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ABSTRACT

Microbial activity in soil play key important role for maintaining ecosystem health. The objective of this 
research was to explore the potential of bacteria isolated from Kalampangan, Central Kalimantan tropical peat 
soil as biofertilizer agent. We found 4 isolates have ability to produce amylase and cellulose and have nirK gene 
as denitrify ability. Base on the 16S rDNA analyses and morphological observation, those bacteria were identi-
fi ed as Paenibacillus durum, Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus macerans, and Paenibacillus azotofi xans. P. 
polymyxa also can produce plant growth hormone (indole acetic acid), P. azotofi xans contains ow gene indicating 
that the strain is able to solubilize calcium as well as alluminium phosphate. All strain excepted P. durum was 
also contains NifH gene indicating that this strain is able to fi x N2. With these characteristics the fourth isolates of 
bacteria can be used as agents of biological fertilizers for peatland. 

Keywords: peat, biofertilizer, cellulose, functional gene, Paenibacillus

ABSTRAK

Aktivitas mikrobia tanah berperan penting dalam menjaga ekosistem tetap sehat. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui potensi bakteri yang diisolasi dari tanah gambut tropis di Kalampangan, Kalimantan Tengah, 
sebagai agen biofertilizer. Didapatkan empat jenis bakteri yang mampu menghasilkan enzim selulosa dan amilase 
serta memiliki gen nirK sebagai penanda kemampuan denitrifi kasi. Berdasarkan karakter morfologi dan analisis 
16S rDNA, bakteri tersebut diidentifi kasi sebagai Paenibacillus durum, Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus 
macerans, dan Paenibacillus azotofi xans. P. polymyxa juga dapat memproduksi hormon pertumbuhan tanaman 
(indole acetic acid), P. azotofi xans memiliki gen ow yang mengindikasikan kemampuan pelarutan kalsium fosfat 
ataupun aluminium fosfat. Semua strain kecuali P. durum memiliki gen NifH yang mengindikasikan kemampuan 
fi ksasi N2. Dengan karakteristik tersebut, keempat isolat bakteri dapat digunakan sebagai agen pupuk hayati untuk 
lahan gambut. 

Kata kunci: gambut, biofertilizer, selulosa, gen fungsional, Paenibacillus

terdekomposisi secara sempurna akibat kondisi 
suatu lingkungan tertentu. Gambut di Kalimantan 
biasanya terbentuk di sekitar rawa karena dekom-
posisi organik terhambat oleh adanya moisture 
yang berlebihan. Dekomposisi bahan organik 
menghasilkan humus yang bersifat asam dengan 
pH sekitar 3,8-5,0.3 Proses humifi kasi melibat-

PENDAHULUAN
Indonesia memiliki potensi gambut sekitar 26 
juta hektare dan menduduki peringkat keempat 
terbesar di dunia setelah Rusia, Kanada, dan 
Amerika Serikat.1 Sebanyak 28% dari total 
gambut tersebut berada di Kalimantan.2 Gambut 
merupakan akumulasi bahan organik yang belum 
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kan proses biologi melalui aktivitas mikrobia 
tanah. Kebanyakan lahan gambut tersebut telah 
mengalami eksploitasi berlebihan dan bahkan 
telah menjadi hutan gambut yang telantar yang 
memerlukan penanganan lebih lanjut. 

Vegetasi khas hutan gambut di Kalimantan 
terdiri atas asosiasi kayu ramin (Gonystylus spp.) 
yang di dalamnya terdapat tiga lapisan tajuk.1 
Setiap lapisan tajuk terdiri atas berbagai spesies 
tumbuhan dengan karakteristik morfologi yang 
berbeda. Kondisi tersebut sangat memungkinkan 
tingginya keanekaragaman mikrobia yang mampu 
hidup pada substrat selulosa, hemiselulosa, lignin, 
ataupun amilum. Keberadaan mikrobia tanah 
memainkan peranan penting dalam menjaga 
kesehatan ekosistem melalui aktivitas hidrolisis 
ataupun sintesis dari suatu substansi organik. 
Hasil aktivitas tersebut digunakan oleh tumbuhan 
ataupun mikrobia lain pada suatu ekosistem 
sebagai sumber nutrien.

