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Abstrak. Bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dapat diisolasi dari rizosfer berbagai
tanaman untuk mendapatkan berbagai jenis bakteri dengan kemampuan menambat nitrogen
yang berbeda. Tujuan penelitian ini yaitu mengisolasi dan mengkarakterisasi isolat bakteri
rizosfer tanaman nanas (Ananas comosus) dari Lereng Gunung Kelud Kediri serta mengetahui
kemampuannya dalam menambat nitrogen. Karakterisasi berdasarkan karakteristik morfologi
koloni, morfologi sel, sifat Gram, motilitas, dan katalase. Uji kualitatif kemampuan
penambatan nitrogen dilakukan menggunakan media Nitrogen Free Bromothymol Blue dan uji
kuantitatif menggunakan metode Nessler dan spektrofotometri. Hasil penelitian memperoleh 4
isolat bakteri penambat nitrogen (isolat P33, B21, B22, dan B23) dari 19 isolat yang diisolasi.
Karakteristik morfologi koloni yang ditemukan beragam; karakteristik morfologi sel berbentuk
coccus dan bacil dengan susunan sel mono dan strepto. Tiga isolat merupakan bakteri Gram
positif dan satu isolat lainnya bakteri Gram negatif. Semua isolat bersifat motil dan mampu
menghasilkan enzim katalase. Isolat bakteri penambat nitrogen mempunyai kemampuan
menghasilkan amonium dengan rata-rata konsentrasi 0,586 ppm (isolat P33); 0,917 ppm (isolat
B21); 0,682 ppm (isolat B22); dan 0,577 ppm (isolat B23). Isolat bakteri unggul penambat
nitrogen yang berhasil diisolasi diharapkan bisa diteliti lebih lanjut agar dapat diaplikasikan
sebagai inokulum pupuk hayati untuk mewujudkan pertanian berkelanjutan.

Kata kunci: Ananas comosus; bakteri penambat nitrogen; pertanian berkelanjutan; rizosfer

Abstract. Non-symbiotic nitrogen-fixing bacteria can be isolated from the rhizosphere of various plants
to obtain various types of bacteria with different nitrogen-fixing abilities. The purpose of this study was
to isolate and characterize the rhizosphere bacterial isolates of pineapple (Ananas comosus) from the
slopes of Mount Kelud, Kediri, and to determine their ability to fix nitrogen. Characterization based on
the characteristics of colony morphology, cell morphology, Gram properties, motility, and catalase. A
qualitative test of nitrogen-fixing ability was carried out using Nitrogen Free Bromothymol Blue
medium and a quantitative test using the Nessler method and spectrophotometry. The results of the
study obtained 4 isolates of nitrogen-fixing bacteria (P33, B21, B22, and B23 isolates) from 19 isolated
isolates. The morphological characteristics of the colonies found varied; morphological characteristics of
coccus and bacilli-shaped cells with mono and strepto cell arrangements. Three isolates were Gram-
positive bacteria and one was Gram-negative bacteria. All isolates were motile and capable of producing
the catalase enzyme. Nitrogen-fixing bacteria isolates can produce ammonium with an average
concentration of 0.586 ppm (isolate P33); 0.917 ppm (isolate B21); 0.682 ppm (isolate B22); and 0.577
ppm (isolate B23). It is hoped that the superior nitrogen-fixing bacteria isolates can be further studied so
that they can be applied as bio-fertilizer inoculums to realize sustainable agriculture.

Keywords: Ananas comosus; nitrogen-fixing bacteria; sustainable agriculture; rhizosphere

PENDAHULUAN

Nanas (Ananas comosus) merupakan buah dari tanaman hortikultura tropis yang memiliki
kandungan gizi seperti vitamin, kalsium, potassium, bromealin, dan serat (Ramli et al., 2018).
Banyaknya manfaat nanas bagi tubuh menyebabkan minat nanas menjadi tinggi sehingga diperlukan
pengembangan budidaya skala perkebunan (Utami et al., 2020). Indonesia menjadi salah satu negara
pengekspor nanas terbesar mencapai US$ 336,93 juta pada tahun 2021 (Badan Pusat Statistik, 2021).
Jawa Timur merupakan salah satu sentra pemasok nanas nasional yang produksinya cenderung
meningkat dari tahun ke tahun (Kementan, 2016). Produsen nanas terbesar di Jawa Timur merupakan
Kabupaten Kediri, tepatnya di lereng Gunung Kelud (Shabrina et al., 2021). Produksi nanas di lereng

LenteraBio, 2024; Volume 13, Nomor 1: Halaman 73-85 73
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index



D O6

Gunung Kelud Kediri berperan penting dalam menyumbang kebutuhan nanas Jawa Timur yaitu
sebesar 72% pada tahun 2020 (Badan Pusat Statistik Kabupaten Kediri, 2021). Peningkatan
produktivitas tanaman nanas perlu dilakukan dalam upaya memenuhi kebutuhan nanas (Purnomo
dan Purnomo, 2021).

Produktivitas tanaman nanas dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu kualitas tanah pada
lahan perkebunan berupa keaadaan kimia dan biologi tanah serta serangan patogen (Utami ef al.,
2020). Pemenuhan kebutuhan unsur hara nitrogen sangat penting untuk mempertahankan tingkat
pertumbuhan nanas yang tinggi (Darnaudery et al., 2018). Pemenuhan unsur hara nitrogen pada
tanaman berfungsi dalam meningkatkan kualitas dan produksi tanaman untuk pertumbuhan
vegetatif tunas, batang, dan daun (Bangun dan Suryanto, 2020). Nitrogen berperan pada tanaman
yang memasuki fase vegetatif seperti membantu dalam pembentukan jaringan tanaman, protein, dan
asam amino (Margaretha, 2015).

Nitrogen yang ditemukan di udara mencapai 80% dari total nitrogen di bumi, namun karena
sifatnya yang stabil dan tidak reaktif mengakibatkan tanaman tidak mampu menggunakannya secara
langsung (Hoek et al., 2018). Ketersediaan nitrogen di tanah terbatas disebabkan karena senyawa
nitrogen yang mempunyai sifat mudah hilang (leaching) sehingga pemanfaatan nitrogen bebas melalui
proses penambatan penting dalam menyediakan kebutuhan nitrogen bagi tanaman (Sari dan
Prayudyaningsih, 2015). Penambatan nitrogen merupakan proses biokimiawi berupa pengubahan
nitrogen bebas menjadi nitrogen tertambat dengan dibantu oleh mikrob tertentu yang terjadi di dalam
tanah (Sari dan Prayudyaningsih, 2015).

