram 

2. Masing-masing bahan tersebut dilarutkan dalam 100 cc aquadest sehingga 

menjadi larutan yang homogen. 

3. Panaskan dalam pemanas air hingga larutan meium mendidih, tunggu selama 

±5 menit. 

4. Dinginkan, tambah dengan 1 tetesan indikator PP kemudian netralkan larutan 

medium tersebut dengan menggunakan NaOH 1 N sedikit demi seikit sampai 

berubah menjadi merah jambu. 

5. Air yang hilang selama pemanasan supaya diganti dengan menambahkan 

aquadest sampai volumenya sama seperti semula. 

6. Saring dengan kapas / kain penyaring yang bersih, bagi kedalaman tabung 

reaksi 

7. Sterilkan dengan menggunakan autoklaf pada tekanan 1 atm selama 20 menit 

(temperatur 121oC). 
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ACARA 2 

PEMBUATAN NUTRIEN AGAR 

TINJAUAN PUSTAKA 

Media dapat dibedakan menjadi  padat dan menjadi media cair. Media 

padat yang dapat berubah menjadi cair misalnya nutrient agar. Yang penting 

untuk diketahui bahwa dalam pembuatan suatu media perlu diatur PH nya. 

Apabila Ph terlalu asam maka perlu ditambah basa dan apabila pH terlalu asam, 

sehingga akan didapatkan pH yang sesuai dengan pertumbuhan mikroorganisme. 

Setelah menentukan zat-zat makanan yang diperlukan untuk pertumbuhan 

mikroorganisme perlu pula diketahui keadaan lingkungan yang diperlukan agar 

supaya mikroorganisme itu dapat hidup. Kondisi lingkungan ini sangat berbeda-

beda tergantung dari jenis mikroorganisme itu. 

Kondisi yang perlu diperhatikan yaitu suhu. Oleh karena proses 

pertumbuhan tergantung pada reaksi-reaksi kimia sedang reaksi-reaksi kimia 

kecepatanya dipengaruhi oleh suhu.  Dengan demikian suhu akan menentukan 

kecepatan pertumbuhan dan banyaknya pertumbuhan serta metabolism dan 

morfologi daripada mikroorganisme itu. 

Macam-macam media 

1. Enriched Media 

Merupakan media yang ditambahkan senyawa ekstrak dari tanaman / 

jaringan hewan hingga dapat menyediakan zat makanan pada media. 

2. Media selektif  

Media selektif meliputi media yang ditambahkan zat kimia tertentu pada 

media agar yang dapat mencegah pertumbuhan  suatu golongan bakteri 

tanpa menghambat pertumbuhan lain. 

Contoh : Kristal Violet, pada konsentrasi tertentu dapat mencegah 

pertumbuhan bakteri composite tanpa menghambat pertumbuhan bakteri 

gram negative. 

3. Media Deferential 

Yaitu merupakan media yang ditambah zat-zat kimia tertentu 

mengakibatkan pertumbuhan tertentu pula, atau perubahan demikian rupa 

hingga memungkinkan kita membedakan antara tipe bakteri yang satu 

dengan yang lain. 

4. Media analisa 

Media yang mempunyai komposisi demikian rupa dipakai untuk 

menganalisa vitamin, asam amino, anti biotika, antara lain media yang 
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bisa dipakai untuk mengetes  desinfektan (senyawa yang mencegah 

pertumbuhan mikroorganisme). 

5. Media untuk identifikasi daripada bakteri  

Banyaknya media yang dipakai untuk menentukan tipe-tipe pertumbuhan 

dari organisme dan kemampuannya untuk memungkinkan terjadinya 

perubahan-perubahan kimia. 

