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ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI FUNGSIONAL  

DARI TANAH DI PERTANAMAN JERUK SIAM  

(Citrus nobilis L.) 

Melisa (12180220089) 

Di bawah bimbingan Syukria Ikhsan Zam dan Oksana 

 

INTISARI 

Mengetahui potensi bakteri indigenous sebagai bakteri fungsional akan 

membantu pertumbuhan dan perkembangan tanaman karena telah beradaptasi 

dengan lingkungan asalnya. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat 

bakteri fungsional dari tanah di pertanaman jeruk siam. Penelitian ini telah 

dilaksanakan di Laboratorium Patologi, Entomologi, Mikrobiologi dan Ilmu 

tanah, Fakultas Pertanian dan Peternakan, Universitas Islam Negeri Sultan Syarif 

Kasim Riau, pada bulan Maret sampai Juni 2025. Penelitian ini menggunakan 

metode deskriptif kualitatif. Isolasi dilakukan pada tanah di pertanaman jeruk 

siam menggunakan metode pengenceran berseri. Hasil penelitian menunjukan 

populasi bakteri tanah berjumlah 4,8 ×10
8
  dan didapat 5 isolat bakteri (IS1, IS2, 

IS3, IS4, dan IS5) yang merupakan bakteri Gram negatif, serta memiliki aktivitas 

katalase. Seluruh isolat tidak memiliki kemampuan dalam melarutkan fosfat, 

namun memiliki kemampuan dalam penambat nitrogen. Uji antagonis ke 5 isolat 

bakteri menghasilkan efektivitas daya hambat terhadap Aspergillus sp. berkisar 

28,1% sampai 54,3%, dan di antara kelima isolat tersebut, IS2 dan IS5 

menunjukkan daya hambat paling tinggi dengan persentase lebih dari 50%. 

Berdasarkan uji bioaktivitas, seluruh isolat bakteri tanah dari pertanaman jeruk 

siam berpotensi sebagai bakteri fungsional.  

   

Kata Kunci : Aspergillus sp., bioaktivitas, tanah. 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF FUNCTIONAL BACTERIA 

FROM SOIL IN SIAM ORANGE PLANTATIONS  

 (Citrus nobilis L.) 

Melisa (12180220089) 

Under the guidance of Syukria Ikhsan Zam and Oksana 

 

ABSTRACT 

Knowing the potential of indigenous bacteria as functional bacteria will 

help the growth and development of plants because they have adapted to their 

native environment. This study aims to isolate functional bacteria from the soil of 

citrus plantations. This research was conducted at the Laboratory of Pathology, 

Entomology, Microbiology and Soil Science, Faculty of Agriculture and Animal 

science, Sultan Syarif Kasim Riau State Islamic University, from March to June 

2025. This study used a qualitative descriptive method. Isolation was carried out 

on soil in citrus plantations using the serial dilution method. The results showed 

that the population of soil bacteria was 4.8 × 10
8
 and 5 bacterial isolates were 

obtained (IS1, IS2, IS3, IS4, and IS5) which were Gram-negative bacteria, and 

had catalase activity. All isolates did not have the ability to dissolve phosphate, 

but had the ability to fix nitrogen. The antagonistic test of 5 bacterial isolates 

resulted in effective inhibition against Aspergillus sp. range of 28.1% to 54.3%, 

and among the five isolates, IS2 and IS5 showed the highest inhibitory power with 

a percentage of more than 50%.. Based on the bioactivity test, all soil bacterial 

isolates from the Siamese orange plantation have the potential to be functional 

bacteria. 

 

Keywords: Aspergillus sp., bioactivity, soil. 
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I. PENDAHULUAN 

2.1. Latar Belakang 

Keberadaan mikroorganisme tanah merupakan salah satu indikator 

kesuburan tanah karena semakin banyak mikroorganisme tanah maka tanah 

tersebut dalam kondisi baik (Lestari, 2019). Tanah yang subur mengandung lebih 

dari 10 juta mikroorganisme per gram tanah (Octaprama dkk., 2020). Salah satu 

mikroorganisme tanah ialah bakteri, yang merupakan kelompok mikroorganisme 

dalam tanah yang paling dominan dan meliputi separuh dari biomassa mikroba 

dalam tanah. Bakteri terdapat dalam segala macam tipe tanah tetapi populasinya 

menurun dengan bertambahnya kedalaman tanah (Sufyan, 2012). 

