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TATA TERTIB PRAKTIKUM 

 

1. Praktikan wajib hadir 5 menit sebelum praktikum berlangsung. Praktikan tidak 

diperkenankan mengikuti praktikum apabila keterlambatan lebih dari 15 menit tanpa 

keterangan yang jelas. 

2. Praktikan diharuskan memakai jas laboratorium(sebelum memasuki laboratorium) 

dan nametag (berisi nama panggilan dan NPM). Pemakaian jas laboratorium juga 

diwajibkan saat melakukan pengamatan hasil di luar jam praktikum. 

3. Setiap praktikan harus mempelajari dan memahami teori dan prosedur kerja sebelum 

praktek berlangsung. Sebelum praktikum dimulai, praktikan wajib mengumpulkan 

jurnal/logbook yang merupakan prasyarat mengikuti acara praktikum pada hari itu. 

Bagi yang tidak mengumpulkan, tidak diperbolehkan mengikuti praktikum pada hari 

itu. 

4. Praktikan bekerja secara berkelompok sesuai pengelompokan yang telah ditentukan. 

5. Praktikan diharuskan bekerja secara terencana, hati-hati dan teliti. Setelah selesai 

praktikum, alat-alat maupun bahan yang digunakan harus dikembalikan dalam 

kondisi bersih dan utuh. Semua praktikan bertanggung jawab terhadap kebersihan 

dan keamanan ruang praktikum, serta alat-alat yang digunakan. 

6. Praktikan yang memecahkan/merusakkan/menghilangkan alat diharuskan melapor 

ke dosen/asisten dan mengganti alat tersebut secepatnya.  

7. Praktikan diharuskan menjaga kemurnian bahan-bahan yang dipakai dan 

menjauhkan segala macam kontaminan yang dapat mengganggu kevalidan hasil 

praktikum. 

8. Tidak ada susulan praktikum. Bagi praktikan yang berhalangan hadir karena alasan 

sakit atau tugas lain diberi kesempatan untuk mengikuti praktikum di kelas lain 

(dengan catatan praktikum kelas lain belum berlangsung). Praktikan terlebih dulu 

meminta ijin kepada koordinator praktikum dengan membawa surat keterangan sakit 

atau tugas. 

9. Setelah selesai pelaksanaan dan pengamatan praktikum, praktikan wajib membuat 

laporan sementara yang akan dikoreksi oleh asisten pendamping kelompok yang 

bersangkutan. Data sementara yang sudah disetujui asisten bisa langsung dibawa 

pulang untuk dibuat Laporan Akhir. Pengamatan dilakukan sesuai kebutuhan dan 

waktu yang telah ditentukan. 

10. Pengamatan praktikum yang dilakukan di luar jam praktikum harus didampingi oleh 

asisten. Praktikan bisa membuat kesepakatan dengan asisten sesuai kebutuhan dan 

waktu yang diperlukan. 

11. Untuk mengikuti praktikum minggu berikutnya diharuskan sudah menyerahkan 

Laporan Akhir dari modul praktikum minggu sebelumnya. Bila pada saat itu tidak 

menyerahkan laporan, nilai laporan sama dengan NOL. 

12. Bila praktikan berhalangan dan tidak dapat mengikuti acara praktikum yang 

menyebabkan nilai-nilainya kosong, maka nilai akhir adalah seluruh nilai yang ada 

dan kemudian dikonversi berdasar standar nilai yang telah ditetapkan. 
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SOP PRAKTIKUM MIKROBIOLOGI 
 

Selama menjalankan Praktikum Mikrobiologi, setiap praktikan akan selalu 

berhubungan dengan mikroba, baik pathogen maupun non-patogen. Oleh karenanya, 

setiap praktikan diharuskan mentaati peraturan yang telah ditetapkan dan 

menjalankan petunjuk yang diberikan asisten. 

1. Tas dan benda-benda lain yang tidak diperlukan diletakkan pada tempat yang 

disediakan.  

2. Bersihkan meja laboratorium dengan desinfektan sebelum dan sesudah kegiatan 

praktikum. 

3. Cucilah tangan dengan air dan sabun sebelum dan sesudah kegiatan praktikum atau 

bila ke luar dari ruangan laboratorium. 

4. Tidak merokok, makan atau minum di ruang laboratorium. 

5. Jauhkan tangan anda dari mulut, hidung, mata dan telingaselama bekerja di 

laboratorium. 

6. Perlakukan semua organisme yang ditangani sebagai patogen atau mampu 

menimbulkan penyakit. Kebanyakan biakan yang disediakan laboratorium tidak 

berbahaya, tetapi beberapa di 

7. antaranya berbahaya. 

8. Tidak diperkenankan membawa keluar biakan mikroba apapun dari ruangan 

laboratorium. 

9. Usahakan mikroba yang ditangani tidak tercecer dan tidak tercampur dengan 

mikroba lain. 

10. Bila biakan yang tercecer ke lantai atau di meja praktikum, tuangkan desinfektan di 

atasnya, seka dengan kertas tissue/kapas dan buang di tempat yang disediakan. 

11. Bila praktikan memecahkan tabung berisi mikroba, tuangkan desinfektan ke 

atasnya, sapukan dan buang di tempat yang disediakan atau tuangkan spiritus dan 

kemudian bakar. 

12. Bila anda terkontaminasi atau terluka, hubungi asisten. 

13. Buanglah sampah-sampah yang tidak terkontaminasi di tempat yang disediakan. 

14. Jarum inokulasi dan ose harus disterilkan dengan cara memijarkan seluruh panjang 

kawatnya sebelum dan sesudah setiap penggunaan.  

15. Apabila pipet yang sama perlu digunakan lebih dari 1 kali, jangan meletakkannya 

langsung di atas meja di antara penggunaan, tetapi letakkanlah pada penyangga 

pipet yang telah tersedia. 

16. Api pada pembakar bunsen harus dimatikan pada waktu tidak digunakan. 

17. Biakan yang tidak diperlukan lagi serta bahan-bahan bekas pakai yang mempunyai 

potensi bahaya harus diletakkan dalam tempatnya masing-masing yang disediakan. 

18. Kurangi bercakap-cakap selama praktikum, agar tidak merugikan pekerjaan sendiri 

atau rekan lain. 

19. Setiap pengerjaan praktikum dan pengamatan harus dicatat dengan cermat. 

20. Setiap praktikan diwajibkan membersihkan mikroskop dan mengembalikan ke 

tempat semula setelah digunakan. Selain itu, praktikan diharuskan untuk 

membersihkan meja kerja, memeriksa nyala api dan listrik dipadamkan, menutup 

kran air dan gas, mencuci tangan dengan desinfektan, kemudian melapor ke asisten 

jika praktikum telah selesai. 
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PANDUAN PENYUSUNAN JURNAL/LOGBOOK DAN LAPORAN 

PRAKTIKUM 
 

1. Jurnal/logbook dan Laporan Akhir dibuat perorang dan ditulis tangan. 

2. Masing-masing praktikan diwajibkan membuat dan membawa jurnal/logbook 

praktikum yang mencakup : Judul, Tujuan, Prinsip, Teori Dasar (teori yang 

berkaitan dan mendasari percobaan yang dilakukan, maks. 4 hal), Alat dan Bahan, 

dan Cara Kerja (dibuat diagram alir). Jurnal/logbook ini menjadi syarat praktikan 

untuk mengikuti praktikum dan mendapat acc jurnal. 

3. Hasil pengamatan saat praktikum dibuat secara berkelompok dalam laporan 

sementara yang diserahkan pada asisten untuk mendapat acc kerja dan disalin ke 

dalam laporan akhir masing-masing praktikan. 

4. Laporan akhir dibuat dengan menambahkan Data Pengamatan (yang sudah di acc 

asisten, keterangan gambar ditulis secara lengkap), Pembahasan, Kesimpulan 

(menjawab tujuan berdasarkan hasil percobaan bukan menuliskan teori), dan 

Daftar Pustaka (tulis hanya yang dijadikan acuan dalam jurnal dan laporan). 

5. Copy paste laporan tidak diperbolehkan. 

6. Laporan Akhir dikumpulkan pada pertemuan praktikum berikutnya setelah 

pengamatan selesai. 

 

Contoh Hasil Pengamatan dengan Keterangan Lengkap 
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MODUL 1. STERILISASI ALAT, BAHAN, DAN MEDIA 

 

A. TUJUAN 

 Mahasiswa dapat menyiapkan dan melakukan berbagai macam prosedur 

sterilisasi alat-alat dan bahan yang digunakan dalam pemeriksaan secara 

mikrobiologi 

 Mahasiswa dapat menyiapkan dan membuat media baik padat maupun cair yang 

berhubungan dengan pekerjaan mikrobiologi 

 

B. PRINSIP 

Persiapan, pembuatan serta sterilisasi alat, bahan dan media merupakan tahap awal pada 

pengerjaan mikrobiologi. Sterilisasi dapat dilakukan dengan cara sterilisasi basah 

(autoklaf pada suhu 121
0
C selama 15-20 menit) atau sterilisasi kering (oven pada suhu 

170
0
C selama 1 jam). 

  

C. TEORI DASAR 

Sterilisasi merupakan suatu proses menghilangkan mikroorganisme hidup. Proses 

sterilisasi umumnya merupakan tahap akhir pengolahan sediaan atau produk yang harus 

terbebas dari mikroba. Sterilisasi dapat dilakukan dengan menggunakan uap air, panas 

kering, gas, radiasi ion, dan dengan cara penyaringan. 

Sterilisasi dengan cara panas merupakan fungsi dari kombinasi waktu dan suhu yang 

digunakan. Bila suhu dinaikkan, waktu yang diperlukan menjadi lebih pendek. 

Konstituen penting dari jasad hidup  seperti protein  dan asam nukleat akan didenaturasi 

sesuai dengan kecepatan naiknya suhu di atas 50
o
C.  

Sterilisasi panas dan lembab menggunakan uap air jenuh dengan tekanan Proses 

sterilisasi ini dilakukan pada suhu 121
o
C selama 15 menit menggunakan autoklaf. Cara 

ini digunakan untuk alat dan sediaan berikut :  

a. Larutan atau suspensi dengan pembawa air.  

b. Kain pembalut untuk bedah. Dianjurkan dilakukan pada suhu 134
o
C selama 3 

menit. 

c. Penutup dari karet atau plastik.  Bila disterilkan terpisah dari wadahnya. 

d. Instrumen dari logam. Pemanasan segera diperlukan untuk melindungi 

terjadinya engkaratan.  

e. Aparatus dari Gelas dan Wadahnya.  Bila tidak dapat dengan cara pemanasan 

kering, seperti bagian yang terbuat dari karet.  

f. Alat gelas lainnya seperti gelas Erlemeyer, gelas piala, pipet (ukur, volume) 

gelas ukur, labu tentukur, cawan Petri. Sebelumnya harus dibungkus dengan 

kertas perkamen atau alufoil, sedangkan labu Erlemeyer dan labu ukur atau 

labu tentukur harus ditutup dengan kapas berlemak dan dilapisi alufoil. Untuk 

jenis pipet dapat disimpan dalam tabung logam tembaga atau logam tahan 

karat yang bertutup.  

g. Media untuk Pekerjaan Mikrobiologi 

Setelah dilarutkan dalam air dan diatur pHnya, dimasukkan dalam labu 

Erlemeyer yang sesuai, ditutup dengan kapas berlemak dan aluminium foil 

baru dilakukan sterilisasi. 

Sterilisasi panas kering digunakan  oven dengan suhu 170
o
C selama 1 jam. Cara ini 

digunakan terutama untuk mensterilkan :  

a. Alat gelas  - perlu dilakukan pencucian dengan air yang tidak mengandung 

pirogen. 

b. Peralatan porselin dan logam. 

c. Minyak dan Lemak -  termasuk injeksi dengan pembawa minyak.  

d. Sediaan Serbuk -  termasuk produk alami seperti talkum, yang mungkin  

mengandung spora yang resisten. Pemanasan yang tinggi akan 

menghancurkan pirogen. 
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D. ALAT DAN BAHAN 

- Pipet ukur/volume, Erlenmeyer, tabung reaksi, cawan petri, botol media, gelas ukur, 

batang pengaduk, spatel 

- Autoklaf, Oven, Timbangan 

- Alumunium foil, kapas berlemak, tali kasur, kertas label dan gunting, kertas timbang, 

lap tangan, tisu, kaki tiga, kassa asbes, Bunsen 

- Media Nutrien Agar, Media Nutrien Broth, dan NaCl 
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E. PROSEDUR PERCOBAAN 

PERSIAPAN DAN STERILISASI ALAT 

1. Alat-alat yang akan disterilisasi dicuci bersih terlebih dahulu dan dikeringkan. 

2. Tutup alat-alat yang mempunyai mulut seperti : tabung reaksi, Erlenmeyer, botol 

media, gelas ukur, labu takar, dan pipet dengan kapas berlemak. Caranya adalah 

sebagai berikut : ambil sepotong kapas, lipat kedua ujungnya sehingga berbentuk 

segiempat (besarnya segiempat tergantung pada besarnya mulut alat). Gulung 

kapas sehingga berbentuk silinder yang cukup padat dan dapat masuk ke dalam 

mulut alat (2/3 bagian kapas berada di dalam mulut alat). Khusus untuk pipet, 

tutup kapas ini dimasukkan ke dalam mulut pipet dengan sebatang kawat dan 

kapas yang terurai keluar dari bagian mulut pipet dihilangkan dengan cara 

melewatkan mulut pipet melalui nyala api bunsen. 

3. Sebelum disterilisasi, kapas penutup tabung, labu takar, Erlenmeyer, dan botol 

media ditutup lagi dengan alumunium foil atau bahan lain yang sesuai. Demikian 

pula alat-alat yang permukaannya harus steril seperti pipet, dibungkus satu 

persatu atau dapat ditempatkan dalam tabung penyimpan pipet. Sedangkan untuk 

cawan petri, dibungkus seluruhnya dengan alumunium foil. 

4. Alat-alat gelas dan alat lain yang tidak presisi disterilisasi dengan menggunakan 

oven pada suhu 170
0
C selama 1 jam, sedangkan alat-alat yang presisi disterilisasi 

menggunakan autoklaf pada suhu 121
0
C selama 15-20 menit. Apabila alat-alat 

tersebut telah disterilisasi menggunakan autoklaf, keringkan pada oven pengering 

dengan suhu 70
0
C selama 30 menit, untuk menghilangkan uap air yang mungkin 

masih tersisa pada alat. 

Simpan alat-alat tersebut untuk digunakan pada praktikum selanjutnya dan jangan 

lupa diberi etiket supaya tidak tertukar. 

 

PEMBUATAN & STERILISASI MEDIA SERTA LARUTAN PENGENCER 

1. Tiap kelompok, menimbang Nutrien Agar, Nutrien  Broth,  dan  NaCl  untuk  

pembuatan 50 mL. Catatan : Nutrien Agar = 28 gram untuk 1000 mL, Nutrien 

Broth = 8 gram untuk 1000 mL, dan NaCl fisiologis adalah 0,9% b/v. 

