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I N F O R M A S I     A R T I K E L  
Abstrak. Inokulan bakteri pemfiksasi nitrogen (N2) Azotobacter umumnya diproduksi pada  

media bebas N untuk mengoptimalkan fiksasi N2, padahal Azotobacter juga mensintesis 

eksopolisakarida (EPS) yang berperan sebagai amelioran tanah. Fiksasi nitrogen dihambat oleh N 

anorganik sedangkan produksi EPS memerlukan N anorganik. Dengan demikian diperlukan 

komposisi media yang mendukung produksi EPS tetapi tetap menjaga aktivitas fiksasi N2. Tujuan 

penelitian ini adalah mendapatkan komposisi media cair Azotobacter berbasis molase yang 

diperkaya dengan asam amino sisteina dan serina untuk menghasilkan sel, EPS, dan N tersedia 

dengan konsentrasi yang sama dengan media anorganik. Optimasi media dilakukan pada 

fermentor 2 L pada suhu kamar dengan pengadukan 115 rpm selama 7 hari, kemudian inokulan 

cair disimpan selama dua bulan pada suhu kamar. Hasil penelitian menjelaskan bahwa pada hari 

ke-7, media molase 1% + NH4Cl 0,05% dengan maupun tanpa asam amino menurunkan populasi 

bakteri dibandingkan dengan media anorganik. Namun produksi EPS di media molase dengan 

asam amino menyamai kadar EPS di media anorganik. Setelah dua bulan penyimpanan media cair 

berbasis molase dengan penambahan sisteina 0,25% dan serina 0,1%  meningkatkan populasi sel, 

serta kadar EPS dan N dibandingkan media anorganik, serta mempertahankan pH netral. 

Percobaan ini menjelaskan bahwa molase dengan NH4Cl yang diperkaya sisteina dan serina dapat 

digunakan untuk mengganti media anorganik untuk produksi  EPS oleh Azotobacter. 

Abstract. Inculants of nitrogen-fixing Azotobacter are generally produced on N-free media to 

optimize N2 fixation. Nonetheless Azotobacter synthesizes exopolysaccharide (EPS) that has a 

function as soil ameliorant. Nitrogen fixation was carried out in the absence of inorganic N while 

EPS production was induced by N. Therefore, another media composition is required to produce 

EPS while maintaining N2 fixation. The purpose of this study was to obtain the composition of 

molasses-based Azotobacter liquid media with the amino acid cysteine and serine additives to 

produce cells, EPS, and N with the same concentration as that in inorganic media. The media 

optimization was carried out on a 2 L fermentor at room temperature with stirring at 115 rpm for 

7 days, then the liquid inoculant was stored for two months at room temperature. The results 

showed that on the 7th day, 1% molasses + 0,05% NH4Cl media with or without amino acids 

decreased the bacterial population compared to inorganic media. However, the production of EPS 

in molasses-based media with amino acids was comparable to that in inorganic media. After two-

month storage, molasses-based liquid media with 0.25% cysteine and 0.1% serine increased the 

cell population, and levels of EPS and N compared to inorganic media; and maintain neutral 

acidity. This experiment suggested that molasses with NH4Cl enriched with cysteine and serine 

can  replace  inorganic media for EPS production by Azotobacter. 

Riwayat artikel: 

Diterima: 24 Oktober 2020 

Disetujui: 12 Februari 2021 

Dipublikasi online: 17 Februari 
2021 
 

 

Kata Kunci: 

Eksopolisakarida 
Populasi Azotobacter 
Molase 
Nitrogen 
Sisteina 
Serina 

 

Keywords:  

Exopolysaccharide 
Azotobacter population 
Molasses 
Nitrogen 
Cystein 
Serine 

Direview oleh:   

Edi Husen, Surono 

 

 

Pendahuluan 

Penggunaan pupuk hayati berperan penting untuk 

meningatkan produktivitas tanah dan tanaman. 

Azotobacter adalah salah satu rizobakteri pemacu 

pertumbuhan tanaman (RPPT) yang telah digunakan 

sebagai pupuk hayati. Mekanisme Azotobacter sebagai 

RPPT yang banyak dieksplorasi adalah fiksasi nitrogen 

(N2) dan produksi fitohormon, padahal Azotobacter juga 

menghasilkan eksopolisakarida (Gauri et al. 2012). 

