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Abstrak. Dewi TK, Arum ES, Imamuddin H, Antonius S. 2015. Karakterisasi mikroba perakaran (PGPR) agen penting pendukung
pupuk organik hayati. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1 (2): 289-295. Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) merupakan
mikroba tanah yang terdapat pada akar tanaman yang dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman dan perlindungan terhadap patogen
tertentu. PGPR mampu menghasilkan hormon tumbuhan auxin, giberellin dan sitokinin, sebagai pelarut fosfat dan fiksasi nitrogen yang
berperan sebagai pendukung Pupuk Organik Hayati Beyonic StarTmik. Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi mikroba
perakaran agen penting pendukung Pupuk Organik Hayati Beyonic seri StarTmik. Sampel tanah yang di gunakan berasal dari Lampung
dan Ngawi. Mikroba hasil isolasi di tumbuhkan pada media Pikovskaya, skim milk agar (protease) dan TSB (Triptic Soy Broth). Bakteri
yang mampu menghasilkan 1AA (Indole-3-Acetic-Acid) secara kualitatif akan berwarna merah muda ketika ditumbuhkan pada media
TSB dengan precursor L-Tryptophan dan ditetesi dengan reagen Salkowski dan di inkubasi dalam ruang gelap selama 1 jam. Analisis
IAA secara kuantitatif dilakukan dengan dua metode yaitu spektrofotometri dan HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
Hasil isolasi menunjukkan bahwa beberapa isolat mampu menghasilkan enzim protease dan sebagai pelarut fosfat serta satu isolat yaitu
isolat IC mampu menghasilkan IAA tertinggi dengan konsentrasi 158,651 ppm dengan konsentasi L-tryptophan 200 ppm.

Kata kunci: PGPR, Plant Growth Promoting Rhizobacteria, pupuk organik hayati, Indole-3-acetic acid

Abstract. Dewi TK, Arum ES, Imamuddin H, Antonius S. 2015. Characterization of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)
supporting organic biofertilizer. Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 1 (2): 289-295. Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) is a
group of bacteria that is actively colonizing plant roots, increasing plant growth and providing protection against certain pathogens.
PGPR produces plant hormones (auxin, gibberellin, and cytokinin), promotes phosphate solubilization and performs nitrogen fixation
which is very important for Beyonic StarTmik organic biofertilizer. The aims of this research are to characterize PGPR potentially
producing IAA (Indole-3-Acetic Acid), protease enzyme and phosphate solubilising agents that support Beyonic StarTmik organic
biofertilizer. Isolated bacteria were cultured in Pikovskaya, skim milk agar (protease) and TSB (Tryptic Soy Broth) medium. The Indole
3 -Acetic Acid production was analyzed by Spectrophotometry and High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). Seven isolates
were able to produce protease enzyme, and one isolate was able to produce high amount of IAA (158.651 ppm) with 200 pp L-
Tryptophan.

Keywords: PGPR, Plant Growth Promoting Rhizobacteria, organic biofertilizer, indole-3-acetic acid

PENDAHULUAN sampai pembentukan buah. Menariknya bahwa ZPT juga

bisa dihasilkan oleh mikroba perkaran (Plant Growth

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)
merupakan miroba tanah yang terdapat pada akar tanaman
yang dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman dan
perlindungan terhadap patogen tertentu (Van Loon 2007).
PGPR mampu menghasilkan hormon tumbuhan seperti
auxin, giberellin dan sitokinin, sebagai pelarut fosfat dan
fiksasi nitrogen (Spaepen et al. 2009; Vessey 2003). Zat
pengatur tumbuh (ZPT) merupakan senyawa yang sangat
vital guna mengawali, menginisiasi terjadinya pertumbuhan
tanaman, berperan penting dari pertumbuhan perakaran

