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Abstrak—Ketersediaan fosfat terlarut di dalam tanah sangat 

terbatas karena kecenderungannya terikat dengan mineral tanah 

membentuk fosfat kompleks. Bakteri pelarut fosfat, salah 

satunya adalah Bacillus, dapat digunakan untuk membantu 

ketersediaan fosfat terlarut di dalam tanah sehingga dapat 

menggantikan pupuk fosfat. Tujuan penelitian adalah untuk 

mengetahui potensi isolat Bacillus spp. koleksi laboratorium 

Mikrobiologi dan Bioteknologi Biologi ITS Surabaya dalam 

melarutkan fosfat. Potensi pelarutan fosfat dilihat dari 

kemampuannya membentuk zona bening pada medium 

Pikovskaya. Hasil penelitian menunjukkan Bacillus S1, Bacillus 

SS19, dan Bacillus DA11 mampu melarutkan fosfat secara 

kualitatif dengan nilai IPF secara berurutan 2,44; 2,34; dan 2,42. 

Berdasarkan nilai IPFnya, Bacillus S1 memiliki kemampuan 

melarutkan fosfat tertinggi dibanding isolat Bacillus SS19 dan 

Bacillus DA11. 

 

Kata Kunci—Bacillus, fosfat terlarut, indeks pelarutan fosfat, 

Pikovskaya. 

I. PENDAHULUAN 

OSFOR merupakan nutrisi kedua yang sangat dibutuhkan 

oleh tanaman setelah nitrogen [1]. Sebagian besar fosfor 

terdapat di alam dalam bentuk fosfat [2]. Fosfat dapat 

berbentuk senyawa organik maupun anorganik. Di alam, fosfat 

tersedia dalam konsentrasi rendah karena fosfat difiksasi 

membentuk kompleks fosfat besi, aluminium, dan kalsium 

yang tidak larut. Kekurangan fosfat merupakan faktor 

pembatas pertumbuhan yang utama untuk tanaman, sehingga 

penambahan pupuk kimia berfosfat dilakukan untuk 

mengoptimalisasikan hasil tanaman tersebut [1]. 

Ketersediaan fosfat bagi tanaman dapat ditanggulangi 

dengan agen hayati berupa mikroorganisme yang mampu 

melarutkan fosfat di tanah secara alami [3]. Bakteri yang 

mampu melarutkan fosfat antara lain Phyllobacterium, 

Pseudomonas, Bacillus [4], Rhodococcus, Arthrobacter, 

Serratia, Chryseobacterium, Delftia, Gordonia, dan 

Rhizobium [5]. Kelompok bakteri pelarut fosfat di lahan 

Indonesia yang melimpah adalah dari genus Enterobacter dan 

Mycobacterium [6]. Beberapa jenis Bacillus yang mampu 

melarutkan fosfat yaitu B. megatherium dan B. circulans [7]. 

Bacillus spp. yang disolasi dari Kalimas Surabaya telah 

diketahui mampu menghasilkan asam organik dari 

metabolisme karbohidrat [8], dimana sekresi asam organik 

merupakan salah satu mekanisme untuk pelarutan fosfat oleh 

bakteri. Sedangkan untuk potensi pelarutan fosfat sendiri, 

isolat Bacillus dari Kalimas Surabaya belum pernah diteliti. 
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat Bacillus 

endogenik Kalimas yang berpotensi melarutkan fosfat secara 

kualitatif. 

II. METODOLOGI 

A. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan sejak bulan Desember 2014 sampai 

dengan April 2015. Tempat penelitian di laboratorium 

Mikrobiologi dan Bioteknologi jurusan Biologi Institut 

Teknologi Sepuluh Nopember Surabaya. 

B. Subkultur Isolat Uji 

Isolat yang digunakan adalah Bacillus koleksi laboratorium 

Mikrobiologi dan Bioteknologi jurusan Biologi Institut 

Teknologi Sepuluh Nopember Surabaya, dengan kode isolat 

S1, SS19, DA11, dan Bacillus cereus ATCC 1178. Serta 

Azotobacter chroococcum sebagai isolat pembanding. Isolat 

diinokulasikan pada medium Nutrient Agar miring secara 

aseptik dengan metode streak continue. Subkultur diinkubasi 

24 jam atau lebih pada suhu ruangan [9]. 