Ketidakmampuan tanaman untuk menambat nitrogen secara langsung membuat petani harus
menambahkan pupuk seperti pupuk urea, ZA (Amoinum sulfate), dan NPK (Nitrogen, Fosfor,
Kalium) sebagai sumber nitrogen ke dalam tanah untuk memenuhi kebutuhan nutrisi tanaman
(Ristiati, 2015). Petani biasanya memakai pupuk urea anorganik pada lahan pertaniannya untuk
memenuhi kebutuhan sumber nitrogen (Asrul dan Aryantha, 2021). Pupuk hayati diketahui dapat
mengurangi pemakaian pupuk nitrogen anorganik dengan cara penambatan nitrogen dari udara
(Setiawati et al., 2020). Penggunaan bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik sebagai pupuk hayati
sudah luas (Setiawati et al., 2020). Pemakaian pupuk hayati yang digunakan pada tanaman kina
terbukti mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman dengan memperbaiki sifat fisik, kimia, dan
biologi tanaman (Antralina et al., 2015). Berdasarkan penelitian Manuhuttu et al. (2014), penggunaan
pupuk hayati Bioboost pada tanaman padi gogo berpengaruh nyata pada pertumbuhan tanaman
seperti pada tinggi tanaman dan luas daun.

Banyak ditemukan spesies bakteri yang memiliki kemampuan dalam menambat nitrogen dari
atmosfer, namun masih sedikit bakteri yang mampu mengeksresikan nitrogen dalam bentuk
amonium ke lingkungan sehingga sedikit juga ketersediaan nitrogen bagi tanaman (Pratiwi et al.,
2022). Bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik memiliki kemampuan menambat nitrogen dari udara
dan mengubahnya menjadi amonium yang dieksresikan ke tanah sehingga dapat dimanfaatkan oleh
tanaman (Hartono dan Jumadi, 2014). Bakteri penambat nitrogen mampu menfiksasi N bebas dibantu
dengan enzim nitrogenase (Asrul dan Aryantha, 2021). Bakteri Azotobacter dan Azospirillum
merupakan bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik yang membantu memfiksasi nitrogen menjadi
NHj; untuk diserap tanaman (Ward dan Jensen, 2014).

Bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik merupakan bakteri pemfiksasi nitrogen tanpa
melakukan simbiosis dengan tanaman serta tidak bergantung pada kondisi tanaman (Israwan et al.,
2015). Penelitian Ristiati (2015), hasil isolasi dan identifikasi ditemukan bakteri penambat nitrogen
nonsimbiotik dari jenis bakteri Azotobacter sp. yang dapat membantu meningkatkan kesuburan lahan
pertanian. Penelitian Roni dan Lindawati (2018), diperoleh isolat bakteri penambat nitrogen
nonsimbiotik dari genus Azotobacter yang didapat dari tanah lahan Sistem Tiga Strata (STS). Isolasi
bakteri nonsimbiotik dari pertanahan jagung dan padi diperoleh 9 isolat yang memiliki kemampuan
mengeksresikan amonium yang tinggi (Hartono dan Jumadi, 2014). Penelitian isolasi dan identifikasi
bakteri penambat nitrogen yang didapat dari Cagar Biosfer GSK-BB diperoleh 14 isolat bakteri yang
teridentifikasi dari genus Azospirillium, Azotobacter, dan Clostridium pasteurianum (Kaburuan et al.,
2014). Penelitian sejenis juga dilakukan oleh Asrul dan Aryantha (2021), diperoleh 13 bakteri
nonsimbiotik mampu menambat nitrogen yang diisolasi dari perkebunan kelapa sawit. Penelitian
Utami ef al. (2020), terkait dengan keanekaragaman dan kelimpahan mikrob rizosfer tanaman nanas
sudah pernah dilakukan namun belum sampai pengujian bakteri penambat nitrogen.

Berbagai penelitian terkait dengan isolasi dan karakterisasi bakteri penambat nitrogen telah
banyak dilakukan pada beberapa area pertanahan dari suatu tanaman, namun penelitian pada area
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tanaman nanas belum dilakukan. Isolasi dan karakterisasi bakteri penambat nitrogen dari rizosfer
tanaman nanas penting dilakukan untuk memperoleh bakteri yang unggul dalam menambat nitrogen
dan lebih lanjut dapat diteliti terkait potensinya sebagai inokulum pupuk hayati atau biofertilizer yang
kedepannya diharapkan dapat mewujudkan pertanian yang berkelanjutan. Oleh karena itu, penelitian
ini dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik yang
diisolasi dari rizosfer tanaman nanas dan mengetahui karakteristik serta kemampuannya dalam
menambatkan nitrogen.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari sampai Maret 2023. Sampel diambil pada dua
lahan tanaman nanas di lereng Gunung Kelud, Kecamatan Ngancar, Kabupaten Kediri tepatnya di
Desa Pandantoyo dan Babadan. Isolasi dan karakterisasi bakteri penambat nitrogen dari rizosfer
tanaman nanas dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Universitas Negeri Surabaya sedangkan uji
kemampuan penambatan nitrogen dilakukan di Laboratorium Genetika dan Biologi Molekular,
Universitas Negeri Surabaya.

Alat yang digunakan untuk pengujian kemampuan penambatan nitrogen dengan indikator
hasil rata-rata konsentrasi amonium yang dihasilkan oleh isolat menggunakan spektrofotometer UV-
Vis 1900. Bahan yang digunakan berupa sampel tanah rizosfer tanaman nanas; larutan NaCl 0,9%
untuk pengenceran; media Nutrient Agar (NA) untuk isolasi bakteri, karakterisasi morfologi koloni,
dan uji motilitas; media Nutrient Broth (NB) dan Nitrogen Free Bromothymol blue (NFB) untuk uji
kualitatif isolat bakteri yang mempunyai kemampuan dalam menambat nitrogen; serta uji kuantitatif
menggunakan media Pepton Broth, reagen nessler, dan garam siegnette untuk mengetahui rata-rata
konsentrasi amonium yang dihasilkan oleh isolat. Bahan lain seperti reagen pewarnaan Gram (kristal
violet, lugol, alkohol 96%, dan safranin) untuk karaterisasi morfologi sel dan sifat Gram; hidrogen
peroksida 3% untuk uji katalase.