Bakteri tanah memiliki dua peran yaitu peran yang menguntungkan dan  

juga merugikan untuk mendukung pertanian berkelanjutan. Hal ini dapat dilihat 

dari banyaknya produk-produk pupuk hayati. Berkembangnya teknologi mikroba 

penyubur tanah yang dikenal sebagai pupuk hayati (pupuk mikroba) merupakan 

produk biologi aktif yang terdiri atas mikroba penyubur tanah untuk 

meningkatkan efisiensi pemupukan, kesuburan, dan kesehatan tanah bahkan dapat 

meningkatkan kandungan vitamin (Fidiastuti dkk., 2017). 

Bakteri memiliki kemampuan sebagai biostimulan dengan cara 

mensintesis dan mengatur konsentrasi berbagai zat pengatur tumbuh atau 

fitohormon mengatur pertumbuhan tanaman dan karakter fungsional sehingga 

meningkatkan ketersediaan unsur hara bagi tanaman (Pratiwi dkk., 2020). Contoh 

aktivitas fungsional yang dimiliki oleh bakteri fungsional meliputi fiksasi 

nitrogen, pelarutan fosfat, produksi hormon tanaman, penghambatan patogen 

tanaman, dan dekomposisi bahan organik (Chen et al., 2021).  

Bakteri yang mampu meningkatkan ketersediaan fosfor (P) di dalam tanah 

adalah kelompok bakteri pelarut fosfat, seperti Pseudomonas. Berdasarkan 

penelitian Cahyadi dkk. (2024) yang menyatakan bahwa kepadatan populasi 

bakteri pelarut fosfat tertinggi terdapat pada lahan jeruk siam dengan kepadatan 

populasi  sebanyak 48,79 x 10
6 

CFU/g tanah. Bakteri yang berperan dalam 

meningkatkan ketersediaan nitrogen (N) di dalam tanah ialah Azotobacter, selain 

itu ada bakteri Bacillus sp. yang dapat meningkatkan ketersediaan N (Husna dkk., 

2019). Berdasarkan penelitian Purwati dan Hamidah (2018) juga menyatakan 
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bahwa hasil isolasi mikroba rizosfer tanaman jeruk keprok Borneo Prima 

diperoleh bakteri Azotobacter yang berperan dalam penambatan (fiksasi) N. 

Peran bakteri fungsional juga dapat mengendalikan patogen pada tanaman, 

seperti penyakit yang menyerang tanaman jeruk yaitu, Citrus Vein Phloem 

Degerenation (CVPD) yang disebabkan oleh bakteri dari golongan sub-divisi 

Protobacteria yaitu Liberobacter (Yuniti, 2016), buah gugur premature, yang 

disebabkan oleh jamur Fusarium sp (Zarliani et al., 2021), dan busuk buah yang 

disebabkan oleh jamur Aspergillus sp. (Zakaria, 2024). Untuk mengatasi 

permasalahan tersebut, pengendalian hayati dianggap lebih baik karena 

merupakan alternatif yang efektif dan lebih ramah lingkungan dengan 

memanfaatkan bakteri antagonis yang nantinya dapat diaplikasikan pada tanaman 

jeruk siam yang terserang. Bakteri indigenous ketika diaplikasikan pada 

lingkungan asalnya dapat berkembang lebih baik dan sudah beradaptasi dengan 

lingkungan sekitarnya (Cabanas et al., 2018). 

Isolasi bakteri fungsional dari tanah di pertanaman jeruk siam tidak hanya 

bermanfaat untuk meningkatkan ketersediaan nutrsisi dan ketahanan tanaman 

tetapi juga berontribusi pada pengembangan praktik pertanian berkelanjutan. 

Penelitian mengenai isolasi bakteri fungsional dari tanah perkebunan jeruk siam 

dan potensinya di Desa Bangun Purba Timur Jaya, Kabupaten Rokan Hulu masih 

belum pernah diteliti sedangkan Rokan Hulu sendiri merupakan salah satu sentra 

produksi jeruk siam di Riau, maka dari itu penulis melakukan penelitian dengan 

judul “Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Fungsional dari Tanah di 

Pertanaman Jeruk Siam (Citrus nobilis L.)”. 

1.2. Tujuan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan bakteri 

fungsional dari tanah di pertanaman jeruk siam yang mampu melarutkan fosfat, 

penambat nitrogen, dan sebagai agen antagonis. 