Beberapa bakteri tanah dimasukkan sebagai 
golongan plant growth promoting rhizobacteria 
(PGPR) karena dapat memacu pertumbuhan 
akar tanaman dengan menghasilkan beberapa 
enzim penting.4,5 Aktivitas golongan bakteri 
tersebut sama pentingnya dengan simbiosis 
bakteri penambat nitrogen pada kacang-kacangan. 
Bacillus, Pseudomonas,4 dan Paenibacillus6 
dilaporkan sebagai golongan free-living PGPR. 
Bakteri tersebut tersebar luas terutama di tanah. 
Ekskresi PGPR memberikan dampak langsung 
bagi pertumbuhan tanaman melalui produksi 
fi tohormon, pelarutan fosfat anorganik, enzim 
hidrolisis, ataupun bahan volatil.4 Penelitian ini 
bertujuan untuk mendapatkan bakteri gambut 
yang berpotensi sebagai agen biofertilizer, 
yang berasal dari tanah gambut Kalampangan, 
Kalimantan Tengah. 

METODOLOGI

Sampling Tanah 
Sampling gambut dilakukan pada bulan Oktober 
2009 di kawasan hutan hujan tropis Kalampan-
gan, Kalimantan Tengah (L: 2016’74’’S dan 
11402’23’’E, A: 53 m dpl). Gambut tersebut 
dikoleksi secara acak pada 20 titik dengan 
kedalaman kurang dari 1 m. Semua sampel 
tanah selanjutnya dimasukkan ke satu botol 

serum steril. Perlakuan tersebut diharapkan 
dapat merepresentasikan kondisi umum dari 
tanah gambut Kalampangan dan kemungkinan 
besar mendapatkan banyak mikrobia. Sampel 
kemudian disimpan dalam cool box dan dibawa 
ke Laboratorium Mikrobiologi, Pusat Penelitian 
Biologi, LIPI. Selanjutnya sampel disimpan pada 
suhu -20oC.

Isolasi, Karakterisasi, dan Identifi kasi 
Bakteri 
Sampel gambut disuspensikan pada pengenceran 
10-2 hingga 10-6. Isolasi bakteri dilakukan secara 
langsung dengan teknik pour plate pada medium 
agar dengan komposisi 5 g/L KH2PO4; 0,5 g/L 
(NH4)2SO4; 0,2 g/L MgSO4.7H2O; 0,01 g/L 
FeCl3.6H2O; 0,5 g/L yeast extract; 10 g/L amilum, 
dan 0,8 % agar. Selanjutnya suspensi tersebut 
diinkubasi pada suhu 30oC selama 48 jam. Koloni 
yang tumbuh lebat dan memiliki penampakan 
warna yang berbeda dipilih, dipurifi kasi, dan 
dibuat stok kultur cair. Selanjutnya isolat terpilih 
tersebut dikarakterisasi secara morfologi7 dan 
diidentifikasi secara molekuler dengan 16S 
rDNA.8

Pengukuran Kurva Pertumbuhan
Pertumbuhan bakteri diamati dengan pengukuran 
absorbansi λ=600 nm pada medium cair.9 
Pengamatan diawali dengan penyiapan inokulum, 
yaitu tiap-tiap isolat diinokulasikan ke dalam 10 
ml medium cair hingga terjadi pertumbuhan yang 
ditandai dengan terbentuknya warna keruh pada 
medium pati cair. Setelah OD600 mencapai 0,2, 
tiap-tiap inokulum diambil 3 ml dan dimasukkan 
ke 22 ml medium cair. Kultur cair tersebut 
diinkubasi di atas shaker (120 rpm, suhu kamar). 
Pertumbuhan bakteri dipantau dengan mengukur 
kekeruhan dengan spektrofotometer (thermo 
spectonic genesys 20) tiap jam selama 12 jam. 

Pengukuran Fluktuasi pH pada Medium
Perubahan pH dipantau selama 21 hari dengan 
pH meter (Fisher Sci. Accument Basic AB 15, 
Kanada) untuk mengetahui pH optimum keempat 
isolat terpilih.

