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Abstrak—Azotobacter adalah kelompok bakteri rhizosfer yang 

dapat menambat N atmosferik. Azotobacter juga mampu 

mensintesis hormon pertumbuhan IAA (auksin alami) yang 

terlibat dalam regulasi pertumbuhan dan perkembangan 

tanaman. Tujuan penelitian ialah  untuk mendapatkan isolat 

Azotobacter yang berpotensi menghasilkan hormon IAA 

(Indole-3-Acetic Acid). Purifikasi isolat Azotobacter dilakukan 

menggunakan media Nutrient Agar. Uji potensi sintesis IAA 

dilakukan dengan metode Salkowski pada media Nutrient Agar-

triptofan yang ditunjukkan dengan perubahan warna merah 

pada isolat. Isolat Azotobacter  yang mampu menghasilkan 

hormon IAA adalah isolat Azotobacter A1a, A1b, A3, A6, A9, 

dan A10 dengan isolat Azotobacter A9 dan A10 diindikasi 

merupakan isolat yang produktivitas IAA nya lebih besar 

dibandingkan isolat lainnya. 

 
Kata Kunci—Azotobacter, Hormon, Indole-3-Acetic Acid 

I. PENDAHULUAN 

NDOLE-3-ACETIC ACID (IAA) merupakan anggota 

utama dari kelompok auksin yang mengendalikan 

banyak proses fisiologis penting termasuk pembesaran 

dan pembelahan sel, deferensiasi jaringan dan respon 

terhadap cahaya dan gravitasi [1]. IAA memiliki struktur 

kimia yang dapat dilihat pada Gambar 1. Fitohormon IAA 

diketahui dapat menghasilkan lebih banyak akar lateral, 

rambut akar dan cabang rambut akar [2]. Keberadaan lima 

jalur biosintesis IAA yang berbeda telah diteliti dengan 

triptofan (Trp) sebagai precursor. Lima jalur tersebut ialah  

indole-3-piruvat (IpyA), indole-3-asetamida (IAM), 

triptamin (TAM), indole-3-asetonitril (IAN) dan jalur Trp 

cincin samping oksidase [3]. Eksudat akar merupakan 

sumber alami L-triptofan untuk mikrorganisme rizhosfer 

yang dapat meningkatkan produksi IAA di daerah rizosfer.  

Biosintesis IAA dalam tanah dapat dipacu dengan adanya 

triptofan yang berasal dari eksudat akar atau sel-sel yang 

rusak atu membusuk [4]. 

                  
Gambar 1. Struktur Kimia Indole-3-Acetic Acid (IAA) [5]. 

 

Azotobacter sp. adalah bakteri gram negatif, bersifat 

aerobik, polymorphic dan mempunyai berbagai ukuran dan 

bentuk [6]. Sel Azotobacter berbentuk rod besar atau cocci. 

Mempunyai diameter 2-4 μm atau lebih. Beberapa spesies 

adalah motil dengan flagel peritrikus. Ketika mereka tumbuh 

di N2 sebagai sumber nitrogen,  perluasan kapsul atau 

lapisan lendir biasanya diproduksi oleh spesies dari bakteri 

yang menfiksasi nitrogen bebas. Lapisan tersebut melindungi 

enzim nitrogenase di dalam sitoplasma [7]. Azotobacter 

dapat membentuk struktur istirahat yang disebut cysts. Salah 

satu spesies Azotobacter diketahui  memiliki kemampuan 

untuk menghasilkan amonia, vitamin dan zat pertumbuhan 

yang meningkatkan perkecambahan biji, produksi asam 

indole asetat dan hormon lain yaitu giberelin dan sitokinin 

[8]. Azotobacter spp. dari Eco Urban Farming ITS diketahui 

berpotensi menghasilkan enzim merkuri reduktase yang 

dapat digunakan untuk mendegradasi logam berat merkuri 

HgCl2 [9]. Berdasarkan kemampuannya tersebut dilakukan 

penelitian yang menguji potensi Azotobacter yang diisolasi 

dari Eco Urban Farming ITS sebagai penghasil IAA. 

II. METODOLOGI 

A. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan mulai bulan Februari hingga April 

2015 di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 

Jurusan Biologi FMIPA, Institut Teknologi Sepuluh 

Nopember Surabaya. 

 

B. Purifikasi Isolat Azotobacter 

Sepuluh isolat Azotobacter koleksi Laboratorium 

Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi FMIPA ITS 

dilakukan purfikasi kembali untuk memastikan isolat 

tersebut murni dan beradaptasi kembali pada media 

pertumbuhan yang baru. Purifikasi dilakukan dengan 

menggoreskan 1 ose isolat bakteri dengan metode streak 16 

pada agar datar Nutrient Agar. Kemudian diinkubasi hingga 

isolat tumbuh dan diamati pertumbuhan koloni isolat. 

Purifikasi dilakukan hingga koloni isolat yang teramati 

seragam. 

 

C. Subkultur Azotobacter 

Isolat Azotobacter masing-masing diinokulasikan secara 

aseptis pada Nutrient Agar miring. Kemudian diinkubasi 

pada suhu ruang selama 24 jam. 