1.3. Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini adalah sebagai sumber informasi mengenai jumlah, 

karakteristik mikroorganisme dan potensi bakteri tanah dalam peningkatan hara  

dan agen hayati.  
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1.4. Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah penggunaan pupuk dan 

pestisida kimia sintetik memang dapat meningkatkan produksi tanaman namun 

memiliki dampak negatif yang merugikan ekosistem. Oleh karena itu, dibutuhkan 

alternatif untuk mengurangi ketergantungan bahan kimia tersebut melalui 

pemanfaatan sumber hayati yang ada di dalam tanah. Berdasarkan hal tersebut, 

perlu dilakukan isolasi untuk mengetahui apakah bakteri yang ditemukan 

memiliki potensi sebagai bakteri fungsional yang mampu meningkatkan 

ketersediaan hara dan menghambat pertumbuhan patogen pada tanaman? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Perkebunan Jeruk Siam 

Sektor pertanian mempunyai peranan penting dalam perekonomian 

nasional, hal ini terlihat dari banyaknya jumlah penduduk Indonesia yang hidup 

dan bekerja di sektor tersebut. Sektor pertanian secara luas mencakup pertanian, 

perkebunan, perikanan, peternakan, dan kehutanan. Salah satu komoditi 

perkebunan hortikultura yang banyak diusahakan oleh petani di Indonesia adalah 

komoditi jeruk (Isaskar et al., 2011). Tanaman jeruk terdiri dari berbagai kultivar, 

namun masing-masing dari kultivar tanaman jeruk mempunyai karakter tersendiri 

yang mampu tumbuh baik di dataran rendah maupun dataran tinggi (Hidayati, 

2015). Tanaman jeruk siam dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

 
Gambar 2.1. Jeruk Siam (Sumber: Dokumentasi Pribadi) 

Indonesia memiliki tiga jenis jeruk lokal yang komersial, yaitu jeruk siam, 

jeruk keprok dan jeruk besar atau pamelo. Ketiga jenis jeruk tersebut memiliki 

potensi tinggi karena kemampuan adaptasinya yang baik terhadap beberapa 

kondisi iklim di Indonesia (Ashari dkk., 2014). Salah satu komoditas buah utama 

yang digemari oleh masyarakat Indonesia ialah jeruk Siam (Citrus nobilis L.). 

Jeruk siam merupakan anggota jeruk keprok dan mempunyai nama ilmiah Citrus 

nobilis. Secara sistematis jeruk siam termasuk dalam Kingdom : Plantae, Division 

: Spermatophyta, Sub division : Angiospermae, Class : Dicotyledoneae, Ordo : 
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Rutales, Famili : Rutaceae, Genus : Citrus, Spesies : Citrus nobilis (Kementan, 

2012). 

Jeruk siam merupakan salah satu varietas jeruk yang paling banyak 

dibudidayakan dan mendominasi 70-80% pasar jeruk nasional. Jeruk siam 

memiliki ciri khas yaitu berbentuk kulit buah tipis, bulat bundar sedikit pipih, 

memiliki ukuran sedang dan jika buah ini matang maka warna kulitnya akan 

berwarna oranye-kuning serta mengkilap (Kristiandi dkk., 2021). Perbedaan 

citarasa yang tidak signifikan dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain yaitu 

spesies, varietas tanaman, kondisi lingkungan, iklim, letak geografis, dan faktor 

genetik dari tanaman (Purba dan Purwoko, 2019). 

2.2. Bakteri Tanah 

Keberadaan mikroorganisme tanah merupakan organisme yang hidup di 

dalam tanah mempunyai ukuran yang sangat kecil sehingga tidak dapat dilihat 

oleh indera mata secara langsung. Tanah yang subur memiliki kandungan lebih 

dari 10 juta mikroorganisme per gram tanah (Octaprama dkk., 2023). Tanah 

mengandung bermacam-macam mikroorganisme meliputi berbagai spesies salah 

satunya yaitu bakteri. Bakteri merupakan kelompok organisme yang terdapat 

bagian tanaman (daun, akar, dan batang) dan tanah di daerah pertanaman (Arsi 

dkk., 2020).  

Bakteri adalah mikroorganisme yang mempunyai struktur sederhana yaitu 

bersel tunggal, tanpa membran inti sel, dan memiliki ukuran yang sangat kecil 

atau mikroskopis. Bakteri dikelompokan atas beberapa dasar yaitu berdasarkan 

bentuk, jumlah, letak flagel, kebutuhan terhadap oksigen, karakteristik dinding sel 

(Artati dan Oman, 2019). Teknik paling dasar untuk mengklasifikasikan bakteri 

didasarkan pada bentuk dan susunan sel bakteri (Mohamad et al., 2014). Bakteri 

dibagi beberapa bentuk yang berbeda yaitu : bentuk bulat, bentuk batang, dan 

bentuk spiral (hafsan, 2017). 