2. Masukkan masing-masing media yang telah ditimbang ke dalam Erlenmeyer 

yang sudah diberi tanda sesuai dengan nama media tersebut. 

3. Tambahkan akuades 50 mL, lalu panaskan di atas nyala api bunsen sambil  

diaduk sampai larutan tidak keruh lagi/jernih (awal larutan akan mendidih). 

4. Tuangkan dalam botol media, lalu tutup dengan kapas dan alumunium foil serta 

ikat dengan benang kasur. Setiap wadah media harus diberi etiket. 

5. Contoh  : 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Sterilisasi media yang telah dibuat dalam autoklaf pada suhu 121
0
C selama 15-20 

menit. (Catatan : Prosedur penggunaan autoklaf harus dikuasai sebelum 

menggunakan alat tersebut)  

7. Setelah steril, biarkan dahulu pada suhu kamar sampai suhunya sama dengan 

suhu kamar, kemudian masukkan ke dalam lemari pendingin untuk disimpan. 

Media dan larutan pengencer ini, akan dipergunakan pada praktikum selanjutnya.  

8. Amati apakah media dan larutan pengencer tersebut tetap steril (tetap jernih) atau 

telah terkontaminasi (menjadi keruh) selama penyimpanan. Pengamatan 

dilakukan selama satu minggu. 

 

 

24 Februari 2019 

(Tanggal pembuatan) 

 

Media Nutrien Agar 

(Nama Media) 

 

Messa 

(Nama pembuat) 
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F. HASIL PENGAMATAN 

Nama Media dan 

Larutan Pengencer 

Kondisi 

Hari ke-3 Hari ke-5 

 

1. Nutrien Agar 

 

  

2. Nutrien Broth   

3. NaCl 0,9%   

 

 

 

 

 

 

 
 

  



Panduan Praktikum Mikrobiologi 2019 

 

Sekolah Tinggi Farmasi Indonesia (STFI) Bandung 10 

 

MODUL 2 DASAR DASAR TEKNIK MIKROBIOLOGI 

 

A. TUJUAN 

 Mahasiswa mampu melakukan teknik kerja aseptik  

 Mahasiswa mampu melakukan dan menguasai teknik inokulasi dengan baik, 

secara goresan maupun tusukan, pada media padat maupun media cair 

 Mahasiswa mampu melakukan dan menguasai teknik pengenceran 

 Mahasiswa mampu membuat apusan bakteri 

 

B. PRINSIP 

Inokulasi, pembuatan dan peremajaan biakan dalam media padat dan cair 

merupakan teknik  menanam inokula (bahan yang mengandung mikroba  atau  

biakan  mikroba) yang dilakukan secara aseptik ke dalam media biakan steril, baik  

dalam  media  padat  maupun  cair  dengan cara goresan maupun tusukan. 

Pengenceran adalah melarutkan atau melepaskan mikroba dari substratnya ke dalam 

air untuk mengurangi kepadatan mikroba yang akan diinokulasi. 

Fiksasi merupakan teknik pembuatan lapisan suspensi/apusan bakteri yang menjadi 

tahapan awal dalam berbagai teknik pewarnaan. 

 

C. TEORI DASAR 

Semua pengerjaan mikrobiologi, mulai dari pengambilan sampel, isolasi, 

pengenceran, dan inokulasi untuk perbanyakan harus dilakukan secara aseptik untuk 

menghindari segala kemungkinan kontaminasi. Salah satu teknik aseptik yang 

umum dilakukan adalah selalu bekerja di sekitar nyala api Bunsen yang memberikan 

daerah “steril” dalam radius 20 cm. Udara ruangan tempat bekerja, tangan, rambut 

dan pakaian dari praktikan merupakan sumber kontaminasi sehingga dianjurkan 

untuk mencuci tangan dengan cairan antiseptik sebelum bekerja dan tidak berbicara 

selama melakukan inokulasi. Bila suatu pengerjaan aseptik telah selesai, perkecil api 

Bunsen dan matikan. Sebelum meninggalkan laboratorium, cucilah tangan memakai 

cairan antiseptik dan sabun, lalu bilas dengan air. 

TEKNIK INOKULASI 

Inokulasi adalah menanam inokula secara aseptik ke dalam media steril. Inokula 

adalah bahan yang mengandung mikroba atau biakan mikroba, baik dalam keadaan 

cair maupun padat. Inokulasi dapat dilakukan pada media padat (secara goresan atau 

tusukan), serta pada media cair. Secara umum inokulasi ini memiliki beberapa 

tujuan yaitu sebagai berikut: 

 Pengkayaan sel viabel mikroba 

 Pemurnian atau memperoleh koloni spesifik 

 Pengamatan karakteristik mikroba, misal motilitas menggunakan medium, uji 

biokimia, uji resistensi, uji Camp, dll 

 Penghitungan mikroba 

Mikroba jarang terdapat di alam dalam keadaan murni. Kebanyakan merupakan 

campuran bermacam-macam spesies mikroba. Pemisahannya dapat dilakukan 

melalui berbagai teknik isolasi dan penanaman mikroba, diantaranya : 

a) Spread Plate (metode semai) 

Spread plate adalah teknik menanam dengan menyebarkan suspensi bakteri di 

permukaan agar diperoleh kultur yang relatif merata sehingga dapat dihitung. 

Pada metode sebar sejumlah biakan (umumnya 0,1 - 0,5 mL) disebar pada 

permukaan agar, dengan menggunakan spreader (batang bengkok) steril. Cawan 

kemudian diinkubasi pada suhu dan waktu sesuai dengan yang dipersyaratkan.  
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Metode Semai 

 

b) Pour Plate (metode tuang) 

Teknik ini memerlukan agar yang belum padat (>45
o
C) untuk dituang bersama 

suspensi bakteri ke dalam cawan Petri lalu kemudian dihomogenkan dan 

dibiarkan memadat. Hal ini akan menyebarkan sel-sel bakteri tidak hanya pada 

permukaan agar saja melainkan sel terendam agar (di dalam agar) sehingga 

terdapat sel yang tumbuh di permukaan agar yang kaya O2 dan ada yang tumbuh 

di dalam agar yang kurang mengandung oksigen.  

 

 
Metode Tuang 

 

Mengapa jumlah suspensi mikroba pada spread plate 0,1 – 0,5 mL sedangkan 

pour plate 1 mL? 

 

c) Teknik Penanaman dengan Goresan (Streak) 

Teknik penanaman dengan goresan bertujuan untuk mengisolasi mikroorganisme 

dari campurannya atau meremajakan (memperkaya) kultur ke dalam medium baru.  

i. Goresan Sinambung 

Adapun prosedur kerja yang dilakukan adalah sebagai berikut : 

 Sentuhkan inokulum loop (jarum Ose) pada koloni atau suspensi mikroba dan 

gores secara kontinyu sampai setengah permukaan agar. 

 Jangan pijarkan loop, lalu putar cawan 180
o
C lanjutkan goresan sampai habis. 

 

 
Continous Streak 

ii. Goresan T 

 Bagi cawan menjadi 3 bagian menggunakan spidol marker 

 Inokulasi daerah 1 dengan streak zig-zag 

 Panaskan jarum inokulan dan tunggu dingin, kemudian lanjutkan streak zig-zag 

pada daerah 2 (streak pada gambar). Cawan diputar untuk memperoleh goresan 

yang sempurna 

 Lakukan hal yang sama pada daerah 3 

 

http://lh6.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKoasFNT8I/AAAAAAAAAcI/uSkzLn_AYzc/clip_image0203.jpg
http://lh4.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKoeNgBdiI/AAAAAAAAAcQ/oGPP7y0KsDI/clip_image0223.jpg
http://lh5.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKohjZU-sI/AAAAAAAAAcY/T7z_xh0cAVA/clip_image0243.jpg
http://lh3.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKokiAWJcI/AAAAAAAAAcg/XzzbDEXZWnQ/clip_image0263.jpg
http://lh3.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKopm1mSlI/AAAAAAAAAco/RMjdVE-f3oo/clip_image0283.jpg
http://lh5.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKovhBQomI/AAAAAAAAAc4/8CcwCC2g4wI/clip_image0323.jpg
http://lh4.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKoyYVcMSI/AAAAAAAAAdA/Zt84AcnH8wY/clip_image0343.jpg
http://lh6.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKo1tkRXVI/AAAAAAAAAdI/2hZIROeOBAM/clip_image0363.jpg
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T Streak Ways 

iii. Goresan Kuadran (Streakquadrant) 

 Hampir sama dengan goresan T, namun berpola goresan yang berbeda yaitu 

dibagi empat.  

 Daerah 1 merupakan goresan awal sehingga masih mengandung banyak sel 

mikroorganisme. 

 Goresan selanjutnya dipotongkan atau disilangkan dari goresan pertama 

sehingga jumlah semakin sedikit dan akhirnya terpisah-pisah menjadi koloni 

tunggal. 

 

 
Four Streak Ways 

 

iv. Teknik Apus (Swab) 

Teknik ini pada dasarnya sama dengan teknik gores menggunakan jarum Ose 

atau loop hanya yang menjadi pembeda adalah media alat pada teknik ini adalah 

Swab (semacam cotton bud yang steril) 

 

v. Inokulasi Agar Miring 

 Siapkan biakan, media agar miring dan jarum ose. 

 Nyalakan pembakar bunsen / lampu spiritus dan bakar ose sampai membara. 

 Setelah dingin cuplik biakan yang diinginkan, goreskan cuplikan pada dasar 

permukaan agar miring hingga atas dengan pola zig-zag 

Catatan: 

Setiap inokulasi wajib diberi keterangan minimal nama mikroba, tanggal inokulasi 

dan atau keterangan pengenceran. 

 

TEKNIK PENGENCERAN 

 
Skema Teknik Pengenceran 

 
 
 

http://lh5.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKo4hXIjXI/AAAAAAAAAdQ/KQswbjIf2YM/clip_image0383.jpg
http://lh3.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKo8Jq4hOI/AAAAAAAAAdY/Budr_VyEaiM/clip_image0403.jpg
http://lh4.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKo_k5Xp8I/AAAAAAAAAdg/T5bEJqMcLtY/clip_image0423.jpg
http://lh4.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKpD8JWtOI/AAAAAAAAAdo/V3cTvbvoPZQ/clip_image0443.jpg
http://lh5.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKpG8yjhMI/AAAAAAAAAdw/IaueTghDrHY/clip_image0463.jpg
http://lh5.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKpKD-y3TI/AAAAAAAAAd4/iW-CEuUaDz8/clip_image0483.jpg
http://lh3.ggpht.com/_kFz4vOoppxQ/SSKpNJR0Z3I/AAAAAAAAAeA/ZtJPr7hpjuc/clip_image0503.jpg
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TEKNIK APUSAN BAKTERI 

Bakteri atau mikroba lainnya dapat dilihat dengan mikroskop cahaya tanpa atau 

dengan pewarnaan.Pewarnaan bakteri umumnya menggunakan lebih dari satu 

tingkat pengecatan. Hasil pengecatan dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti : 

fiksasi, substrat, dekolorisator dan sebagainya. Dalam pembuatan apusan bakteri 

yang siap diwarnai, perlu dilakukan fiksasi terlebih dahulu yang bertujuan antara 

lain : a). mencegah mengkerutnya globula-globula protein sel, b). merubah afnitas 

cat, c). mencegah terjadinya otolisis sel, d). dapat membunuh mikroba secara cepat 

dengan tidak menyebabkan perubahan-perubahan bentuk atau strukturnya, e). 

melekatkan bakteri di atas gelas benda dan f). membuat sel-sel lebih kuat/keras. 

Cara fiksasi adalah dengan membuat lapisan suspensi/apusan bakteri di atas gelas 

benda, kemudian dikeringanginkan dan dilalukan beberapa kali di atas nyala lampu 

spiritus. 

 

D. ALAT DAN BAHAN 

- Cawan petri steril, tabung reaksi steril, rak tabung reaksi, pipet volume, gelas ukur 

steril, jarum Oose bundar dan lurus, kaca preparat 

- Lap tangan, tisu, kaki tiga, kassa asbes, Bunsen, Inkubator 37°C 

- Media Nutrien Agar, Media Nutrien Broth, dan NaCl yang telah steril 

- Biakan bakteri : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,  dan 

Pseudomonas aeruginosa 

  

E. PROSEDUR PERCOBAAN 

TEKNIK ASEPTIK 

1. Atur nyala api Bunsen sehingga diperoleh nyala api biru untuk memperoleh 

daerah “steril”. Biarkan api menyala selama kurang lebih 10 menit sebelum 

bekerja. 

2. Pinset diflambir, kapas penutup tabung reaksi yang akan digunakan ditarik 

perlahan-lahan dengan pinset sedemikian rupa, sehingga cukup untuk ditarik 

dengan cara menjepit di antara jari kelingking dan telapak tangan kanan. Tabung 

reaksi tadi diletakkan pada rak tabung di sebelah kiri praktikan. 

3. Jarum Ose diflambir sampai ujungnya pijar, kemudian pemanasan diteruskan 

perlahan-lahan ke arah pegangan jarum sampai batas kawat. Pekerjaan ini 

dilakukan sebanyak tiga kali. 

4. Dengan tangan kiri diambil tabung reaksi yang berisi inokula. Kapas penutup 

tabung ditarik dengan cara menjepit di antara jari kelingking dan telapak tangan 

kanan. Mulut tabung yang telah terbuka diflambir dengan cepat. 

5. Jarum Ose dimasukkan ke dalam tabung reaksi inokula tanpa menyentuh dinding 

untuk mengambil inokula. Kemudian jarum Ose ditarik keluar dan dipegang tetap 

pada jarak 10 cm sekitar nyala api bunsen. 

6. Mulut tabung reaksi diflambir, kemudian tutup kapasnya dimasukkan kembali ke 

dalam mulut tabung. Tabung dikembalikan ke raknya. 

7. Tabung yang berisi media steril yang akan diinokulasikan, diambil dengan tangan 

kiri. Sumbat kapasnya ditarik dengan tangan kanan, dengan cara menjepit 

diantara kelingking dan telapak tangan. Sementara itu jarum Ose yang telah 

memuat inokula tetap dipegang dengan tangan kanan pula. Mulut tabung 

diflambir. 

8. Jarum Ose dimasukkan ke dalam tabung yang berisi media steril dan dilakukan 

inokulasi (goresan atau tusukan). Jarum Ose ditarik keluar, mulut tabung 

diflambir kemudian sumbat kapasnya dimasukkan kembali dan selanjutnya 

tabung diletakkan kembali ke raknya. 

9. Jarum Ose diflambir sampai pijar sebanyak tiga kali, sebelum disimpan lagi di 

rak. 

10. Beri etiket/label  pada tiap tabung yang telah berisi biakan. 
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PEMBUATAN PLAT AGAR, AGAR MIRING, AGAR TEGAK, DAN MEDIA 

CAIR DALAM TABUNG 

1. Cairkan media Nutrient Agar steril dan diamkan hingga suhunya berkisar 40-

60°C. 

2. Nyalakan bunsen dan atur nyala api bunsen sehingga diperoleh nyala api biru 

untuk memperoleh daerah “steril”. Biarkan menyala selama 10 menit sebelum 

anda bekerja. 