TUJUAN 

Mahasiswa memahami pembuatan medium nutrient agar 

BAHAN DAN ALAT 

1. Ekstrak daging 

2. Pepton 

3. Agar-agar 

4. Aquadest 

5. Corong 1 buah 

6. Tabung reaksi steril 8 buah 

7. Pengaduk 1 buah 

8. Gelas piala 

CARA KERJA 

1. Buatlah nutrient cair seperti pada acara praktikum no. 3 

2. Timbang agar-agar sebanyak 2 gram untuk setiap 100 cc medium 

3. Masukkan agar-agar ke dalam medium kemudian panaskan dalam 

penangas air selama 20-30 menit sambil diaduk hingga semua agar-agar 

mencair dan larut 

4. Aquadest yang hilang selama pemanasanya supaya diganti dengan 

aquadest sampai volume seperti semula 

5. Dalam keadaan panas disaring dengan kapas/kain saring yang bersih 

6. Masukkan medium tersebut ke tabung reaksi yang steril sisikan menurut 

keperluan (+-10 cc) 

7. Sterilkan dengaan autoklaf pada tekanan 1 atm (atm 121oC) selama 20 

menit.  
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ACARA 3 

PENANAMAN BAKTERI PADA NUTRIENT CAIR 

TINJAUAN PUSTAKA 

Penanaman bakteri (inokulasi) adalah pekerjaan memindahkan bakteri dari 

medium yang lama ke medium yang baru. Pekerjaan ini memerlukan ketelitian 

dalam keadaan steril baik alat maupun ruanganya yang digunakan untuk inokulasi 

bakteri di dalam laboratorium. Keadaan yang steril ini ditujukan untuk mencegah 

terjadinya kontaminasi yaitu masuknya mikroorganisme yang tidak diinginkan. 

 Ruangan  untuk inokulasi di laboratorium sebaiknya kecil, bersih dan 

bebas dari angin. Pada waktu mengadakan inokulasi baik sekali jika meja tempat 

inokulasi itu didasari dengan kain basah. Pekerjaan inokulasi dapat juga dilakukan 

didalam suatu kotak berkaca (ent-kas). Didalam laboratorium untuk membuat 

vaksin, serum dan sebagainya, udara yang masuk ke dalam ruangan itu dilewatkan 

saringan yang disinari dengan sinar ultra-ungu. 

 Penanaman menggunakan ujung kawat inokulasi sebaiknya dari platina, 

ujungnya boleh lurus atau berupa  kolongan yang berdiameter 1-3 mm. lebih 

dahulu ujung kawat ini dipijarkan sedang sisanya sampai tangkai cukup 

dilewatkan nyala api saja. Setelah dingin kembali, ujung kawat itu disentuhkan 

pada suatu koloni bakteri yang akan ditanam. Mulut tabung biakan bakteri yang 

akan ditanam itu dipanasi juga setelah sumbatnya diambil. Setelah pengambilan 

inokulum selesai, mulut tabung dipanasi lagi kemudian disumbat lagi seperti 

semula. Ujung kawat yang membawakan inokulum tersebut digesekkan (pada 

medium padat) atau dicelupkan dan diaduk-adukan pada medium cair baru. 

Media cair pada dasarnya dapat diperoleh dengan tidak mencampurkan 

agar-agar ataui gelatin kepadanya. Di dalam medium  cair bakteri akan ketahuan 

sifatnya terhadap udara. Sifat-sifat koloni akan kelihatan berbeda-beda. 

Permukaan medium akan kelihatan ada yang seperti serabut, cincin, langit-langit, 

atau selaput. 

TUJUAN 

Mahasiswa dapat memahami dan melakukan inokulasi bakteri pada nutrient cair 

BAHAN DAN ALAT 

 Biakan murni bakteri, jarum ose, lampu Bunsen, medium nutrient cair 

CARA KERJA 

1. Siapkan biakan murni bakteri Escheria Coli dan Bacillus Subtilis 
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2. Siapkan 6 tabung nutrient cair steril 

3. Panaskan ujung jarum ose sampai membara 

4. Buka sumbat (kapas) tabung reaksi yang sudah ada biakan murni bakteri 

yang akan ditanam (mulut tabung reaksi tetap dekat dengan lampu bunsen) 

5. Jarum ose yang sudah steril dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang ada 

bakteri yang akan diinokulasi dan ambil sedikit biakan murni 

6. Kembalikan tutup tabung reaksi seperti semula dengan menjepit 

menggunakan jari kelingking  

7. Jarum ose yang sudah ada koloni bakterinya dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi yang ada nutrient cainnya, kemudian aduk-aduk sehingga koloni 

bakteri menyebar dalam nutrient agar. 