Jenis-jenis bakteri yang terdapat di dalam tanah. Bakteri yang umum di 

dalam tanah sebagai berikut: Escherchia coli, Bacillus sp., Klebsiella pneumonia, 

Streptococcus pyogenes, Streptococcus aureus, Clostridium sp. Beberapa genus 

bakteri yang penting di dalam tanah yaitu Arthrobacter, Pseudomonas, 

Agrobacterium, Alcaligenes, Flavobacterium, Bacillus sp., walaupun dalam 
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jumlah kecil dapat berpengaruh baik pada tanah, hewan dan manusia. Bakteri 

tersebut berperan dalam proses pembusukan dan proses penyuburan dan 

prombakan bahan organik dan mineralisasi organik memacu pertumbuhan 

tanaman. Beberapa bakteri juga diketahui berperan negative sebagai patogen pada 

akar tumbuhan seperti Caryne bacterium, Erurnia, Pseudomonas dan 

Xanthomonas ( Yulipriyanto, 2010). 

Komposisi, kekayaan dan keragaman mikrobia tanah dipengaruhi oleh 

faktor biotik dan abiotik, baik di atas maupun di bawah tanah. Faktor biotik, 

seperti genotip inang, kultivar, stadia tanaman dan arsitektur akar. Faktor abiotik 

yang mempengaruhi seperti suhu, pH tanah, variasi musiman, adanya endapan 

rhizospheric yang bertindak sebagai sinyal kimiawi untuk mikroba dan 

pengaruhnya (Lakshmanan et al., 2014). 

2.3. Peran Bakteri Tanah bagi Pertanian 

Bakteri tanah ada yang menguntungkan dan juga merugikan, sama halnya 

seperti bakteri fugsional. Bakteri fungsional adalah bakteri yang memiliki peran 

penting dalam meningkatkan kesehatan tanah dan pertumbuhan tanaman. Ia 

berkontribusi secara langsung dan tidak langsung terhadap performa tanaman.  

Kelompok bakteri menguntungkan diantaranya memiliki kemampuan sebagai 

penambat N, pelarut fosfat, pengkhelat Fe
2+

, dan penghasil fitohormon, seperti 

IAA, giberelin, sitokinin, dan etilen (Salamat et al., 2021). Selain itu, beberapa 

bakteri juga berperan sebagai antagonis penyakit layu fusarium maupun sebagai 

penginduksi sistem ketahanan. 

Bakteri pelarut fosfat adalah bakteri yang dapat melarutkan fosfat sukar 

larut menjadi larut, baik yang berasal dari dalam tanah maupun dari pupuk, 

sehingga dapat diserap oleh tanaman (Alfiah dkk., 2016). Menurut Mindari dkk. 

(2018) Bakteri yang dapat menarutkan fosfat antara lain bakteri Penicillium sp., 

Pseudomonas sp., Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas aeruginosa dan lain-lain. 

Aktivitas bakteri pelarut fosfat mampu menghasilkan enzim fosfatase yang dapat 

memineralisasi fosfat organik yang ada di dalam tanah. Enzim fosfatase juga 

berperan peniting dalam proses hidrolisis fosfat organik menjadi fosfat anorganik 

(Fitriatin et al., 2020). Bakteri pelarut fosfat juga menghasilkan asam-asam 

organik seperti asam sitrat, asam glutamat dan asam suksinat serta bereaksi 
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dengan unsur Al
2+

 atau Fe
2+

 yang menghasilkan senyawa kompleks yang stabil 

serta melepaskan ion fosfat yang terikat menjadi tersedia bagi tanaman (Asrul 

dkk., 2020).  

Penambatan nitrogen oleh bakteri memberikan keuntungan bagi tanaman, 

sehingga pada masa sekarang banyak dimanfaatkan untuk praktek pertanian, 

karena menjadi alternatif pengganti pupuk anorganik (Bhat et al., 2015; Soumare 

et al., 2020). Sejak tahun 1800-an diketahui terdapat sekelompok bakteri tanah 

baik yang bersimbiosis ataupun hidup bebas yang mempunyai kemampuan 

memfiksasi N dari udara. Pilihan penyedia nitrogen secara hayati adalah dengan 

memanfaatkan bakteri penambat nitrogen bebas seperti Azotobacter dan 

Azospirillum (Ekawati dan Syekhfani, 2005). 