Pengukuran Aktivitas Amilase dan Selu-
losa
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Sebanyak 1 ml kultur cair isolat bakteri dimasuk-
kan ke tabung mikro 2 ml dan disentrifugasi 
dengan kecepatan 6.000 rpm selama lima menit 
pada suhu 4oC. Kemudian sebanyak 0,5 ml 
supernatan dicampur dengan 0,5 ml substrat 
berupa amilum untuk pengujian amilase dan 
carboxymethil cellulose (CMC) untuk pengujian 
selulosa, kemudian diinkubasi selama 60 menit 
pada suhu 30oC. Reaksi dihentikan dengan 
penambahan 0,5 ml asam 3,5 dinitrosalisilat 
(DNS) kemudian divortex (SIBATA TTM 1-Taito-
ku, Tokyo) dan dipanaskan dalam air mendidih 
selama lima menit.10 Selanjutnya didinginkan 
dan diukur absorbansinya pada λ=550 nm. Hasil 
positif ditandai dengan perubahan warna kuning 
menjadi merah. Blanko diperlakukan sama den-
gan sampel tetapi penambahan enzim dilakukan 
setelah campuran dipanaskan. Pengukuran 
aktivitas enzim dilakukan sebanyak dua kali dan 
diamati tiap hari selama 16 hari. Satu unit aktivitas 
amilase didefi nisikan sebagai jumlah enzim yang 
diperlukan untuk melepas 1 μmol gula pereduksi 
per menit.

Produksi Hormon IAA
Sebanyak 1,5 ml suspensi bakteri umur 48 jam 
dari medium pertumbuhan direaksikan dengan 
1 ml reagen Salkowski dan didiamkan selama 
30 menit. Reaksi positif ditandai dengan terben-
tuknya warna merah muda. Hasil positif kemudian 
diukur secara spektrofotometri pada λ=530 nm.11

Deteksi Gen Fungsional
Analisis gen fungsional pada isolat terpilih dengan 
real-time PCR (Takara Thermal Cycler, Shiga) 
berdasarkan metode Otsuka.12 Analisis meliputi 
gen pengkode kemampuan denitrifi kasi (nirK), 

nitrifi kasi (Nit), pelarutan fosfat (ow), dan fi ksasi 
nitrogen (nifH).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Karakterisasi Isolat Amilolitik 
Dari hasil seleksi tanah gambut tipe fibrik13 
didapatkan 15 isolat bakteri. Empat isolat yang 
tumbuh lebat dan memiliki kenampakan warna 
yang hampir berbeda selanjutnya dikarakterisasi 
dan diidentifi kasi secara molekuler dengan 16S 
rDNA berdasarkan Tabel 2. 

Dari Tabel 1 dan Gambar 1 dijelaskan 
bahwa keempat isolat yang didapatkan memiliki 
ciri-ciri morfologi dan kemampuan tumbuh pada 
medium yang hampir sama. Letak perbedaan yang 
paling mencolok adalah pada ukuran sel. Setelah 
dilakukan pengecekan dengan rangkaian 16S 
rDNA ternyata semua isolat tersebut merupakan 
satu genus yang sama, yaitu Paenibacillus. Pada 
mikroskop fl ouresen dengan green fl ouresccencce 
protein (GFP), Paenibacillus tampak berbentuk 
batang dengan jelas.6 Genus ini dapat ditemukan 
pada lingkungan ekstrem seperti tanah asam.14 
Lendir yang dihasilkan pada koloni merupakan 
salah satu cara agar dapat bertahan terhadap kon-
disi lingkungan melalui pembentukan biofi lm.6

Kurva Pertumbuhan, Fluktuasi pH, dan 
Aktivitas Amilase dan Selulosa
Semua bakteri uji tidak perlu beradaptasi lama 
dengan medium. Kecepatan pertumbuhan 
keempat isolat bakteri tersebut hampir sama. 
Berturut-turut kecepatan rerata tumbuh (k) 
isolat P. durum, P. polymyxa, P. macerans, dan P. 
azotofi xans yaitu 0,242; 0,282; 0,284; dan 0,279. 