Penelitian diawali dengan pengambilan sampel yang dilakukan pada rizosfer tanaman nanas
(Ananas comosus) varietas Queen fase vegetatif (umur 2 dan 4 bulan) yang diambil pada lahan yang
telah ditentukan serta dipilih secara random. Secara geografis sampel yang diambil dari lahan nanas
di Desa Pandantoyo terletak pada koordinat -7°56’32,20339”S 112°11'8,43794”E dengan ketinggian 411
mdpl sedangkan di Desa Babadan pada koordinat -7°54'52,19609”S 11201228,8675”"E dengan
ketinggian 469 mdpl. Pengambilan sampel didapatkan dengan metode diagonal sampling. Setiap
lahan memiliki rata-rata luas +1 ha dan terdapat 5 titik untuk pengambilan sampel. Lokasi titik
pengambilan sampel dibersihkan dari serasah tanaman dan digali hingga kedalaman 20 cm. Masing-
masing titik diambil 100 gram tanah, lalu tanah dari kelima titik tersebut dikompositkan dan
disimpan pada cool box.

Bakteri diisolasi berasal dari satu gram tanah rizosfer yang diencerkan dengan sistem
pengenceran bertingkat sampai tingkat 10> menggunakan larutan NaCl fisiologis 9 ml. Masing-
masing pengenceran diambil 1 ml dan ditambahkan media NA menggunakan metode pour plate
kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 24 jam (Asrul dan Aryantha, 2021). Bakteri yang telah
tumbuh selanjutnya dimurnikan menggunakan teknik streak plate (Utami et al., 2020). Isolat bakteri
dikarakterisasi awal dengan melihat karakteristik morfologi koloninya (karakteristik optik,
karakteristik permukaan, warna, ukuran, bentuk, elevasi, dan bentuk tepian) (Kaburuan ef al., 2014).
Selanjutnya dikarakterisasi lanjut berdasarkan karakteritik morfologi sel (bentuk dan susunan) dan
sifat Gram dengan teknik pewarnaan Gram (Kaburuan et al, 2014); uji motilitas dengan teknik
menusukkan jarum ose pada media NA semi solid 0,7% (Apriliya et al., 2020); serta uji katalase
menggunakan reagen hidrogen peroksida (H>O2) 3% (Lubis et al., 2020).

Uji kemampuan penambatan nitrogen secara kualitatif dilakukan dengan menumbuhkan
isolat pada media NB selama 24 jam untuk memperbanyak bakteri. Selanjutnya, 1 ml isolat bakteri
dari media NB diinokulasikan pada 9 ml media NFB semi solid untuk uji penambat nitrogen. Isolat
diinkubasi selama 10 hari pada suhu ruang (30°C) (Fatimah et al., 2022). Isolat bakteri yang mampu
menambat nitrogen diketahui apabila terjadi perubahan warna dari hijau menjadi biru pada media
NEFB semi solid (Baldani et al., 2014).

Kurva standar NH4Cl digunakan dalam perhitungan pada uji kuantitatif. Kurva standar
dibuat dari beberapa konsentrasi (0,125 ppm; 0,25 ppm; 0,5 ppm; dan 0,75 ppm). Setiap larutan NH,Cl
bervolume 50 ml ditambahkan dengan 1 ml reagen mnessler. Nilai absorbansi yang diperoleh
digunakan untuk menentukan persamaan linier kurva standar NH4CI dengan bentuk sebagai berikut
(Gordon dan Weber, 1951).
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y=mx+n (1)
Keterangan
y = absorbansi
m = koefisien regresi
X = amonium (ppm)
n = interstep

Pengukuran kemampuan penambatan nitrogen secara kuantitatif dilakukan dengan
mengukur konsentrasi amonium yang dihasilkan isolat. Bakteri ditumbuhkan pada media pepton
broth 10 ml dan diinkubasi selama tiga hari. Bakteri kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 4.000
rpm selama 10 menit, diambil supernatannya, diberikan 1-2 tetes garam siegnette dan 0,5 ml nessler.
Selanjutnya, diuji menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 420 nm. Nilai hasil
absorbansi spektrofotometer di konversi menjadi ppm dengan menggunakan persamaan kurva
standar (Asrul dan Aryantha, 2021).

Data karakteristik isolat dianalisis secara deskriptif sedangkan data nilai penambatan
nitrogen dianalisis menggunakan deskriptif kuantitatif. Data karakteristik bakteri penambat nitrogen
digunakan untuk mengetahui hubungan antara karakteristik bakteri dengan kemampuan dalam
menambat nitrogen yang dimilikinya. Untuk data nilai penambatan nitrogen dideskripsikan dan
dibandingkan untuk mengetahui isolat yang paling tinggi dalam menambat nitrogen sehingga isolat
tersebut dapat dikatakan berpotensi dalam menambat nitrogen.

HASIL

Hasil isolasi bakteri rizosfer tanaman nanas diperoleh sebanyak 19 isolat bakteri dengan
karakteristik morfologi koloni yang beragam (Tabel 1) yang ditandai dengan kode isolat P21, P22, P23,
P24, P31, P32, P33, P34, P41, P42, P43, P51, P52, B21, B22, B23, B31, B32, dan B51. Kode isolat P
merupakan isolat yang berasal dari Desa Pandatoyo sedangkan kode isolat B diperoleh dari Desa
Babadan.