Promoting Rhizobacteria/PGPR) yang jauh lebih baik
manfaatnya dibanding ZPT yang disinthesis melalui reaksi
kimia biasa. Untuk itu PGPR penghasil hormon tumbuh
berperan vital dalam pembuatan pupuk oganik hayati
(POH) seri StarTmik, Beyonic-LIPI. Pupuk hayati
majemuk mengandung lebih dari satu jenis/strain mikroba,
diantaranya adalah bakteri penambat N dan bakteri pelarut
P yang juga mampu menghasilkan hormon pertumbuhan
serta bakteri yang berperan sebagai agen biokontrol
(Kloepper 1993).
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Protease merupakan salah satu kelompok enzim yang di
manfaatkan dalam bidang industri. Protease mengkatalisis
reaksi hidrolisis dengan memotong ikatan peptida dalam
protein (Akhtaruzzaman et al. 2012). Protease yang berasal
dari mikroba lebih banyak di gunakan di bandingkan enzim
yang berasal dari tanaman maupun hewan(Mukesh Kumar
et al. 2012). Beberapa contoh mikroba yang menghasilkan
protease antara lain Aspergillus, Mucor, Rhizopus,
Clostridium, Bacillus dan Pseudomonas (Kumar et al.
2005). Protease yang berasal dari mikroorganisme
memiliki beberapa peran penting dalam bidang industri
(misalnya detergen, makanan, kulit, dan tekstil) dan
bioremediasi lingkungan. Protease memiliki kemampuan
untuk mengurai atau menghilangkan protein kompleks
pada lingkungan yang tercemar (Gitishree and Prasad
2010; Vishwanatha et al. 2010)

IAA (Indole-3-Acetic-Acid) merupakan hormon tumbuh
yang memegang peranan penting untuk pertumbuhan dan
perkembangan  tanaman. Mikroba yang mampu
menghasilkan IAA dapat meningkatkan pertumbuhan dan
perpanjangan akar sehingga permukaan akar menjadi lebih
luas dan akhirnya tanaman mampu menyerap nutrisi dari
dalam tanah lebih banyak (Bolero et al. 2007). L-
Tryptophan merupakan asam amino yang berfungsi sebagai
precursor dalam biosintesis auxin (IAA) pada tanaman dan
mikroba (Patil et al. 2011). Fosfor (P) merupakan
makronutrien yang berfungsi untuk pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Beberapa mikroba mampu
mengubah P yang tidak terlarut dalam tanah menjadi
bentuk yang terlarut sehingga dapat di gunakan secara
langsung oleh tanaman (Pradhan dan Sukla 2005).
Penggunaan mikroba pelarut fosfat sebagai inokulan dapat
meningkatkan penyerapan P oleh tanaman (Saharan dan
Nehra 2011). Mikroba pelarut fosfat banyak digunakan
sebagai biofertilizer (Kudashev 1956; Krasilinikov 1957).
Aktivitas pelarutan P oleh mikroba ditentukan berdasarkan
kemampuan mikroba untuk melepaskan metabolit seperti
asam organik yang memiliki gugus karboksil dan hidroksil
sebagai agen pengkhelat kation yang berikatan menjadi
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fosfat dan kemudian diubah menjadi bentuk yang terlarut
(Sagoe et al. 1998).

Penelitian ini  bertujuan untuk mengkarakterisasi
mikroba yang mempunyai kemampuan menghasilkan
hormon tumbuh 1AA (Indole-3-Acetic-Acid), pelarut fosfat,
pengurai protein (protease) sebagai pendukung pupuk
organik hayati Beyonic-LIPI seri StarTmik.

BAHAN DAN METODE

Sampel tanah

Sampel tanah yang di gunakan berasal dari tanah area
perkebunan nanas PT Great Giant Pineapple, Lampung dan
tanah persawahan dari kabupaten Ngawi. Tanah di simpan
dalam poly bag dan selanjutnya di lakukan isolasi.

Isolasi bakteri pengurai protein, penghasil IAA, dan
pelarut fosfat.

Isolasi bakteri penghasil IAA, pengurai protein dan
pelarut fosfat di lakukan terhadap tanah yang berasal dari
Lampung dan Kabupaten Ngawi. Isolasi dilakukan dengan
pengenceran berseri menggunakan metode plate count .
Pengamatan di lakukan terhadap isolat yang mampu
membentuk zona bening pada media Pikosvkaya dan
Protease. Pada media TSB pengamatan dilakukan terhadap
isolat yang mampu tumbuh dan menghasilkan warna merah
muda setelah ditetesi reagen Salkowski.