Eksopolisakarida (EPS) termasuk amelioran yang 

secara tidak langsung meningkatkan serapa hara dan 

pertumbuhan tanaman melalui peningkatkan kuantitas 

tanah yang melekat di permukaan akar serta agregasi tanah 

(Alami et al. 2000; Sandhya dan Ali 2015; Costa et al. 

2018), ketahanan tanaman terhadap kekeringan (Naseem et 
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al. 2018), serta ketahanan terhadap salinitas (Abd El-

Ghany dan Attia 2020). Inokulasi A. chroococcum 

penghasil EPS dilaporkan meningkatkan jumlah nodula 

dan bobot tajuk kedelai (Hindersah et al. 2019), juga tinggi 

dan bobot tajuk, serta jumlah daun dan cabang faba bean 

(Abd El-Ghany dan Attia 2020). 

Saat ini komposisi media untuk produksi pupuk hayati 

cair Azotobacter lebih ditujukan untuk meningkatkan 

jumlah sel dan aktivitas fiksasi N2 pada media tanpa N 

atau dengan kadar N rendah. Berbeda dengan fiksasi N2, 

produksi EPS Azotobacter secara in vitro memerlukan N 

anorganik dengan konsentrasi tertentu (Khanafari dan 

Sepahei 2007; Revin et al. 2018). Oleh karena itu 

formulasi inokulan cair Azotobacter untuk fungsi fiksasi 

N2 dan produksi EPS perlu memperhatikan kadar N di 

media.  

Formulasi pupuk hayati merupakan tahap penting 

untuk mendukung proliferasi sel mikroba dan fungsi 

biologis yang optimal, serta efektivitasnya untuk 

meningkatkan pertumbuhan tanaman (Alami et al. 2018; 

Neneng 2020). Viabilitas dan efektivitas pupuk hayati 

dalam bentuk cair maupun padat ditentukan antara lain 

oleh media pembawa. Sel mikroba yang diperbanyak di 

media anorganik atau kimia dianggap terbaik untuk 

mendukung perbanyakan sel karena komposisi nutrisinya 

tepat untuk mikroba tertentu. Namun media ini mahal 

sehingga formulasi pupuk hayati disarankan menggunakan 

bahan dasar yang lebih murah, dan mudah diperoleh. 

Penggunaan limbah atau produk samping budidaya 

atau industri pertanian sebagai substrat mikroba dapat 

menurunkan harga pupuk hayati. Limbah pabrik gula 

seperti molase telah digunakan sebagai substrat untuk 

produksi inokulan cair Azotobacter karena terutama 

mengandung disakarida yang mendukung metabolisme 

heterotrof. Komposisi karbon di dalam molase didominasi 

oleh fruktosa, glukosa, dan sukrosa (Xu et al. 2015). 

Komponen penyusun molase termasuk pula kalsium, 

natrium, komponen bukan gula, dan mineral lainnya 

(Sardar et al. 2013). Komponen sakarida terutama glukosa 

di dalam molase berperan penting dalam sintesis EPS oleh 

Azotobacter (Gauri et al. 2012). Molase umumnya hanya 

mengandung sedikit unsur N. Mordenti et al. (2021) 

menjelaskan bahwa molase tebu mengandung 41-55 g kg
-1

 

protein kasar sehingga tepat untuk digunakan sebagai 

media pupuk hayati Azotobacter dengan tujuan fiksasi N2. 

Namun untuk tujuan meningkatkan fungsi produksi EPS, 

sumber N lainnya perlu ditambahkan.  

Penambahan senyawa anorganik N pada media cair 

organik telah diketahui dapat meningkatan bobot EPS 

Azotobacter (Khanafari dan Sepahei 2007; da Silva dan 

Garcia-Cruz 2010; Devianto et al. 2020). Penelitian 

sebelumnya memperlihatkan adanya kenaikan produksi 

EPS Azotobacter sp. pada media molase yang diperkaya 

NH4Cl 0,05% (Hindersah et al. 2017), namun aktivitas 

nitrogenase dihambat oleh N ionik terutama amonium 

(Ayuni et al. 2015). Oleh karena itu diperlukan N organik 

untuk meningkatkan fiksasi N sebagai kompensasi atas 

penurunan fiksasi akibat NH4Cl.   

