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Abstrak

Bakteri pelarut fosfat berpotensi tinggi dalam melarutkan P terikat menjadi P tersedia dalam tanah,
mekanisme pelarutan P terkait dengan aktivitas mikroba dalam menghasilkan enzim dan asam organik.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis dan kemampuan bakteri dalam melarutkan P. Penelitian ini
dilakukan Laboratorium Biologi Tanah, Fakultas Pertanian, Universitas Sumatera Utara (USU) pada Januari-
Juni 2019. Parameter yang diamati yaitu populasi mikroorganisme pelarut fosfat, uji potensi pada media
padat dari beberapa sumber P, analisis asam organik menggunakan metode High Performance Liquid
Chromatografi (HPLC), identifikasi bakteri secara Polymerase Chain Reaction Sequences (PCR-Sequence).
Dari hasil penelitian menunjukkan mikroba yang mempunyai kemampuan tertinggi dalam melarutkan P dan
menghasilkan asam organic adalah isolate dengan kode B1 dan hasil identifikasi PCR-Sequence isolat B1
adalah Burkholderia sp strain IBP-VNS59.

Kata kunci : asam organik, bakteri pelarut fosfat, indeks pelarutan fosfat, isolasi bakteri, identifikasi
bakteri

Abstract

Phosphate solubilizing bacteria has high potential in dissolving P bound into P available in the soil,
the mechanism of dissolving P related to the activity of the microbes concerned in producing enzymes and
organic acids. This research aims were to determine the type and ability of bacteria that can dissolve P. This
research was conducted at the Soil Biology Laboratory, Faculty of Agriculture, University of Sumatera Utara
(USU) in January-June 2019. The observed parameters were the population of phosphate solubilizing
microorganisms, potential test on solid media from several P sources, analysis of organic acids using the
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) method, identification of bacteria by Polymerase Chain
Reaction Sequences (PCR-Sequence). The analysis results indicated that the microbes which had the highest
ability to dissolve P and produce organic acids were isolates with B1 code and the results of PCR-Sequence
identification of B1 isolates were Burkholderia sp strain IBP-VNS5.

Keywords : organic acid, phosphate solubilizing bacteria, P solubility index, Bacterial isolation, bacterial
identification
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PENDAHULUAN
Keberadaan mikroorganisme pelarut
fosfat dari suatu tempat ke tempat lainnya
sangat beragam. Salah satu faktor yang
menyebabkan keragaman tersebut adalah
sifat biologisnya. Mikroorganisme pelarut
fosfat dapat diisolasi dari tanah terutama di
sekitar perakaran tanaman yang kandungan
fosfatnya rendah, karena bakteri ini
menggunakan fosfat dalam jumlah sedikit
dan mampu memanfaatkan fosfat tidak
tersedia untuk keperluan metabolismenya.
Hasil penelitian Fatmala, et al., (2015);
Sembiring dan Fauzi (2018) menemukan
beberapa jenis mikropa pelarut fosfat pada

tanah Andisol.
Di laboratorium, deteksi dan

estimasi  kemampuan  mikroorganisme
dilakukan

menggunakan metode cawan petri. Media

pelarut fosfat dengan

selektif yang umum digunakan untuk
mengisolasi dan memperbanyak organisme
pelarut  fosfat adalah media agar
Pikovskaya (Rao, 1999) yang berwarna
putih keruh, karena mengandung P tidak
larut seperti Caz(PQOg),. Setelah inkubasi
potensi mikroorganisme untuk melarutkan
tidak secara kualitatif

fosfat tersedia
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dicirikan oleh zona bening (halozone) di
sekitar koloni. Populasi dan kemampuan
mikroba pelarut fosfat berbeda tergantung
jenisnya. Jumlah dan jenis asam organik
yang dihasilkan oleh bakteri pelarut fospat
akan berbengaruh terhadap kemampuannya
dalam  meningkatkan ketersediaan P
didalam tanah yang dapat diserap oleh
tanaman. Fosfat dapat diikat sebagai anion
yang dapat dipertukarkan dan dapat terikat
dalam bentuk yang tidak dapat diabsorbsi
tanaman. Sebagai akibat dari sifat kimia
fosfat,
tanah adalah rendah (Nurhajati et al.,