8. Tutup tabung reaksi  yang sudah ditanami menggunakan kapas 

9. Panaskan jarum ose sampai membara supaya bakteri yang masih 

menempel mati 

10. Inkubasikan hasil inokulasi pada suhu kamar 

11. Amati koloni bakteri secara megaskropis apa yang terlihat di dalam 

nutrient cair (gambarkan). 
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ACARA 4 

PENANAMAN BAKTERI PADA NUTRIEN AGAR-AGAR MIRING 

TINJAUAN PUSTAKA 

Piaraan pada agar- agar miring sering digunakan didalam laboraturium 

untuk mengembangbiakkan bakteri. Makanan bakteri yang berupa agar-agar 

miring diperoleh dengan jalan tabung reaksi yang berisi medium agar-agar 

sebanyak (4 – 5 ml) itu setelah diambil dari autoklaf, dibaringkan hampir 

horizontal. Setelah medium agar mengental, kemudian tabung reaksi kita 

tegakkan.  

Medium agar miring menyediakan luas permukaan yang panjang dan lebih 

luas untuk penanaman bakteri. Untuk membuat piaraan bakteri pada medium agar 

miring, maka ujung kawat  yang berisi bekteri digesekkan satu kali dari ujung 

bawah keujung atas sehingga garis itu merupakan diameter memanjang dari 

permukaan medium. Warna dan bentuk koloni yang ditanam disini akan tampak 

dengan jelas.  

Sifat-sifat koloni pada akar miring berkisar pada bentuk dan tepi koloni. 

Sifat-sifat itu dinyatakan dengan kata-kata serupa pedang, serupa duri, serupa 

tasbih, serupa titik-titik, serupa batang dan serupa akar. 

Sifat-sifat umum suatu koloni yang perlu diperhatikan adalah sebagai 

berikut : 

1. Besar kecilnya koloni. Ada koloni yang hanya serupa titik, ada pula 

yang melebar sampai menutup permukaan medium 

2. Bentuk. Ada koloni yang bentuknya bulat, ada yang memanjang, ada 

yang tepinya rata dan ada yang tepinya tidak rata 

3. Kenaikan permukaan. Ada koloni yang rata saja dengan permukaan 

medium ada pula yang timbul yaitu menjulang tebal diatas permukaan 

medium 

4. Halus kasarnya permukaan. Ada koloni yang permukaanya halus saja, 

ada yang permukaannya kasar dan ada yang tidak rata. 

5. Wajah permukaan, ada yang mengkilat ada yang permukaanya suram 
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6. Warna, kebanyakann koloni bekteri berwarna keputihan atau 

kekuning-kuningan, akan tetapi ada juga koloni yang warnanya 

kemerah-merahan, coklat, jingga, biru, hijau, dan ungu 

7. Kepekatan, ada koloni yang lunak seperti lender, ada yang lunak 

seperti mentega ada yang keras dan kering. 

Tujuan : mwhasiswa memahami dan mampu melakukan 

penanamanbakteri secara benar pada nutrien agar 

Bahan dan alat : medium agar miring, biakan murni bakteri, lampu bunsen, 

jarum ose. 

Cara kerja : 

1. Siapkan medium nutrien agar miringyang akan ditanami bakteri 

2. Siapkan biakan murni yang akan dikembangbiakkan 

3. Siapkan jarum ose dan lampu bunsen 

4. Ambil biakan murni bakteri secara aseptis 

5. Inokulasikan pada medium agar-agar miring dengan cara 

menggesekkan jarum ose yang sudah ada bakterinya kepermukaan 

medium agar-agar miring dari bagian bawah tabung reaksi menuju 

keatas atau mulut tabung reaksi 

6. Penggesekan jarum ose dilakukan secara zigzag  supaya hasil 

penanaman kelihatan lebih jelas 

7. Panaskan lagi jarum ose yang telah digunakan untuk mensterilkan dari 

bakteri dan mikroorganisme lainnya 

8. Inkubasikan hasil inokulasi pada suhu kamar selama 24 jam 

9. Amati pertumbuhan bakteri secara megaskopis dan mikroskopis  

10. Gambar koloni bakteri hasil pengamatan 
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ACARA 5 

PENGECATAN BAKTERI SECARA SEDERHANA 

TINJAUAN PUSTAKA 

Preparasi dengan cara fiksasi dan pengecatan dipakai dalam mengamati 

sifat-sifat morfologis bakteri. Cara demikian mempunyai beberapa keuntungan : 

a.  Sel-selnya lebih jelas untuk dilihat, bila sel-sel itu diberi warna 

b. Perbedaan diantara sel-sel species yang lain dapat dikethui 

Perlakuan ini sangat sederhana yaitu lapisan film yang difiksasi diberi 

larutan cat dan dibiarkan beberapa lama agar larutan dapat diperoleh lapisan 

bakteri itu kemudian dikeringkn secara berlahan-lahan dan sebelumnya perlu 

dicuci dengan air. 