Asam amino kecuali glutamat tidak menghambat 

fiksasi N2 dan dapat meningkatkan biomassa bakteri 

pemfikasi N2 (Cheng et al. 1999). Pada bakteri pemfiksasi 

N2, asam amino tertentu berkaitan erat dengan aktivitas 

enzim nitrogenase. Protein Fe-Polipeptida pada 

nitrogenase mengandung asam amino sisteina dan serina 

yang menentukan fungsi protein tersebut (Li 2002). Pada 

nitrogenase A. vinelandii, fungsi serina di dalam protein 

Fe-Polipeptida tidak dapat digantikan oleh asam amino 

alanina, sisteina, aspargina atau glisina (Seefeldt dan 

Mortenson 1993).   

Molase tebu mengandung sisteina dan serina dengan 

kadar yang sangat rendah (Hashizume et al. 1966; Mee et 

al. 1979). Pengayaan media cair molase dengan NH4Cl, 

asam amino sisteina dan serina akan berperan menjaga 

aktivitas nitrogenase terutama jika kadar N ionik di media 

telah menurun dan Azotobacter mulai memfiksasi N2 

untuk proliferasi sel dan selanjutnya produksi EPS. Tujuan 

penelitian ini adalah mendapatkan komposisi media cair 

Azotobacter berbasis molase dengan penambahan asam 

amino sisteina dan serina untuk menginduksi pertumbuhan 

sel dan produksi EPS Azotobacter yang sama besarnya 

dengan media anorganik. 

Bahan dan Metode 

Percobaan dilakukan di Laboratorium Biologi Tanah 

Fakultas Pertanian Universitas Padjadjaran (Unpad) pada 

Juli 2017 - Agustus 2017. Bakteri Azotobacter sp. 

diperoleh dari rizosfer kedelai varietas Anjasmoro. Biakan 

murni bakteri dipelihara di agar miring media manitol 

Ashby bebas N (Rao 1977)  dengan komposisi manitol 20 

g L
-1

; K2HPO4 0,2 g L
-1

; MgSO4.7H2O 0,2 g L
-1

; NaCl 0,2 

g L
-1

; K2SO4 0,1 g L
-1

; CaCO3 15 g L
-1

. Sisteina dan serina 

Pharma Grade diperoleh dari Ajinomoto Singapore.  

Percobaan dirancang dengan rancangan acak lengkap 

untuk menguji kombinasi jenis dan konsentrasi asam 

amino di dalam media cair berbasis molase diperkaya 

NH4Cl. Kontrol percobaan adalah media anorganik 

terdefinisi untuk menginduksi EPS menurut Vermani et al. 
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(1997), dengan komposisi sukrosa 10 g L
-1

; KH2PO4 1,0 g 

L
-1

; MgSO4.7H2O 1,0 g L
-1

; NaCl 0,5 g L
-1

; CaCO3 0,1 g 

L
-1

; NaNO3 0,1 g L
-1

; FeSO4 0,1 g L
-1

; Na2MoO4 10 mg L
-

1
. Enam perlakuan percobaan yang masing-masing diulang 

empat kali adalah sebagai berikut:  

a:  media anorganik (kontrol) tanpa asam amino 

b:  molase 1% + NH4Cl 0,05% 

c:  b + sisteina 0,25% + serina 1% 

d:  b + sisteina 0,25% + serina 0,1% 

e:  b + sisteina 0,025% + serina 1% 

f:  b + sisteina 0,025% +  serina 0,1% 

Media cair selain asam amino disterilisasi pada otoklaf 

pada suhu 121
o
C selama 20 menit dan didinginkan sampai 

suhu 40-45
o
C di dalam water bath. Sisteina dan serina 

berbentuk serbuk ditambahkan dan media dihomogenasi di 

atas gyratory shaker selama 10 menit. Sebanyak 1 L media 

pertumbuhan ditempatkan di dalam fermentor ukuran 2 L. 