Tabel 1. Karakteristik morfologi koloni 19 isolat bakteri rizosfer tanaman nanas

Kode Optik Permukaan Warna  Ukuran Bentuk Elevasi Bentuk

Isolat* (cm) Tepi
P21 Opaque Kasar Putih 0,5 Filamentaous Raised Filamentous
P22 Opaque Halus Putih 0,6 Irregular Flat Undulate
P23 Translucent Kasar Putih 1,75 Irregular Flat Erose
P24 Opaque Kasar Putih 0,3 Circular Raised Entire
P31 Opaque Halus mengkilap Putih 0,1 Circular Convex Entire
P32 Opaque Halus Putih 6 Irregular Flat Irregular
P33 Opaque Kasar Putih 0,3 Irregular Flat Irregular
P34 Opaque Halus Putih 0,3 Circular Convex Entire
P41 Opaque Halus mengkilap Putih 0,2 Circular Raised Erose
P42 Opaque Berkerut Putih 6,5 Irreqular Flat Undulate
P43 Opaque Halus Putih 1 Irregular Flat Undulate
P51 Opaque Halus mengkilap Putih 0,5 Circular Raised Entire
P52 Opaque Halus mengkilap Putih 0,6 Circular Convex Entire
B21 Opaque Berkerut Putih 1,5 Irregular Flat Irregular
B22 Opaque Kasar Putih 0,6 Irreqular Raised Undulate
B23 Opaque Halus Putih 1,25 Irregular Raised Undulate
B31 Opaque Berkerut Putih 2 Irregular Raised Irregular
B32 Opaque Kasar Putih 0,3 Circular Raised Erose
B51 Opaque Halus mengkilap Putih 0,3 Circular Flat Entire

Keterangan: *)P = sampel dari Desa Pandantoyo, B = sampel dari Desa Babadan

Kesembilan belas isolat bakteri rizosfer tanaman nanas diuji secara kualitatif kemampuan
penambatan nitrogennya. Empat dari sembilan belas isolat positif mempunyai kemampuan dalam
menambat nitrogen yaitu kode isolat P33, B21, B22, dan B23 (Gambar 1). Perubahan warna pada
media Nitrogen Free Bromothymol Blue (NFB) yang mulanya hijau menjadi biru menandakan isolat
dapat menambat nitrogen, hal tersebut didasarkan pada sifat indikator bromothymol blue yang akan
merubah warna menjadi biru jika terdapat aktivitas penambatan nitrogen oleh enzim nitrogenase
(Baldani et al., 2014). Terdapat perubahan warna media NFB pada isolat yang memiliki kemampuan

LenteraBio, 2024; Volume 13, Nomor 1: Halaman 73-85 76
https:/ /journal.unesa.ac.id/index.php/lenterabio/index



S NOLC

menambat nitrogen. Kode K merupakan kontrol pada pengujian ini yang berisi media NFB tanpa
isolat bakteri (Gambar 1).

i P21 P22 P23 P24 P31 P32 P33 P34 P41

Gambar 1. Uji kualitatif kemampuan isolat bakteri dalam menambat nitrogen (K; P21; P22; P23; P24; P31; P32;
P33; P34; P41; P42; P43; P51; P52; B21; B22; B23; B31; B32; dan B51 = kode isolat).

Perubahan warna media dari hijau menjadi biru diketahui dari sifat indikator bromothymol
blue yang terkandung dalam media NFB. Sifat indikator bromothymol blue mengubah warna media
pada pH yang lebih tinggi akibat adanya aktifitas enzim nitrogenase pada bakteri yang sedang
menambat nitrogen (Baldani et al., 2014). Peningkatan pH juga terjadi pada isolat bakteri yang
mempunyai kemampuan menambat nitrogen, hal ini sejalan dengan hasil uji kualitatif yang telah
dilakukan (Gambar 1). Peningkatan pH terjadi karena bakteri menghasilkan amonium yang mana
senyawa tersebut dapat mempengaruhi pH lingkungan menjadi lebih basa. Data peningkatan pH
pada media dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Perubahan pH media NFB

Kode Isolat pH Awal pH Inkubasi 10 hari
P21 6,6 6,6
P22 6,6 6,6
P23 6,6 6,6
P24 6,6 6,6
P31 6,6 6,6
P32 6,6 6,6
P33 6,6 8
P34 6,6 6,6
P41 6,6 6,6
P42 6,6 6,6
P43 6,6 6,6
P51 6,6 6,6
P52 6,6 6,6
B21 6,6 8
B22 6,6 8
B23 6,6 8
B31 6,6 6,6
B32 6,6 6,6
B51 6,6 6,6

Keterangan: *)Isolat yang dicetak tebal merupakan isolat yang mengalami penigkatan pH

Empat isolat bakteri yang mampu menambat nitrogen (isolat P33, isolat B21, isolat B22, dan
isolat B23) dilakukan uji penambatan nitrogen secara kuantitatif untuk mengetahui kemampuan
penambatan nitrogennya berdasarkan hasil konsentrasi amonium yang dihasilkan oleh isolat tersebut.
Pengujian kuantitatif penambatan nitrogen diawali dengan pembuatan kurva standar NH4Cl yang
diperoleh persamaan: y = 4,0852x + 0,2529. Nilai x pada persamaan merupakan konsentrasi amonium
yang sejajar dengan nilai y yaitu nilai absorbansinya. Isolat bakteri direaksikan dengan reagen nessler
yang mengakibatkan perubahan warna yang berbeda dari kuning sampai kecoklatan yang
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menunjukkan bahwa terdapat amonium yang terlarut pada supernatan isolat ditunjukkan pada
Gambar 2.

Gambar 2. Isolat bakteri setelah diberikan reagen nessler (P33; B21; B22; dan B23 = kode isolat).

Sampel yang telah dilakukan pembacaan absorbansi menggunakan spektrofotometer akan
didapatkan nilai konsentrasi amoniumnya. Nilai absorbansi yang diperoleh pada masing-masing
sampel isolat bakteri, digunakan untuk mengetahui konsentrasi amoniumnya. Berdasarkan Tabel 3,
diketahui bahwa isolat bakteri penambat nitrogen dari rizosfer tanaman nanas mempunyai
kemampuan dalam menambatkan nitrogen yang berbeda-beda. Isolat B21 memiliki kemampuan
tertinggi dalam menambat nitrogen yang dibuktikan dengan nilai rata-rata konsentrasi amonium
yang tinggi sebesar 0,917 ppm. Adapun isolat bakteri yang lain mempunyai kemampuan yang hampir
sama antara satu dengan yang lain. Secara berurutan rata-rata konsentrasi amonium dari yang
tertinggi ke terendah sebesar 0,917 ppm (isolat B21); 0,682 ppm (isolat B22); 0,586 ppm (isolat P33);
dan 0,577 ppm (isolat B23) (Tabel 3). Konsentrasi amonium tersebut sejalan dengan intesitas warna
yang dihasilkan pada saat dilakukan reaksi, semakin tinggi intensitas warna maka semakin tinggi
pula konsentrasi amoniumnya.