 

D. Pereaksi Salkowski 

Pereaksi Salkowski dibuat dengan mencampurkan 2 ml 

larutan FeCl3 0,5M  dan 98 ml HClO4 35 % (Mali dan 
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Bodhankar, 2009). Larutan dimasukkan ke dalam botol 

gelap. Pereaksi Salkowski akan membentuk warna 

kemerahan hingga merah saat bereaksi dengan IAA. 

 

E. Uji Potensi Produksi IAA 

Isolat Azotobacter diinokulasikan pada media Nutrient 

Agar datar yang disuplementasi triptofan dengan konsentrasi 

100 ppm menggunakan metode streak plate. Kemudian 

diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam. Pereaksi 

Salkowski diteteskan pada isolat Azotobacter yang telah 

tumbuh di medium Nutrient Agar datar sampai merata. 

Selanjutnya isolat yang telah ditetesi pereaksi Salkowski 

disimpan dalam ruang gelap selama 30 menit. Hasil positif 

ditunjukkan dengan perubahan warna koloni isolat menjadi 

merah.  

III. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pufikasi isolat Azotobacter betujuan untuk memurnikan 

isolat bakteri dan beradaptasi pada media pertumbuhan baru 

setelah dalam kultur awetan. Purifikasi dilakukan dengan 

tiga kali pengulangan. Pada Gambar 2 ditampilkan hasil uji 

purifikasi isolat Azotobacter. 

 

 

 

                                  
Gambar 2. Hasil purifikasi isolat Azotobacter A1a, A1b, A2, A3, A5, A6, 

A7, A8, A9, A10 yang telah murni. 

 

Produksi IAA oleh isolat Azotobacter diuji secara 

kualitatif menggunakan metode Salkowski yang dilakukan 

dengan streak plate pada agar datar yang disuplementasi 

triptofan. Suplementasi menggunakan triptofan dibutuhkan 

karena triptofan merupakan prekursor primer dalam 

biosintesis IAA [10].  

Pada uji potensi produksi IAA 6 isolat terindikasi 

mampu memproduksi hormon IAA yaitu isolat Azotobacter  

A1a, A1b, A3, A6, A9 dan A10 dan 4 isolat yang lain yaitu 

A2, A5, A7 dan A8 tidak mengalami perubahan warna. 

(Gambar 3). Kemampuan isolat menghasilkan IAA 

ditunjukkan dengan perubahan warna isolat menjadi 

kemerahan. Perubahan warna untuk setiap isolat berbeda-

beda (Tabel 1).  

 

 

                                
Gambar 3. Isolat Azotobacter setelah ditetesi Salkowski dan diinkubasi 

selama 30 menit di ruang gelap. 

 
Tabel 1. Potensi Isolat Azotobacter yang Berpotensi Menghasilkan Hormon 

IAA. 

Isolat 

Azotobacter 

Reaksi warna Isolat 

Azotobacter 

Reaksi warna 

A1a + A6 + 

A1b + A7 - 

A2 - A8 - 

A3 + A9 ++ 

A5 - A10 ++ 

Keterangan: +++ : merah, ++ : merah muda, + : sedikit merah muda, - : 

tidak berwarna merah.  

 

Isolat yang menunjukkan warna merah yang paling 

mencolok adalah isolat Azotobacter A9 dan A10 dan 

dimungkinkan dapat menghasilkan IAA lebih besar daripada 

4 isolat lain. Perubahan warna kemerahan pada isolat setelah 

ditetesi pereaksi Salkowski terjadi karena adanya reaksi 

antara pereaksi Salkowski dengan IAA ataupun dengan 

beberapa senyawa pembentuk IAA. Indole-3-acetic acid 

(IAA) berikatan dengan FeCl3 dan HClO4 yang merupakan 

senyawa penyusun pereaksi Salkoswki membentuk 

kompleks tris-(indole-3-aceto) iron (III) yang memberikan 

warna kemerahan hingga merah. Reaksi terjadinya 

perubahan warna merah pada isolat Azotobacter setelah 
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ditetesi pereaksi Salkowski ini mengindikasikan kemampuan 

bakteri tersebut dalam memetabolisme L-triptofan menjadi 

IAA [11]. 

 Berdasarkan penelitian yang dilakukan Chaiharn & 

Lumyong (2011), sebagian besar dari isolat bakteri akan 

memproduksi IAA lebih tinggi ketika ada penambahan 

prekursor  L-triptofan dan sintesis IAA akan melalui jalur 

Trp-pathways. Pada kondisi alami, akar tanaman 

mensekresikan bahan organik termasuk L-triptofan yang 

dapat dimanfaatkan bakteri untuk biosintesis IAA [12]. 

IV. KESIMPULAN 

Isolat Azotobacter koleksi Laboratorium Mikrobiologi 

dan Bioteknologi Jurusan Biologi FMIPA ITS yang 

berpotensi menghasilkan hormon auksin (IAA) ialah 

Azotobacter A1a, A1b, A3, A6, A9 dan A10. Azotobacter 

A9 dan A10 berpotensi menghasilkan IAA lebih besar 

dibanding isolat lainnya. 
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