3. Siapkan dan letakkan tabung reaksi steril pada rak tabung reaksi dan cawan petri 

steril di antara nyala dua api bunsen. 

4. Pembuatan plat agar : tuangkan 15-20mL Nutrient Agar yang telah cair ke dalam 

cawan petri steril, lalu biarkan padat. 

5. Pembuatan agar miring : tuangkan/pipet 3-5mL Nutrient Agar yang telah cair ke 

dalam tabung reaksi steril, letakkan miring pada papan pembentuk agar miring 

dan biarkan padat. 

6. Pembuatan agar tegak : tuangkan/pipet 5mL Nutrient Agar yang telah cair ke 

dalam tabung reaksi steril, lalu letakkan tegak pada  rak tabung reaksi dan 

biarkan padat 

7. Pembuatan media cair : pipet 5 mL cc media Nutrient Broth yang suhunya telah 

sama dengan suhu kamar ke dalam tabung reaksi steril 

8. Pekerjaan di atas dilakukan dengan memperhatikan prosedur kerja aseptik.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bentuk-bentuk media agar padat 

 

TEKNIK INOKULLASI PADA PLAT AGAR, AGAR MIRING, AGAR 

TEGAK, DAN MEDIA CAIR DALAM TABUNG 

1. Pembuatan Inokula :   

Masukkan  5 mL NaCl 0,9% 
b
/v  steril  ke dalam tabung reaksi steril.   

Inokulasikan biakan yang berasal dari agar miring, dengan menggunakan 

jarum Ose bundar, kemudian   disuspensikan   dalam   larutan   NaCl   0,9% 
b
/v steril,   dengan  cara mencelupkan   jarum   Ose   yang   berisi   inokula 

hingga semua massa inokula masuk dan   tersebar   dengan   rata   ke   dalam  

larutan NaCl  (NaCl tersebut  menjadi   keruh). Inokula ini yang akan   

dipergunakan   dalam pengerjaan inokulasi pada plat agar, agar miring, agar 

tegak, dan media cair. 

2. Inokulasi pada media cair 

Bila inokula berasal dari suspensi bakteri (biakan cair), inokulasi sebaiknya 

dilakukan dengan menggunakan pipet Pasteur. Tetapi bila inokula berasal 

dari biakan agar miring, maka diambil dengan menggunakan jarum Ose 

bundar, kemudian disuspensikan dalam media Nutrien Broth, dengan cara 

mencelupkan jarum Ose yang berisi inokula hingga semua massa inokula 

masuk dan tersebar dengan rata ke dalam media cair  (seperti pada 

pembuatan inokula). 

3. Inokulasi pada plat agar 

Bagian luar plat agar dibagi menjadi empat bagian dengan menggunakan 

spidol. Ambil inokula dengan menggunakan jarum Ose bundar, lalu 

inokulasikan ke setiap bagian dari plat agar dengan goresan yang rapat. 

4. Inokulasi pada media padat dengan cara goresan  
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Bila   media   berupa   agar   miring   dalam  tabung reaksi,  inokulasi 

dilakukan dengan cara  goresan   rapat   memakai   jarum  Ose bundar, 

dimulai dari bagian bawah secara zigzag sampai bagian atas media 

5. Inokulasi pada media padat dengan cara tusukan 

Bila media berupa agar tegak dalam tabung reaksi, inokulasi dilakukan 

dengan cara  memasukkan  jarum  Ose lurus yang telah memuat inokula 

secara tusukan lurus  ke  dalam  media,  tepat  pada  poros  tengah  tabung 

sampai   mendekati dasar tabung, kemudian ose ditarik kembali perlahan-

lahan. 

6. Semua pekerjaan di atas dilakukan dengan memperhatikan prosedur kerja 

aseptik 

7. Inkubasi semua media yang telah diinokulasi ke dalam inkubator 37
0
C 

selama 24 jam dan amati pertumbuhan yang terjadi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prosedur inokulasi 

 

PEMBUATAN APUSAN BAKTERI 

1. Bersihkan kaca objek yang akan digunakan dengan alkohol hingga bebas lemak. 

Setelah itu flambir tiga kali dengan cara melewatkan kaca objek tersebut pada 

nyala api bunsen. Beri tanda nama bakteri pada bagian bawah kaca objek. 

2. Letakkan 1 tetes akuades di atas kaca objek. Suspensikan 1 Ose biakan bakteri 

dalam tetesan akuades tersebut, dan sebarkan setipis mungkin membentuk 

lingkaran dengan diameter kurang lebih 1 cm.  

3. Preparat dibiarkan mengering di udara atau dengan cara menghangatkan di atas 

api bunsen 

 

Teknik fiksasi pada pembuatan apusan bakteri 
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F. HASIL PENGAMATAN 

 

  

 

 

Nama bakteri 

 

Pertumbuhan pada media 

Plat Agar 
Agar 

Miring 

Agar 

Tegak 

Media 

Cair 

Pour Spread 4Ways Swab    

 

Staphylococcus 

aureus 

 

   

  

 

 

 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

 

 

   

   

 

Bacillus 

subtilis 

 

 

   

   

 

Escherichia 

coli 
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MODUL 3. KUALIFIKASI DAN MONITORING 

RUANGAN SERTA GROWTH PROMOTION TEST (GPT) 
 

A. TUJUAN 

 Mahasiswa mampu menentukan kualifikasi ruangan, ruang steril/ non steril, serta 

memonitoring ruangan sesuai dengan kualifikasinya. 

 Mahasiswa mampu menggunakan alat LAF sesuai dengan sistem operasional 

prosedur yang berlaku serta mengevaluasi alat LAF berfungsi dengan baik atau 

tidak. 

 Mahasiswa mampu melakukan uji fertilitas media dan menentukan kesesuaian 

media uji yang digunakan 

 

B. PRINSIP 

Melakukan kualifikasi ruangan berdasarkan persyaratan berdasarkan CPOB. Growth 

Promotion Test (GPT) merupakan cara untuk membuktikan kesesuaian media uji 

terhadap penggunaannya. 

 

C. TEORI DASAR 

Kualifikasi dan monitoring ruangan steril maupun non steril memiliki peran yang 

sangat penting dalam menjamin bahwa lingkungan primer produksi dan pemastian 

mutu produk farmasi dan kosmetik memenuhi persyaratan yang berlaku, sekaligus 

menjadi tools control dalam melakukan tindakan perbaikan, pencegahan dan 

peningkatan berkelanjutan.  

Ruangan bersih atau clean room adalah suatu ruangan tertutup di mana jumlah 

partikel dalam udara, temperatur, kelembaban, dan tekanan dikontrol sesuai 

persyaratan dan dapat terdiri dari satu atau lebih area bersih (White, 2001). Pada 

dasarnya ruangan bersih atau clean room dibatasi hanya oleh jumlah partikel suatu 

ruangan namun demikian banyak regulasi yang mengatur tentang parameter uji lain 

untuk meyakinkan kualitas ruangan yang akan digunakan. 

Pedoman yang digunakan untuk pembagian ruangan bersih di Indonesia diatur 

dalam buku Cara Pembuatan Obat yang Baik (CPOB) yang dibagi menjadi kelas A, 

B, C, D, E, F dan G yang diadopsi sebagian pada klasifikasi ruangan bersih versi EU 

GMP. Berikut adalah persyaratan ruangan bersih berdasarkan CPOB di Indonesia. 

1. Jumlah mikroba (jika ruangan tidak digunakan minimal tiap bulan sekali) 

Tabel 1. Persyaratan Jumlah Mikroba 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Suplemen I CPOB, 2009) 
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2. Jumlah partikel (jika ruangan tidak digunakan minimal tiap bulan sekali) 

Tabel 2. Syarat Jumlah Partikel 

Kelas JUMLAH MAKSIMAL PARTIKEL/ m
3 

Non-operasional Operasional 

> 0,5 µm > 5 µm > 0,5 µm > 5 µm 

A 3.520 20 3520 20 

B 3.520 29 352.000 2.900 

C 352.000 2.900 3.520.000 20.000 

D 3.520.000 29.000 Tidak 

Ditetapkan 

Tidak 

Ditetapkan 

(Suplemen I CPOB, 2009) 

3. Kecepatan aliran udara (jika ruangan tidak digunakan minimal tiap bulan sekali) 

Hanya berlaku untuk ruangan bersih kelas A di bawah udara laminar yaitu 0,3 

m/s untuk aliran vertikal dan 0,45 m/s untuk aliran horisontal. Atau 0,35 + 0,025  

m/s (Esco) 

4. Suhu,kelembaban dan tekanan (Dilakukan setiap hari atau jika bekerja 24 jam 

maka dilakukan 3 kali/hari) yang secara umum memiliki persyaratan 24 - 28
o
C, 

Kelembaban: 60 – 80% (Petunjuk Operasional Penerapan CPOB edisi 2001) dan 

tekananruangan dengan kelas kebersihan yang berbeda mempunyai perbedaan 

tekanan berkisar 10 - 15 pascal (CPOB, 2013) 

Tabel 3.  Frekuensi monitoring Ruangan Kelas A, B, C, dan D (CPOB, 2012) 

 
 

Dalam Farmakope Indonesia dinyatakan sebagai uji fertilitas media. Pembuktian 

kesesuaian media uji yang dalam penggunaannya mampu menjadi tempat 

perbenihan mikroba dalam jenis pengujian yang dilakukan. Uji ini dilakukan 

terhadap media siap pakai, media kering (dehydrated) dan media yang dibuat sendiri 

dari komponen-komponennya (racikan) baik media padat (agar) atau cair (broth). 

(Wusmin Tambunan, 2014). 
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D. ALAT DAN BAHAN 

- Cawan petri steril, tabung reaksi steril, rak tabung reaksi, pipet volume, gelas ukur 

steril, jarum Oose bundar dan lurus, kaca preparat 

- Lap tangan, tisu, kaki tiga, kassa asbes, Bunsen, Inkubator 37°C 

- Media steril Trypticase Soy Agar (TSA), MacConkey Agar (MCA), Cetrimide 

Agar (MSA), Sabourod Dextrose Agar (SDA) 

- Biakan bakteri : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, dan Candida 

albicans 

 

E. PROSEDUR PERCOBAAN 

MONITORING DAN KUALIFIKASI 

a. Sampel Udara(Active Sampling) 

 
 Tentukan jumlah titik pemantauan 

 Lakukan pengujian sesuai dengan manual alat 

 Inkubasi pada suhu 20 - 25 ºC , selama 4 hari, kemudian lanjutkan inkubasi 

pada suhu 30 - 35 ºC selama 48 jam. 

 Hitung serta catat jumlah bakteri dan jamur yang tumbuh pada setiap cawan 

 Dalam Satu Plate dihitung dan dikonversi ke m
3
,Misal: 10 cfu/500 L maka 

dikonversi menjadi 20 cfu/m
3
 

Catatan:Hendaknya Air Sampler kelas A dedicated dengan ruangan 

 

b. Cawan Papar (Settle Plate) 

 Tentukan jumlah titik pemantauan dengan rumus = √luas area (m
2
), contoh: 

luas area 10 m
2
, maka jumlah titik pemantauan ada 3,3 dibulatkan menjadi 4 

titik pemantauan. Letak titik pemantauan ditetapkan berdasarkan analisis 

risiko pada titik yang paling mungkin dan paling berdampak pada hasil 

produksi ataupun pengujian. 

 Bawa cawan Petri steril dan TSA steril ke dalam laminar air flow 

 Dinginkan TSA sampai ± 50
o
C dan tuangkan ke cawan Petri sebanyak 15 – 

20 mL dan biarkan memadat 

 Inkubasi cawan Petri pada suhu 35 – 37
o
C selama 48 jam 

 Periksa adanya pertumbuhan mikroorganisme pada setiap lempeng agar 

 Lempeng yang tumbuh mikroorganisme sebelum diuji harus disingkirkan 

 Setiap lempeng agar diberi label dengan keterangan tanggal uji, no lempeng 

agar dan nama ruangan yang dipantau 

 Masukkan lempeng agar ke dalam wadah plastik atau baja tahan karat yang 

sebelumnya sudah didesinfeksi dengan larutan alkohol 70% dan bawa ke 

ruangan yang akan dipantau 

 Petugas yang akan memapar media pembiakan harus berpakaian laboratorium 

yang bersih, memakai masker dan sarung tangan 

 Lakukan pemaparan cawan Petri (90 mm) selama 4 jam ditempat dan lokasi 

yang telah ditentukan. Letakkan tutup cawan disamping media yang berisi 

media pembiakan. 

 Inkubasi pada 35-37
o
C selama 48 jam, lanjutkan inkubasi pada 20 – 25

o
C 

selama 4 hari. 

 Hitung jumlah bakteri dan jamur yang tumbuh pada setiap cawan dan catat 

dalam formulir yang telah disediakan. 
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 Lakukan trend analysis per periode waktu 

 
Gambar 1. Cawan Papar (Ramstorp, 2000) 

 

c. Cawan Kontak (Contact Plate) 

 Siapkan Contact plate dengan menaruh media pertumbuhan dalam suatu 

cetakan untuk mencapai bentuk agar yang cembung, mirip dengan cetakan 

bantal seperti terlihat pada gambar berikut ini. 

 

 
Gambar 2. Contact Plate (Ramstorp, 2000) 

 Tekan media agar yang cembung ke permukaanyang akan diuji selama tiga 

sampai lima detik, partikel yang berada pada permukaan uji akanberpindah 

pada mediapertumbuhancontact plate.  

 Inkubasi pada 35-37
o
C selama 48 jam, kemudian lanjutkan inkubasi pada 20 – 

25
o
C selama 4 hari dan lakukan trend analysis per periode waktu 

 

d. Sarung tangan 5 jari (finger dabs) 

 Siapkan cawan yang berisi media TSA steril  

 Kenakan sarung tangan steril 

 Tekan media dengan masing-masing jari dalam cawan selama tiga sampai lima 

detik 

 Inkubasi pada 35-37
o
C selama 48 jam, kemudian lanjutkan inkubasi pada 20 – 

25
o
C selama 4 hari. 

 

Pemantauan Jumlah Partikel Ruangan 

Menggunakan alat Particle Counter, prosedur tergantung dari merk dan jenis 

particle counter yang ada. Lakukan analisis pola hasil pemantauan per periode  

 

Pemantauan Laju Alir 

Laju alir dipantau dengan menggunakan anemometer. Lakukan analisis trend tiap 

periode waktu 

 

Pemantauan Suhu Dan Kelembaban Ruangan 

Ukur suhu, kelembaban dan tekanan (jika perlu) menggunakan alat 

thermobarohygrometer atau alat yang sesuai. 

Catatan: Output anda: Tiap kelompok melakukan Trend analysis jumlah mikroba, 

suhu, dan kelembaban selama 2 bulan (Tanyakan Asisten) 
 

GROWTH PROMOTION TEST  (GPT) (Jeffeta Pradeko Putra, 2014) 

a) GPT media uji enumerasi mikroba 

 Siapkan suspensi mikroba uji Escherichia coli dan Candida albicans dengan 

konsentrasi <100 cfu/mL. 