Tabel 1. Sekuen Primer Gen Fungsional

No. Primer Sekuen Gen Referensi

1 NirK1F GG(A/C)ATGGT(G/T)CC(C/G)TGGCA Denitrifi kasi Braker et. al., 199829

NirK3R GAACTTGCCGGT(A/C/G)G(C/T)CCAGAC

2 Nit A 5’CTTAAGTGGGGAATAACGCATCG’3 Nitrifi kasi Otsuka, et. al., 200712

Nit B 5’TTACGTGTGAAGCCCTACCCA’3

3 nifHf 5’GGCAAGGGCGGTATCGGCAAGTC’3 Fiksasi N2 Otsuka, et. al., 200712

nifHr 5’CCATCGTGATCGGGTCGGGATG’3
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Setelah lima jam, semua bakteri memasuki fase 
stationer. 

Tabel 2. Karakteristik Morfologi empat Isolat Bakteri Terpilih
Karakteris  k Isolat Bakteri

AG002 AG004 AG013 AG014

Warna koloni cokelat tua cokelat muda cokelat tua cokelat muda

Bentuk koloni bundar bundar tak teratur bundar bundar

Ukuran koloni kecil besar besar sedang

Permukaan koloni berlendir licin berlendir kasar berlendir kasar berlendir kasar

Elevasi cembung datar datar datar

Bentuk tepi penuh tak beraturan berombak-ombak berombak-ombak

Pigmentasi Ɵ dak ada Ɵ dak ada Ɵ dak ada Ɵ dak ada

Struktur dalam buram buram buram buram

Pengecatan gram posiƟ f negaƟ f posiƟ f posiƟ f

Banyaknya sel sedikit sedang sedang sedikit

Bentuk sel batang batang kokus batang

Ukuran sel 0,5-1 μm 1-3 μm <1 μm 0,5-1,5 μm

Medium miring banyak banyak banyak banyak

Medium miring banyak banyak banyak banyak

Medium tegak tumbuh baik 
di permukaan, 

rhizoid

tumbuh baik di per-
mukaan, rhizoid

tumbuh baik di per-
mukaan, rhizoid

tumbuh baik 
di permukaan, 

rhizoid
Medium cair rata di semua 

medium
rata di semua medium rata di semua 

medium
rata di semua 

medium

Nama isolat

(16S rDNA )

Paenibacillus

durum 

Paenibacillus poly-
myxa

Paenibacillus mac-
erans

Paenibacillus 
azotofi xans 

 

Gambar 1. Pertumbuhan empat isolat bakteri pada plate agar (atas) dan pengamatan bentuk sel dengan pewarnaan 
gram (bawah). Berturut-turut dari kiri ke kanan adalah isolat P. durum, P. polymyxa, P. macerans, dan P. azotofi xans.
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konformasi suatu enzim karena gugus amino dan 
karboksil dipengaruhi oleh pH. 

Bakteri mampu menghasilkan enzim ami-
lase3,15 dalam bentuk α ataupun β.15 Enzim 
tersebut dapat ditemukan pada bakteri asido-
fi lik, alkalifi lik, dan termoasidofi lik.15 Amilase 
berfungsi memecah pati pada sisa tumbuhan 
menjadi gula sederhana.16 Dari Gambar 3 dan 4 
terlihat bahwa aktivitas enzim amilase tertinggi 
terjadi pada hari ke-7 dengan pH sekitar 6,5. Hal 
ini mengindikasikan bahwa pH optimum kerja 
enzim tersebut adalah 6,5. Kisaran pH optimum 
amilase bakteri, yaitu 5-6. Bacillus licheniformis 
dilaporkan memiliki aktivitas optimum amilase 
pada pH 6-7.16 Peningkatan atau penurunan dari 

Gambar 3. Fluktuasi pH pada medium pertumbuhan keempat isolat bakteri.

Gambar 2. Kurva pertumbuhan isolat bakteri terpilih.