Biakan murni Azotobacter sp. diinokulasikan sebanyak 1% 

dengan kepadatan 10
7
 CFU mL

-1
 di dalam media bebas N. 

Kultur di dalam fermentor diinkubasi selama 7 hari pada 

suhu kamar dengan pengadukan 115 rpm.  

Pengambilan sampel dilakukan pada hari ke-3 dan ke-7 

untuk penetapan kepadatan sel, kadar EPS, total N, dan 

tingkat kemasaman (pH) kultur. Penghitungan populasi 

menggunakan metode pengenceran plat (Sanders 2012) 

pada media menurut Vermani et al. (1997). Penetapan 

konsentrasi EPS dilakukan dengan menambahkan aseton 

dingin (1:2, v:v) ke dalam supernatan kultur, kemudian 

disentrifugasi 10.000 rpm pada temperatur 4
o
C selama 15 

menit (Hindersah 2015). Bobot EPS yang terkonsentrasi di 

dasar tabung sentrifus ditetapkan dengaan metode 

gravimetri setelah pemanasan 35
o
C selama 30 menit. 

Kadar N total dianalisis dari supernatan dengan metode 

Kjeldahl (Sulaeman et al. 2005) setelah sentrifugasi 

10.000 rpm pada 4
o
C, sedangkan kemasaman kultur tanpa 

sentrifugasi diukur dengan pH meter. Pada hari ke-7, 

sebanyak 100 mL inokulan cair disimpan selama dua 

bulan di dalam labu Erlenmeyer 250 mL untuk 

pengamatan parameter yang sama. Data dianalisis dengan 

analisis ragam (Uji F p<0,05) dan dilanjutkan dengan 

Beda Nyata Terkecil (BNT) pada p<0,05. 

Hasil dan Pembahasan 

Berdasarkan analisis statistik, komposisi media 

berpengaruh nyata terhadap populasi Azotobacter, kadar 

EPS, kadar N maupun pH inokulan cair Azotobacter. 

Perbedaan yang nyata dari perlakuan diperlihatkan dengan 

nilai p = 0,00  untuk semua parameter. Koefisien 

keragaman parameter yang diamati umumnya di bawah 10 

kecuali kadar N total bulan ke-2, sebesar 10,53; dan kadar 

EPS hari ke-7 sebesar 15,72 (Tabel 1). 

Tabel 1.  Kuadrat tengah (KT) galat dan koefisien 

keragaman (KK) setiap set data parameter 

percobaan 

Table 1.   Mean square error and coefficient of variation of 

each data set of experimental traits 

Parameter Percobaan KT Galat KK 

N total hari ke-3 0,00138   6,18 

N total hari ke-7 0,00078   5,33 

N total bulan ke-2 0,00177 10,53 

pH hari ke-3 0,00040   0,47 

pH hari ke-7 0,00023   0,32 

pH bulan ke-2 0,00038   0,34 

Azotobacter hari ke-3 0,00350   0,70 

Azotobacter hari ke-7 0,00385   0,72 

Azotobacter bulan ke-2 0,00690   1,07 

EPS hari ke-3 0,06764   8,54 

EPS hari ke-7 0,26470 15,72 

EPS bulan ke-2 0,00102   1,08 

Populasi Azotobacter, Kadar EPS, Kadar N,  

dan pH Hari ke-3 dan ke-7 

Populasi Azotobacter sp. tertinggi pada hari ke-3 dan 

ke-7, serta kadar EPS tertinggi pada hari ke-3 diperoleh 

pada media anorganik (kontrol). Pada hari ke-7 hanya 

media tanpa asam amino yang menghasilkan EPS lebih 

rendah daripada media anorganik (Tabel 2). Populasi 

Azotobacter di seluruh media meningkat pada hari ke-7 

dibandingkan hari ke-3; peningkatan ≥ 50% terjadi pada 

media dengan sisteina 0,25% + serina 1% dan sisteina 

0,025% + serina 0,1%. Seluruh komposisi media 

mendukung pertumbuhan bakteri sampai 10
8
 CFU mL

-1
 

dengan metode pengenceran berseri, sesuai dengan batas 

minimal yang ditetapkan oleh Keputusan Menteri 

Pertanian No. 261/KPTS/SR.310/M/4/2019. Pada setiap 

komposisi media, produksi EPS hari ke-7 tidak menurun 

dibandingkan hari ke-3; terdapat sedikit peningkatan 

produksi EPS pada media anorganik dan media dengan 

sisteina 0,25% + serina 1% dan sisteina 0,025% + serina 

1% (Tabel 2). 

