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Abstrak. Media sintetik merupakan jenis media yang dapat 

digunakan untuk perbanyakan mikroorganisme. Penggunaan media 

sintetik memiliki kendala yaitu harga bahan yang cukup mahal. 

Untuk mengurangi biaya penggunaannya, maka dapat mencari 

alternatif dengan menggunakan bahan dari alam. Kacang hijau dan 

kacang kedelai dapat digunakan sebagai media alternatif untuk 

menumbuhkan mikroorganisme. Tujuan penelitian ini adalah 

menghitung jumlah koloni Bacillus subtilis dalam media alami 

berupa sari kacang hijau dan kacang kedelai. Metode penelitian 

dilakukan secara eksperimental dengan menumbuhkan Bacillus 

subtilis ke dalam media sari kacang hijau dan kacang kedelai 

selanjutnya untuk menghitung jumlah koloni yang tumbuh 

menggunakan metode lempeng total atau total plate count (TPC). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa Bacillus subtilis mampu 

tumbuh dalam media sari kacang hijau dengan jumlah koloni 

1.7×1010 CFU/mL sedangkan untuk sari kacang kedelai terdapat 

jumlah koloni sebesar 4.5×108 CFU/mL. Berdasarkan hasil koloni 

yang didapatkan dari kedua media alternatif tersebut menunjukkan 

bahwa Bacillus subtilis mampu ditumbuhkan dalam media sari 

kacang hijau dan kacang kedelai. 

Kata kunci: Bacillus subtilis, media alami, sari kacang hijau, sari 

kacang kedelai, TPC. 

 
Abstract. Synthetic media is a type of media that can be used to 

propagate microorganisms. The use of synthetic media has an 

obstacle, namely the price of materials which is quite expensive. To 

reduce the cost of its use, it can find alternatives by using materials 

from nature. Mung beans and soybeans can be used as substitute 

media to grow microorganisms. The purpose of this study was to 

calculate the number of Bacillus subtilis colonies in natural media 

in the form of mung bean juice and soybean as a natural media. The 

research method was carried out experimentally by growing 

Bacillus subtilis into mung bean and soybean juice media and then 

counting the number of colonies that grew using the total plate count 

(TPC) method. The results showed that Bacillus subtilis was able to 

grow in mung bean juice media with a colony count of 1.7 × 1010 

CFU/mL while for soy bean juice there was a colony count of 4.5 × 

108 CFU/mL. Based on the colony results obtained from the two 

alternatives media, shows that Bacillus subtilis can be grown in 

mung bean and soybean juice media.  

Keywords: Bacillus subtilis, natural media, mung bean juice, soy 

bean juice, TPC.   
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PENDAHULUAN 

 

Media pertumbuhan merupakan salah 

satu bahan terpenting untuk menumbuhkan 

mikroorganisme. Mikroorganisme dapat 

tumbuh dengan baik dalam media yang 

mengadung cukup nutrisi. Nutrisi menjadi 

salah satu faktor terpenting untuk menunjang 

mikroorganisme. Media pertumbuhan sangat 

diperlukan oleh sel mikroorganisme untuk 

dapat memperbanyak diri melalui proses 

pembelahan yang terjadi. Kondisi ini dapat 

terjadi jika nutrisi dan faktor lingkungan 

terpenuhi dengan baik. Media sintetik 

merupakan salah satu media yang paling 

sering digunakan untuk menumbuhkan 

mikroorganisme. Komposisi media yang 

sudah diketahui membuat media tersebut 

sering digunakan. Hal ini membuat 

penggunaan media sintetik lebih efisien jika 

dibandingkan dengan media alami. Namun, 

harga media sintetik yang mahal membuat 

banyak pakar melakukan upaya pencarian 

media alternatif menggunakan media dari 

bahan alami dengan harga yang lebih 

terjangkau. Juariah dan Sari (2018) 

menyatakan bahwa dengan kondisi harga 

media sintetik yang mahal maka dapat beralih 

menggunakan media alami sebagai media 

pertumbuhan mikroorganisme. Penggunaan 

media alami juga ditunjang oleh keberadaan 

sumberdaya alam yang melimpah sehingga 

biaya produksi akan lebih murah. Melalui 

penggunaan media alami juga dapat menjadi 

alternatif dalam pemanfaataan sumber alam.  

Media pertumbuhan alternatif yang 

dapat digunakan untuk perbanyakan sel 

bakteri adalah media yang berasal dari sari 

kacang hijau dan kacang kedelai. Danela et al. 