1986).

konsentrasi fosfat dalam larutan

Bakteri pelarut fosfat berpotensi
tinggi dalam melarutkan P terikat menjadi
P tersedia dalam tanah, mekanisme
pelarutan P dari bahan yang sukar larut
terkait dengan aktivitas mikroba
bersangkutan dalam menghasilkan enzim
dan asam organik. Mekanisme
mikroorganisme dalam melarutkan P tanah
yang terikat dan P yang berasal dari alam
diduga karena asam-asam organik yang
dihasilkan akan bereaksi dengan AIPO4,
FePO4, dan Ca(PO4)2, dari reaksi tersebut

terbentuk khelat organik dari Al, Fe, dan



Ca sehingga P terbebaskan dan larut serta
tersedia untuk tanaman (Rao, 1999) Jenis
bakteri (Pseudomonas sp. dan
Pseudomonas aurantiogesum) lebih efektif
dalam melarutkan P dalam bentuk Ca-P
seperti apatit dan brushit (lllmer et al.,
1995). Dari hasil penelitian Siswana et al.,
(2019); Silitonga et al., (2019) aplikasi
mikroba pelarut fosfat dapat meningkatkan
ketersediaan P dalam tanah. Dari uraian
diatas dirasa perlu untuk mengetahui jenis
dan kemampuan bakteri pelarut fosfat
dalam  meningkatkan  ketersediaan P

didalam tanah.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilaksanakan di

Laboratorium Biologi Tanah, Fakultas

Pertanian, Universitas Sumatera Utara
(USU). Penelitian ini dilaksanakan dari
bulan Januari — Juni 2019.

dalam

Bahan yang digunakan

penelitian yaitu Tanah, bahan media
Pikovskaya (Glukosa 10 gram, Agar 20
gram, Yeast extract 0,5 gram, Aquades 1
liter, Ca3(PO4), 5 gram, (NH4),SO, 0,5
gram, MgSO, 0,5 gram, MnSO, 0,002
gram, FeSO, 0,002 gram, KCI 0,2 gram)
alkohol,

emersi. Dan berbagai macam peralatan

kapas, cling, aluminium foil,

gelas (cawan petri, erlenmeyer, tabung

reaksi, gelas ukur), neraca analitik,

42

preparat, mikroskop, pH meter, shaker,
autoklaf, laminar air flow, stirer, magnetik
stirer, inkubator, rotary mixer, bunsen,
oven, jarum ose.
Pengambilan contoh tanah
dilakukan di PT. Perkebunan Nusantara IV
Kebun Unit Adolina. Contoh tanah diambil
pada 3 kedalaman T1 : 0-10 cm, T2 : 10-20
20-30 cm, tanah diambil

sebanyak 1 kg untuk setiap kedalaman.

cm dan T3 :

Isolasi Bakteri Pelarut Fosfat

Tanah sebanyak 10 g dilarutkan
dalam air fisiologis (larutan NaCl 0.85%),
selanjutnya diencerkan secara serial sampai
tingkat pengenceran 10° kali. Sebanyak 1
ml suspensi ini dibiarkan pada agar cawan
yang mengandung larutan Pikovskaya, lalu
diinkubasi pada suhu kamar selama dua
hari. Medium ini berwarna putih keruh
karena mengandung Cas(PO,),. Koloni
yang dikelilingi zona berwarna terang
jernin atau zona bening menunjukkan
adanya pelarutan fosfat. Koloni-koloni
bakteri pelarut fosfat yang diinginkan
difurifikasi

dengan metode cawan gores dan disimpan

selanjutnya (dimurnikan)

di dalam medium agar-miring Pikovskaya.