Mekanisme bakteri dalam menghasilkan zat pengatur tumbuh, yaitu 

interaksi secara langsung antara bakteri dengan tanaman atau dengan cara tidak 

langsung melalui aktivitas pengendalian patogen (Berg, 2009). Chitraselvi et al., 

(2015) mengatakan bahwa ZPT IAA diproduksi pada fase stationer pertumbuhan 

bakteri, karena IAA merupakan metabolit sekunder dari bakteri. Filum 

Actinomycetes yang mampu menghasilkan ZPT IAA antara lain Streptomyces 

riosus, Streptomyces scabies, Streptomyces albidoflavus, Streptomyces 

olivaceoviridis, Streptomyces viridis, Streptomyces hygroscopicus, Streptomyces 

rochei dan Streptomyces spp. (Khamna et al., 2010). 

Agen hayati adalah mikroorganisme seperti bakteri, jamur dan virus yang 

hidup di dalam tumbuhan dan bersimbiosis dengan tumbuhan untuk menghasilkan 

metabolik sekunder yang membatu pertahanan tanaman (Yurnaliza dkk., 2008). 

Pengendalian menggunakan agen hayati merupakan pilihan yang perlu 

dikembangkan, sebab relatif murah dan mudah dilakukan, serta bersifat ramah 

lingkungan (Soesanto, 2013). Agen hayati yang sudah banyak dilaporkan 

berperan sebagai agen antagonis patogen tanaman adalah rizobakteri. 
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III. MATERI DAN METODE 

3.1. Tempat dan Waktu 

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Patologi, Entomologi, 

Mikrobiologi dan Ilmu tanah (PEMTA) Fakultas Pertanian dan Peternakan, 

Universitas Islam Negeri Sultan Syarif Kasim Riau dan pengambilan sampel pada 

lahan pertanaman jeruk siam di Bangun Purba Timur Jaya, Kabupaten Rokan 

Hulu. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai dengan Juni 2025. 

3.2. Bahan dan Alat 

  Bahan yang digunakan yaitu sampel tanah, media Nutrient Agar (NA), 

media Potato Dextrose Agar (PDA), media Pikovskaya, agar bacteriological, 

NaCl fisiologis (NaCl 0,85% + akuades), set pewarnaan gram bakteri,  H2O2 3%, 

wrapping, aluminium foil, spritus, tisu, kertas label, kapas, alkohol 70%. Alat 

yang digunakan pada penelitian ini adalah inkubator, lampu Bunsen, pipet ukur, 

gelas beaker, mikroskop, auktoklaf, vortex, cawan Petri, hot plate, labu 

Erlenmeyer, timbangan analitik, laminar air flow, jarum Ose, tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, pisau kater, kaca objek, batang L, spatula, colony counter, cool box, 

magnetic stirrer, alat tulis, spatula, cangkul, cangkul, plastik klip, dan sarung 

tangan. 

3.3. Metode Penelitian 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini merupakan metode deskriptif 

kualitatif. Isolasi dilakukan pada tanah di pertanaman jeruk siam menggunakan 

metode pengenceran berseri.  

3.4. Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1. Pengambilan Sampel 

  Pengambilan sampel ini dilakukan secara aseptis pada tanah mineral di 

pertanaman jeruk siam yang berusia 1,5 tahun. Sampel diambil pada 5 titik, 

dengan masing-masing titik sebanyak 100 g. Pengambilan sampel dilakukan 

secara diagonal dengan kedalaman 0-20 cm. Kemudian sampel tanah yang sudah 

diambil dimasukkan ke dalam plastik klip dan diberi label selanjutnya 
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dimasukkan ke dakam kota es (cool box) dan dibawa ke laboraturium. 

Pengambilan titik sampel secara diagonal dapat dilihat pada Gambar 3.1. 

       100 m
 

                                                 Keter                    K 

 

  
 

 

 

 

Gambar 3.1. Pengambilan Titik Sampel Secara Diagonal 

Keterangan:       = Tanaman jeruk 

= Titik sampel    

3.4.2. Pembuatan Media 

1. Pembuatan Media 

Pembuatan media NA dilakukan sesuai anjuran yang terdapat kemasan 

yaitu 28 g/L. Media dimasukan ke dalam tabung Erlenmeyer kemudian 

tambahkan akuades dan beri penutup di mulut tabung Erlenmeyer menggunakan 

kapas dan juga aluminium foil, lalu dihomogenkan menggunakan hot plate dengan 

magnetic stire. 