(2019) menyatakan bahwa kacang kedelai 

dapat digunakan sebagai media alami karena 

memiliki kandungan protein. Protein 

alternatif dalam kacang kedelai berperan 

sebagai sumber N sehingga kebutuhan 

nitrogen dapat terpenuhi untuk pertumbuhan 

mikroorganisme. Pencarian pengganti media 

sintetik dengan media alami telah dilakukan 

dengan menggunakan biji-bijian dari suku 

Leguminoseae yaitu berupa kacang tunggak, 

kacang hijau, kacang kedelai hitam dan 

kedelai sebagai media pertumbuhan bagi 

bakteri seperti Escherichia coli, Bacillus sp., 

Staphylococcus sp., Klebsiella sp., dan 

Pseudomonas sp. (Juariah dan Sari 2018).  

Kacang-kacangan yang digunakan 

untuk media alami memiliki sumber nutrisi 

yang cukup bagi bakteri. Kandungan protein 

yang ada dalam kacang-kacangan diharapkan 

dapat menunjang pertumbuhan bakteri 

dengan memberikan hasil yang sama dengan 

menggunakan media NA (Zamilah et al. 

2020). Menurut Danela et al. (2019) tanaman 

yang termasuk dalam suku Leguminoceae 

memiliki kandungan protein sebesar 20-25%.  

Berdasarkan latar belakang tersebut 

maka dilakukan penelitian dengan 

memanfaatkan media alami yang berasal dari 

kacang kedelai dan kacang hijau untuk 

pertumbuhan Bacillus subtilis. Tujuan dari 

penelitian ini adalah mencari sumber nutrisi 

dari media alternatif yang lebih ekonomis 

sehingga menekan biaya penggunaan media 

sintetik. Penggunaan Bacillus subtilis sebagai 

agen hayati dalam penelitian ini menjadi 

alasan untuk memanfaatkan peran bakteri 

tersebut dalam bidang pertanian.   

 

BAHAN DAN METODE 

Penelitian ini menggunakan metode 

deskriptif kuantitatif, yang bertujuan untuk 

melihat kemampuan media alternatif sari 

kacang hijau dan sari kacang kedelai sebagai 

media perbanyakan bakteri Bacillus subtilis. 

Pengujian dilakukan menggunakan metode 

hitung cawan (Total Plate Count) (Zamilah et 

al. 2020) yang telah dimodifikasi.  

Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan dalam 

menunjang penelitian ini adalah tabung 

reaksi, cawan petri, stirrer, hot plate, laminar 

air flow, autoklaf, rak tabung reaksi, jarum 

ose, bunsen, erlenmeyer, gelas beaker, mesin 

aerator, galon fermentor, kompor, panci, 

kertas label, dan cling wrap. Sedangkan bahan 

yang adalah kacang kedelai (Glycine max), 
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kacang hijau (Vigna radiate L.), Bacillus 

subtilis, nutrient agar (NA), gula, aquades, 

alkohol 70%, kapas, alumunium foil.  

Prosedur penelitian  

Tahapan penelitian yang dilakukan 

meliputi: sterilisasi alat dengan mencuci 

seluruh peralatan sampai bersih lalu 

dikeringkan. Alat-alat tersebut selanjutnya 

dibungkus dengan aluminium foil. Sterilisasi 

dilakukan dalam oven selama 1 jam dengan 

suhu 170◦C. Selanjutnya, alat-alat tersebut 

dikeringanginkan (Ramadhan et al. 2021). 

Pembuatan media Nutrient Agar (NA) 

dilakukan dengan melarutkan sebanyak 5,6 

gram NA dengan 200 mL aquades. 

Selanjutnya Campuran dihomogenkan 

menggunakan batang pengaduk di atas hot 

plate. Media yang sudah homogen dan telah 

tertutup kapas disterilkan dalam autoklaf 

selama 15 menit dengan suhu 121◦C. Media 

yang sudah steril dituang dalam cawan petri 

secara aseptik dan ditunggu hingga memadat 

(Ramadhan et al. 2021). 

Pembuatan media alternatif dengan 

mencuci bersih masing-masing 500 gram 

kacang hijau dan kacang kedelai sebanyak 2-

3 kali bilasan. Kacang hijau dan kacang 

kedelai yang telah bersih dituang ke dalam 

panci dan ditambah air dengan volume 3 liter 

lalu direbus hingga mendidih. Jika air sudah 

mendidih maka kompor dapat dimatikan. 