 Media enumerasi bakteri dan kapang/khamir 

 Tuang  20mL media SDA dan 20mL media TSA ke dalam cawan petri, 

biarkan memadat 
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 Inokulasikan 100µL suspensi Candida albicans pada media SDA dan 100µL 

suspense Escherichia coli pada media TSA 

 Sebar-ratakan dengan menggunakan batang spreader  

 Inkubasi cawan pada suhu 37
o
C 2-4 hari dengan posisi cawan tidak dibalik. 

 Hitung jumlah koloni masing-masing cawan 2-4  hari 

 

b) GPT media uji mikroba spesifik metode Farmakope 

 Siapkan suspensi mikroba uji Pseudomonas aeruginosa dan Escherichia coli 

dengan konsentrasi < 100 cfu/mL 

 Inokulasikan masing-masing mikroba sesuai media yang diuji sebanyak < 100 

cfu/mL 

 Inkubasi sesuai dengan karakteristik mikroba tersebut (umumnya bakteri 30 – 

35 
o
C ≤ 3 hari dan jamur 20 – 25 

o
C ≤ 5 hari) 

 

Tabel 3. Growth Promotion Test Media Uji Mikroba Spesifik, 
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F. HASIL PENGAMATAN 

Cawan Papar 

Cawan 

ke- 

Jumlah Bakteri (35-37
o
C) Jumlah Jamur (20 – 5

o
C) 

Jumlah Hari ke-2 Hari ke-4 

1.     

2.     

3.     

Dst.    

Total    

 

Cawan Kontak 

Sample Jumlah Bakteri (35-37
o
C) Jumlah Jamur (20 – 5

o
C) 

Jumlah Hari ke-2 Hari ke-4 

    

    

    

    

Total    

 

Finger dabs 

Cawan 

ke- 

Jumlah Bakteri (35-37
o
C) Jumlah Jamur (20 – 5

o
C) 

Jumlah Hari ke-2 Hari ke-4 

1.     

2.     

3.     

Dst.    

Total    

Syarat: Jumlah mikroba pada masing-masing cawan tidak boleh melebihi batas 

yang telah ditetapkan  (Tabel 2) 

 

GROWTH PROMOTION TEST 

Sample Jumlah Bakteri (35-37
o
C) Jumlah Khamir (35-37

o
C) 

Jumlah Hari ke-2 Hari ke-4 

    

    

Total    

 

 

Catatan : Sertakan foto beserta keterangan yang jelas. 
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MODUL 4. IDENTIFIKASI DAN KONFIRMASI BAKTERI 

     

A. TUJUAN 

 Mahasiswa mengetahui dan mampu melakukan isolasi, idenifikasi, dan 

konfirmasi mikroba, terutama mikroba patogen. 

 Mahasiswa  dapat  mengenal dan melakukan salah satu pewarnaan terhadap 

bakteri; untuk  membantu dalam mempelajari  morfologi, struktur, sifat-sifat 

bakteri dan juga  membantu dalam melakukan identifikasi bakteri. 

 

B.  PRINSIP 

Setiap mikroba mempunyai sifat dan kebutuhan zat pertumbuhan yang berlainan 

antara  yang satu dengan yang lainnya. Hal ini dapat digunakan untuk 

mengidentifikasi satu jenis mikroba dari kumpulan mikroba dengan cara 

mengisolasi pada media tertentu (media selektif). 

Preparat yang diwarnai kristal violet akan menyebabkan semua bakteri menjadi  

ungu  (zat  warna diserap dinding sel dan protoplasma). Pemberian lugol  

menyebabkan   terbentuknya   kompleks   ungu - kristal  iodium  yang berwarna 

ungu tengguli. Pencucian dengan alkohol menyebabkan diferensiasi dari 2 macam 

bakteri, bakteri yang tetap berwarna ungu dan bakteri yang tidak berwarna (sebab 

zat warna  dilarutkan oleh alkohol dan keluar dari sel  bakteri).  Fukhsin  sebagai 

pewarna kontras akan mewarnai bakteri yang tidak berwarna menjadi merah. 

 

C.  TEORI DASAR 

Pembiakan mikroba memerlukan media yang berisi zat hara serta lingkungan 

pertumbuhan yang sesuai bagi mikroba tersebut. Zat hara digunakan untuk 

pertumbuhan, sintesis sel, keperluan energi bagi metabolisme dan pergerakan. 

Lazimnya, media biakan mengandung : 

1. Air 

2. Sumber energi, seperti karbohidrat dan protein 

3. Zat hara sebagai sumber karbon, nitrogen, sulfur, fosfat, oksigen, hidrogen serta 

trace elemen. 

4. Faktor penunjang pertumbuhan, seperti : asam amino dan vitamin 

Kebutuhan nutrisi mikroba berkisar dari kebutuhan senyawa anorganik sederhana 

sampai kepada macam-macam vitamin. Oleh karena itu, tidak mungkin untuk 

membuat media yang dapat digunakan untuk menumbuhkan semua jenis mikroba.  

Untuk mengisolasi mikroba jenis tertentu dari kumpulan mikroba, dapat digunakan 

media selektif. Sebagian besar media selektif mengandung zat-zat inhibitor yang 

menekan pertumbuhan mikroba kontaminan (selain mikroba yang dicari). Misal : 

Mac Conkey Agar (MCA), mengandung zat warna yang menghambat pertumbuhan 

bakteri gram positif, tetapi bakteri gram negatif tetap dapat tumbuh atau Sabouraud 

Dekstrose Agar merupakan media selektif untuk kapang (fungi), karena pHnya = 5,6 

dan kadar gulanya yang tinggi menunjang pertumbuhan kapang dan ragi, tetapi 

secara selektif menghambat pertumbuhan bakteri. Ada juga media yang dibuat 

selektif dengan jalan menambahkan antibiotika yang akan menghambat 

pertumbuhan dari mikroba yang peka terhadap antibiotika tersebut. 

Untuk mempelajari morfologi, struktur, sifat-sifat bakteri dan untuk membantu 

identifikasinya, bakteri  perlu diwarnai. Agar memperoleh hasil pewarnaan yang 

baik, perlu diperhatikan faktor-faktor sebagai berikut : 

1. Kaca objek harus bersih dan bebas lemak 

2. Umur biakan 18-24 jam 

3. Tebal-tipisnya preparat 

Ada beberapa jenis pewarnaan, yaitu : 

1. Pewarnaan negatif, memakai zat warna negrosin/tinta bak 
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2. Pewarnaan sederhana, pewarnaan yang hanya menggunakan 1 macam zat 

warna (zat warna biru metilen/ kristal violet) 

3. Pewarnaan diferensial, menggunakan lebih dari 1 macam zat warna (misal : 

pewarnaan gram dan pewarnaan tahan asam) 

4. Pewarnaan khusus, dipakai untuk mewarnai bagian-bagian sel bakteri yang 

tidak bisa diwarnai dengan pewarnaan biasa. Contoh : pewarnaan spora. 

 

D.  ALAT DAN BAHAN 

 Suspensi bakteri uji 

 Media MCA (Mac Conkey Agar), VJA (Vogel Johnson Agar), CETA (Cetrimide 

Agar) dan XLDA (Xylosa Lysin Desoksichollate Agar) 

 Media IMVIC (Indol, Metil Merah, Voges Proskauer, Simmons Sitrat) + TSIA 

(Triple Sugar Iron Agar) 

 Pereaksi Indol, Metil Merah, Voges Proskauer, dan Reagen Pewarnaan Gram,  

 Jarum Ose bundar dan lurus, Bunsen, minyak imersi, akuades,  inkubator 37
0
C, 

dan Mikroskop 

 

E.  PROSEDUR PERCOBAAN 

UJI BIOKIMIA 

1. Inokulasikan suspensi bakteri pada media MCA, VJA, CETA, dan XLDA. 

Inkubasikan pada inkubator 37
0
C selama 1 minggu. Amati setiap hari, 

pertumbuhan dan warna koloni yang terjadi pada setiap media. 

 Hasil pengamatan : 

 MCA    :  positif E. coli , bila terdapat koloni berwarna merah 

 VJA     : positif Staphylococcus aureus, bila terdapat koloni hitam 

dengan   atau tanpa lingkaran kuning 

 CETA  : positif Pseudomonas aeruginosa, bila terdapat koloni hijau kebiruan 

  XLDA   : positif Salmonella, bila terdapat koloni merah 

2. Inokulasikan juga suspensi bakteri tersebut pada media IMVIC + TSIA. Indol, 

Metil Merah dan Voges Proskauer dalam bentuk media cair, sedangkan Simons 

Sitrat berbentuk agar miring. TSIA merupakan kombinasi antara agar miring 

dengan agar tegak. Inkubasikan pada inkubator suhu 37
0
C selama 1 minggu dan 

amati tiap hari.  

 Hasil pengamatan untuk tes IMVIC + TSIA : 

 Indol 

 Kepada  biakan  usia  24  jam tambahkan 3 - 4 tetes pereaksi Kovacs. Kocok, 

bila  timbul  warna  merah  pada  lapisan  permukaan,   berarti  Indol   positif. 

Contoh bakteri yang reaksi Indolnya positif : E. coli. 

 Metil Merah 

Kepada  biakan  usia  48  jam,  teteskan  1 – 2  tetes   pereaksi  Metil  Merah, 

kocok. Terjadinya  warna  merah  berarti reaksi positif. Contoh bakteri yang 

reaksi Metil Merahnya positif : Salmonella, Shigella, E.coli. 

 Voges Proskauer 

 Kepada  biakan  usia 48 jam tambahkan : 0,5 mL larutan alfa naftol dan 1 mL 

larutan  KOH  16%.   Kocok  kuat-kuat,  biarkan 10 menit pada suhu kamar. 

Bila  timbul  warna  rosa  atau  merah  pada permukaan/merata pada seluruh 

biakan berarti reaksi positif.  Contoh  bakteri  yang  reaksi  VP-nya  positif : 

Klebsiella, Enterobacter, Serratia. 

 Simmons Sitrat 

 Pada  Simmons Sitrat yang positif akan terjadi perubahan  warna dari warna 

hijau  menjadi  biru.  Contoh bakteri yang sitratnya positif :  Klebsiella dan 

Enterobacter. 

 TSIA (Triple Sugar Iron Agar) 

 Amati   perubahan   yang    terjadi  pada  biakan  agar  TSIA yang  berusia 48 

jam atau lebih. 

Glukosa :  amati pada bagian agar tegaknya, positif bila terjadi perubahan warna 

dari merah menjadi kuning. 
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Laktosa  dan  sakarosa  :  amati  pada  bagian  agar miringnya,  positif bila media 

menjadi kuning.  

Pembentukan gas : timbul gelembung gas pada bagian tegak. 

Gas  H2S  :  positif,    bila  terjadi  warna  hitam  pada  bagian tengah yang 

merupakan batas antara bagian tegak dan bagian miring. 

            Reaksi dari Beberapa Spesies Famili Enterobacteriaceae 

Nama 

Bakteri 

 

Bagian miring Bagian Tegak  

H2S Laktosa dan 

Sakarosa 
Glukosa Gas 

 

Escherichia coli 

Shigella 

Salmonella  sp. 

Salmonella typhi 

Klebsiella 

Serratia 

 

 

+/- 

- 

- 

- 

+ 

+/- 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+/- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

 

- 

- 

+/- 

+/- 

- 

- 

 

  

Uji pada media TSIA Uji pembentukan Indol 

  

   
 

Uji pada media Metil 

Merah 

 

 

Uji Voges-Proskauer 

 

Uji penggunaan sitrat 

3. Ambil kesimpulan mengenai mikroba apa yang diinokulasikan dengan 

mendiskusikan hasil-hasil yang didapat! 

 

PEWARNAAN GRAM 

1. Buatlah apusan kering dari bakteri uji 

2. Zat warna dibuang. Tuangkan lugol untuk membuang sisa kristal violet (kristal 

violet dibilas oleh lugol). Lalu tutup preparat dengan larutan lugol, biarkan 

kurang lebih 30 detik. 

3. Larutan lugol dibuang. Preparat dibilas dengan alkohol 96%, tetes demi tetes 

sampai tetes bilasan alkohol terakhir tetap jernih. 

4. Preparat dicuci dengan akuades dan diwarnai dengan zat warna Fukhsin selama 

30 detik. 

5. Bilas dengan akuades dan biarkan kering. 

6. Amati di bawah mikroskop dengan pembesaran lensa objektif 100 x dengan 

memakai oli imersi. 

7. Catat warna, susunan dan bentuk bakteri yang didapat. 
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Teknik Pewarnaan Gram 

 

F. HASIL PENGAMATAN 

UJI BIOKIMIA 

Nama 

Media 

Pengamatan pada hari ke 
Kesimpulan 

1 2 3 4 5 6 7 

MCA 
        

VJA 
        

CETA 
        

XLDA 
        

Metil 

Merah 

        

Voges 

Proskauer 

        

Indol 
        

Simmons 

Sitrat 

        

TSIA 
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PEWARNAAN GRAM 

 

 
 

 

Bakteri basilus dan 

diplobasilus 

 

 

 

Bakteri kokus  

 
 

Pewarnaan Gram : Gram-negative E.coli (3000 x) 

 

 

 

Warna bakteri  : 

Susunan            : 

Bentuk              : 

Gram                : 

Perbesaran       : 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan : sertakan foto dengan keterangan yang jelas 
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MODUL 5. UJI CEMARAN MIKROBA DAN UJI 

STERILITAS 

  

A. TUJUAN 

 Mahasiswa   dapat    melakukan   penetapan  jumlah  cemaran mikroba yang 

terdapat   pada   sediaan   farmasi  ( baik  obat,  kosmetika,   maupun   bahan 

baku), makanan serta minuman. 

 Mahasiswa dapat menentukan apakah sediaan/alat yang harus ada dalam kondisi   

steril, memenuhi syarat sterilitas sebagai bagian persyaratan resmi dari 

pengawasan mutu 

 

B.  PRINSIP 

Jika mikroorganisme yang hidup/ada dalam suatu bahan/cuplikan, ditumbuhkan 

pada  media dengan kondisi yang sesuai, suhu optimal dan nutrisi yang cukup, maka 

sel akan berkembangbiak dan membentuk koloni yang dapat diamati dengan mata. 

Tiap sel yang  hidup akan berkembang menjadi 1 koloni. Jumlah koloni yang 

muncul pada cawan     merupakan petunjuk bagi jumlah mikoorganisme hidup yang 

terkandung dalam bahan/cuplikan tersebut.  

Menentukan ada/tidaknya pertumbuhan mikroba pada media yang diinokulasikan 

dan diinkubasikan pada suhu yang sesuai. 