Analisis IAA secara kualitatif

Bakteri yang mampu menghasilkan 1AA di uji secara
kualitatif dengan metode kolorimetri menggunakan reagen
Salkowski (Gordon dan Weber 1951). Pembuatan reagen
Salkowski menurut Gordon dan Weber 1951 yaitu dengan
mengambil 1 mL 0.5 M FeCl; di tambah 50 mL HCIO,
50% [v/v], selanjutnya disimpan dalam botol yang tidak
tembus cahaya atau ditutup dengan alumunium foil. (FeCls;
0.5M =1.35¢g/ 10 mL) (HCIO4 50% = 25 mL HCIO, + 25
mL aquades).

Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel tanah (A) Lampung dan (B) Ngawi
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Analisis IAA secara kuantitatif

Analisis dengan metode spektrofotometri menurut
Gravel et al. (2007) menggunakan 100 mL media Triptic
Soy Broth (TSB) 50 % (half-strength). Media yang telah
steril tersebut ditambahkan precursor L-Tryptophan 200
ppm. Satu mL supernatan dari sampel hasil dari sentrifuge
selama 10 menit pada 8.000 rpm, kemudian ditambahkan 2
mL larutan reagen Salkowski, diinkubasi dalam ruang gelap
selama 30 menit dan selanjutnya absorbansi diukur dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 530 nm.
Konsentrasi 1AA dari sampel di hitung berdasarkan kurva
standar dengan standar IAA murni (Gravel et al. 2007).
Analisis IAA dengan metode HPLC dilakukan dengan cara
mengambil 5 mL sampel di sentrifuge pada 10.000 rpm
selama 15 menit. Supernatan di ambil kemudian di atur pH
nya menjadi 2,8. Selanjutnya di lakukan ekstraksi
menggunakan etil asetat dengan perbandingan volume 1: 1
sebanyak 3 kali. Hasil ekstraksi yang di diperoleh
kemudian dievaporasi dan di analisis dengan HPLC
(Mehnaz dan Lazarovits 2006). Fase gerak yang di
gunakan adalah metanol: asam asetat: akuabides (30:1:70
vIvilv). Standar yang di gunakan adalah larutan IAA murni
yang di ukur pada keadaan dan kondisi yang sama.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Hasil isolasi yang di lakukan terdapat 8 isolat dari
Lampung yaitu 1A, IB, IC, ID, IE, IF , IG, IH. Dari isolat-
isolat tersebut terdapat 4 isolat yang mampu membentuk
zona bening pada media skim milk agar yaitu isolat IC, IF,
IG dan IH yang berasal dari tanah perkebunan Lampung
serta 3 isolat yaitu 4.4, 5.5, 6.3 yang berasal dari tanah
persawahan Ngawi.

Uji aktivitas enzim protease dilakukan dengan
menggunakan mediua skim milk agar. Media tersebut
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umum digunakan dalam uji penapisan aktivitas protease
(Deepthi et al. 2012).

Tabel 1. Diameter zona bening yang dihasilkan oleh masing-
masing isolat

Diameter zona bening (cm)

Isolat
Hari ke 2 Hari ke 5
IC 1,1 2,4
IF 17 3,5
IG 1,0 3,0
IH 1,8 3,5
4.4 1,3 2,2
5.5 1,2 31
6.3 0,9 11
Isolate-isolat  hasil dari isolasi juga memiliki

kemampuan sebagai pelarut fosfat. Hal ini dapat di lihat
dari adanya zona bening yang terbentuk pada media
Pikovskaya.

Pengamatan terhadap isolat yang mampu menghasilkan
IAA, di lakukan dengan menumbuhkan isolat-isolat
tersebut dalam media TSB dan selanjutnya di lakukan
analisis secara kualitatif dan kuantitatif. Gambar 4
menunjukkan hasil pengukuran pertumbuhan masing-
masing isolat pada media TSB yang berasal dari tanah
Lampung dan Ngawi selama 72 jam. Nilai OD paling
tinggi di tunjukkan oleh isolat IC dari Lampung dan isolate
5.5 dari Ngawi.