Selanjutnya tunggu air rebusan tersebut 

dingin dengan tetap menjaga agar tidak terjadi 

kontaminasi dengan cara menutup panci 

dengan penutupnya (Susanti et al. 2022) yang 

telah dimodifikasi. Selanjutnya dapat 

dipersiapkan air rebusan gula dengan cara 

mencampurkan 1 liter air dengan 500 gram 

gula. Selanjutnya campuran tersebut dimasak 

hingga mendidih. Ketika sudah mendidih 

maka kompor dimatikan dan panci dibiarkan 

dengan posisi tertutup agar menjaga tidak 

terkontaminasi (Susanti et al. 2022) yang 

telah dimodifikasi.   

Inokulasi Bacillus subtilis pada media 

alternatif sari kacang kedelai dan kacang hijau 

dilakukan dengan memasukkan air gula ke 

dalam masing-masing media sari kacang 

kedelai dan kacang hijau dengan 

perbandingan 1:9. Kemudian untuk isolat 

Bacillus subtilis dimasukkan ke dalam 

masing-masing media: media sari kacang 

kedelai dan kacang hijau. Selanjutnya 

inkubasi dilakukan dalam fermentor 

dilakukan selama 11 hari (Juariah dan Sari 

2018) yang telah dimodifikasi.  

Perhitungan jumlah total bakteri 

dilakukan menggunakan metode TPC secara 

langsung (Susanti et al. 2022) yang telah 

dimodifikasi, yang dilakukan dengan 

menumbuhkan bakteri pada media NA 

menggunakan biakan murni Bacillus subtilis.  

Penanaman bakteri tersebut dilakukan dengan 

mengambil sebanyak 1 mL kultur dalam 

masing-masing media sari kacang hijau dan 

kacang kedelai dan ditempatkan pada tabung 

steril. Sebanyak 9 mL aquades steril 

ditambahkan. Dilakukan pengenceran 

bertingkat hingga pengenceran 10-9. Pada seri 

pengenceran 10-5, 10-7, dan 10-9 dilakukan 

penanaman pada media agar miring (plate 

agar). Inkubasi dilakukan pada suhu 37◦C 

selama 24-48 jam. Setelah masa inkubasi, 

maka dilakukan perhitungan koloni yang 

tumbuh pada media. Selanjutnya data amatan 

diolah menggunakan rumus perhitungan 

jumlah koloni berdasarkan metode TPC 

sebagai berikut:   

 

 

 

Keterangan: 

FP : faktor pengenceran  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Hasil pertumbuhan Bacillus subtilis 

pada media yang mengandung sari kacang 

kedelai dan kacang hijau menunjukkan hasil 

yang ditunjukkan pada Tabel 1. 

 
Tabel 1. Jumlah koloni Bacillus subtilis  

Perlakuan 
Jumah koloni 

(CFU/mL) 

Kacang kedelai 1.7 x 1010 

Kacang hijau 4.5 X 108 

Koloni per mL (cfu/mL) = ∑ koloni percawan × 
1

FP
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Berdasarkan Tabel 1. menunjukkan bahwa 

Bacillus subtilis dapat diperbanyak dalam 

media alami dari sari kacang hijau dan kacang 

kedelai. Hasil koloni yang tumbuh dalam 

media sari kacang kedelai sebanyak 1.7 x 1010 

Cfu/mL sedangkan pada media sari kacang 

hijau menunjukkan jumlah koloni sebanyak 

4.5 x 108 Cfu/mL. Kedua media tersebut dapat 

menggantikan media NA ataupun NB yang 

termasuk media sintetik karena kandungan 

dari media tersebut. Hal ini tidak terlepas dari 

nutrisi yang terkandung dari kacang kedelai 

dan juga kacang hijau. Selain itu, nutrisi juga 

dapat diperoleh dari larutan gula yang telah 

ditambahkan dalam masing-masing media.  

Patricia et al. (2022) menyatakan bahwa 

dalam 100 gram kacang hijau terdapat 20 

miligram kalsium, 0,1 gram thiamine, 2,4 

miligram vitamin C, 62,2 gram karbohidrat, 

22 gram protein, dan 1,20 gram lemak. 