Analisis Asam Organik
Sel bakteri diinokulasikan sejumlah
8x10° pada 10 ml medium Pikovskaya,

sumber fosfat adalah batuan fosfat (RP),



diinkubasikan selama 3 dan 7 hari pada
suhu kamar pada shaker 100 rpm. Pada
akhir inkubasi kultur disentrifugasi pada
putaran 7.500 rpm, pada suhu 25°C selama
20 menit. Filtrat yang diperoleh digunakan
untuk menentukan kadar asam organik
oksalat, format, suksinat,

yaitu: sitrat,

butirat, dan malat.
High

Chromatography

asetat, propionate,
dilakukan

Liquid

Penetapan dengan
Performance
(HPLC) dengan
Aminex ®HPX-87H, 300 mm x 7,8 mm

pada suhu 35°C.

menggunakan kolom

Uji potensi media padat

Bakteri pelarut fosfat yang telah
diisolasi kemudian diuji pada cawan petri
yang berisi media Pikovskaya padat steril
dengan sumber fosfat digunakan Cas(PO,),,
AIPO,, FePO, dan Rock Fosfat (RP).
Media uji dimasukkan dalam cawan petri
dan dibiarkan mengeras. Setiap isolat
bakteri ditumbuhkan pada media uji dengan
2 ulangan agar didapatkan rataan hasil yang
valid. Inkubasi dilaksanakan selama 7 hari.
Mikroba pelarut fosfat yang membentuk
holozone paling cepat dengan diameter
paling besar secara kualitatif di sekitar
koloni menunjukkan besar kecilnya potensi
bakteri pelarut fosfat dalam melarutkan

unsur P dari bentuk yang tidak terlarut.
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Kemudian dihitung potensi  dengan

menggunakan nilai indeks pelarutan.
dgp — dy
dy

dimana, IPF = Indeks Pelarutan Fosfat

IPF =

dy = diameter zona bening

dx = diameter koloni

Identifikasi Isolat

Hasil seleksi bakteri pada media
Pikovskaya padat, cair dan pada tanah
Andisol. yang

memiliki kemampuan melarutkan fosfat

Diperoleh satu bakteri

yang terbaik bila dibanding dengan yang
lainnya. Mikroba yang terpilih dari bakteri
diidentifikasi dengan
PCR  16SrRNA
sequensing dari GeneBank kemudian di

BLAST-Aligment.

menggunakan

amplifikasi dengan

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Bakteri Pelarut Fosfat

Hasil isolasi bakteri pelarut fosfat
diperoleh 5 isolat yang mampu membentuk
zona bening yang merupakan ciri dari
mikroba pelarut fosfat. Hasil isolasi bakteri
pelarut fosfat yang diperoleh disajikan pada
Tabel 1.

Penghitungan populasi  mikroba
pelarut fosfat dilakukan pada setiap
kedalaman tanah. Hasil perhitungan



populasi mikroba diperoleh bahwa terdapat
perbedaan populasi bakteri pada setiap
Pada kedalaman 0-10 cm

populasi  bakteri
fosfat sebesar 18 x 10° dengan pH 6,8. Hal
ini disebabkan kondisi

kedalaman.

menghasilkan pelarut
tanah  memiliki
kelembaban dan pH yang baik sehingga
pertumbuhan bakteri pelarut fosfat pada
Pada
menghasilkan

tersebut
10-20 cm

populasi bakteri pelarut fosfat yaitu sebesar

kedalaman optimal.

kedalaman

6 x 10° dengan pH 6,6 dan pada kedalaman
20-30 cm menghasilkan populasi bakteri
pelarut fosfat yaitu sebesar 2 x 10°> dengan
pH 4,8. Hal ini terjadi karena tanah dengan
kedalaman 20-30 cm memiliki pH yang
sangat asam yang merupakan kondisi
kurang optimal bagi pertumbuhan bakteri
1982),
terbanyak terdapat di