Tabel 3. Kemampuan isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dalam menambat nitrogen secara

kuantitatif
Kode Isolat Rata-Rata Konsentrasi Amonium Terlarut
(ppm)
P33 0,586
B21 0,917
B22 0,682
B23 0,577

Empat isolat terpilih bakteri penambat nitrogen dikarakterisasi melalui uji pewarnaan Gram
dan diketahui morfologi sel yang ditemukan memiliki dua bentuk, yaitu coccus dan bacil. Bentuk sel
coccus memiliki susunan mono, sedangkan bentuk sel bacil memiliki susunan mono dan strepto. Uji
motilitas dan uji katalase menghasilkan hasil yang sama untuk semua isolat, yaitu bakteri seluruhnya
motil dan menghasilkan enzim katalase (Tabel 4).

Tabel 4. Karakteristik isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik pada rizosfer tanaman nanas

Pengamatan Karakteristik Kode Isolat*
P33 B21 B22 B23
Mikroskopis Bentuk Sel Coccus Bacil Bacil Bacil
Susunan Sel Mono Mono Strepto Strepto
Sifat Gram - + + +
Fisiologi Motilitas + + + +
Biokimia Katalase + + + +

Keterangan: *) P = sampel dari Desa Pandantoyo, B = sampel dari Desa Babadan, + = bakteri positif/bakteri
motil/mampu membentuk, - = bakteri negatif / bakteri tidak motil/tidak membentuk.

PEMBAHASAN

Bakteri rizosfer merupakan bakteri tanah yang hidup di sekitar perakaran serta berperan
dalam menyediakan nutrisi bagi tanaman (Singh, 2013). Menurut Susilowati et al. (2016), bakteri
rizosfer juga dapat berperan sebagai bakteri pemfiksasi nitrogen yang berguna selama proses
pertumbuhan tanaman. Bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik mampu mengubah nitrogen bebas
menjadi amonium tanpa bergantung pada organisme lain (Danapriatna, 2010). Pada penelitian ini
dilakukan isolasi bakteri rizosfer tanaman nanas yang diperoleh dari lereng Gunung Kelud Kediri.
Teknik isolasi dipakai untuk mendapatkan isolat murni dari suatu sampel sehingga diketahui
potensinya (Lestari dan Hartati, 2017).
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Isolasi bakteri diawali proses pengenceran sampel tanah secara bertingkat sampai dengan
pengenceran 10> menggunakan NaCl 0,9% lalu ditanam pada media NA dan diinkubasi selama 24
jam. Pengenceran bertujuan untuk memperoleh isolat bakteri yang tidak terlalu banyak dan dapat
mewakili seluruh jenis bakteri pada sampel sehingga memudahkan dalam pengamatan (Marzuki et
al., 2014). Sampel bakteri yang diencerkan menggunakan NaCl 0,9% akan terjaga keseimbangan ion
dan tekanan osmotik bakterinya serta dapat menghambat pertumbuhan bakteri yang sangat cepat
(Tivani, 2018). Media NA merupakan media yang sangat umum digunakan untuk mengisolasi bakteri
(Dewi et al., 2017).

Sembilan belas isolat bakteri berhasil diisolasi dari rizosfer tanaman nanas di lereng Gunung
Kelud Kediri. Kesembilan belas isolat yang diperoleh dibedakan berdasarkan karakteristik morfologi
koloni seperti, karakteristik optik, karakteristik permukaan, warna, bentuk, ukuran, elevasi, dan
bentuk tepian koloni, yang diberi kode isolat sebagai berikut: P21, P22, P23, P24, P31, P32, P33, P34,
P41, P42, P43, P51, P52, B21, B22, B23, B31, B32, dan B51 (Tabel 1). Karakterisasi morfologi koloni
secara umum digunakan untuk identifikasi bakteri awal dengan mengkarakterisasi morfologi koloni
meliputi bentuk, warna, ukuran, dan bentuk tepi (Dewi et al., 2017). Karakteristik bakteri rizosfer
tanaman nanas yang didapat cukup beragam. Untuk karakteristik optik didominasi dengan ciri
opaque dengan karakteristik permukaan yang terbagi mejadi tiga macam (kasar, halus, dan berkerut)
serta seluruh isolat berwarna putih. Bentuk koloni dari 19 isolat yang ditemukan berbentuk circular
dan irregular dengan ukuran, elevasi, dan bentuk tepi yang beragam (Tabel 1). Sejalan dengan
penelitian Islam et al. (2019), 18 isolat bakteri yang telah diisolasi dari tanah kebun kelapa sawit
memiliki karakteristik morfologi koloni yang beragam yang diuji kemampuan penambatan
nitrogennya.

Hasil uji bakteri penambat nitrogen secara kualitatif didapatkan bahwa empat isolat dengan
kode isolat P33, B21, B22, dan B23 positif mampu menambat nitrogen yang ditandai dengan adanya
perubahan warna media NFB semi padat yang mulanya hijau menjadi biru (Gambar 1) serta terjadi
perubahan pH (Tabel 2). Bakteri penambat nitrogen mengubah nitrogen bebas menjadi bentuk
ammonia (NHs3) dan amonium (NH4*) sehingga dapat diserap oleh tanaman (Santoso et al., 2019). Uji
dilakukan dengan menumbuhkan isolat pada media NFB (Nitrogen Free Bromothymol blue) semi padat
dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 10 hari (Fatimah et al., 2022). Fatimah et al. (2022), juga
menjelaskan bahwa hasil positif diindikasikan oleh perubahan warna pada media NFB yang mulanya
hijau menjadi biru. Media NFB merupakan media selektif dengan komposisi bahan yang tidak
mengandung unsur nitrogen sehingga isolat bakteri tumbuh dengan menambat nitrogen bebas
(Pratiwi et al., 2020). Komposisi di dalam media NFB semi padat mampu menyediakan kebutuhan
nutrisi bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik (Nurosid et al., (2008). Hal tersebut didukung oleh
Huslina dan Harahap (2019), kandungan asam malat pada media NFB sebagai sumber energi
alternatif, sodium molibdat (NaMoOy) berguna meningkatkan aktivitas penambatan nitrogen, juga
terdapat sodium klorida (NaCl) sebagai penyeimbang tekanan osmotik media.