 

C. TEORI DASAR 

Jumlah mikroorganisme di dalam suatu sediaan, baik sediaan obat, obat tradisional, 

makanan ataupun kosmetika dapat ditentukan dengan menghitung jumlah sel atau 

koloni. Hal ini biasa dilakukan terutama untuk mengetahui tingkat cemaran 

mikroorganisme dalam produk tertentu atau untuk mengetahui apakah sediaan 

tersebut bebas dari cemaran atau tidak. Penetapan jumlah sel mikroorganisme hidup 

(viable count) adalah jumlah minimum mikroorganisme, karena koloni yang tumbuh 

pada lempeng agar merupakan gambaran mikroorganisme yang dapat tumbuh dan 

berbiak dalam media dan suhu inkubasi tertentu.  

Koloni yang tumbuh tidak selalu berasal dari satu sel mikoorganisme, karena  

beberapa mikroorganisme tertentu cenderung untuk berkelompok. Bila ditumbuhkan 

pada media dan lingkungan yang sesuai, kelompok bakteri ini hanya akan 

menghasilkan satu koloni. Berdasarkan hal tersebut, seringkali digunakan istilah 

Colony Forming Units (cfu/ml) untuk penghitungan jumlah mikroorganisme hidup. 

Sebaiknya, penghitungan koloni dilakukan pada lempeng agar yang mengandung 30 

– 300 koloni. Lempeng agar dengan jumlah koloni yang tinggi (>300 koloni) sulit 

untuk dihitung, sehingga kemungkinan kesalahan perhitungan sangat besar. 

Pengenceran sampel membantu untuk memperoleh perhitungan jumlah yang benar, 

namun pengenceran yang terlalu tinggi akan menghasilkan lempeng agar dengan 

jumlah koloni yang kecil (<30 koloni). Lempeng agar demikian tidak absah secara 

statistik untuk digunakan dalam penghitungan. 

Pengujian sterilitas dilakukan untuk menentukan apakah suatu sediaan, bahan/alat 

yang harus dalam keadaan steril telah memenuhi syarat sterilitas, sebagai bagian 

dari pengawasan mutu. Sterilitas dapat diartikan bahwa suatu sampel hanya dapat 

diyakini steril jika sampel tersebut seutuhnya bebas dari mikroba viable. Kriteria 

sterilitas merupakan persyaratan resmi untuk sediaan/bahan yang harus dalam 

kondisi steril, seperti sediaan parenteral (injeksi), obat tetes mata, jarum suntik, alat 

kontrasepsi, benang bedah, dan lain-lain.  

Pengujian sterilitas dilakukan terhadap hanya suatu bagian kecil dari suatu batch 

atau lot sediaan, tetapi hasilnya harus dapat merefleksikan keadaan dari keseluruhan 

bacth/lot tersebut. Jumlah sampel yang diambil untuk pemeriksaan sterilitas harus 
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mewakili seluruh batch dan jumlahnya harus cukup agar hasilnya dapat memenuhi 

batas-batas kenyakinan yang memadai. 

Zat-zat yang dapat menghambat pertumbuhan mikroorgansme yang ada dalam 

sediaan yang diperisa harus diinaktifkan atau dipisahkan dahulu sebelum inkubasi. 

Salah satu cara adalah dengan penggunaan membran filtrasi dan kemudian 

dilakukan inkubasi dari membran tersebut di atas media biakan. 

Uji sterilitas dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu dengan cara inokulasi langsung 

sediaan ke dalam media uji dan dengan teknik penyaringan membrane. Cara 

peyaringan terutama berguna untuk sediaan yang mengandung cairan atau serbuk 

yang dapat larut yang bersifat bakteriostatik atau fungistatik. 

  

D.  ALAT DAN BAHAN 

 Media Nutrien Agar (NA),  Media Fluid Thioglycolat  (FTM), Media Tryptic 

Soybean Broth (TSB), Media Sabouraud Dekstrosa Agar (SDA) + kloramfenikol 

100 mg/1 liter media 

 Larutan NaCl  0,9% 
b
/v 

 Cawan petri steril, tabung reaksi steril, rak tabung reaksi, pipet ukur 10 mL steril, 

mikropipet dan tips 1mL, tisu, alcohol, bunsen 

 Sampel yang akan diperiksa. 

 Suspensi Bacillus subtilis dan Candida albicans 

 

E.  PROSEDUR PERCOBAAN 

UJI CEMARAN MIKROBA 

1. Cairkan  media dalam tangas air. Setelah cair, biarkan dalam water bath 45-50
0
C 

selama kurang lebih 30 menit. 

2. Buat pengenceran desimal dari sampel dengan menggunakan NaCl 0,9% 
b
/v 

steril, sampai didapat pengenceran 10%. 

3. Tandai cawan petri dengan nama media dan tingkat pengencerannya. 

4. Pipet 1 mL dari masing-masing pengenceran dan masukkan ke dalam cawan 

petri yang sesuai. 

5. Tuangkan agar cair yang suhunya kurang lebih 50
0
C dan homogenkan dengan 

cara menggoyangkan cawan dengan gerakan searah jarum jam 5x dan gerakan 

berlawanan sebanyak 5x. Usahakan supaya tidak tumpah. Lakukan duplo untuk 

setiap pengenceran dan lakukan pula kontrol media untuk setiap media. 

Keterangan : 

Media NA untuk penetapan jumlah bakteri aerob 

Media SDA untuk penetapan jumlah kapang dan khamir 

6. Biarkan agar padat, setelah itu inkubasi pada suhu yang sesuai. 

Media NA pada suhu 37
0
C, amati 1 – 5 hari 

Media SDA pada suhu 20
0
C, amati 1 – 7 hari 

7. Hitung jumlah koloni bakteri, kapang dan khamir yang tumbuh pada lempeng 

agar dan nyatakan dalam satuan cfu/mL. 

 

UJI STERILITAS 

Uji sterilitas meliputi beberapa tahap pengujian sebagai berikut : 

1. Uji Sterilitas Media 

Uji sterilitas media digunakan untuk melihat apakah media yang akan digunakan 

itu  steril atau tidak. Hasil yang didapat harus steril (media tetap jernih/tidak ada 

pertumbuhan mikroba). 

Cara  :  Masukkan  10 mL media  FTM  dan  TSB   ke   dalam   tabung   reaksi.  

Inkubasi    pada  suhu 37
0
C untuk FTM dan 20

0
C untuk TSB, amati selama 1 - 

14 hari. Lakukan duplo. 

2.   Uji Fertilitas 

      Uji fertilitas ini untuk melihat apakah media yang akan digunakan memenuhi 

syarat dapat menumbuhkan mikroba uji atau tidak. 
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       Cara :  Inokulasikan  1 mL suspensi   mikroba  uji  ke dalam 9 mL media dalam 

tabung reaksi.  

  Bakteri Bacillus subtilis diinokulasikan pada media FTM dan diinkubasikan pada 

suhu 35-37
0
C, amati  selama 1 - 14 hari. 

      Candida albicans  diinokulasikan  pada  media TSB dan diinkubasikan pada suhu 

20-25
0
C, amati selama 1 - 14 hari.  Pengerjaan ini dilakukan duplo. 

3.   Uji Bakteriostatik dan Fungistatik 

  Sebelum melakukan uji sterilitas cara inokulasi langsung terhadap suatu sediaan, 

tetapkan dahulu tingkat aktivitas bakteriostatik dan fungistatik yang mungkin 

terdapat dalam sediaan yang akan diperiksa. 

  Cara :  Inokulasikan 1 mL suspensi mikroba dan 1 mL sediaan ke dalam 9 mL 

media pada tabung reaksi. 

  Media FTM  diinokulasikan dengan Bacillus subtilis dan sediaan, inkubasikan pada 

suhu 35-37
0
C, amati 1 – 14 hari. 

  Media TSB diinokulasikan dengan Candida albicans dan sediaan, inkubasikan pada 

suhu 20-25
0
C, amati 1 – 14 hari. Pengerjaan ini dilakukan duplo. 

  Jika sediaan uji menunjukkan adanya aktivitas bakteriostatik/fungistatik (sediaan uji 

menghambat pertumbuhan mikroba uji, yang ditandai dengan tidak adanya 

pertumbuhan mikroba uji/media tetap jernih), maka dilakukan pengujian sterilitas 

dengan cara penyaringan. Dengan penyaringan, zat bakteriostatik/fungistatik yang 

terdapat dalam sediaan uji akan melewati membran. Sedangkan bila dalam sediaan 

uji terdapat mikroba, maka mikroba akan tertahan pada membran. Membran ini 

yang akan diinokulasikan ke dalam media. 

4. Uji Sterilitas Cara Inokulasi Langsung 

Cara : inokulasikan 1 mL sediaan uji ke dalam 9 mL media pada tabung reaksi. 

Media FTM dan TSB, masing-masing diinokulasikan dengan 1 mL sediaan uji. 

Inkubasikan di suhu 37
0
C untuk FTM dan 20

0
C untuk TSB, amati selama 1 – 14 

hari. Pengerjaan ini dilakukan duplo. 

 
Prosedur penghitungan jumlah mikroba pada lempeng agar dengan cara pengenceran 
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F. HASIL PENGAMATAN 

UJI CEMARAN MIKROBA 

1. Media NA 
Jumlah Koloni pada hari ke 

1 2 3 4 5 6 7 

 

Kontrol media  
       

 

Pengenceran 10
-1 

       

 

Pengenceran 10
-2 

       

 

Pengenceran 10
-3

 
       

 

Pengenceran 10
-4 

       

2. Media SDA 
Jumlah Koloni pada hari ke 

1 2 3 4 5 6 7 

 

Kontrol media 
       

 

Pengenceran 10
-1 

       

 

Pengenceran 10
-2 

       

 

Pengenceran 10
-3 

       

 

Pengenceran 10
-4 

       

 

UJI STERILITAS 

 

Nama 

Pengujian 

 

Pengamatan hari ke  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

 

Uji Sterilitas Media 

(FTM) 

Uji Fertilitas 

Uji Bakteriostatik 

Uji Sterilitas  

 

              

 

Uji Sterilitas Media 

(TSB) 

Uji Fertilitas 

Uji Fungistatik 

Uji Sterilitas 
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MODUL 6. PENENTUAN AKTIVITAS SENYAWA 

ANTIMIKROBA 

     
A.  TUJUAN 

 Menentukan kerentanan suatu bakteri terhadap berbagai sediaan antibiotika, 

melalui tes resistensi dengan metoda cakram kertas (paper disk). 

 Mahasiswa mampu mengevaluasi daya antimikroba suatu desinfektan dengan 

memperkirakan potensi dan efektifitas desinfektan berdasarkan konsentrasi dan 

lamanya kontak terhadap mikroba dan membandingkannya terhadap fenol 

standard yang disebut koefisien fenol 

 Mahasiswa dapat melakukan penetapan respon mikroba terhadap zat antimikroba, 

yang salah satu contoh pengujiannya adalah penetapan potensi antibiotika. 

 

B. PRINSIP 

 Terbentuknya zona bening di sekitar kertas cakram menunjukkan adanya 

kerentanan suatu bakteri terhadap antibiotik. 

 Pertumbuhan bakteri uji pada media yang sesuai setelah bakteri tersebut kontak 

dengan disinfektan dalam waktu 5, 10, dan 15 menit. 

 Membandingkan respon dari mikroba yang peka, dalam kondisi pertumbuhan 

yang sama (identik)  dari  dosis sediaan uji (sampel) terhadap sediaan atau zat 

baku (standar) yang telah diketahui konsentrasi dan potensinya. Respon  tersebut 

berupa efek hambatan terhadap pertumbuhan  mikroba uji. 

 

C. TEORI DASAR 

Resistensi bakteri terhadap antibiotika membawa masalah tersendiri yang dapat 

menggagalkan terapi dengan antibiotika. Resistensi dapat merupakan masalah 

individual dan epidemiologik. Resistensi adalah ketahanan mikroba terhadap 

antibiotika tertentu yang dapat berupa resistensi alamiah, resistensi karena adanya 

mutasi spontan (resistensi kromosomal) dan resistensi karena adanya faktor R pada 

sitoplasma (resistensi ekstrakromosomal) atau resistensi karena pemindahan gen 

yang resisten atau faktor R atau plasmid (resistensi silang). 

Beberapa mikroba tidak peka terhadap antibiotika tertentu karena sifat mikroba 

secara alamiah tidak dapat diganggu oleh antibiotika tersebut. Hal ini disebabkan 

oleh tidak adanya reseptor yang cocok atau dinding sel mikroba tidak dapat 

ditembus oleh antibiotika. Resistensi kromosomal terjadi karena mutasi spontan 

pada gen kromosom. Resistensi kromosomal dapat dibagi dalam dua golongan 

yaitu: 

1. Resistensi kromosomal primer, dimana mutasi dapat terjadi sebelum pengobatan 

dengan antibiotika dan selama pengobatan terjadi seleksi bibit yang resisten 

2. Resistensi kromosomal sekunder, dimana mutasi terjadi selama kontak dengan 

antibiotika kemudian terjadi seleksi bibit yang resisten. 

Kecepatan timbulnya resistensi bervariasi untuk berbagai antibiotika. Kelompok 

aminoglikosida, makrolida dan rifampisin termasuk kelompok yang cepat 

menimbulkan resistensi mikroba, sedangkan kelompok tertasiklin dan kelompok 

kloramfenikol digolongkan ke dalam kelompok yang tidak terlampau cepat 

menimbulkan resistensi. Kelompok yang lambat menimbulkan resistensi umumnya 

karena terjadi mutasi langsung dan kelompok lain umumnya termutasi setelah 

berkembangbiak beberapa tahap. 

Penyebab terjadinya resistensi mikroba adalah penggunaan antibiotika yang tidak 

tepat, misalnya penggunaan dengan dosis yang tidak memadai, pemakaian yang 

tidak teratur atau tidak kontinyu, demikian jugawaktu pengobatan yang tidak cukup 

lama. Maka untuk mencegah atau memperlambat timbulnya resistensi mikroba, 

harus diperhatikan cara penggunaan antibiotika yang tepat. 
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Untuk menentukan kualitas desinfektan yaitu menentukan daya bunuh desinfektan 

terhadap mikroba adalah dengan menggunakan metode koefisien fenol. Fenol adalah 

jenis desinfektan yang paling kuno dan karena kekuatannya telah diketahui maka 

kualitas desinfektan selalu dibandingkan dengan fenol. 

Koefisien fenol adalah bilangan pecahan yang menunjukan perbandingan kekuatan 

daya bunuh dari desinfektan dibandingkan dengan kekuatan daya bunuh dari fenol 

sebagai pembanding dalam kondisi yang sama, yaitu jenis bakteri yang sama dan 

waktu kontak yang sama. Waktu untuk menguji antibiotika adalah 18-24 jam. 

Sedangkan untuk mata tidak mungkin selama itu. Oleh karena itu, digunakan waktu 

tertentu dengan metode kontak secara konvensional, waktu yang paling cepat adalah 

2,5 menit, paling lama 15 menit. Kekuatan fenol untuk menguji desinfektan adalah 

tidak lebih besar dari 5%. 

Ciri-ciri suatu desinfektan yang ideal adalah memenuhi hal-hal sebagai berikut: 

1. Aktifitas antimikrobial, pada konsentrasi rendah harus mempunyai aktivitas 

antimikrobial dengan spektrum luas. 

2. Kelarutan, harus dapat larut dalam air atau pelarut lain sampai taraf yang 

diperlukan untuk dapat digunakan secara efektif. 