Bakteri yang mampu menghasilkan [IAA akan
menghasilkan warna merah muda ketika di tetesi dengan
reagen Salkowski.

Analisis IAA secara kuantitif dengan HPLC
menunjukkan bahwa isolat yang memiliki kemampuan
dalam menghasilkan IAA memiliki puncak kromatogram
yang sama dengan puncak kromatogram pada standar IAA.
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Gambar 4. Kurva pertumbuhan beberapa isolat pada media TSB
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Gambar 3. Zona bening yang di hasilkan oleh beberapa isolat pada media Pikovskaya.

Gambar 5. Bakteri yang mampu menghasilkan IAA berwarna merah muda setelah di tetesi Salkowski (A) sebelum di tetesi Salkowski ,
(B) setelah di tetesi Salkowski
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Gambar 6. Sampel untuk analisis dengan spektrofotometer (A) sebelum ditetesi reagen Salkowski (B) sesudah ditetesi reagen Salkowski
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Gambar 7. Standar IAA

Tabel 2. Hasil analisis IAA pada beberapa isolate

Sampel 0 jam 24 jam 48 jam 72 jam
1A 0,359 0,288 0,583 1,454
1B 0,258 1,376 5,339 7,485
IC 0,275 29,919 56,956 158,651
ID 0,217 4,597 4,356 5,437
IE 0,180 0,627 3,705 5,081
IF 0,532 0,963 16,529 11,610
IG 0,244 0,176 1,156 3,780
IH 0,258 2,281 3,329 4,858
44 0,220 8,708 8,163 8,386
55 0,217 42,685 48,137 27,434
6.3 0,176 2,176 6,376 9,322
Pembahasan

Hasil isolasi menunjukkan beberapa isolat mampu
menghasilkan enzim protease. Hal ini di tunjukkan dengan
adanya zona bening di sekitar koloni pada media skim milk
agar (Gambar 2). Media tersebut mengandung protein
berupa kasein. Zona bening yang terbentuk menunjukkan
bahwa koloni bakteri mampu menghidrolisis kasein
(Ramalaksmi et al. 2012).

mAU

L B B
0.0 10 20 30 40 50 6.0 7.0 8.0 90  min

Gambar 8. Isolat yang mampu menghasilkan I1AA

Isolat yang di hasilkan juga mempunyai kemampuan
sebagai pelarut fosfat (Gambar 3). Aktivitas pelarutan
fosfat oleh bakteri melalui beberapa mekanisme antara lain
produksi (i) asam organik seperti glukanat, oksalat,
suksinat, dll, (Vazquez et al. 2000), (ii) polisakarida
(Goenadi et al. 2000), dan (iii) enzim fosfatase (Rodriguez
et al. 2000). Bakteri pelarut fosfat juga mampu
manghasilkan matabolit sekunder yang lain yaitu hormone
tumbuh  IAA dan siderofor. Beberapa penelitian
menyebutkan bahwa bakteri pelarut fosfat mampu
menghasilkan IAA (Patten dan Glick 2002; Shahab et al.
2009) dan siderofor (Koo dan Cho 2009) membuat bakteri
pelarut fosfat cocok untuk pupuk organik (Gupta 2012).
Beberapa jenis bakteri memiliki kemampuan sebagai
pelarut fosfat baik organik maupun anorganik sehingga
menjadi bentuk yang bisa di manfaatkan oleh tanaman.