2. Pembuatan Media PDA 

Pembuatan media PDA dilakukan sesuai anjuran yang terdapat kemasan 

yaitu 39 g/L. Media dimasukan ke dalam tabung Erlenmeyer kemudian 

tambahkan akuades dan beri penutup di mulut tabung Erlenmeyer menggunakan 

kapas dan juga aluminium foil, lalu dihomogenkan menggunakan hot plate dengan 

magnetic stire. 

3. Pembuatan Media Pikovskaya 

Pembuatan media Pikovskaya dilakukan sesuai anjuran yang terdapat 

kemasan yaitu 31,3 g/L. Media dimasukan ke dalam tabung Erlenmeyer kemudian 

tambahkan akuades dan beri penutup di mulut tabung Erlenmeyer menggunakan 

60 m
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kapas dan juga aluminium foil, lalu dihomogenkan menggunakan hot plate dengan 

magnetic stire. 

4. Pembuatan Media Tanpa N (Nitrogen) 

Pembuatan media Bacteriological dilakukan sesuai anjuran yang terdapat 

kemasan yaitu 15 g/L. Media dimasukan ke dalam tabung Erlenmeyer kemudian 

tambahkan akuades dan beri penutup di mulut tabung Erlenmeyer menggunakan 

kapas dan juga aluminium foil, lalu dihomogenkan menggunakan hot plate dengan 

magnetic stire. 

3.4.3. Sterilisasi Alat dan Bahan 

 Sebelum melakukan penelitian seluruh alat dan bahan disterilkan. alat 

terlebih dahulu dicuci dengan detergen, kemudian dibilas dengan air, 

dikeringkan, dan dibungkus dengan menggunakan aluminium foil (Wahdania, 

2020). Semua alat bahan yang tahan akan panas disterilisasikan menggunakan 

presto pada suhu 121°C selama 20 menit, sedangkan untuk bahan dilakukan 

selama 15 menit. Setelah alat dan bahan disterilisasi kemudian dinginakan 

didalam laminar air flow. 

3.4.4. Isolasi Bakteri 

  Isolasi bakteri dilakukan dengan mengguanakan teknik Wulandari dkk., 

(2020) yang dimodifikasi. Sampel tanah sebanyak 10 gr dimasukkan kedalam 

erlenmeyer yang telah terisi 90 ml akuades steril dan dihomogenkan 

menggunakan vortex. Kemudian dilakukan pengenceran, dari pengenceran 10
-1

 

diambil 1 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml NaCl fisiologis 

untuk diencerkan lagi menjadi 10
-2

 dan seterusnya sampai 10
-6

 . Inokulasi bakteri 

dilakukan dengan penanaman 3 seri pengenceran terakhir (10
-4

 - 10
-6

 ) masing-

masing ditanam pada media NA sebanyak 0,2 ml dengan menggunakan metode 

tuang (pour plate) (Sahara dkk., 2019). Inkubasi cawan petri pada posisi terbalik 

selama 1x24 jam dengan suhu 37°C (Wulandari dkk., 2020).  

3.4.5. Pemurnian Bakteri 

  Isolat bakteri yang memiliki kriteria yang sama dinyatakan sebagai isolat 

yang sama kemudian isolat bakteri yang didapat harus dimurnikan untuk 

mendapatkan biakan murni karena koloni yang tumbuh dalam cawan Petri masih 
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terdapat beberapa koloni. Pemurnian bakteri dilakukan dengan cara digoreskan 

menggunakan jarum Ose dengan teknik gores zig – zag pada media NA, 

kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Waluyo, 2008). Koloni 

yang terpisah dianggap sebagai koloni tunggal kemudian disimpan dalam botol 

sub kultur untuk digunakan uji-uji selanjutnya. Pemurnian bakteri dapat dilihat 

pada Gambar 3.2 

 

Gambar 3.2. Pemurniaan Bakteri  

(Sumber: Suganda, 2024) 

3.5. Parameter Penelitian 

3.5.1. Jumlah Sel Bakteri dan Karakteristik Makroskopis Koloni Bakteri 

 Perhitungan populasi bakteri dilakukan dengan cara menghitung jumlah 

koloni per isolat yang tumbuh pada media NA. Metode yang digunakan ialah 

metode cawan hitung. Perhitungan populasi bakteri pada cawan petri dapat 

dilakukan dengan membagi cawan petri menjadi empat bagian pada bagian bawah 

cawan petri dengan spidol yang tidak permanen untuk memudahkan dalam 

menghitung populasi bakteri. Cawan yang dipilih dan dihitung adalah cawan petri 

yang mengandung koloni antara 30- 300. Jika tidak ada, maka dipilih yang 

mendekati 300 (Wulandari dkk., 2020). Rumus menghitung jumlah koloni dalam 

satuan colony forming unit (CFU) adalah sebagai berikut: 

Jumlah CFU = 
 

          
 

 

                  
                                 

 Pengamatan karakteristik makroskropis dilakukan untuk mengetahui 

morfologi ataupun karakteristik makroskopis dari koloni bakteri pada setiap isolat. 