Perubahan warna biru pada media NFB semi padat terjadi karena adanya aktivitas
nitrogenase yang menyebabkan pH lebih tinggi atau basa (Fatimah et al, 2022). Hal tersebut
didukung oleh penelitian Nurosid (2008), perubahan warna biru media NFB semi padat terjadi karena
adanya aktivitas nitrogenase yang dilakukan oleh bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik. Sifat
indikator bromothymol blue yang ditambahkan pada media NFB akan berubah menjadi biru pada pH
basa (Fatimah et al., 2022). pH awal media NFB semi padat sebelum diinokulasikan bakteri sebesar 6,6
dan naik menjadi 8 setelah diinokulasikan isolat dan diinkubasi selama 10 hari (Tabel 2). Penambatan
nitrogen bebas oleh bakteri yang terjadi pada media NFB semi padat menyebabkan kenaikan pH
media lebih dari 1,0 unit setelah beberapa hari inkubasi disebabkan bakteri menghasilkan senyawa
nitrogen (NH;*) yang mempengaruhi pH lingkungan (Saraswati et al., 2007). Indikator warna
bromothymol blue pada lingkungan pH netral memiliki warna hijau dan berwarna biru pada pH basa
atau alkalin (Sukweenadhi et al., 2019). Berdasarkan reaksi kimia senyawa amonia (NHs) hasil
metabolisme bakteri dilepaskan ke lingkungan dan bereaksi dengan air (H>O) membentuk amonium
(NH4*) dan ion hidroksida (OH-), ion hidroksida (OH-) ini dapat menyebabkan pH lingkungan
menjadi basa (Haruta et al., 2004).

Pada penelitian ini diperoleh 4 isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dari rizosfer
tanaman nanas. Hartono dan Jumadi (2014), melakukan seleksi dan karakterisasi bakteri penambat
nitrogen nonsimbiotik menggunakan media NFB semi padat pada pertanahan jagung dan
mendapatkan 20 isolat bakteri penambat nitrogen. Penelitian lain oleh Islam et al. (2019), diperoleh 9
isolat penambat bakteri nonsimbiotik dari tanah kebun kelapa sawit yang berhasil diuji menggunakan
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media NFB semi padat. Sukweenadhi et al. (2019), juga memperoleh 10 isolat bakteri penambat
nitrogen dari tanah padi berdasarkan uji dengan media NFB semi padat.

Empat isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik kemudian dilakukan uji penambatan
nitrogen secara kuantitatif. Hasil uji kuantitatif menggunakan metode nessler dan spektrofotometri.
Uiji kuantitatif penambatan nitrogen diawali dengan menumbuhkan empat isolat (isolat P33, B21, B22,
dan B23) pada media peptone broth. Media pepton broth mengandung sumber karbon berupa dekstrosa
(l-glukosa) yang cocok sebagai sumber karbon dalam mengoptimasi aktivitas maksimum enzim
nitrogenase (Asrul dan Aryantha, 2021). Bakteri penambat nitrogen mampu menambat nitrogen
karena adanya aktivitas enzim nitrogenase yang bekerja (Ludden, 2001). Enzim nitrogenase
merupakan enzim yang mereduksi nitrogen bebas menjadi amonia (Iwata ef al.,, 2012). Pengujian
dilakukan dengan mereaksikan supernatan isolat dengan reagen nessler dan garam siegnette. Senyawa
hasil penambatan nitrogen berupa amonia yang dilepaskan oleh bakteri penambat nitrogen
terkandung dalam supernatan. Supernatan mengandung senyawa-senyawa dan metabolit sekunder
dari bakteri (Kaewhomphunuch, 2022).

Metode nessler digunakan untuk menentukan kandungan amonia pada suatu sampel dengan
menghasilkan perubahan warna sampel menjadi kuning kecoklatan serta konsentrasinya diukur
menggunakan spektrofotometer yang diukur pada panjang gelombang 400-500 nm (Rahman, 2019).
Isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dari rizosfer tanaman nanas mengalami perubahan
warna yang berbeda dari kuning sampai dengan kecoklatan setelah direaksikan dengan reagen nessler
(Gambar 2). Reaksi larutan basa (amonium) dengan reagen nessler (KoHgly) membentuk NH>Hgls
yang menyebabkan perubahan warna kuning sampai coklat (Rahman, 2019). Pada penelitian ini,
konsentrasi amonium diukur dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 420 nm sesuai
dengan penelitian Asrul dan Aryantha (2021).

Bakteri penambat nitrogen mampu menambat nitrogen bebas dan mengubahnya menjadi
ammonia (NHs) dengan melibatkan enzim nitrogenase (Zulfarina et al., 2017). Selanjutnya hasil fiksasi
amonia sangat mudah terkomposisi menjadi ion amonium (NH4*) jika berada dalam air (Riwayati dan
Ratnawati, 2010). Didukung oleh Hartono dan Jumadi (2014), bakteri penambat nitrogen mampu
menambat N> dan mengubahnya menjadi amonium akan terakumulasi dalam sel yang kemudian
dieksresikan ke luar untuk dimanfaatkan tanaman. Amonium yang terbentuk dieksresikan ke luar sel
melalui mekanisme difusi sederhana. Eksresi amonium terjadi akibat terjadinya penghambatan
sintensis dan aktivitas enzim yang terlibat pada asimilasi amonia sehingga tidak terasimilasikan lebih
lanjut dan terakumulasi dalam sel. Hal tersebut menyebabkan amonia terakumulasi di dalam sel dan
tidak menginaktivasi enzim nitrogenase serta akan menganggu metabolisme sel. Oleh karena
asimilasi amonia yang tidak digunakan dalam sel menjadi konsentrasinya tinggi dibandingkan di luar
sel menyebabkan amonia berdifusi secara pasif keluar melalui membran sel (Hartono, 2014).