Nitrogen adalah unsur hara esensial untuk 

pembentukan sel. Media kontrol yang mengandung 0,1 g 

NaNO3 diformulasi untuk mendukung pertumbuhan sel 

dan produksi EPS Azotobacter (Vermani et al. 1997). 

Molase mengandung semua unsur hara yang terdapat di 

dalam media kontrol tetapi tentu saja komposisi kurang 

tepat untuk pertumbuhan Azotobacter dibandingkan media 
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anorganik. Dengan demikan Azotobacter dapat lebih cepat 

membelah diri dan mensintesis EPS di media Vermani. 

Hasil percobaan ini sejalan dengan produksi biomassa A. 

vinelandii NRRL-14641 dan Azotobacter A.IIB-3 yang 

lebih tinggi pada media anorganik dibandingkan dengan 

media organik (Mukhtar et al. 2018).  

Pada hari ke-7 kadar EPS di media molase yang 

diperkaya asam amino sama dengan di media kontrol. 

Media berbasis molase mengandung gula glukosa (Xu et 

al. 2015) yang merupakan substansi utama untuk produksi 

EPS (Remminghorst dan Rehm 2006), sedangkan media 

kontrol mengandung sukrosa dengan komposisi unsur hara 

yang ditetapkan untuk produksi EPS Azotobacter. Namun 

pada percobaan ini penambahan NH4Cl dan asam amino 

ke dalam media molase mendukung produksi EPS pada 

hari ke-7. Sejumlah hasil penelitian telah menjelaskan 

bahwa produksi EPS ditentukan oleh keberadaan N ionik 

di dalam media (Khanafari dan Sepahei 2007; Hindersah 

et al. 2017). Lintasan produksi EPS ditentukan oleh 

sejumlah enzim (Gauri et al. 2012) yang pembentukannya 

tergantung dari kecukupan N sehingga N di dalam media 

dapat menjamin produksi EPS. Berbeda dengan 

nitrogenase, penghambatan enzim yang mengkatalis 

pembentukan EPS oleh N ionik belum pernah dilaporkan.  

Berdasarkan uji BNT, kadar N total inokulan cair pada 

hari ke-3 dan ke-7 bervariasi, dan kultur menjadi masam 

setelah inkubasi selama 7 hari (Tabel 3). Nilai kedua 

parameter tersebut umumnya sedikit menurun pada hari 

ke-7. Pada hari ke-3 media molase yang diperkaya dengan 

sisteina 0,025% + serina 0,1% (media f) mengandung 

lebih banyak N total daripada kontrol dan media lainnya 

(Tabel 3). Namun pada hari ke-7 kadar N total media 

tersebut menurun, lebih rendah daripada media kontrol dan 

media tanpa asam amino. Nitrogen total yang terdeteksi di 

dalam inokulan cair berasal dari N anorganik dan N 

organik (biomassa Azotobacter dan residu asam amino). 

Kadar N yang sama pada media kontrol dan media 

diperkaya sisteina 0,25% + serina 1% dapat disebabkan 

Tabel 2.  Kepadatan sel dan kadar eksopolisakarida (EPS) Azotobacter pada 3 dan 7 hari setelah inkubasi (HSI) pada 

berbagai komposisi media cair berbasis molase dan asam amino 

Table 2.  Cell density and exopolysaccharide (EPS) of Azotobacter at 3 and 7 days after incubation (HSI) in various 

composition of molasses- and amino acids-based liquid media 

Komposisi Media Cair 
Populasi Azotobacter  EPS  

3 HSI 7 HSI 3 HSI 7 HSI 

         .…….log10 CFU mL
-1

……. ..…….g L
-1

…..……. 