3. Stabilitas perubahan yang terjadi pada substansi bila dibiarkan beberapa hari 

harus seminimal mungkin dan tidak boleh menghilangkan antimikrobialnya 

secara nyata. 

4. Tidak bersifat racun 

5. Homogen 

6. Tidak bergabung dengan bahan organik 

7. Aktivitas antimikrobal pada suhu kamar 

8. Tidak menimbulkan karat dan warna 

9. Kemampuan menghilangkan bau yang kurang sedap 

10. Memiliki kemampuan sebagai detergen 

11. Tersedia dalam jumlah yang besar dengan harga yang pantas 

 

Penetapan potensi antibiotika termasuk kepada cara-cara penetapan dengan 

menggunakan metoda hayati, dimana jasad hayati yang digunakan adalah mikroba. 

Teknik penetapan potensi antibiotika yang umum digunakan meliputi dua cara, 

yaitu  

1. Cara Difusi (cara lempeng) 

Zat  yang  diuji  berdifusi  dari pencadang  (reservoir)  ke dalam media agar 

yang telah diinokulasikan dengan mikroba penguji. Setelah inkubasi, diameter 

hambatan pertumbuhan diukur dan dibandingkan. 

2. Cara Tabung (cara turbidimetri) 

 Pada cara ini digunakan media cair. Kekeruhan yang disebabkan oleh 

pertumbuhan  mikroba diukur dengan mempergunakan instrumen yang cocok, 

misalnya spektrofotometer. 

Selain perbedaan dalam teknik pengerjaannya, kedua cara di atas mempunyai dasar 

yang sama yaitu : 

a. Membandingkan sediaan uji yang tidak diketahui potensinya terhadap baku 

pembanding (standar) yang telah diketahui potensinya. 

b. Mengukur efek hambatan dari pertumbuhan mikroba yang dipergunakan. 

c. Adanya hubungan kuantitatif antara konsentrasi zat aktif dan respon. 

Hubungan kuantitatif tersebut, sama-sama diberikan baik oleh sediaan baku 

pembanding maupun sediaan uji. 

 

D. ALAT DAN BAHAN 

 Cawan petri, tabung reaksi, Oose, Labu takar 25mL dan 10mL 

 Inkubator, jangka sorong, vortex, stopwatch, pencadang logam, 

spektrofotometer, pH meter 

 Spirtus, lidi kapas, akuades steril, Fenol standar, kertas cakram, Mc Farland III 
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 Suspensi bakteri uji : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtillis, 

Pseudomonas aeruginosa 

 Nutrient Ager (NA), Nutrient Broth (NB), NaCl fisiologis 0,9%, larutan dapar 

pH 8,0 (larutan pengencer), kloramfenikol standar. 

 Antibiotik uji, Desinfektan uji, Sampel uji 

 

E. PROSEDUR PERCOBAAN 

DIFUSI PAPER DISK 

1. Tuangkan 20 ml NA cair bersuhu 40-50
o
C ke dalam masing-masing cawan 

petri, lalu diamkan sampai membeku. 

2. Dengan menggunakan lidi kapas steril, ulaskan suspensi bakteri uji ke seluruh 

permukaan agar dalam cawan-cawan petri sampai merata. Biarkan selama 

kurang lebih 1 jam. 

3. Letakkan cakram-cakram antibiotika pada permukaan agar dengan jarak 

sedemikian rupa, sehingga diharapkan tidak terjadi penumpukkan zona inhibisi. 

4. Inkubasikan semua cawan petri pada suhu 37
o
C selama 18-24 jam. Ukur zona 

inhibisi yang terjadi dengan menggunakan jangka sorong. 

 

KOEFISIEN FENOL 

Pembuatan Media 
Nutrient Broth dimasukkan dalam 12 tabung reaksi ukuran 20 x 150 mm, volume 

masing-masing dibuat 5 ml. Komposisi perliter terdiri dari pepton 10 g, ekstrak 

daging 5 g, dan NaCl 5 g; pH akhir 6,8. 

Pembuatan Inokulum 

Bakteri Pseudomonas aeruginosa atau Staphylococcus aureus sebelumnya telah 

ditanam pada agar nutrisi (Nutrient Agar) miring dan diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 24-48 jam. Tahap pengenceran bakteri uji adalah sebagai berikut: 

 
1. Siapkan tabung reaksi berisi 2 ml NaCl fisiologis 0,9% 

2. Pindahkan biakan P. aeruginosa atau S. aureus tersebut (pilih salah satu) ke 

dalam larutan NaCl dengan ose, dan setarakan kekeruhannya dengan larutan Mc 

Farland III (10
9
 mikroba/mL) 

3. Suspensi bakteri tersebut kini diperkirakan berisi 10
9
 mikroba/mL 

4. Siapkan 3 buah tabung reaksi masing-masing berisi 4,5 ml NaCl fisiologis 0,9% 

5. Pipet 0,5 mL dari suspensi mikroba sebelumnya (10
9
 mikroba/mL), pindahkan 

ke salah satu tabung reaksi berisi 4,5 ml NaCl. Suspensi mikroba kini 

berkonsentrasi 108 mikroba/mL 

6. Lakukan pengenceran kedua dengan mengambil 0,5 ml dari suspensi mikroba 

10
8
 dan memindahkannya ke dalam tabung berisi 4,5 NaCl yang kedua. 

Suspensi mikroba kini berkonsentrasi10
7
 mikroba/mL 

http://2.bp.blogspot.com/__wKSIY9nq2Q/TDCoDLaHOEI/AAAAAAAACEs/KZ3BWel4rs0/s1600/pembuatan+inokulum.jpg
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7. Pengenceran terakhir dilakukan dengan memindahkan 0,5 mL dari suspensi 

mikroba 10
7
 ke dalam tabung terakhir NaCl. Suspensi mikroba telah setara 

dengan 10
6
 mikroba/ml. Suspensi bakteri dengan konsentrasi inilah yang akan 

digunakan untuk melakukan uji praktikum ini. 

 

Pembuatan Baku Fenol 

Dibuat larutan persediaan baku fenol 5% dengan cara menimbang 2,5 g fenol dalam 

50 ml air suling steril. Kemudian dilakukan pengenceran konsentrasi menjadi 1:80 

dengan mempipet 12,5 ml larutan fenol 5% ditambahkan dengan 37,5 ml air suling 

steril pada tabung steril ukuran 25 x 150 mm. 

 
 

Pembuatan Larutan Desinfektan 

 

 
 

Pengenceran larutan desinfektan dilakukan pada tabung steril berukuran 25 x 150 

mm. Tahapannya adalah sebagai berikut: 

 Siapkan 4 buah tabung steril berisi aquades dengan volume yang berbeda-beda di 

dalamnya yaitu 9 ml, 7 ml, 4,5 ml, dan 7 ml, secara berurutan 

 Lakukan pengenceran pertama dengan mempipet 1 ml larutan desinfektan ke 

dalam 9 ml air suling sehingga konsentrasi menjadi 1:10 

 Pengenceran selanjutnya adalah dengan memindahkan 1 ml desinfektan 1:10 ke 

dalam tabung berisi 7 ml air suling. Konsentrasi desinfektan pada tabung ini 

adalah 1:80 

 Pindahkan 0,5 ml desinfektan 1:80 ke dalam 4,5 ml aquades sehingga konsentrasi 

kini 1:100 

 Pipet 0,5 ml desinfektan 1:100 ke dalam tabung berisi 7 ml air suling sehingga 

konsentrasi pada tabung ini adalah 1:150 

 Desinfektan yang akan dipakai selanjutnya adalah yang konsentrasinya 1:80, 

1:100, dan 1:150. Oleh karena itu, samakan volumenya masing-masing menjadi 5 

ml. 

Media, bakteri uji, larutan fenol, dan desinfektan telah disiapkan. Dengan demikian 

kita dapat melakukan inokulasi mikroba uji dalam desinfektan dan fenol dengan 

memperhitungkan waktu kontak 5, 10, dan 15 menit secara akurat. Label 12 tabung 

berisi Nutrient both dengan menandai F5’, F10’, F15’, DES 1:80 5’, DES 1:80 10’, 

DES 1:80 15’, DES 1:100 5’, DES 1:100 10’, DES 1:100 15’, DES 1:150 5’, DES 

1:150 10’, DES 1:150 15’. 

http://3.bp.blogspot.com/__wKSIY9nq2Q/TDCoXTpn8mI/AAAAAAAACE0/ZbvmuvSqYOc/s1600/fenol+standar.jpg
http://1.bp.blogspot.com/__wKSIY9nq2Q/TDColL9adoI/AAAAAAAACE8/LuHgHbeux8A/s1600/pengenceran+disinfectan.jpg
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Uji Fenol 
Pipet inokulum berkonsentrasi 10

6
 mikroba/ml sebanyak 0,5 ml ke dalam larutan 

fenol 1:80. Tunggu sampai 5 menit, ambil 1 ose dari campuran tersebut ke dalam 

tabung berlabel F5’. Lima menit kemudian, ambil lagi 1 ose dari campuran tersebut 

ke dalam tabung F10’. Setelah lima menit kemudian, ambil 1 ose dari campuran 

tersebut ke dalam tabung F15’. 

 Uji I 1:80 
Pipet inokulum berkonsentrasi 10

6
 mikroba/ml sebanyak 0,5 ml ke dalam 

desinfektan 1:80. Tunggu sampai 5 menit, ambil 1 ose dari campuran tersebut ke 

dalam tabung berlabel DES 1:80 5’. Lima menit kemudian, ambil lagi 1 ose dari 

campuran tersebut ke dalam tabung DES 1:80 10’. Setelah lima menit kemudian, 

ambil 1 ose dari campuran tersebut ke dalam tabung DES 1:80 15’. 

Uji II 1:100 
Pipet inokulum berkonsentrasi 10

6
 mikroba/ml sebanyak 0,5 ml ke dalam 

desinfektan 1:100. Tunggu sampai 5 menit, ambil 1 ose dari campuran tersebut ke 

dalam tabung berlabel DES 1:100 5’. Lima menit kemudian, ambil lagi 1 ose dari 

campuran tersebut ke dalam tabung DES 1:100 10’. Setelah lima menit kemudian, 

ambil 1 ose dari campuran tersebut ke dalam tabung DES 1:100 15’. 

Uji III 1:150 
Pipet inokulum berkonsentrasi 10

6
 mikroba/ml sebanyak 0,5 ml ke dalam 

desinfektan 1:150. Tunggu sampai 5 menit, ambil 1 ose dari campuran tersebut ke 

dalam tabung berlabel DES 1:150 5’. Lima menit kemudian, ambil lagi 1 ose dari 

campuran tersebut ke dalam tabung DES 1:150 10’. Setelah lima menit kemudian, 

ambil 1 ose dari campuran tersebut ke dalam tabung DES 1:150 15’. 

 

Tabung-tabung reaksi uji kemudian dieramkan di dalam inkubator pada suhu 37°C 

selama 24-48 jam. Diamati ada tidaknya pertumbuhan bakteri pada setiap tabung. 

Pengamatan cara inokulasi mikroba ke dalam disinfektan : 

(+)keruh : ada pertumbuhan (-) jernih  : tidak ada pertumbuhan 

 

UJI POTENSI ANTIBIOTIK 

1. Beri tanda cawan petri yang akan dipergunakan sesuai pola  dengan 

menggunakan spidol. 

2. Pembuatan Agar inokula 2% 

 Agar inokula adalah campuran dari nutrien agar dengan suspensi mikroba, yaitu 

untuk 100 mL agar ditambahkan 2 mL suspensi mikroba. Pencampuran ini 

dilakukan dalam Erlenmeyer,  yang kemudian setelah tercampur homogen 

dituangkan ke dalam cawan petri yang telah bertanda sebanyak 20 mL. Biarkan 

padat. 

3. Persiapan kloramfenikol standar 

 Ditimbang sejumlah tertentu kloramfenikol standar dan dilarutkan dalam 

aquadest steril hingga diperoleh larutan induk standar dengan konsentrasi 1000 

μg/mL. Selanjutnya dilakukan pengenceran dengan larutan dapar pH 8,0 hingga 

diperoleh dosis S1 – S5 . 

4. Persiapan Larutan Uji 

 Larutan uji dibuat dengan konsentrasi dosis sama dengan S3 atau R. 

5. Setelah agar inokula padat, letakkan pencadang logam di atas agar tersebut.  

      Kemudian  teteskan  larutan  standar dan larutan uji sebanyak 0,1 mL pada tiap-

tiap pencadang yang bertanda sama dengan larutan yang akan diteteskan. 

6. Pre inkubasi pada suhu kamar, selama 20 – 30 menit. Kemudian inkubasikan 

pada suhu 37
0
C, selama 18 – 24 jam. 

Amati diameter hambatan  yang terjadi dan ukur. Hitung dengan menggunakan 

perhitungan regresi. 
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F. HASIL PENGAMATAN 

DIFUSI PAPER DISK 

CAWAN PETRI 
ZONA INHIBISI (mm) 

A B C D E 

1      

2      

Keterangan: 

A, B, C, D, E : Cakram-cakram antibiotika dengan konsentrasi tertentu 

 

KOEFISIEN FENOL 

Setelah tabung reaksi diinkubasi padsa suhu 37°C selama 24 - 48 jam, maka didapatkan 

hasil sebagai berikut: 

JENIS PENGENCERAN WAKTU / MENIT 

5 10 15 

FENOL 1 : 80    

DESINFEKTAN 1 : 80    

DESINFEKTAN 1 : 100    

DESINFEKTAN 1 : 150    

  

UJI POTENSI ANTIBIOTIK 

Diameter hambatan (mm x 10) 

Seri I S1 R S1 R S1 R 

Cawan 1 

Cawan 2 

Cawan 3 

      

Seri II S2 R S2
 

R S2 R 

Cawan 1 

Cawan 2 

Cawan 3 

      

Seri III S4 R S4 R S4 R 

Cawan 1 

Cawan 2 

Cawan 3 

      

Seri IV S5 R S5 R S5 R 

Cawan 1 

Cawan 2 

Cawan 3 

      

Seri V U R U R U R 

Cawan 1 

Cawan 2 

Cawan 3 
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MODUL 7. UJI KEPEKAAN ANTIBIOTIK : PENENTUAN 

KHM 
 

A. TUJUAN 

Mahasiswa dapat menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) suatu sediaan 

uji terhadap bakteri gram positif maupun gram negatif, dengan menggunakan 

metoda dilusi atau difusi. 

 

B. PRINSIP 

Nilai KHM merupakan konsentrasi terkecil dari suatu sediaan yang dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri. 

 

C. TEORI DASAR 

Suatu antibiotika mempunyai KHM yang berlainan terhadap bakteri tertentu. 

Kepekaan mikroba terhadap antibiotik dapat di lihat dari konsentrasi minimum 

untuk inhibisi oleh suatu antibiotika terhadap mikroba tertentu. Penetapan KHM 

dapat dilakukan dengan menguji sederetan konsentrasi yang di buat dengan 

pengenceran, metode yang digunakan dapat dengan cara turbidimetri ataupun cara 

difusi agar. Konsentrasi terendah dimana pertumbuhan bakteri terhambat dinyatakan 

sebagai konsentrasi minimum untuk inhibisi (KHM). 