Menurut Nurhidayati (2022) dalam kacang 

kedelai terdapat protein dengan jumlah 40,4 

gram, 24,9 gram karbohidrat, dan serat 

sebanyak 3,2 gram. Berdasarkan kandungan 

nutrisi tersebut menyebabkan pertumbuhan 

Bacillus subtilis dapat meningkat sehingga 

dapat mempengaruhi jumlah selnya. Menurut 

Hartono et al. (2022) Beberapa kemampuan 

fisiologis Bacillus sp. ditunjukkan melalui 

kemampuannya dalam memecah pati serta 

glukosa dan juga mereduksi nitrat. Unsur N 

dari kandungan protein kacang kedelai yang 

lebih tinggi dibandingkan dengan kacang 

hajau dapat menyebabkan jumlah koloni yang 

dihasilkan lebih banyak karena kebutuhan 

dalam mereduksi nitrat lebih tinggi. Selain itu, 

perbedaan jumlah koloni yang tumbuh pada 

medi sari kacang hijau dan kedelai dapat 

disebabkan karena perbedaan kandungan 

nutrisi yang ada. Perbedaan kandungan 

protein antar keduanya dapat menjadi 

penyebab adanya perbedaan jumlah koloni. 

Jika dibandingkan dengan kacang hijau, 

protein pada kacang kedelai lebih tinggi. Hal 

ini tentu saja akan menghasilhan 

pertumbuhan sel bakteri yang berbeda. 

Zamilah et al. (2020) menyatakan bahwa 

penggunan media alami dari sumber kacang-

kacangan dapat memiliki hasil pertumbuhan 

jumlah koloni bakteri yang berbeda. Hal ini 

karena kandungan protein dalam media 

tersebut. Kandungan protein yang cukup 

tinggi dapat digunakan sebagai media 

alternatif bagi pertumbuhan bakteri dengan 

harapan memiliki kesamaan dengan media 

NA. 

Gula yang ditambahkan dalam media 

alami dapat berperan sebagai sumber energi 

bagi Bacillus subtilis. Energi dapat diperoleh 

dari sumber glukosa saat ditambahkan dalam 

media pertumbuhannya. Energi tersebut dapat 

digunakan dalam proses pertumbuhan 

sehingga dapat meningkatkan jumlah 

pertumbuhan bakteri (Khaerunnisa et al. 

2019).  

Hasil koloni sel bakteri pada Tabel 1. 

menunjukkan bahwa jumlah sel yang mampu 

tumbuh pada kedua media alami sesuai 

dengan standar Permentan tahun 2011 tentang 

pupuk organik, pupuk hayati, dan 

pembenahan tanah. Pada peraturan tersebut, 

standar mutu untuk bakteri yang hidup bebas 

atau endofit dalam bentuk cair adalah > 108 

CFU/mL. Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

media alternatif sari kacang kedelai dan sari 

kacang hijau dapat digunakan sebagai media 

untuk membuat pupuk hayati sehingga dapat 

diaplikasikan untuk meningkatkan 

pertumbuhan tanaman. Melalui peningkatan 

jumlah sel Bacillus subtilis dalam media 

tumbuh tersebut selanjutnya dapat 

dimanfaatkan sebagai pupuk hayati yang 

dapat diperbanyak dalam media alami. 

Menurut Nusyirwan dan Syahadah (2020) 

Bacillus subtilis merupakan bakteri endofit 

yang juga dikenal sebagai agen PGPR (Plant 

Growth Promothing Rhizobacteria). Bakteri 

tersebut memilki kemampuan dalam 

memfiksasi N2, menghasilkan senyawa 

siderofor dan melarutkan fosfat yang 

merupakan unsur penting dan dibutuhkan 

oleh tumbuhan selama pertumbuhannya 

melalui peningkatan beberapa hormon 

pertumbuhan. Selain itu, Bacillus subtilis juga 

memiliki peran dalam menekan pathogen 
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tanaman melalui produksi toksin, salah 

satunya yang terkenal adalah antibiotik 

subtilin. Toksin ini mampu menekan 

pertumbuhan patogen dengan menghasilkan 

kemampuan antagonis pada perakaran 

(Hersanti et al. 2021).    

   

 

SIMPULAN 

 

Media alami dari sari kacang kedelai 

dan kacang hijau dapat digunakan sebagai 

media alternatif dalam menumbuhkan 

Bacillus subtilis. Jumlah koloni yang tumbuh 

pada media sari kacang kedelai adalah sebesar 

1.7 x 1010 Cfu/mL dan untuk media sari 

kacang hijau sebesar 4.5 x 108 Cfu/mL. 

Jumlah koloni tersebut sesuai dengan standar 

mutu Permentan 2011 untuk pupuk hayati. 
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