a: Media Anorganik (Kontrol) 8,77 a 9,00 a 3,3 b 3,6 b 

b: Molase 1% + NH4Cl 0,05% 8,26 d 8,32 c 1,9 d 2,0 a 

c: b + sisteina 0,25% + serina 1% 8,55 b 8,79 b 3,2 b 3,4 b 

d: b + sisteina 0,25% + serina 0,1% 8,15 e 8,34 c 3,3 b 3,3 b 

e: b + sisteina 0,025% + serina 1%   8,23 de 8,36 c 2,7 c 3,4 b 

f: b + sisteina 0,025% + serina 0,1% 8,36 c 8,74 b 3,7 a 3,7 b 

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata menurut Uj BNT (p<0,05) 

Tabel 3.  Kadar nitrogen total dan kemasaman kultur Azotobacter pada 3 dan 7 hari setelah inkubasi (HSI) pada berbagai 

komposisi media berbasis molase dan asam amino 

Table 3.  Total nitrogen content and acidity of Azotobacter at 3 and 7 days after incubation (HSI) in various composition of 

molasses- and amino acids-based liquid media 

Komposisi Media Cair 
Nitrogen total (%) Kemasaman (pH) 

3 HSI 7 HSI 3 HSI 7 HSI 

 …………..%…………..   

a: Media Anorganik (Kontrol) 0,57 c   0,55 ab 5,63 a 5,72 a 

b: Molase 1% + NH4Cl 0,05% 0,64 b 0,59 a 4,17 f 4,25 e 

c: b + sisteina 0,25% + serina 1% 0,57 c 0,57 a 4,93 c 3,36 f 

d: b + sisteina 0,25% + serina 0,1% 0,51 d 0,46 c 4,56 e 4,39 d 

e: b + sisteina 0,025% + serina 1% 0,57 c 0,51 b 4,83 d 4,89 c 

f: b + sisteina 0,025% + serina 0,1% 0,76 a 0,47 c 5,15 b 5,27 b 

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata menurut Uji BNT (p<0,05) 
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oleh tingginya populasi sel. Selain itu keberadaan sisteina 

dan serina dosis tinggi dapat menginduksi aktivitas protein 

Fe pada nitrogenase untuk memfiksasi N2.  

Kemasaman atau pH awal media sebelum inokulasi 

adalah netral, tetapi pH media pada hari ke-3 dan ke-7 

menjadi agak masam sampai masam. Media berbasis 

molase lebih masam daripada media kontrol (Tabel 3). 

Media molase dengan NH4Cl yang diperkaya sisteina dan 

serina dosis tinggi (perlakuan c) memiliki pH terendah 

pada hari ke-7 dibandingkan dengan media kontrol dan 

lainnya. Penurunan pH dapat disebabkan oleh sekresi asam 

organik dan respirasi yang lebih intensif di media molase 

dengan kualitas nutrisi lebih lengkap daripada media 

anorganik. Azotobacter mensintesis EPS serupa alginat 

yang terdiri atas asam organik dan gula sederhana, 

terutama jika ada sumber C dan N (Gauri et al. 2012; 

Hindersah 2015). Eksopolisakarida terikat lemah di 

dinding sel sehingga mudah terlepas (Sabra et al. 2000) 

dan berpotensi mengasamkan kultur. Penurunan pH juga 

dapat disebabkan respirasi mikroba menghasilkan CO2 

yang larut di dalam air dan membentuk H2CO3
-
 dan 

selanjutnya membentuk HCO3
-
 dan melepaskan ion H

+
 

(Boyd 2000). 

Populasi Azotobacter, Kadar EPS, Kadar N, 

dan pH Setelah Dua Bulan Penyimpanan 

Penyimpanan selama dua bulan umumnya menurunkan 

populasi Azotobacter, kadar EPS, dan total N (Tabel 4) 

dibandingkan penyimpanan pada hari ke-7 (Tabel 2 dan 

Tabel 3). Pada percobaan ini populasi Azotobacter di 

media kontrol lebih rendah daripada di sebagian besar 

media berbasis molase, dan tidak sesuai dengan 

persyaratan minimal Keputusan Menteri Pertanian No. 