Dari Gambar 3 terlihat bahwa pertumbuhan 
bakteri gambut (pH 4,4) pada medium cair 
mengalami fluktuasi pH 5,5-7,5. Nilai pH 
tersebut sangat berpengaruh terhadap aktivitas 
enzim terutama dengan fungsi sisi aktif enzim dan 
kelarutan substrat. Kisaran pH yang terjadi mirip 
dengan penelitian Delavat et al.,14 Paenibacillus 
yang telah diisolasi dari lingkungan asam (pH 
2,7-3,4) menunjukkan fl uktuasi pH pada medium 
antara 5 dan 8. Ini menunjukkan bahwa bakteri 
tersebut bukanlah bakteri asam tetapi hanya ter-
hambat oleh kondisi lingkungan. Bakteri tersebut 
memiliki kemampuan adaptasi yang tinggi dan 
resisten terhadap stres lingkungan. pH dapat 
menyebabkan perubahan daerah katalitik ataupun 
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pH optimum menyebabkan penurunan aktivitas 
enzim dan katalitik enzim akibat struktur enzim 
tidak sesuai lagi dengan molekul substrat. pH 
sangat berpengaruh terhadap aktivitas enzim 
dalam menghasilkan gula reduksi.

 Dari Gambar 4 juga terlihat pula bahwa 
isolat P. polymyxa, P. macerans, dan P. azotofi xans 
memiliki aktivitas pemecahan amilum yang cukup 
tinggi. Kemampuan pemecahan amilum menjadi 
gula reduksi oleh ketiga bakteri sekitar 8-11 unit. 
Di sisi lain, isolat P. durum memiliki aktivitas 
amilase yang paling rendah daripada yang lainnya. 
Hal ini disebabkan isolat ini perlu waktu adaptasi 
terhadap medium lebih lama terbukti dari naik 
turunnya aktivitas enzim selama kurun 16 hari. 
Data tersebut menunjukkan bahwa semua bakteri 
memiliki kemampuan memecah amilum cukup 
tinggi yang ditunjukkan dengan pelepasan gula 
reduksi yang meningkat sampai waktu tertentu. 
Aktivitas degradatif tersebut menggambarkan 
aktivitas enzim dengan bentuk lonceng.17

CMC-ase merupakan enzim selulosa yang 
memecah ikatan β-14. Degradasi selulosa cukup 
sulit dilakukan di alam karena secara alamiah 
selulosa tidak larut dalam air.18 Dari uji CMC-ase 

pada keempat isolat Paenibacillus diperoleh 
hasil bahwa isolat P. polymyxa dan P. azotofi xans 
memiliki aktivitas enzim CMC-ase yang lebih 
tinggi daripada yang lain. Aktivitas enzimatis 
keduanya sekitar 12-15 unit. Kemampuan bakteri 
menghasilkan CMC-ase ini dipengaruhi oleh 
medium. Medium pertumbuhan dengan amilum 
memengaruhi aktivitas enzim karena bakteri 
terbiasa memecah substrat yang tidak terlalu sulit. 
Ketika bakteri mampu melakukan aktivitas secara 
optimum pada substrat yang tergolong sedang, 
bakteri tersebut kemungkinan memiliki aktivitas 
yang lebih tinggi saat berada pada substrat yang 
sulit dipecah seperti selulosa. Hal ini dibuktikan 
pada isolat P. durum, isolat ini memiliki aktivitas 
yang cukup rendah pada medium amilum sehingga 
ketika berada pada medium selulosa aktivitasnya 
juga rendah.

Produksi Hormon IAA
IAA merupakan hormon auksin endogen yang 
disintesis oleh akar dan batang tumbuhan. Be-
berapa mikrobia dilaporkan mampu memproduksi 
IAA.11 Mikrobia bergabung secara fisiologis 
pada tumbuhan dan memasukkan IAA melalui 

Gambar 4. Aktivitas amilase (atas) dan selulosa (bawah) pada keempat isolat bakteri.
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akar sehingga tumbuhan lebih sensitif dalam 
mengubah konsentrasi IAA yang dimilikinya 
untuk memacu pembentukan akar dan elongasi 
batang.11,19

Dari Gambar 5 diketahui hanya P. polymyxa 
yang mampu memproduksi IAA. Isolat lain 
menggunakan nutrien pada medium hanya untuk 
meningkatkan biomassa sel. Hal ini dibuktikan 
dengan terjadinya warna keruh pada tabung 
yang dibandingkan dengan kontrol. Aktivitas 
produksi IAA paling tinggi terjadi pada hari ke-12 
dengan konsentrasi IAA 2.19 ppm dengan pem-
berian 0.204 g/L atau 1 mM Triptofan (Mr 203). 
Konsentrasi IAA yang dihasilkan cukup tinggi. 