Menurut
bakteri

(Soegiman, populasi
horizon
permukaan, karena memiliki temperatur,
lebih

banyak pada permukaan tanah. Jumlah

kelembaban, aerasi dan makanan

bakteri dalam tanah tersebut cenderung

Tabel 1. Isolasi dan Populasi Bakteri Pelarut Fosfat

sangat besar, berkisar antara 3 - 4 milyar
dalam tiap gram tanah. Tingkat kemasaman
atau pH merupakan salah satu faktor yang
sangat bakteri
pelarut fosfat didalam tanah( Rao, 1999)

mempengaruhi  populasi

Pada Gambarl dapat dilihat secara
makroskopis bahwa pertumbuhan isolat
bakteri pada media pikovskaya padat
berbeda bentuk dan ukurannya serta
kemampuannya dalam membentuk zona
bening. Hal ini sesuai dengan pendapat
Havlin, dkk. 1999; Maliha, dkk (2004)
yang menyatakan kemampuan mikroba
dalam  melarutkan P  terlihat dari
kemampuannya membentuk zona bening.
Daerah bening pada media padat tidak
dapat menunjukkan banyak sedikitnya
jumlah P terlarut yang dihasilkan bakteri
pelarut fosfat, namun luas sempitnya
daerah bening pada media padat dapat
menunjukkan besar kecilnya bakteri dalam
melarutkan P. Menurut Havlin et al.,
(1999) bakteri

kemampuan berbeda dalam melarutkan P.

pelarut P mempunyai

Kedalaman Populasi Bakteri
(cm) Kode Isolat pH Tanah (CPU)
0-10 - B1 B2 B3 - 6,8 18 x 10°
10-20 - - B4 - - 6,6 6 x 10°
20-30 B5 - - - - 4,8 2 x10°
B1 | B2 B3 \ B4 | B5
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Gambar 1. Bentuk koloni bakteri pelarut fosfat dan kemampuannya membentuk zona bening

Kemampuan Bakteri Pelarut Fosfat

dalam Menghasilkan Asam Organik

Hasil analisis asam organik dengan
menggunakan metode High Performance
Liquid Chromatografi (HPLC) dapat dilihat
pada Tabel 2. Hasil analisa bakteri pelarut
fosfat hanya menghasilkan asam organik

malat tetapi memiliki kadar yang berbeda-

dihasilkan oleh isolat B1 sebesar 375,68
ppm dan kadar asam organik terendah
dihasilkan oleh isolat B3. Asam organik
malat termasuk kedalam golongan asam
organik yang memiliki keefektifan sedang.
fosfat asam

Mikroba pelarut dengan

organik yang dihasilkannya mampu

melepaskan P dari ikatannya menjadi

beda. Kadar asam organik tertinggi bentuk  tersedia  (Setiawati, = 2008).
Tabel 2. Asam organik yang dihasilkan oleh isolat bakteri pelarut fosfat
Hasil Analisis Asam Organik (ppm)
Isolat
Malat Asetat Sitrat Oksalat

Bl 375,68 Ttd Ttd Ttd

B2 174,20 Ttd Ttd Ttd

B3 97,64 Ttd Ttd Ttd

B4 147,20 Ttd Ttd Ttd

BS5 137,94 Ttd Ttd Ttd
Keterangan : Ttd : Tidak terdeteksi

Menurut Premono (1994), mensekresi sejumlah asam-asam organik

kecepatan pelarutan P dari mineral P oleh
asam organik ditentukan oleh beberapa

faktor diantaranya adalah kadar asam

organik dalam larutan tanah. Proses

pelarutan fosfat terjadi karena efektivitas
BPF mereduksi pH

substrat dengan
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“non-volatile” (asam sitrat, asam glutamat,
asam suksinat, asam laktat, asam oksalat,

asam glikooksalat, asam malat, asam

fumarat, asam tartarat, asam alfa

ketobutirat) yang dihasilkan oleh mikroba

tersebut dan berakibat pada terjadinya



pelarutan P terikat. Asam-asam tersebut

akan mengikat kation dalam bentuk
kompleks yang stabil dengan Ca*, Mg*,

Fe** dan AI** (Rao, 1999).