261/KPTS/SR.310/M/4/2019. Hanya pada media b 

(molase tanpa asam amino) dan media d (molase dengan 

NH4Cl, sisteina 0,25% dan serina 0,1%) yang mengandung 

Azotobacter >10
8
 CFU mL

-1
. Penurunan ini terkait dengan 

fase pertumbuhan bakteri di lingkungan terbatas, bakteri 

sudah sampai di fase kematian dimana nutrisi berkurang 

dan metabolit toksik meningkat. Selama penyimpanan dua 

bulan, kandungan N anorganik menurun setelah 

dikonsumsi oleh Azotobacter untuk sintesis N organik. 

Keterbatasan N anorganik mendorong sel untuk 

melakukan fiksasi N2. Komposisi sisteina dan serina yang 

cukup tepat untuk menyusun nitrogenase selama dua bulan 

masa simpan setelah N habis kemungkinan besar adalah 

sisteina 0,25% dan serina 0,1%.  

Penurunan kadar EPS setelah 2 bulan penyimpanan 

dibandingkan hari ke-7 terdapat di hampir semua 

komposisi media. Namun media dengan sisteina 0,25% 

dan serina 0,1% mengandung EPS 2,6 kali lebih banyak 

daripada media kontrol dan lebih banyak daripada hari ke-

7. Media kontrol dan lainnya hanya mengandung EPS 

sekitar 62-83% lebih rendah daripada EPS di media 

tersebut. Kadar N anorganik di seluruh media uji juga 

menurun setelah penyimpanan dua bulan, padahal sintesis 

EPS merupakan lintasan metabolik yang dikatalis 

sejumlah enzim (Gauri et al. 2012). Pada kondisi tersebut 

Azotobacter perlu memfiksasi N2 yang menyediakan N 

untuk metabolisme, termasuk produksi EPS. Telah 

diketahui bahwa sisteina dan serina adalah komponen 

protein Fe pada nitrogenase (Li 2002; Seefeldt dan 

Mortenson 1993). Komposisi sisteina 0,25% dan serina 

0,1% di dalam media molase mungkin tepat untuk 

mempertahankan proliferasi sel dan fungsi protein Fe 

sehingga meningkatkan viabilitas dan produksi EPS. 

Peningkatan pH sampai sekitar 7 terdapat pada media 

yang diberi sisteina 0,25% dan serina 1% atau serina 0,1%. 

Peningkatan pH di media tersebut dapat disebabkan oleh 

respirasi sel yang menurun karena memasuki fase lag, 

sehingga kadar HCO3
-
 dan H2CO3

-
 meningkat (Boyd 

2000). Azotobacter tumbuh optimal pada pH netral dan 

sensitif terhadap kondisi masam dan alkalin (Revillas et al. 

2000).  Pada media dengan pH sekitar 7,39 dan 7,01 

(Tabel 4) kemungkinan proliferasi tidak akan terhambat 

pada penyimpanan selanjutnya.  

Tabel 4.  Karakteristik inokulan cair Azotobacter pada berbagai komposisi media setelah dua bulan penyimpanan pada 

berbagai komposisi media berbasis molase dan asam amino 

Table 4.  Properties of various liquid inoculant composisition of Azotobacter after two-month storage 

Perlakuan Populasi Azotobacter EPS N total  pH 

 log10
 
CFU mL

-1
 g L

-1
 %  

a: Media Anorganik (Kontrol) 7,07 c 2,67 b 0,25 c 4,58 b 

b: Molase 1% + NH4Cl 0,05% 8,18 a 1,61 e 0,38 b 3,49 a 

c: b + sisteina 0,25% + serina 1% 7,72 b 2,39 d 0,51 a 7,39 f 

d: b + sisteina 0,25% + serina 0,1% 8,25 a 7,17 a 0,38 b 7,01 e 

e: b + sisteina 0,025% + serina 1% 7,63 b 2,49 c 0,51 a 4,84 c 

f: b + sisteina 0,025% + serina 0,1% 7,07 c 1,21 f 0,38 b 6,37 d 

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata menurut Uji BNT (p<0,05)  
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Secara umum media molase dengan sisteina 0,25% dan 

serina 0,1% mempertahankan populasi 10
8
 CFU mL

-1
 dan 

meningkatkan pH dari masam menjadi netral pada 2 bulan 

penyimpanan dibandingkan dengan 7 hari setelah inkubasi. 