Penentuan kepekaan mikroba terhadap antibiotika harus dilakukan secara invitro 

yang dinyatakan dalam KHM dan aktivitas penghambatannya pada KHM tersebut. 

KHM ini tidak dapat di anggap akan setara dengan KHM in vivo karena dalam 

tubuh manusia terjadi biotransformasi antibiotika, terjadi penguraian atau fiksasi 

antibiotika pada protein plasma sehingga aktivitas antibiotika akan berkurang. 

Setiap antibiotika mempunyai sifat farmakokinetika yang berbeda tergantung pada 

sifat fisikokimianya dan karakteristik fisiologi individual pemakai. 

 

D.  ALAT DAN BAHAN 

 Alat : mortir dan stampler, tabung reaksi besar dan kecil, rak tabung, pipet 

volume berukuran 1 mL dan 10 mL, cawan petri sterilLabu ukur 100 mL, Oose, 

spirtus daninkubator. 

 Bahan : Sediaan uji, Berbagai suspensi bakteri gram positif dan gram negatif, 

Nutrien Broth (NB) double strenght, Nutrien Broth (NB), pelarut sediaan uji, air 

suling, Nutrien Agar (NA). 

 

E.  PROSEDUR PERCOBAAN 

METODE DILUSI 

1. Masukkan sediaan uji kedalam labu ukur, larutkan dengan sedikit pelarutnya. 

Kemudian tambahkan air suling steril sampai tanda batas. Jika sediaan uji 

berbentuk padat, gerus dahulu dalam mortir, sebelum dimasukkan dalam labu 

ukur. 

2. Rencanakan pengenceran dan perhitungan konsentrasi campuran pada masing-

masing tabung besar dan tabung-tabung kecil. 

3. Buat pengenceran bertingkat larutan uji dengan air suling dalam tabung-tabung 

reaksi besar. 

4. Isi tabung reaksi kecil pertama dengan 1 mL NB Double Strenght, sedangkan 

tabung-tabung reaksi selanjutnya dengan 1 mL NB biasa. 

5. Pipet 1 mL hasil pengenceran terakhir ke dalam tabung 1 berisi NB double 

strength, kocok sampai homogen. 

6. Pipet 1 mL campuran dari tabung 1 ke tabung 2, kocok sampai homogen. 

7. Ulangi langkah tersebut sampai tabung terakhir. Buang 1 mL campuran dari 

tabung terakhir. 

8. Tambahkan 1 ose bakteri kedalam masing-masing tabung kecil, kocok sampai 

homogen. 
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9. Ulangi langkah 3 sampai 7 untuk bakteri yang lain. 

10. Buat kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol positif terdiri dari 1mL NB dan 

1 ose bakteri (salah satu saja). Kontrol negatif hanya berisi 1mL NB 

11. Inkubasikan semua tabung kecil pada suhu 37
o
C selama 18-24 jam. Amati 

kekeruhan yang terjadi, bandingkan dengan kontrol positif dan negatif. 

12. Tentukan dimana KHM nya. KHM terletak pada tabung bening yang terakhir 

atau sebelum tabung keruh pertama. 

 

METODE DIFUSI 

1. Masukkan sediaan uji kedalam labu ukur, larutkan dengan sedikit pelarutnya. 

Kemudian tambahkan air suling steril sampai tanda batas. Jika sediaan uji 

berbentuk padat, gerus dahulu dalam mortir, sebelum dimasukkan dalam labu 

ukur. 

2. Rencanakan pengenceran dan hitung konsentrasi campuran pada masing-masing 

tabung besar dan cawan-cawan petri. 

3. Buat pengenceran bertingkat larutan sediaan uji dengan air  suling dalam 

tabung-tabung reaksi besar. 

4. Bagi permukaaan dasar cawan menjadi area-area sama besar. Beri label nama 

bakteri yang akan digunakan pada setiap area. 

5. Pipet 1 mL masing-masing pengenceran kedalam cawan-cawan petri tambahkan 

19 mL NA cair bersuhu 40-50
o
C, goyangkan beberapa saat, lalu diamkan sampai 

membeku. 

6. Goreskan masing-masing bakteri pada area yang terpisah dengan menggunakan 

ose. Buat kontrol positif yang terjadi dari 20 mL NA dalam cawan petri, yang 

digoreskan oleh bakteri-bakteri yang digunakan di area yang terpisah. 

7. Inkubasikan semua cawan petri pada suhu 37
o
C selama 18-24 jam. Amati 

pertumbuhan bakteri dari koloni-koloni yang tampak. Bandingkan morfologi 

koloni-koloni tersebut dengan kontrol positif. 

8. Tentukan dimana KHM-nya. KHM terletak pada cawan petri terakhir yang tidak 

tampak koloni bakteri.  

 

F. HASIL PENGAMATAN 

A. METODE DILUSI 

PENGAMATAN 
TABUNG REAKSI 

1 2 3 4 5 6 7 n 

KEKERUHAN         

 

Keterangan :  

(+) : Bening 

(-) : keruh 

 

B. METODE DIFUSI 

JENIS BANKTERI 
CAWAN PETRI 

1 2 3 

    

    

    

    

 

Keterangan :  

(+) : tidak ada pertumbuhan 

(-) : ada pertumbuhan 
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MODUL 8. UJI AKTIVITAS PENGAWET 

 

A. TUJUAN 

 Mahasiswa mampu menetapkan efektivitas antimikroba meliputi penentuan 

kesesuaian dan kinerja minimal pengawet dalam kosmetika dan obat.  

 Mahasiswa mampu mengevaluasi efektivitas kesesuaian pengawet dan kinerja 

minimal pengawet. 

 

B. PRINSIP 

 Uji  tantang  terhadap  produk  bebas  cemaran  dengan  menggunakan mikroba  

baku  yang  telah  ditetapkan,  kemudian  produk  yang  telah diinokulasi 

tersebut disimpan pada suhu yang telah ditetapkan.  

 Penghitungan  jumlah  mikroba  baku  yang  bertahan  hidup  dalam produk  

yang  diuji, pada interval  waktu  yang  ditentukan  dengan metode angka 

lempeng. 

 Penentuan produk yang memenuhi kriteria, merupakan produk yang 

menggunakan  pengawet  yang  sesuai, baik  untuk  proses  pembuatan maupun 

penggunaan oleh konsumen 

 Penentuan produk  yang tidak memenuhi kriteria, merupakan produk yang tidak 

menggunakan pengawet yang sesuai.  

 

C. TEORI DASAR 

Uji aktivitas pengawet merupakan Metode Kompendial yang mengevaluasi 

kemampuan zat preservatif pada sampel dalam menghambat pertumbuhan bakteri 

dan jamur pada kondisiyang sesuai dan dinyatakan dengan satuan log reduksi. 

Pengawet adalah zat yang ditambahkan pada sediaan non steril atau sediaan steril 

untuk melindungi produk dari pertumbuhan mikrobainadverten pada: 

 Pre & post market  Sediaan Non Steril 

 Pemakaian Berulang  Sediaan Steril 

Uji Efektivitas Pengawet perlu dilakukan karena untuk memastikan bahwa sediaan 

farmasi memiliki kadar pengawet yang efektif dan tidak toksik bagi manusia serta 

merupakan Mandat Regulatory 

 Perka BPOM HK.03.1.23.08.11.07331 Tahun 2011  Kosmetika 

 Farmakope (FI IV, USP, JP, EP, dll)  Sediaan Farmasi 

 UU No 8 tahun 1999 ttg Perlindungan Konsumen 

 

D. ALAT DAN BAHAN 

Alat Biohazard cabinet, Otoklaf, Oven, Inkubator suhu (35 ± 2)
o
C dan  (25 ± 2)

o
C, 

Vortex mixer, Butir kaca (glass beads), Pipet ukur berskala, Cawan Petri, 

Hemositometer dan mikroskop fase-kontras (jika ada), 

Spektrofotometer/kolorimeter (jika ada), Alat hitung koloni (colony counter), 

Timbangan top-loading, pH meter 

 

Media Media  bentuk  kering  dengan  fungsi  setara,  yang  telah  diuji  sterilitas  

dan kemampuannya  dalam  menumbuhkan  mikroba  baku  yang  sesuai, terdiri 

dari: 

 Nutrient Agar atau yang setara (Tryptic Soy Agar/TSA) 

 Letheen Agar atau Tryptic Soy Agar + 1% Tween 80 (TSAt) 

 Mycophil  Agar pH  4,7  atau  Potato  Dextrose  Agar +  antibiotik  

(PDAa)/SDAa atau Sabouraud Dextrose Agar + 1% Tween 80 (SDAt) 

Letheen Broth atau Peptone Salin + 1% Tween 80 

 Larutan Dapar Klorida atau yang setara 

 Larutan Pengencer 1 steril (0,1% Peptone dalam NaCl 0,9%) 

 Larutan Pengencer 2 steril (0,05% Tween 80 dalam NaCl 0,9%) 

 Mc.Farland (BaSO4) no.2 (jika tersedia) 
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Mikroba Uji Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Enterobacter aerogenes, Aspergillus niger  

 

A. PROSEDUR PERCOBAAN 

PEMELIHARAAN MIKROBA UJI 

Mikroba uji dipelihara pada media yang sesuai: 

 Bakteri dengan Nutrient Agar (TSA atau yang setara) 

 Kapang dan khamir dengan Mycophil Agar pH 4,7 (PDAa/SDAa atau yang 

setara). 

 

PENYIAPAN UJI MIKROBA 

1. Mikroba  hidup  yang  digunakan  dalam  uji  harus  tidak  boleh  lebih dari 

turunan kelima biakan asli ATCC. 

2. Goreskan stok biakan Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, dan 

Enterobacter aerogenes pada agar miring TSA dan inkubasi pada 35±2
o
C selama 

18-24 jam. 

3. Goreskan stok biakan Candida albicans pada agar miring SDAa dan inkubasi 

pada 25±2
 o
C  selama 48 jam. 

4. Goreskan stok biakan Aspergillus niger pada agar miring SDAa dan  inkubasi  

pada  25±2
 o
C selama  7-14  hari  atau  sampai sporulasi sempurna. 

 

PEMANENAN BIAKAN MIKROBA UJI 

1. Cuci  setiap  biakan bakteri  dan  khamir  dengan  2  x  2,5  mL larutan  

pengencer  1;  dan  biakan kapang  dengan  2  x  2,5  mL larutan  pengencer  2,  

lepaskan  biakan dari  permukaan  agar dengan bantuan butir kaca steril. 

Pindahkan suspensi ke dalam tabung reaksi steril dan campur menggunakan 

vortex mixer agar tersebar merata. 

2. Sesuaikan  setiap  pencucian  dengan  pengencer  yang  sama untuk  

menghasilkan  10
8
 cfu/mL  suspensi  bakteri  dan  10

7
 cfu/mL  suspensi  khamir  

dan  kapang.  Bandingkan  suspense dengan larutan standar Mc. Farland 

(BaSO4) no.2, pengukuran absorbansi  atau  metode  lain  yang  berkaitan  

dengan  Angka Lempeng Total (ALT) sebagaimana akan dijelaskan dalam poin 

C dan D. 

 

PENENTUAN JUMLAH BAKTERI UJI DENGAN METODE ALT-CARA 

SEBAR  

1. Permukaan Tuang sekitar 15 - 20 mL TSA yang telah dicairkan pada cawan 

Petri steril dan biarkan memadat. 

2. Isi  masing-masing  dari  10  tabung  steril  dengan  9  mL  larutan pengencer 1. 

3. Inokulasi  1  mL  dari  masing-masing  suspensi  bakteri (Pseudomonas  

aeruginosa,  Staphylococcus  aureus,  dan Enterobacter  aerogenes)  ke  dalam  

tabung  reaksi  pertama  yang  mengandung  9  mL  pengencer  1  (tandai  

sebagai  10
-1

).  Ulangi proses pengenceran 10-kali hingga 10
-10

. Campur 

menggunakan vortex mixer untuk menjamin distribusi yang homogen. 

4. Pipet 0,5 mL suspensi dari pengenceran 10
-4

 hingga 10
-10

 dan sebarkan ke 

permukaan TSA, dilakukan secara duplo. 

5. Setelah  suspensi diserap  oleh  media,  balikkan  cawan  dan inkubasi pada 35± 

2
o
C selama 24-48 jam. 

6. Catat  pertumbuhan  antara  30-300  koloni. Total  koloni merupakan  hasil  

penjumlahan  koloni  dari  kedua  cawan  Petri, dikalikan faktor pengenceran. 

Gunakan suspensi mengandung  10
8
 cfu/mL bakteri uji. 

7. Gunakan  bakteri  segera  atau  simpan  di  kulkas  pada  2-8°C selama tidak 

lebih dari 72 jam. 
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PENENTUAN JUMLAH KAPANG DAN KHAMIR UJI DENGAN METODE 

ALT-CARA TUANG 

1. Cairkan SDAa dan jaga suhu pada 45-50
 o

C  dalam tangas air. 

2. Isi  masing-masing  10  tabung  reaksi  steril  dengan  9  mL pengencer 

(pengencer 1 untuk Candida albicans dan pengencer 2 untuk Aspergillus niger). 

3. Inokulasi  1  mL  Candida  albicans ke  dalam  tabung reaksi pertama yang berisi 

pengencer 1 dan Aspergillus niger ke dalam tabung reaksi pertama berisi 

pengencer 2. Ulangi proses dengan menginokulasi  1  mL  suspensi dari  tabung  

reaksi  pertama  ke dalam  tabung  reaksi  kedua.  Lakukan  seri  pengenceran 

kelipatan  10 hingga  10
-10

.  Campur  menggunakan  vortex  mixeruntuk 

menjamin homogenitas contoh. 

4. Pipet  1  mL  suspensi dari  pengenceran  10
-4

  hingga  10
-10

 ke dalam  cawan  

petri steril, lakukan secara  duplo.  Tuang sekitar 15-20  mL  SDAa  yang  telah  

dicairkan  ke  dalam  setiap  cawan, tutup, goyang perlahan dan biarkan 

memadat. 

5. Inkubasi pada 25±2
o
C selama 48 jam (khamir) dan 72 jam (kapang) dalam posisi 

cawan dibalik. 

6. Catat  pertumbuhan  antara  30-300  koloni.  Total  koloni merupakan  rata-rata  

koloni  dari  kedua  cawan  Petri,  dikalikan faktor pengenceran. 

7. Gunakan suspensi yang mengandung 107 cfu/mL khamir dan kapang untuk uji. 

8. Gunakan  mikroba segera  atau  simpan  di  kulkas  pada  2-8°C selama tidak 

lebih dari 72 jam. 