Dengan menggunakan cara ini biasanya sel-sel bakteri kelihatan sama 

akan tetapi untuk beberapa jenis organisme. Apabila dilakukan dengan pengecatan 

dengan menggunakan Metiline Blue maka beberapa granula (butir-butir dalam 

sel) akan kelihatan lebih tua dibandingkan dengan bagian-bagian lain. 

Tujuan : Mahasiswa dapat melakukan pengecatan sederhana pada bakteri 

Bahan dan alat : 1. Biakan murni Bacillus subtilis dalam nutrien cair umur 24 jam 

   2. Biakan murni Escherichia coli dalam nutrien cair umur 24 jam 

   3.  cat sederhana Aiechl Nielson’s Cabol Fuchsin atau Hucheros 

Crystal Violet 

   4. Gelas benda 2 buah 

Cara Kerja : 

1. Ambil secara aseptis dengan jarum ose suspensi bakteri B. Subtilis dari 

biakan murnidan diratakan diatas gelas benda yang bersih seluas ± 1 cm2 

2. Keringkan di udara 

3. Setelah kering, preparat difiksasi dengan cara melakukan di atas api lampu 

spirtus (6 – 7 kali) 

4. Setelah dingin maka noda diatas gelas ditetesi dengan cat sederhana 1 – 2 

tetes biarkan 1 – 2 menit 
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5. Cuci dengan air mengalir sampai sisa – sisa cat tercuci bersih 

6. Keringkan diudara 

7. Lihat dibawah mikroskop dengan menggunakan perbesaran kuat dengan 

minyak imersi 

8. Ulangi cara kerja seperti di atas dengan memakai biakan murni dari 

Escherichia coli 

9. Gambar apa yang terlihat 
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ACARA 6 

PENGECATAN BAKTERI SECARA NEGATIF 

TINJAUAN PUSTAKA 

Suatu teknik dimana tanpa pengecatan sel – sel bakteri dapat dibuat dalam 

suatu film yang gelap yang disebut pengecatan negatif. Hal ini hampir sama 

dengan preparasi dengan memakan bidang pemandangan yang gelap oleh karena 

organisme kelihatan terang. 

Dalam praktek sangat sederhana yaitu suspensi bakteri ditambah zat warna 

larutan Negrosin (tinta India) diratakan pada gelas sehingga menjadi suatu film 

yang tipis sekali. Kemudian dibiarkan kering dan diamati dengan mikroskop. Pada 

cara ini bakteri banyak mengalami perubahan baik yang bersifat fisik maupun 

kimia. 

Tujuan : Mahasiswa dapat melakukan pengecatan negatif pada bakterin 

Bahan dan alat : 1. Biakan murni Bacillus subtilis dalam nutrien cair umur 24 jam 

   2. Biakan murni Escherichia coli dalam nutrien cair umur 24 jam 

   3. Gelas benda  

   4. Larutan Negrosin 

Cara Kerja : 

1. Teteskan larutan Negrosin di atas gelas benda yang  bersih, campurkan 

dengan sedikit bakteri dari biakan murni dengan jarum ose. 

2. Ratakan tetesan ini dengan gelas benda lain atau dapat digunakan jarum 

ose, preparat harus tipis. 

3. Keringkan preparat di udara kemudian periksa dengan perbesaran kuat 

dengann minyak Imersi. 

4. Gambar apa yang terlihat 

Gambar : 
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ACARA 7 

PENGIKATAN N OLEH BAKTERI SIMBIOSIS 

TINJAUAN PUSTAKA 

Fiksasi N secara simbiosis dilakukan oleh Rhizobium yang biasanya 

bersimbiose dengan tanaman leguminose / kacang – kacangan seperti kedelai, 

kacang tanah dan sejenis kacang yang lainnya. Sebelum bakteri ini melakukan 

fiksasi mula – mula bakteri masuk kedalam akar tanaman kacang – kacangan itu. 