C. Medium Pikovskaya 

Kemampuan bakteri pelarut fosfat diseleksi menggunakan 

medium Pikovskaya [10]. Bahan untuk membuat medium 

Pikovskaya per liternya adalah glukosa 10 g; Ca3(PO4)2 5 g; 

(NH4)2SO4 0,5 g; NaCl 0,2 g; MgSO4.7H2O 0,1 g; KCl 0,2 g; 

yeast ekstrak 0,5 g; MnSO4.H2O 0,002 g; FeSO4.7H2O 0,002 g 

[11]. Semua bahan dilarutkan dengan akuades hingga volume 

1 L dan dihomogenkan. Pembuatan medium Pikovskaya padat 

dilakukan dengan penambahan agar sebanyak 15 g. Medium 

tersebut disterilisasi menggunakan autoklaf pada tekanan 1 

atm dengan suhu 121°C selama 20 menit. 

D. Uji Pelarutan Fosfat oleh Bacillus secara Kualitatif 

Isolat diinokulasikan pada medium Pikovskaya agar 

menggunakan metode spot inoculation. Selanjutnya kultur 

diinkubasi pada suhu ruang [1] dan diamati setiap 24 jam 

selama 7 hari. Koloni yang membentuk zona bening pada 

medium Pikovskaya diindikasikan sebagai isolat yang mampu 

melarutkan fosfat Ca3(PO4)2 [12]. Diameter zona bening dan 

diameter koloni dihitung setiap 24 jam selama 7 hari untuk 
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mendapatkan lebar zona bening (LZB) dan indeks pelarutan 

fosfat (IPF) menggunakan formula (1) dan (2) [1]. 

                         (1) 

     
      

  
                 (2) 

III. HASIL DAN DISKUSI 

Semua isolat Bacillus dan Azotobacter chroococcum 

berpotensi melarutkan fosfat yang ditunjukkan dengan 

terbentuknya zona bening di sekitar koloni (Gambar 1). 

Berdasarkan kecepatan terbentuknya zona bening, 

kemampuan masing-masing isolat dalam melarutkan fosfat 

bervariasi. Bacillus S1 dan Bacillus SS19 membentuk zona 

bening setelah 24 jam inkubasi, Bacillus cereus ATCC 1178 

pada jam 48, Azotobacter chroococcum pada jam 72, dan 

Bacillus DA11 pada jam ke 96. Medium Pikovskaya memiliki 

warna putih keruh disebabkan kandungan trikalsium fosfat 

(Ca3[PO4]2) sebagai fosfat tidak larut dalam medium [Raharjo 

et al., 2007]. 

Zona bening yang terbentuk di sekeliling koloni merupakan 

indikasi bahwa isolat mampu melarutkan fosfat kompleks. 

Zona bening pada agar dapat terbentuk akibat pelarutan 

suspensi trikalsium fosfat (Ca3[PO4]
2
) [1]. Pembentukan zona 

bening pada medium Pikovskaya mengindikasikan bahwa 

mikroorganisme tersebut dapat melarutkan fosfat [13]. 

Empat isolat Bacillus uji serta Azotobacter chroococcum 

mampu melakukan mekanisme pelarutan fosfat, diduga karena 

kemampuannya dalam menghasilkan asam organik. Bacillus 

S1, Bacillus SS19, Bacillus DA11, dan Bacillus cereus ATCC 

1178 diketahui membentuk asam melalui katabolisme dari 

beberapa sumber gula [8]. Azotobacter chroococcum mampu 

menghasilkan asam organik, seperti asam indol asetat [14]. 

Mikroorganisme mampu menurunkan pH di dalam medium 

tumbuhnya melalui produksi asam organik atau proton-proton 

yang menyebabkan pelarutan kompleks mineral-fosfat melalui 

pertukaran anion PO4
2-

 dengan anion asam atau pengkhelatan 

ion mineral yang mengikat fosfat [15]. Jika pH medium 

dinaikkan, maka fosfat terlarut dapat bereaksi kembali 

(refiksasi) dengan ion pengikat [14]. 

   

   

  

 

Gambar 1. Koloni Isolat dan Zona Bening yang Terbentuk selama 7 Hari 
(Keterangan: zb = zona bening; k = koloni Isolat; a = Bacillus S1; b = B 

Bacillus SS19; c = Bacillus  DA11; d = Bacillus cereus  ATCC 1178; e = 

Azotobacter chroococcum). 