Rata-rata konsentrasi amonium pada 4 isolat menunjukkan hasil berbeda-beda (Tabel 3),
secara berurutan dari yang tertinggi ke terendah yaitu, isolat B21 sebesar 0,917 ppm; isolat B22 sebesar
0,682 ppm; isolat P33 sebesar 0,586 ppm; dan isolat B23 sebesar 0,577 ppm. Perolehan konsentrasi
amonium dari bakteri penambat nitrogen yang diperoleh jauh lebih tinggi dibandingkan dengan hasil
penelitian Asrul dan Aryantha (2021), yang mengisolasi bakteri penambat nitrogen dari perkebunan
kelapa sawit yaitu berkisar antara 0,12-0,27 ppm. Berbeda dengan penelitian Ummah et al. (2019),
isolat bakteri penambat nitrogen yang diperolehnya mampu menghasilkan amonium sebesar 1,842
ppm sampai 2,242 ppm. Kepekatan atau insensitas warna hasil reaksi dengan reagen nessler
berbanding lurus dengan konsentrasi amonium. Semakin tinggi insensitas warna (dari kuning ke
coklat) maka semakin tinggi pula konsentrasi amoniumnya (Rahman, 2019). Bakteri penambat
nitrogen nonsimbiotik menambat nitrogen bebas dan mengubahnya menjadi amonium untuk
kebutuhan selnya, namun bakteri juga mengeluarkan sebagian amonium yang dihasilkan untuk
menjaga keseimbangan pH dan osmosis dalam sel bakteri serta menjaga konsentrasi amonium dalam
sel tidak terlalu tinggi yang mana dapat menyebabkan kerusakan pada sel (Khammas et al., 2019).

Konsentrasi amonium yang diperoleh dari empat isolat berbeda-beda, hal ini diduga
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti, aktivitas enzim nitrogenase dan kebutuhan energi. Menurut
Setiawati (2008), aktivitas enzim nitrogenase yang tinggi pada bakteri penambat nitrogen akan
meningkatkan penambatan nitrogen bebas yang kemudian akan direduksi menjadi amonia. Unsur
amonia kemudian direduksi menjadi amonium yang berguna untuk membentuk protein bagi
tanaman dan biomassa bakteri (Setiawati, 2008). Konsentrasi oksigen merupakan salah satu yang
mempengaruhi kerja enzim nitrogenase dimana penambatan nitrogen akan turun jika konsentrasi
oksigen tinggi dan sebaliknya (Ohyama et al., 2014). Danapriatna (2010), juga menyatakan bahwa
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enzim nitrogenase menjadi tidak aktif pada tekanan oksigen tinggi, sehingga pada beberapa bakteri
penambat nitrogen nonsimbiotik melakukan proteksi enzim nitrogenase terhadap oksigen. Pada
bakteri nonsimbiotik anaerob, oksigen tidak menjadi masalah memang bakteri tersebut tidak
membutuhkan oksigen serta pada lingkungannya konsentrasi oksigen cenderung rendah
(Danapriatna, 2010). Berbeda dengan bakteri nonsimbiotik aerob, kebutuhan oksigen banyak dan hal
ini dapat menghambat bahkan menghentikan kerja enzim nitrogenase.

Pada bakteri Azotobacter, konsumsi oksigen dalam jumlah banyak digunakan untuk respirasi
namun disisi lain bakteri juga melakukan perlindungan enzim nitrogenase terhadap oksigen dengan
adanya kapsul lendir yang tebal agar oksigen masuk dan merusak kompleks enzim nitrogenase
(Danapriatna, 2010). Pernyataan tersebut didukung oleh Sabra et al. (2000), terdapat kapsul alginate
pada permukaan Azotobacter yang berguna untuk melindungi nitrogenase dari oksigen. Mekanisme
penambatan nitrogen Azotobacter juga dilakukan secara khusus dengan cara mempertahankan
konsentrasi oksigen yang rendah dalam sel (Castillo et al., 2020). Berbeda dengan Cynobacteria,
proteksi dilakukan dengan pemisahan oksigen dari enzim nitrogenase. Sebagian Cynobacteria
melakukan pemisahan oksigen melalui heterokis, yaitu sel yang memiliki dinding tebal untuk
melindungi kompleks enzim nitrogenase. Cynobacteria yang tidak mempunyai heterokis melakukan
pemisahan oksigen secara temporal antara proses fiksasi N2> dan produksi Oz yaitu proses fiksasi yang
dilakukan dalam kondisi gelap karena tidak adanya produksi O (Sapalina et al., 2022).

Faktor lain yang mempengaruhi perbedaan konsentrasi amonium pada setiap isolat yaitu
sumber energi yang didapatkan oleh bakteri. Bakteri nonsimbiotik melakukan aktivitas hidupnya
dengan memperoleh sumber energi serta karbon dari lingkungan yang bervariasi dan kompleks
(Sapalina et al.,, 2022). Penggunaan glukosa sebagai sumber karbon dapat berpengaruh pada hasil
akumulasi amonium yang tinggi dibandingkan dengan sumber karbon lain (Iwata et al., 2012). Setiap
organisme mempunyai kemampuan dalam menghasilkan ATP yang berbeda-beda sehingga jumlah
hasil tambatan nitrogen dari udara pun juga berbeda (Danapriatna, 2010).

Empat isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dikarakterisasi lanjut, yaitu bentuk sel,
susunan sel, sifat Gram, motilitas, dan katalase (Tabel 4). Karakteristik morfologi sel dan sifat Gram
diketahui dengan uji pewarnaan Gram pada bakteri. Bakteri Gram positif akan berwarna ungu pada
saat pengamatan setelah dilakukan pengecatan. Hal tersebut diakibatkan karena dinding sel bakteri
Gram positif memiliki dinding peptidoglikan yang lebih tebal daripada bakteri Gram negatif, yang
menyebabkan kristal violet tertahan pada dinding meskipun sudah dilakukan dekolarisasi
menggunakan alkohol (Hamidah et al., 2019). Menurut Nuryady ef al. (2013), warna ungu dari kristal
violet tertahan pada dinding sel karena terbentuknya protein ribonukleat kompleks sehingga dapat
mempertahankan warna dasar walaupun telah dilakukan proses penghilangan kepekatan warna.

Kelompok bakteri Gram negatif mempunyai ciri sel yang berwarna merah akibat zat warna
safranin. Lapisan peptidoglikan yang relatif tipis pada bakteri Gram negatif menyebabkan rusaknya
membran luar bakteri Gram negatif akibat pencucian alkohol dan melarutkan zat warna kristal violet
(Nester et al., 2007). Karakteristik morfologi sel pada 3 isolat yaitu bacil dengan sifat Gram positif dan
1 isolat lainnya berbentuk coccus negatif. Hal ini sesuai dengan penelitian Islam et al. (2019), bahwa
morfologi bakteri penambat nitrogen yang diperolehnya mempunyai bentuk batang dan bulat dengan
sifat Gram positif dan Gram negatif. Penelitian Fatimah et al. (2022), delapan dari sepuluh isolat
bakteri penambat nitrogen yang diperoleh memiliki morfologi sel berbentuk batang dan bersifat
Gram positif. Penelitian Tarigan et al. (2013), semua isolat bakteri penambat nitrogen yang diperoleh
merupakan bakteri Gram negatif dengan bentuk sel bulat dan batang.