Bakteri mula – mula masuk melalui ujung  dari bulu – bulu akar yang kemudian 

akan membentuk benang yang akan menerobos sel - sel akar dan berkembang. 

Akar tanaman akan terinfeksi oleh bakteri tersebut sehingga sel – sel itu akan 

membesar dan kecuali itu akan berakibat menaikkan pembelahan sel sehingga 

akan menimbulkan pertumbuhan yang abnormal pada akar dengan terbentuknya 

suatu tonjolan – tonjolan yang disebut nodul. Dengan demikian akan terbentuk 

sistem yang terdiri dari tanaman, bakterindan tonjolan – tonjolan yang bersama  - 

sama membentuk sistem yang dapat memfiksasi nitrogen. Hal tersebut disebut 

proses yang bersimbiosebaik tanaman. Ataupun bakteri memperoleh keuntungan 

dari simbiose tersebut.  

Bakteri dapat mengubah nitrogen bentuk gas yang tidak dapat dimanfaatkan 

oleh tanaman menjadi bentuk nitrogen yang larut. Sedangkan bakterinya juga 

mendapatkan zat makanan dari dalam tanaman. Jenis Rhizobium ini hanya dapat 

memfiksasi nitrogen dengan bekerja sama dengan tanaman kacang – kacangan. 

Tidak semua spesies Rhizobium dapat membentuk nodul dan fiksasi N dengan 

semua jenis kacang – kacangan. Kemungkinan ada spesies Rhizobium yang 

efektif terhadap satu jenis kacang – kacangan tetapi kurang efektif pada jenis yang 

lain.  

Tujuan : Mahasiswa dapat mengisolasi dan mengamati bakteri pengikat N secara 

simbiotik 

Bahan dan alat :  

1. Bintil akar tanaman Leguminoceae yang berwarna merah atau 

hijau 

2. 1 tabung medium yeast maintol  

3. Yeast maintol agar miring 

4. 1 tabung berisi aquades steril 

5. Larutan HgCl2 0,1% 

6. Alkohol 95% 
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7. Cawan petri steril 

8. Gelas benda 

9. Jarum ose 

10. Pinset 

Cara Kerja : 

1. Ambil bintil akar yang berwarna merah atau hijau dan cuci dengan air 

saluran sampai bersih 

2. Pindahkan bintil akar terseebut dengan pinset kedalam cawan petri berisi 

95% alkohol selama 2 menit. 

3. Ambil bintil akar tersebut dan pindahkan kedalam tempat yang berisi 

HgCl2 selama 3 menit. 

4. Pindahkan bintil akar tersebut kedalam tempat yang berisi air steril dan 

cuci dengan air mengalir steril sampai HgCl2 hilang. 

5. Cairkan 2 tabung dari nutrien agar denganpenangas air 

6. Biarkan agar mendingin sampai ± 900 C, tuangkan kedalam cawan petri 

steril dan biarkan mengeras / dingin. 

7. Peganglah salah satu sisi gelas benda hati – hati di atas api lampu spirtus 

8. Letakkan di atas meja dengan bagian yang telah dipanggang terletak 

dibaagian atas 

9. Hancurkan bintikl akar dengan meletakkan dibagian tengah dari gelas 

benda yang telah dibakar dan letakkan gelas benda yang lain diatasnya lalu 

tekanlah dengan kuat. 

10. Pisahkan gelas benda dan tambahkan setetes aquades steril pada bintil akar 

yang telah dihancurkan dan campurkanlah. 

11. Ambil suspensi bakteri dengan jarum ose dan goreskan diatas permukaan 

agar pada cawan petri beberapa kali. 

12. Inkubasikan cawan petri tersebut pada suhu 250 C selama 5 – 10haridalam 

keadaan berbalik 

13. Buatlah preparat dari suspensi bintil akar dan buatlah pengecatan negatif 

setelah tumbuh amati dengan mikroskop. 