Produksi EPS Azotobacter di media tersebut lebih tinggi 

daripada media kontrol. Media dengan komposisi molase 

1%, NH4Cl 0,05%, sisteina 0,25% dan serina 0,1 % dapat 

menyangga kebutuhan nutrisi Azotobacter untuk 

mempertahankan viabilitas dan produksi EPS sampai 

bulan ke-2. Pada komposisi tersebut kemungkinan 

Azotobacter membentuk sista yang dorman selama masa 

penyimpanan, dan akan bergerminasi saat penetapan 

populasi pada media Ashby.  

Proses produksi inokulan pupuk hayati memerlukan 

media pembawa yang resisten terhadap lingkungan, 

ekonomis, mudah tersedia dan dapat didegradasi secara 

alami. Formulasi pupuk hayati harus menjamin viabilitas 

dan lama hidup bakteri serta memiliki kapasitas penyangga  

(Leo Daniel et al. 2013; Garcia-Fraile et al. 2015). 

Penambahan bahan organik bukan hanya sebagai sumber 

karbon bakteri heterotrof, tetapi juga berperan sebagai 

pelindung sel. Molase pada percobaan ini adalah salah satu 

dari protektan sel yang sering digunakan selain glukosa, 

sukrosa, maltosa, trehalosa dan gliserol (Garcia-Fraile et 

al. 2015). Protektan sel mengurangi renjatan tekanan 

osmotik bakteri setelah dipindahkan dari media kimia ke 

media pertumbuhan organik, dan mempercepat adaptasi 

fisiologis bakteri (Segarra et al. 2015).  

Penelitian ini menjelaskan bahwa penambahan 

penggunaan molase diperkaya N anorganik serta sisteina 

dan serina berpotensi menggantikan media anorganik 

untuk produksi inokulan dari Azotobacter penghasil EPS. 

Namun kualitas inokulan cair sampai penyimpanan enam 

bulan perlu dipastikan. Selain itu  komposisi media masih 

kurang optimal untuk penyimpanan inokulan selama lebih 

dari dua bulan karena ada potensi penurunan populasi dan 

EPS dan pH sehingga reformulasi diperlukan. Keberadaan 

EPS di dalam inokulan cair pupuk hayati Azotobacter akan 

berperan untuk menjaga kualitas tanah meskipun EPS 

tidak menjadi persyaratan pupuk hayati cair yang beredar 

di Indonesia. 

Kesimpulan  

Pada hari ke-3 dan ke-7, populasi Azotobacter di media 

anorganik Vermani sepuluh kali lebih tinggi daripada di 

media berbasis  molase dengan NH4Cl, baik tanpa atau 

dengan sisteina dan serina. Pada hari ke-7 kadar EPS di 

dalam media molase dengan sisteina dan serina menyamai 

kadar EPS di media kontrol. Sampai dua bulan 

penyimpanan, media molase yang diperkaya sisteina 

0,25% dan  serina 0,1% memiliki kemasaman netral dan 

populasi Azotobacter 10
8
 CFU mL

1
 yang lebih tinggi 

daripada media kontrol dan media lainnya. Komposisi 

media tersebut juga meningkatkan kadar EPS sampai 2,6 

kali lebih banyak daripada kontrol selama dua bulan 

penyimpanan pada suhu kamar. Penggunaan molase 

dengan NH4Cl diperkaya sisteina dan serina dapat 

menggantikan media anorganik Vermani untuk 

memproduksi EPS, menjaga pH tetap netral, dan juga 

mempertahankan viabilitas sampai dua bulan 

penyimpanan. Populasi Azotobacter di akhir bulan ke-2 

inkubasi sesuai dengan persyaratan minimal Keputusan 

Menteri Pertanian No. 261/KPTS/SR.310/M/4/2019. 
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