 

PENYIAPAN UJI SAMPLING 

Siapkan  5  x  100  g  contoh  dalam  5  wadah  gelas  yang  sesuai. Tandai 

dengan tepat (3 wadah untuk mikroba uji bakteri dan 2 wadah untuk kapang dan  

khamir). 

i. Kosmetik cair. Gunakan produk secara langsung untuk uji. 

ii. Krim dengan dasar air dan losion. Larutkan  menggunakan  larutan  dapar 

klorida  dengan perbandingan  sama (1:1).  Panaskan  pada 40-45°C dan 

homogenkan menggunakan vortex mixer dengan bantuan butir kaca. 

iii. Padat dan serbuk. Campur  produk  dengan  larutan  dapar klorida  dengan 

perbandingan  yang  sama.  Panaskan  pada  40-45°C  dan homogenkan 

menggunakan vortex mixer dengan bantuan butir kaca. 

iv. Produk berbasis minyak/lemak. Campur  100  g  contoh  dengan  20  g  

minyak  mineral  sehingga terbentuk  pasta.  Tambahkan  80  mL  larutan  

dapar klorida. Panaskan pada 40-45°C dan homogenkan menggunakan 

vortex mixer dengan bantuan butir kaca. 

v. Aerosol. Simpan  seluruh  wadah  dalam  refrigerator (2-8C)  selama  30 

menit. Pindahkan 50 g aerosol ke dalam wadah yang berisi 50 mL  larutan  

dapar klorida.  Homogenkan  menggunakan  vortex mixer dengan bantuan 

butir kaca. 

 

PROSEDUR UJI SAMPLING 

1. Contoh  harus  diverifikasi  tidak  adanya  pertumbuhan  bakteri, khamir  dan  

kapang,  menggunakan  metode  uji  “Penetapan Angka  Kapang  Khamir  dan  

Uji  Angka  Lempeng  Total  dalam Kosmetika“.  Hal  ini  harus  dilakukan  

sebelum  melangkah  ke proses lebih lanjut. 

2. Inokulasi masing-masing wadah contoh dengan 1 mL suspensi dari  tiap  

mikroba  uji  yang  mengandung  1,0 hingga  9,9  x  10
6 

cfu/mL (untuk bakteri) 

atau 1,0 hingga 9,9 x 10
5
 cfu/mL (untuk  khamir dan kapang) [volume suspensi 

sebaiknya tidak melebihi 1% dari jumlah contoh yang diuji]. Homogenkan 

menggunakan vortex mixer. 

3. Pindahkan  masing-masing  20  g  dari  contoh  yang  telah diinokulasi  

(sebagaimana  tercantum  dalam  NO 2)  ke  dalam  4 wadah yang berbeda untuk 

diuji dalam jangka waktu 2, 7, 14 dan 28 hari. Untuk  tujuan  validasi,  uji  
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kontrol  harus  dilakukan bersamaan dengan uji contoh: hari ke-0, 2, 7, 14, dan 

28 

 Inokulasi  100  g  contoh  tanpa  pengawet  atau  100  g larutan  fisiologis  

NaCl  steril  yang  mengandung  1% Tween  80  dengan  1  mL  suspensi  

dari  salah  satu mikroba uji  untuk  menghasilkan  1,0  hingga  9,9  x  

106cfu/mL  (untuk bakteri)  atau  1,0  hingga  9,9  x  105cfu/mL (untuk 

khamir dan kapang) sebagai kontrol. 

 Pindahkan  1  mL  contoh  dalam  waktu  30  menit  dari masing-masing 

wadah untuk diuji pada hari ke-0, 2, 7, 14 dan 28 hari. Lakukan pengujian 

dengan melakukan seri  pengenceran  kelipatan  10  menggunakan  larutan 

pepton salin yang mengandung 1% polisorbat 80. 

 Catatan: contoh yang belum diuji disimpan pada suhu ruangan (20-25°C) 

selama pengujian. 

 Tentukan jumlah mikroba hidup dengan menggunakan metode  ALT  cara  

sebar  permukaan  pada  TSAt  untuk bakteri  dan  metode  ALT  cara  tuang  

dengan menggunakan  SDAt  untuk  khamir  dan  kapang. Lakukan secara 

duplo. 

 Inkubasi  bakteri  pada  35  ±  2
o
C  selama  24 - 48  jam, khamir dan kapang 

pada 25 ± 2
o
C  selama 3 - 5 hari. Hitung jumlah mikroba yang bertahan 

hidup tiap g atau mL contoh. 

 Identifikasi  mikroba  dengan  pewarnaan  Gram   

 

CARA PERHITUNGAN 

A. Persentase Reduksi, dihitung dengan rumus berikut: 
 

          
                                                 

                    
        

 

catatan: 

t0 adalah  jumlah  koloni  yang  diperoleh  dari  hasil pengujian hari ke-0  

ti  adalah  jumlah  koloni  yang  diperoleh  dari  hasil pengujian hari ke-i (hari 

ke-2, ke-7, ke-14, dan ke-28) 

 

B. Log Reduksi dihitung dengan rumus: 

Log  Reduksi =  log  jumlah  inokulum  t0 – log  jumlah  pada  interval produk ti 

 

C. Interpretasi Data 

Pengawet harus menunjukkan aktivitas terhadap mikroba uji sebagai berikut: 

 Jumlah  bakteri  dan  khamir  harus  menunjukkan  penurunan sekurang-

kurangnya 99,0% (2 log) pada hari ke 2 dan 99,9% (3 log)  pada  hari  ke  7  

untuk  setiap  mikroba  uji  dan  tidak  ada peningkatan lagi selama uji 

selanjutnya dalam variasi data yang normal. 

Jumlah kapang seharusnya menunjukkan penurunan 90,0% (1 log) pada hari ke 

14 dan 99,0% (2 log) pada hari ke 28. 
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MODUL 9. UJI ENDOTOKSIN DAN UJI STERILITAS 

 

A.  TUJUAN 

Mahasiswa dapat melakukan pengujian LAL dengan benar pada sampel sediaan 

farmasi steril. 

 

B. PRINSIP 

Gel protein terbentuk akibat aktivasi Proclotting enzyme dalam pereaksi Limulus 

Amebocyte Lysate (LAL) oleh endotoksin setelah diinkubasi pada suhu 37 ± 1 
o
C 

selama 60 ± 2 menit  

 

C. TEORI DASAR 

Pirogen adalah suatu zat yang apabila disuntikkan secara parenteral dapat 

meningkatkan suhu tubuh. Pirogen dapat berasal dari pasien (endogen) atau dari 

faktor eksternal (eksogen) misalnya dari zat kimia atau bakteri. 

Produk farmasi yang diberikan secara parenteral harus diusahakan agar terhindar 

dari cemaran pirogen yang berasal dari dinding sel bakteri gram negatif. Pirogen 

yang berasal dari dinding sel gram negatif disebut juga endotoksin. 

Secara in vivo, pirogen dapat dideteksi dengan uji kelinci. Secara in vitro, pirogen 

dideteksi dengan LAL (Limulus Amebocyte Lysate) test. Secara in vivo, uji kelinci 

dapat mendeteksi seluruh pirogen. Sedangkan uji LAL hanya dapat mendeteksi 

endotoksin. Tidak seluruh pirogen berasal dari endotoksin, namun endotoksin 

merupakan sumber utama pirogen dari sediaan parenteral. Dibandingkan dengan uji 

kelinci, uji LAL lebih cepat, lebih akurat, reproducible, dan juga lebih efisien dari 

segi biaya. 

 

D. ALAT DAN BAHAN 

 Botol steril bebas pirogen 

 Inkubator dengan range suhu berkisar antara 36-38°C 

 LAF unit 

 Pipet ukur bebas pirogen atau syringe bebas pirogen 

 Rak tabung reaksi 

 3 buah vial Pyrotel Limulus Amebocyte Lysate (LAL) 0,125 EU/ml atau 

sensitivitas lain yang sesuai 

 1 buah vial kontrol Standar Endotoksin 5000 EU/vial  

 LAL reagent water 

 

E. PROSEDUR PERCOBAAN 

Aturan umum 

 Wadah gelas yang digunakan untuk pengujian harus dicuci dengan bersih, sisa 

sabun harus benar-benar dihilangkan. Wadah gelas juga harus bebas pirogen 

dengan cara memanaskan wadah gelas dalam oven sterilisator 200ºC selama 1 

jam. 

 Untuk mencegah kontaminasi mikroba, seluruh tahapan pengujian harus 

dilakukan secara aseptis. 

 Temperatur saat reaksi harus berkisar antara 36-38ºC.  

 pH larutan harus berkisar antara pH 5-7. Apabila diperlukan lakukan 

penyesuaian pH dengan 0,1 N HCl, 0.1 N NaOH, atau larutan buffer yang 

sesuai.  

 Waktu reaksi adalah 1 jam. 

 Setiap uji harus disertai dengan kontrol negatif dan kontrol positif. 

 Pada saat pengujian harus diusahakan agar area bebas dari getaran. 

 Simpan pyrotel, CSE vial, atau larutan stok endotoksin sesuai dengan instruksi 

dari pemasok. 
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Kondisi penyimpanan LAL dan Control Standard Endotoksin 

 Simpan Pyrotel Limulus Amebocyte Lysate pada refrigerator (suhu -20 hingga 8 

°C). 

 Simpan Control Standard Endotoksin pada refrigerator (suhu 2-8 °C). 

 Larutan stok endotoksin yang sudah diencerkan dengan LAL reagent water dapat 

disimpan pada suhu 2-8ºC selama 4 minggu. Beri label tanggal pembuatan dan 

tanggal daluwarsa pada wadah larutan stok endotoksin. 

 Pyrotel Limulus Amebocyte Lysate dan Control Standard Endotoksin yang 

disimpan pada refrigerator aktifitasnya akan tetap baik sampai dengan tanggal 

daluwarsanya. 

 

Uji LAL pada Water For Injection 

i. Prosedur pembuatan larutan stok Endotoksin 

 Encerkan vial Control Standard Endotoksin (5000 EU/ vial) dengan 5 ml 

LAL reagent water sehingga diperoleh konsentrasi 1000 EU/ml (larutan A). 

 Pipet 1.0 ml larutan A dan encerkan dengan LAL reagent water hingga 10 ml 

(larutan B). 

 Pipet 1.0 ml larutan B dan encerkan dengan LAL reagent water hingga 10 ml 

(larutan C). 

 Pipet 0.25 ml Larutan C dan encerkan dengan LAL reagent water hingga 10 

ml (larutan D= Larutan stok 0.25 EU/ml). 

ii. Prosedur Kerja 

 Keluarkan 3 buah tabung Pyrotel Limulus Amebocyte Lysate 0.125 EU/ mL, 

LAL reagent water dan larutan stok endotoksin dari lemari pendingin.  

 Diamkan 30 menit hingga temperaturnya sama dengan temperatur kamar (25 

- 30°C). 

 Tambahkan ke dalam tabung pyrotel 0.125 EU/ml masing-masing: 

­ 0,2 ml sampel WFI  

­ 0.2 ml LAL reagent water (sebagai kontrol negatif) 

­ 0.2 ml larutan stok endotoksin 0.25 EU/ml (sebagai kontrol positif) 

secara aseptis dibawah LAF. 

 Goyang tabung selama 20 hingga 30 detik agar tercampur homogen. 

 Masukkan tabung pyrotel ke dalam inkubator atau water bath suhu 37 ±1°C. 

 Inkubasi selama 1 jam. 

 Amati tabung yang berisi sampel, kontrol positif dan negatif  

 Catat hasilnya  

 

Penafsiran Hasil 

 Apabila pada tabung berisi sampel terbentuk gel dan jika vial di putar 180° dan 

gel tetap tertinggal pada dasar vial maka hasil pengujian LAL dinyatakan positif.   

 Hasil pengujian LAL dinyatakan negatif apabila tidak terbentuk secara perlahan-

lahan gel dan cairan mengalir apabila vial diputar hingga 180°. 

 Kontrol positif harus memberikan hasil yang positif terhadap LAL 

 Kontrol negatif harus memberikan hasil yang negatif terhadap LAL. 

 Catat hasil pengujian LAL.  

 

Aspek K3L (Kesehatan, Keselamatan Kerja dan Lingkungan) 

Buang pyrotell dan kontrol standar endotoksin yang sudah digunakan sebagai 

limbah farmasi 
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MODUL 10. ELEKTROFORESIS DNA 

 

A. TUJUAN 

Mahasiswa dapat melakukan pemisahan DNA dengan metode elektroforesis dan 

menentukan berat molekul DNA target. 

 

B. PRINSIP 

DNA merupakan molekul yang bermuatan sehingga bila diletakkan dalam medan 

listrik akan bergerak ke daerah yang muatannya berlawanan dengan kecepatan 

migrasi berdasarkan berat molekulnya. 

 

C. TEORI DASAR 

Dalam setiap pengerjaan tahapan biologi molekuler yang berkaitan dengan DNA, 

perlu adanya konfirmasi mengenai keberadaan dan kemurnian DNA. Salah satunya 

uji kualitatif melalui teknik elektroforesis, dimana  DNA dalam matriks yang 

berpori (gel) diletakkan pada medan listrik yang memiliki kutub negatif dan positif. 

Matriks gel yang digunakan pada elektroforesis DNA biasanya gel agarosa. Agarosa 

merupakan polisakarida yang diisolasi dari rumput laut dan setiap polimer agarosa 

terdiri dari sekitar 800 resdiu D- dan L-galaktosa. Proses migrasi DNA pada gel 

agarosa dibantu oleh buffer elektoforesis seperti TAE (Tris-Acetate EDTA)  yang 

diberi arus listrik. Berdasarkan berat molekulnya, DNA yang bermuatan negatif 

akan bergerak ke kutub positif. Visualisasi pita DNA yang diperoleh pada gel 

agarosa hanya dapat teramati jika DNA diberi label atau diberi pewarna yang dapat 

berpendar di bawah sinar UV. Penentuan ukuran DNA dilakukan dengan 

membandingkanpada suatu marka DNA yang telah diketahui ukurannya.  

 

D. ALAT DAN BAHAN 

- Chamber elektroforesis   

- Larutan TAE 1X      

- akuades steril      

- GelRed  

- Loading Buffer DNA    

- DNA Ladder       

- Agarosa 

 

E. PROSEDUR PERCOBAAN 

1. Agarose ditimbang 0,5g dan dilarutkan dalam 50 mL TAE 1x untuk mendapatkan 

gel agarose 1%. 

2. Larutan agarosa dipanaskan sampai mendidih, didiamkan sampai suhu sekitar 40-

60 
o
C, dan ditambahkan GelRed 

3. Larutan dituangkan ke dalam cetakan/tray, diberi sisir untuk membuat sumur, dan 

dibiarkan hingga memadat. 

4. Setelah memadat, sisirnya dibuka, gel ditempatkan pada chamber elektroforesis 

yang sudah berisi bufer TAE 1x sampai terendam. 

5. Semua sampel DNA ditambah loading dye 6x (5:1) kemudian dimasukkan ke 

dalam sumur elektroforesis. 

6. DNA Ladder juga dimasukkan ke salah satu sumur. 

7. Elektroforesis dijalankan pada 100 V selama 20-30 menit atau hingga pewarna 

bermigrasi mencapai 2/3 panjang gel. 

8. Gel hasil elektroforesis dilihat dibawah sinar UV 
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