Hasil analisis IAA pada beberapa isolat menunjukkan
bahwa isolat-isolat tersebut mampu menghasilkan hormon
tumbuh 1AA yang sangat penting untuk tanaman. Analisis
dilakukan pada waktu inkubasi 24, 48 dan 72 jam. Hormon
tumbuh 1AA merupakan salah satu produk metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh bakteri. Kadar hormon IAA
yang dihasilkan oleh bakteri melimpah pada saat fase
stasioner. Hal ini dapat di lihat pada isolat IC dan 5.5 yang
mampu menghasilkan IAA tertinggi pada fase stasioner.
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Produksi IAA akan meningkat pada saat kondisi
pertumbuhan menurun, ketersediaan karbon yang terbatas
dan dalam kondisi lingkungan pH asam. Kondisi tersebut
terjadi pada saat bakteri memasuki fase stasioner. Hasil ini
sesuai dengan penelitian yang di lakukan oleh Patil et al.
(2011) vyang menyatakan bahwa bakteri  mulai
menghasilkan 1AA pada fase awal pertumbuhan dan
mencapai hasil maksimum pada awal fase stasioner. Isolat
IC mampu menghasilkan IAA sebesar 158, 651 ppm pada
jam ke-72 dan isolate 5.5 menghasilkan IAA sebesar
48,137 ppm pada jam ke-48 (Gambar 4). Hormon tumbuh
IAA yang dihasilkan oleh PGPR berfungsi sebagai sinyal
molekul yang penting dalam regulasi perkembangan
tanaman, memacu perkembangan perakaran tanaman
inang,meningkatkan ketahanan tanaman terhadap patogen
dan memacu pertumbuhan tanaman (Shaharoona et al.
2006; Ashrafuzzaman et al. 2009; Joshi dan Bath 2011).
Analisis IAA dalam penelitian ini menggunakan asam
amino L-Tryptophan sebesar 200 ppm yang merupakan
prekursor utama yang beperan penting dalam biosintesis
IAA. Secara kualitatif bakteri ditumbuhkan pada TSB
dengan precursor L-Tryptophan kemudian ditetesi dengan
reagen Salkowski dan di inkubasi dalam ruang gelap selama
30 menit. Bakteri yang mampu meghasilkan IAA akan
berwarna merah muda (Gambar 5).

Bakteri yang mampu menghasilkan 1AA secara
kualitatif akan berwarna merah muda karena adanya
interaksi antara IAA dengan Fe membentuk senyawa
kompleks [Fe,(OH),(1A)4], 1A merupakan indole-3-acetate.
Interaksi tersebut terjadi pada suasana asam (Kovacs 2009).
Menurut Kovacs (2009) reaksi yang terbentuk ada dua
macam Yyaitu reaksi kompleks dan reaksi redoks. Warna
merah muda yang semakin pekat menunjukkan kandungan
IAA yang di hasilkan oleh bakteri semakin tinggi.

Analisis I1AA secara kuantitatif menggunakan metode
spektrofotometri. Konsentasi IAA pada analisis dengan
metode spektrofotometri berdasarkan nilai absorbansi yang
di serap oleh spektofotometer UV-Visible. Berdasarkan
hukum Lambert-Beer nilai absorbansi berbanding lurus
dengan konsentrasi sampel. Panjang gelombang yang di
gunakan adalah 530 nm berada pada daerah tampak.
Panjang gelombang ini dipilih berdasarkan warna yang
dihasilkan oleh interaksi antara reagen Salkowski dan IAA
(Glickmann dan Dessaux 1995) yang menghasilkan warna
merah muda (Gambar 6).

Analisis IAA menggunakan HPLC menunjukkan bahwa
terdapat puncak kromatogram dengan waktu retensi 7,185
menit, puncak kromatogram tersebut merupakan puncak
kromatogram dari IAA. Waktu retensi puncak
kromatogram tersebut di bandingkan dengan waktu retensi
IAA standar. Konsentrasi IAA yang di hasilkan pada
penelitian ini lebih tinggi di bandingkan penelitian yang di
lakukan oleh Patil et al. (2011). Pada penelitian ini di
hasilkan IAA sebesar 158,651 ppm dengan konsentrasi L-
Tryptophan 200 ppm sedangkan penelitian Patil et al.
(2011) menghasilkan IAA 26,28 ppm dengan konsentrasi
L-Tryptophan 1200 ppm.

Hasil penelitian yang di lakukan menunjukkan bahwa
isolat-isolat yang di peroleh dari hasil isolasi tanah
Lampung dan Ngawi menunjukkan aktivitas sebagai
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pengurai pengurai protein (protease), pelarut fosfat dan
penghasil hormon tumbuh 1AA. Aktivitas tersebut
memegang peranan penting sebagai pendukung Pupuk
Organik Hayati Beyonic starTmik.
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