Isolat tunggal yang berhasil dimurnikan, dikulturkan pada media NA dalam 



12 
 

cawan petri, kemudian diinkubasi selama ± 1 minggu, selanjutnya diamati secara 

langsung morfologinya yaitu bentuk koloni, elevasi, tepi koloni dan warna koloni 

bakteri (Nuraini dkk., 2020). Kriteria karakteristik makroskopis koloni bakteri 

dapat dilihat pada Tabel 3.1. 

 

 

Tabel 3.1 Parameter Pengamatan Morfologi Makroskopis 

Variabel Kriteria 

Bentuk koloni Diamati baik secara langsung maupun dengan 

menggunakan mikroskop. Secara langsung dengan malihat 

pertumbuhan koloni diatas permukaan agar (Cappucino 

dan Sherman, 2002). Secara mikroskopis menggunakan 

mikroskop pembesaran 40 kali. 

Elevasi Datar, timbul, koveks, gunung, umbonat, berbukit, tumbuh 

ke dalam media, krateriforn Elevasi adalah derajat 

pertumbuhan bakteri diatas permukaan agar, diamati 

dengan cara mengangkat cawan petri sejajar dengan mata 

pengamat, lalu mengidentifikasi apakah pertumbuhan rata, 

tebal, cembung atau bergelombang. 

Tepi koloni Diamati dengan melihat setiap pinggiran koloni pada 

permukaan media agar, pertumbuhan tepi koloni dapat 

berlekuk, rata, bergelombang atau bergerigi. 

Warna koloni Berwarna dan tidak berwarna 
Sumber: Nuraini dkk. (2020) 

3.5.2.  Karakteristik Mikroskopis Bakteri dan Aktivitas Katalase  

a.  Bentuk Sel dan Kelompok Gram  

 Pengamatan bentuk dan kelompok gram dilakukan dengan cara melakukan 

pewarnaan Gram terlebih dahulu. Pewarnaan Gram dilakukan pada isolat bakteri 

yang berumur kurang dari 24 jam. Prosedur kerja dari pewarnaan Gram ini yaitu 

membersihkan kaca objek menggunakan akuades dan alkohol 70%, memanaskan 

jarum Ose hingga merah bata, kemudian meneteskan satu tetes akuades diatas 

kaca objek. Koloni bakteri diambil dari tabung reaksi dan diratakan pada 

permukaan gelas objek, fiksasi preparat dan ditetesi kristal violet sebanyak 2 tetes 

biarkan selama 60 detik, lalu dicuci kembali dengan akuades dan dikeringkan, 

lugol diteteskan sebanyak 2 tetes dan didiamkan selama 60 detik, dicuci dengan 

alkohol 70% setelah itu dicuci menggunakan akuades, tambahkan 2 tetes safranin 

biarkan selama 30 detik, bilas dengan akuades dan tunggu hingga mengering 
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(Suganda, 2024). Pengamatan dilakukan dengan mikroskop perbesaran 1000x. 

Hasil pengamatan positif jika didapatkan sel bakteri berwarna ungu (Candra dkk., 

2017). 

b.  Keberadaan Endospora  

 Keberadaan endospora dilihat di bawah mikroskop setelah isolat bakteri 

diwarnai dengan pewarnaan endospora. Pewarnaan endospore hanya dilakukan 

untuk bakteri Gram positif. Adapun langkah awal yang dilakukan adalah dengan 

mengambil satu Ose biakan bakteri terpilih umur 24 jam dari media NA lalu 

diletakkan diatas gelas yang telah ditetesi dengan akuades steril. Kemudian 

difiksasi diatas lampu bunsen hingga sel isolat bakteri diperkirakan menempel 

dengan sempurna di atas gelas objek, selanjutnya hasil tersebut ditetesi dengan cat 

hijau malakit 2-3 tetes selama 30 detik lalu dicuci dengan air mengalir selama 30 

detik dan dikeringanginkan. Hasil pengecatan kemudian ditetesi dengan safranin 

selama 30 detik, lalu dicuci dengan air mengalir kemudian didiamkan hingga 

kering. Hasil diamati menggunakan mikroskop dengan perbesaran kuat. Spora 

yang terlepas dari sel akan tampak berwarna hijau, spora yang masih terdapat di 

dalam sel akan tampak transparan, sedangkan sel vegetatif akan berwarna merah 

(Saragih, 2013). 