Dengan metode yang sama, isolat bakteri tanah 
seperti Pseudomonas fl ourescent, P. aureofacient, 
dan P. paucimobilis menghasilkan IAA sekitar 
0.38–0.60 ppm.11 Hasil yang diperoleh juga tidak 
jauh berbeda dengan penelitian Susilawati et al.,20 
penambahan triptofan sebanyak 5 mM dengan 
waktu inkubasi 5-7 hari menghasilkan IAA sebe-
sar 8.295 ppm. Pemberian konsentrasi triptofan 
ke medium pertumbuhan bakteri berpengaruh 
terhadap jumlah produksi IAA. Semakin tinggi 
konsentrasi triptofan yang diberikan, produksi 
IAA juga akan semakin tinggi.21 Triptofan 
merupakan prekursor fi siologis biosintesis auksin 
bagi tumbuhan ataupun mikrobia.22

  

 

Gambar 5. Produksi hormon IAA pada Paenibacillus polymyxa (A) dan kenampakan kultur 
yang menghasilkan IAA (B).

Gambar 6. Hasil PCR DNA bakteri dengan gen nirK (A), Nit (B), ow (C), dan nifH (D).
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Deteksi Gen Fungsional
Deteksi gen fungsional tersebut digunakan untuk 
menganalisis diversitas genetik isolat Paenibacil-
lus pada ekosistem gambut. Dari Gambar 6 diketa-
hui bahwa Gen nirK dimiliki oleh semua bakteri 
yang diuji. Produk PCR gen nirK terlihat pada 392 
bp.29 Hal ini menunjukkan bahwa semua isolat 
tersebut memiliki kemampuan denitrifikasi.29 

Semua bakteri yang didapatkan tidak memiliki 
kemampuan nitrifi kasi dengan tidak adanya band 
untuk gen Nit di bawah UV. Gen tersebut biasanya 
dimiliki golongan beta pada kelas proteobacteria 
seperti Nitrosomonas dengan produk PCR 1080 
bp.30 Bakteri P. durum memiliki kemampuan 
melarutkan fosfat, dari gambar terlihat bahwa 
terbentuk band pada gen ow. Fosfor merupakan 
mineral terbatas pada tanah di samping nitrogen 
yang berperan penting dalam pertumbuhan dan 
perkembangan tanaman. Tanaman menggunakan 
fosfor dalam bentuk anion fosfat. Akan tetapi, 
anion fosfat yang bergabung dengan kation berupa 
Ca2+, Mg2+, Fe3+, dan Al3+ sulit dilarutkan sehingga 
tidak dapat digunakan oleh tanaman. Unsur P 
dalam tanah umumnya berikatan dengan kalsium 
(Ca3(PO4)2) pada suasana basa dan Fe atau Al pada 
suasana asam seperti gambut.23,24 

 Dari gambar juga diketahui bahwa semua 
isolat memiliki gen nifH kecuali pada P. polymyxa 
dan mendukung pernyataan Ash et al.,25 yang 
menyebutkan bahwa secara umum genus Paeni-
bacillus memiliki kemampuan fi ksasi nitrogen. 
Produk PCR gen nifH terlihat pada 360 bp26 
sedangkan Ben-Porath dan Zehr mendapatkan gen 
nifH cyanobacteria pada 359 bp.27 Pada penelitian 
ini terlihat bahwa P. azotofi xanz memiliki gen nifH 
dengan jumlah band lebih dari satu dan sesuai 
dengan penelitian Rosado et al.,28 yang menunjuk-
kan adanya pola divergen atau variasi homologi 
gen nifH. Gen nifH P. azotofi xanz dikelompokkan 
menjadi 2 tipe, yaitu tipe I yang mirip dengan gen 
anf dan tipe II yang sama dengan nifH pada genus 
Paenibacillus lainnya.28

KESIMPULAN
Keempat isolat bakteri Paenibacillus dapat 
digunakan sebagai agen biofertilizer untuk lahan 
gambut dalam bentuk konsorsium. Konsorsium 
tersebut memiliki kemampuan dalam menghasil-

kan enzim amilase dan selulosa; hormon IAA; 
dan kemampuan melakukan denitrifi kasi, fi ksasi 
nitrogen, dan pelarutan fosfat. 
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