Semua isolat uji mengalami pertambahan diameter koloni 

seiring dengan waktu inkubasi (Tabel 1). Hal ini menunjukkan 

adanya pertumbuhan isolat pada medium Pikovskaya. Pada 

hari terakhir pengamatan (7 x 24 jam), Bacillus cereus ATCC 

1178 memiliki diameter koloni serta diameter zona bening 

terkecil, sedangkan Bacillus SS19 berdiameter koloni dan 

berdiameter zona bening terbesar. Begitu pula lebar zona 

bening Bacillus cereus ATCC 1178 merupakan nilai terendah 

dan Bacillus SS19 memiliki lebar zona bening tertinggi 

diantara isolat lainnya. Lebar zona bening merupakan hasil 

selisih antara diameter koloni dengan diameter zona bening. 

Pada umumnya, diameter zona bening akan mengalami 

pertambahan seiring dengan bertambahnya diameter koloni 

[1]. 

Bacillus cereus ATCC 1178 mempunyai nilai IPF tertinggi 

dibanding isolat lainnya, diikuti dengan  Bacillus S1. 

Sedangkan Bacillus SS19 memiliki nilai IPF terendah. Indeks 

pelarutan fosfat diperoleh dari rasio diameter total (DK + 

DZB) dengan diameter koloni. Besarnya lebar zona bening 

tidak selalu mengindikasikan banyaknya jumlah konsentrasi 

fosfat yang terlarut [1]. Kemampuan pelarutan fosfat bakteri 

dapat dilihat dari nilai indeks pelarutan fosfatnya [16]. 

Sehingga berdasarkan nilai IPF, Bacillus cereus ATCC 1178 

dan Bacillus S1 memiliki potensi pelarutan fosfat lebih tinggi 

dibanding isolat uji lainnya. 

Mekanisme pelarutan fosfat oleh isolat uji dikaitkan dengan 

kemampuannya dalam menghasilkan asam organik. Semua 

genus Bacillus di atas telah diuji menghasilkan asam dari 

metabolisme glukosa [8], dimana sumber karbon pada 

medium Pikovskaya adalah glukosa. Asam organik diketahui 

mampu menurunkan pH dan menyebabkan pelarutan fosfat 

[17]. Meskipun demikian, belum diketahui jenis dan jumlah 

asam organik yang dihasilkan masing-masing isolat Bacillus. 

Diperkirakan, jenis asam organik yang diproduksi tiap isolat 

berbeda, sehingga mempengaruhi kemampuan pelarutan fosfat 

kompleks pada medium. Aktivitas pelarutan fosfat dapat 

diketahui dari kemampuan biokimia bakteri dalam 

menghasilkan asam organik, yang mampu mengkhelat kation 

(terutama Ca) yang berikatan dengan fosfat melalui gugus 

karboksilnya sehingga fosfat lepas dan menjadi terlarut [5]. 

Jenis dan jumlah asam organik yang dihasilkan 

mikroorganisme pelarut fosfat tergantung dari strain, 

komposisi media, kondisi pertumbuhan, dan lainnya [18]. 

 
Tabel 1 Lebar Zona Bening dan Indeks Pelarutan Fosfat setelah 7 Hari 
Inkubasi 

No Isolat 
DK 

(cm) 

DZB 

(cm) 

LZB 

(cm) 
IPF  

1 Bacillus S1 0,58 0,82 0,24 2,44 
2 Bacillus SS19 0,8 1,05 0,25 2,34 

3 Bacillus DA11 0,6 0,84 0,24 2,42 

4 
Bacillus cereus 

ATCC 1178 
0,43 0,63 0,2 2,52 

5 
Azotobacter 
chroococcum 

0,52 0,73 0,21 2,40 
 

Keterangan: DK = diameter koloni; DZB = diameter zona bening; LZB = 

lebar zona bening; IPF = indeks pelarutan fosfat 
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IV. KESIMPULAN/RINGKASAN 

Berdasarkan hasil dan pembahasan yang telah dilakukan, 

maka kesimpulan dari penelitian ini adalah: 

1. Bacillus S1, Bacillus SS19, dan Bacillus DA11 endogenik 

Kalimas mampu melarutkan fosfat secara kualitatif yang 

ditunjukkan dengan pembentukan zona bening pada 

medium Pikovskaya. Nilai IPF Bacillus S1 = 2,44; 

Bacillus SS19 = 2,34; dan Bacillus DA11 = 2,42. 

Demikian pula Bacillus cereus ATCC 1178 memiliki nilai 

IPF 2,52. 

2. Bacillus S1 memiliki kemampuan melarutkan fosfat 

tertinggi dibanding isolat Bacillus SS19 dan Bacillus 

DA11. 
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