c.  Aktivitas Katalase  

 Uji katalase dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

menghasilkan enzim katalase. Uji katalase dilakukan dengan menggunakan 

hidrogen peroksida (H2O2 3%), koloni diambil dari Cawan Petri dan digoreskan 

pada kaca objek yang kering. Hasil goresan selanjutnya diteteskan H2O2 3% 

sebanyak 2-3 tetes. Isolat bakteri yang bereaksi positif akan membentuk 

gelembung udara, hal tersebut menunjukkan bahwa isolat memiliki enzim katalase 

yang dapat memecah hidrogen peroksida (H2O2) menjadi air dan oksigen, bila 

terbentuk gelembung udara, dinyatakan katalase positif (Pambudi dkk., 2013). 

3.5.4.  Bioaktivitas Isolat 

a.  Kemampuan melarutkan fosfat (BPF)  

Pengujian ini bertujuan untuk mengukur kemampuan BPF dalam 

melarutkan fosfat dengan cara menghitung Indeks Kelarutan Fosfat (IKF) dari 

setiap isolat bakteri yang telah diperoleh diatas media pikovskya. Uji BPF 
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dilakukan dengan menitikkan 4 titik pada cawan petri kemudian diletakkan di 

ruangan inkubasi selama 10 hari, dan apabila menunjukkan reaksi yang positif 

maka akan membentuk daerah berwarna putih bening (holozone) disekeliling 

koloni dan dapat dikatakan bakteri tersebut tergolong bakteri yang memiliki 

kemampuan melarutkan fosfat (Tarigan, 2023). 

IKF 
DK  B

DK
 

Keterangan : 

IKF : Indeks kelarutan fosfat 

DK  : Diameter koloni 

ZB : Zona bening  

b. Kemampuan menambat nitrogen  

Uji penambat nitrogen dilakukan dengan mengambil sebanyak 1 ose 

bakteri dan diinokulasi pada media tanpa N (Nitrogen). Isolat kemudian 

diinkubasi pada suhu 30°C selama 5-7 hari. Indikator koloni bakteri penambat 

Nitrogen dapat dilihat dari koloni yang tumbuh pada permukaan media (Sangkala 

dkk.,2021). 

c.  Aktifitas antagonis  

 Uji ini dilakukan dengan menumbuhkan Aspergillus sp. diatas media PDA 

yang telah disebarkan bakteri agen antagonis untuk perlakuan dan menumbuhkan 

Aspergillus sp. pada media PDA tanpa sebaran bakteri untuk kontrol. Selanjutnya 

Pengamatan daya hambat dilakukan dengan mengukur diameter pertumbuhan 

jamur Aspergillus sp. pada kontrol dan perlakuan. Pengamatan dilakukan sampai 

koloni Aspergillus sp. pada kontrol berhenti pertumbuhannya (Rizkina, 2022). 

Perhitungan EDH dinyatakan dalam satuan persen (%) dengan rumus Rakesh et 

al., (2013) sebagai berikut: 

 D  
DK DP

DK
      

 

Keterangan: 

EDH : Efektifitas Daya Hambat (%) 

DK : Diameter Kontrol 

DP : Diameter Perlakuan 
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3.6. Analisis Data 

 Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk 

tabel dan gambar. Data jumlah koloni dihitung dan dijumlahkan untuk 

mendapatkan populasi bakteri per isolat. Data juga disajikan dengan pengamatan 

morfologi secara makroskopis dan mikroskopis. Setelah itu melakukan uji 

aktivitas biologi pada isolate seperti kemampuan menambat nitrogen, melarutkan 

fosfat, dan aktivitas antagonis. 
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V.  PENUTUP 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil isolasi dari tanah di pertanaman jeruk siam terdapat 5 

isolat bakteri dengan jumlah populasi bakteri yaitu 4,8 × 10
8
 CFU/g. Seluruh 

isolat berpotensi sebagai bakteri fungsional karena mampu dalam penambat 

nitrogen dan memiliki aktivitas antagonis.  

5.2.  Saran 

1.  Identifikasi perlu dilakukan untuk menentukan spesies isolat.  

2.  Penelitian lebih lanjut mengenai aktivitas antifitopatogen terhadap 

fitopatogen pada pertanaman jeruk siam. 
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