Uji potensi Bakteri Pelarut Fosfat

Melarutkan P pada Media Pikovskaya

Kemampuan mikroba

membentuk zona bening berkorelasi
terhadap jumlah P yang dapat dilarutkan
secara kualitatif, maka pengukuran zona
bening dilakukan dengan menghitung nilai
indeks pelarutan P tiap isolat. Hasil
pengukuran indeks pelarutan fosfat oleh
bakteri dilihat pada Tabel 3.

Besarnya fosfat terlarut yang dihasilkan

dapat

tiap isolat BPF bervariasi satu dengan yang
lainnya. Hal ini menunjukkan setiap bakteri
pelarut fosfat mempunyai kemampuan
secara genetik yang berbeda-beda. Zona
bening yang terlihat disekitar koloni
menunjukkan kemampuan mikroba dalam
melarutkan fosfat karena menghasilkan
yang

fosfat.

asam organik, enzim fosfatase

berperan dalam pelarutan
Berdasarkan hasil uji pada media padat
pikovskaya dari beberapa sumber P yang
dilihat

fosfat

digunakan dapat bahwa isolat

bakteri pelarut yang diperoleh
mampu melarutkan P dari beberapa sumber
P yang digunakan walaupun kemampuan

dari masing-masing mikroba berbeda.
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Perbedaan kemampuan mikroba pelarut
fosfat dalam melarutkan fosfat dipengaruhi
olehn  kemampuan  mikroba  dalam
menghasilkan asam organik (Havlin et al.,
1999).

Kelima isolat mampu melarutkan P
dari ke empat sumber P (Ca3(PQO,),, AIPO,4
FePO,, RP) dan menghasilkan asam
organik yang berbeda. Isolat Bl
menghasilkan P tersedia paling besar
berasal dari FePO, sebesar 2,43 dan P
tersedia paling kecil berasal dari AIPO,
sebesar 1,07. Isolat B2 menghasilkan P
tersedia paling besar berasal dari FePO,
sebesar 2,40 dan menghasilkan P tersedia
paling kecil berasal dari RP sebesar 1,01.
Isolat B3 menghasilkan P tersedia paling
besar berasal dari AIPO, sebesar 1,64.
Isolat B4 menghasilkan P tersedia paling
besar berasal dari FePO, sebesar 2,27.
Isolat B5 menghasilkan P tersedia paling
besar berasal dari Caz(PO,), sebesar 2,009.
Pelarutan fosfat yang paling tinggi pada
isolat B1 pada media FePOas yaitu 2,43 dan
memiliki hasil Kkelarutan terendah pada
isolat B2 pada media RP yaitu 1,01.

Goenadi (1993); Gupa et al., (2007)
juga menyatakan bahwa setiap jenis BPF
mempunyai kemampuan berbeda secara
genetik dalam menghasilkan jumlah jenis

asam-asam organik yang berperan dalam



menentukan tinggi rendahnya pelarutan P.

Perbedaan dalam menghasilkan asam
organik oleh mikroba yang mempengaruhi
kemampuan mikroba dalam melarutkan P

dari beberapa sumber P yang berbeda

kelarutannya. Khan et al, (2013)
menyatakan bahwa kemampuan bakteri
dalam melarutkan fosfat dapat diuji dengan
menumbuhkannya pada media Pikovskaya

yang mengandung Caz(PO,),.