14. Bandingkan dengan preparat dari koloni yang tampak pada agar dalam 

cawan petri  

15. Ambil secara aseptik dengan ose steril sedikit koloni bakteri Rhizobium 

dan pindahkan kedalam medium agar miring 

16. Inkubasikan dalam suhu 250 C selama 5 – 10hari 

17. Setelah tumbuh periksalah kembali secara mikroskopis dengan pengecatan 

sederhana 
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ACARA 8 

BAKTERI PENGIKAT NITROGEN SECARA NON SIMBIOSIS 

TINJAUAN PUSTAKA 

Sejumlah bakteri mempunyai kemampuan untuk menggunakan gas N2 yang larut. 

Perubahan ini dikenal dengan fiksasi N. 

Ada dua golongan mikrobia yang mempunyai peranan dalam proses ini  

1. Golongan yang hidup secara bebas dalam tanah yang disebut golongan 

non simbiotik 

2. Golongan mikrobia yang hidup dan bekerjasama dengan tanaman jenis 

kacang-kacangan yang disebut golongan simbiotis 

Non simbiotis biasanya dilakukan oleh beberapa species dari Azotobacter. Bakteri 

Azotobakter mempunyai bentuk sel yang oval (elip) dan sifatnya aerobik. Fiksasi 

nitrogen non simbiotik selain dilakukan oleh Azotobacter juga dilakukan oleh 

Clostridium pastiridium. Kecuali organisme tersebut juga ada organisme lain yang 

mempunyai kemempuan memfiksasi nitrogen secara non simbiotik dan beberapa 

jenis ini termasuk antara lain bakteri Rhodomikrobacterium dan Chlorobacterium.  

Tujuan : Mahasiswa dapat mengisolasi dan mengamati bakteri pengikat N non 

simbiosis. 

Bahan dan alat :   

1. Beberapa macam tanah pengikat N pertanian 

2. Tepung kanji 

3. Aquadest steril 

4. Cawan petri steril 2 buah  

5. Mortir dengan alu steril 

6. Gelas benda 

7. Jarum ose 

Cara kerja : 

1. Timbang 100 gram dari tiap macam tanah pertanian yang telah dihaluskan  

2. Campur dengan 3 gram tepung kanji 

3. Campuran tersebut diberi aquadest steril hingga merupakan suatu pasta 
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4. Masukan paste tersebut kedalam cawan petri  

5. Dari tiap macam- macam tanah dibuat sebuah kontrol 

6. Permukaanyadihaluskan dengan pertolongan gelas benda 

7. Inkkubasikan selama 3 hari 

8. Amati koloni – koloni Azotobakter yang tumbuh pada permukaan dan 

periksa morfologi sel Azotobacter dengan pengecatan negatif 
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ACARA 9 

PENGARUH ZAT KIMIA TERHADAP PERTUMBUHAN BAKTERI 

Tujuan : Mahasiswa dapat mengamati pengaruh zat kimia terhadap pertumbuhan 

bakteri 

Bahan dan alat : 

1. Biakan murni dari Bacillus subtilis dan Escherichia coli 

2. Enam tabung nutrien agar  

3. Empat cawan petri steril 

4. Empat buah kertas filter yang bilat 1 cm 

5. Larutan  

a. Phenol 10 %  c. HgCl2  0,1 % 

b. Alkohol 70 %  d. Yodium 10 % 

6. Petri steril 

7. Jarum ose 

Cara kerja : 

1. Cairkan tabung nutrien dalam penangas air , dibiarkan mendingin hingga 

suhunya kurabg lebih 450 C. kemudian masing- masing inokulir dengan 

biakan murni dari Bacillus subtilis dan Escherichia coli untuk kemudian 

dituangkan dalam masing-masing cawan petri.  

2. Setelah agar menjadi padat pada permukaan dari agar tersebut diletakkan 

kertas filter yan masing-masing telah dicelupkan kedalam larutan Phenol 

10 %, Alkohol 70 %, HgCl2  0,1 %, Yodium 10 % dan Merchurichrom. 

3. Inkubasikan pada suhu 300 C dalam 48 jam 

4. Lakukanlah pengamatan dan catat diameter penghambat dari masing-

masing larutan. Gunakan tabel sebagai berikut : 

 

Zat Kimia DIAMETER DAERAH PENGHAMBAT 

B. SUBTILIS (mm) E. COLI (mm) 

PHENOL 

ALKOHOL 

HgCl2 
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