Hasil uji motilitas menunjukkan bahwa semua isolat bakteri merupakan bakteri motil (Tabel
4). Hasil positif dari uji motilitas jika bakteri yang tumbuh pada media menyebar di sekitar tusukan
isolat dan sebaliknya jika tidak ada penyebaran pertumbuhan bakteri pada tusukan isolat maka
bakteri bersifat non motil (Buak et al., 2022). Seluruh isolat bakteri terpilih merupakan bakteri yang
motil. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Santoso et al. (2019), ketiga isolat bakteri penambat
nitrogen yang didapat mempunyai ciri sebagai bakteri motil. Penelitian Buak et al. (2022), juga
diperoleh bahwa semua isolat bakteri yang dapat menambat nitrogen bersifat motil karena
pertumbuhan bakteri menyebar di sekitar tusukan isolat.

Hasil uji katalase diperoleh bahwa semua isolat bakteri dapat menghasilkan enzim katalase
yang ditandai dengan munculnya gelembung (Tabel 4). Beberapa bakteri memproduksi senyawa
hidrogen peroksida (H2O) pada saat proses respirasi atau kondisi tertentu, senyawa tersebut beracun
dan merusak metabolisme bakteri sehingga diperlukan enzim katalase. Hidrogen peroksida diubah
menjadi air dan oksigen oleh enzim katalase agar tidak beracun bagi bakteri. Oksigen tersebut yang
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terlihat dalam bentuk gelembung pada uji katalase (Cappucino dan Sherman, 2001). Bakteri yang
dapat menghasilkan enzim katalase dapat terhindar dari bahaya kumpulan peroksida yang dapat
menyebabkan mutasi sel (Pulungan dan Tumangger, 2018). Semua isolat bakteri penambat nitrogen
terpilih dapat menghasilkan enzim katalase, hal tersebut dikarenakan bakteri memproduksi hidrogen
peroksida yang diurai dengan enzim katalase. Hasil ini sesuai dengan penelitian Buak et al. (2022),
bahwa semua bakteri penambat nitrogen yang diperoleh positif menghasilkan enzim katalase yang
ditandai dengan terbentuknya gelembung.

Berdasarkan hasil karakterisasi bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dari rizosfer tanaman
nanas (Tabel 1) diketahui bahwa karakteristik isolat P33 mempunyai bentuk koloni irregular, bentuk
sel coccus, Gram negatif, motil, dan bersifat katalase positif. Hal tersebut sejalan dengan penelitian
Tarigan et al. (2013), bahwa isolat bakteri penambat nitrogen dengan kode N; mempunyai bentuk
koloni irregular, bentuk sel coccus, bakteri Gram negatif, motil, dan dapat menghasilkan katalase.
Penelitian Islam et al. (2019), karakteristik bakteri penambat nitrogen dengan kode isolat NFBLC32
mempunyai bentuk koloni irregular dengan bentuk sel coccus dan merupakan bakteri Gram negatif.
Isolat B21, B22, dan B23 mempunyai karakteristik bentuk koloni irregular, warna putih, optik opagque
dengan karakteristik permukaan, ukuran elevasi, dan tepi yang beragam serta bentuk sel bacil, bakteri
Gram positif, motil, dan katalase positif. Hal tersebut sejalan dengan penelitian Fatimah et al. (2022),
sebagian besar isolat bakteri penambat nitrogen yang diperoleh mempunyai karakteristik bentuk sel
bacil dan Gram positif. Isolat bakteri penambat nitrogen dengan kode NFBC32 mempunyai
karakteristik bentuk koloni irregular, berwarna putih keruh, dan merupakan bakteri Gram positif
dengan bentuk sel bacil (Islam et al., 2019). Penelitian Kaburuan et al. (2014), menunjukkan isolat
bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik dari tanah gambut dengan kode isolat HTA2 10-4 NS-4,
HTA2 10-5 NS-2, HTA2 10-5 NS4, HTA4 10-5 NS-3, dan HTA5 10-6 NS-4 mempunyai karakteristik
bentuk koloni irregular, warna putih, bentuk sel bacil, Gram positif, dan motil.

SIMPULAN

Terdapat 19 isolat bakteri hasil isolasi dari rizosfer tanaman nanas (Ananas comosus) di Lereng
Gunung Kelud Kediri dengan 4 isolat diantaranya merupakan isolat bakteri penambat nitrogen
nonsimbiotik. Empat isolat bakteri penambat nitrogen diperoleh dari hasil pengujian kemampuan
penambatan nitrogen secara kualitatif dan kuantitatif, yang diberikan kode isolat P33, B21, B22, dan
B23. Karakteristik isolat bakteri penambat nitrogen nonsimbiotik cukup beragam. Karakteristik
morfologi koloni yang ditemukan berupa karakteristik optik opaque; warna putih; bentuk irreqular
dimiliki oleh semua isolat; karakteristik permukaan halus (isolat B23), kasar (isolat P33 dan B22), dan
berkerut (isolat B21); elevasi flat (isolat P33 dan B21) dan raised (isolat B22 dan B23); bentuk tepian
irregular (isolat P33 dan B21) dan undulate (isolat B22 dan B23); serta ukuran koloni bervariasi antara
0,3-1,5 cm. Karakteristik morfologi sel yang diperoleh yaitu bentuk sel coccus (isolat P33) dan bacil
(isolat B21, B22, dan B23); susunan sel mono (isolat P33 dan B21) dan strepto (isolat B22 dan B23); dan
sifat Gram negatif (isolat P33) dan positif (isolat B21, B22, dan B23). Semua isolat bakteri merupakan
bakteri motil dan mampu menghasilkan enzim katalase. Isolat bakteri penambat nitrogen mempunyai
kemampuan menghasilkan amonium dengan rata-rata konsentrasi yang berbeda tiap isolatnya, yaitu:
isolat P33 sebesar 0,586 ppm; isolat B21 sebesar 0,917 ppm; isolat B22 sebesar 0,682 ppm; dan isolat
B23 sebesar 0,577 ppm.
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