Indeks Pelarutan P / Hari pengamatan

Kode Isolat Sumber P
1 2 3 4 5 6 7
Bl 1,75 1,77 236 152 166 160 157
B2 2,17 169 1,75 128 118 120 1,34
B3 Ca3(POy) 122 150 119 132 108 112 1,09
B4 1,50 209 135 145 141 141 124
B5 209 118 118 119 120 124 149
Bl 19 200 108 1,15 121 119 1,07
B2 23 23 153 110 112 105 1,07
B3 AlIPO, 164 150 123 118 116 110 1,10
B4 1,71 136 138 132 163 142 128
B5 124 120 117 120 121 116 1,16
Bl 243 181 176 161 164 171 194
B2 1,61 15 137 140 240 104 1,23
B3 FePO, 139 114 104 107 111 109 148
B4 1,47 106 108 1,13 227 115 1,04
B5 1,56 115 103 108 124 119 1,66
Bl 1,79 167 152 150 140 131 138
B2 143 160 101 102 103 105 1,05
B3 RP 1,57 119 114 117 112 122 1,07
B4 1,10 103 130 134 125 142 128
B5 1,93 104 115 151 144 134 146

Tabel 3. Indeks pelarutan Fosfat oleh Bakteri pada media Pikovskaya padat

Identifikasi Bakteri Pelarut Fosfat

Mikroba terpilih dengan kriteria
kemampuan melarutkan P dan kemampuan
menghasilkan asam organik diidentifikasi
menggunakan PCR. Hasil PCR-Sequences
yang diperoleh berupa data mentah yang
harus diolah

menggunakan  berbagai
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aplikasi, kemudian digunakan sebagai data
mentah pada program BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). Identitas suatu gen
yang telah diketahui sekuennya dapat
ditentukan dengan membandingkan sekuen
yang diketahui dengan data sekuen yang
terdapat di GenBank yaitu National Centre

for Biotechnology Information atau NCBI.



Data tersebut akan disejajarkan (multiple
alignment) dengan data yang tersimpan di

GenBank yang bertujuan untuk mencari

|

L2y ]

similaritas suatu sekuen nukleotida atau
protein dengan sekuen database pada
GenBank (Sugianto, 2015).

Escherichia ool strain WVWaEBE 129 2
Burkholderia sp. LG 22153
EBurkhaolderia ssminalis CC- 1002
Burkholderia sp. IBF-"H3 59

E1

urkholderia sp. SCWIG STZ 441
urkholde ria cepacia AT S 129049

urkholde ria cepacia AT 20 2565 1

m m m m

urkholds ria cepacia JChi SS5S0G6
urkholde ria cepacia B9
urkholds ria s=minalis IHE B 1

urkholde ria cepacia AT O 1025

urkholds ria cepacia WMSB1S

m m m m m

urkholde ria cencocsepacia 11206

urkholderia cepacia MSWE1TS

urkholds ria cepacia MSWEB1S

urkholderia s . O C-2174

m m m m

urkholderia s=. ODSZ20

urkholde ria cepacia ESREG3

urkholdsria s=. KBEZ-2

urkholde ria cepacia MERC 1020

m m m m

urkholderia s=. SEI-12

Gambar 2. Filogenetik Isolat B1 dan Isolat yang mendekati

Gambar 2 menunjukkan bahwa
isolat B1 adalah jenis bakteri Burkholderia
sp. strain IBP-VNS59 yang memiliki persen
96% yang
mendekati strain yaitu bakteri Burkholderia
sp. strain IBP-VNS59. Gupta et al., (2007)

menyatakan bahwa Burkholderia mampu

similaritas dengan Isolat

meningkatkan serapan hara tanaman. Hasil
penelitian Sembiring et al., (2017a, 2017b,
2017c); Sembiring et al., (2018) Masdariah
et al., (2019) menunjukkan bahwa aplikasi
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Burkholderia cepacia dapat meningkatkan

ketersediaan P pada tanah.

KESIMPULAN

1. Terdapat 5 isolat yang ditemukan pada 3
kedalaman tanah yaitu B1, B2, B3, B4
dan B5. Isolat bakteri pelarut fosfat yaitu
B1 memiliki kemampuan terbaik dalam
melarutkan sumber P (FePO,) pada

media padat.



2. Isolat bakteri pelarut fosfat dengan kode
B1 adalah yang terbaik

menghasilkan asam malat yaitu 375,68
ppm.

dalam
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