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ABSTRACT 

 

Mass production media of biofertilizer must be able to maintain the shelf-life in accordance with provisions of the Regulation 

of the Minister of Agriculture Number 01 of 2019 concerning Organic Fertilizer, Biofertilizer, and Ameliorant. This paper review 

aims to provide an overview of the media of mass production Azotobacter biofertilizer in Indonesia. Azotobacter biofertilizer in the 
form of a single liquid or solid fertilizer must have a minimum population of 1x108 CFU/g. Isolation of the nitrogen fixer microbe 

Azotobacter can be carried out through one or more agroecosystems, after that grown at selective media, pick the carrier either 

liquid or solid carrier and additive that can increase microbial viability. Liquid carriers have more advantages over solid carriers. 

Before commercializing, it is necessary to check the quality of the biofertilizer referring to applicable regulations.  
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ABSTRAK 

 

Media produksi massal pupuk hayati harus dapat mempertahankan daya simpan pupuk hayati sesuai dengan ketentuan 

Peraturan Menteri Pertanian Nomor 01 Tahun 2019 tentang Pendaftaran Pupuk Organik, Pupuk Hayati dan Pembenah Tanah. 
Penulisan artikel ini bertujuan untuk memberikan gambaran mengenai media produksi massal pupuk hayati Azotobacter di Indonesia. 

Pupuk hayati Azotobacter dalam bentuk pupuk tunggal cair maupun padat harus memiliki populasi minimal 108 CFU/g. Isolasi 

mikroba penambat N Azotobacter dapat dilakukan dengan metode plate count atau metode gores yang diambil dari rizosfer dalam 

satu agroekosistem atau lebih, kemudian ditumbuhkan pada media selektif, setelah itu dilakukan pemilihan bahan pembawa baik cair 
maupun padat dan zat aditif yang dapat meningkatkan viabilitas mikroba. Bahan pembawa cair memiliki lebih banyak keunggulan 

dibandingkan bahan pembawa padat. Sebelum pemasaran dilakukan perlu pengujian kualitas pupuk hayati sesuai dengan peraturan 

yang berlaku. 

 

Kata kunci: Azotobacter; media; penambat nitrogen; produksi massal 

 

 
PENDAHULUAN 

 

Pupuk hayati atau biofertilizer merupakan bahan yang mengandung mikroba hidup, baik itu bakteri, fungi, 

actinomycetes, algae, yang jika diberikan kepada benih atau permukaan akar tanaman akan memacu pertumbuhan 

tanaman (Vessey, 2003; Gunawan, 2010). Penggunaan pupuk hayati diharapkan dapat mensubstitusi pupuk anorganik, 

sehingga penggunaan pupuk anorganik dapat dikurangi (Husnaeni dan Setiawati 2018). Penggunaan 50% pupuk 

anorganik + pupuk hayati konsorsium Azotobacter sp, Azospirilum sp., bakteri endofitik dan mikroba pelarut fosfat 

dapat meningkatkan hasil tanaman pakcoy secara signifikan (Husnaeni dan Setiawati, 2018). Penggunaan mikroba 

penambat N dapat menyuplai kebutuhan pupuk N tanaman hingga 75%, sedangkan mikroba (bakteri dan jamur) pelarut 

P dapat meningkatkan ketersediaan P hingga 50% (Simarmata et al., 2011). Pentingnya peranan pupuk hayati untuk 

tanah dan tanaman menjadikan prospek pengembangan pupuk hayati menjadi sangat besar dengan estimasi kebutuhan 

pupuk hayati per-tahun sebesar 33.700-52.900 t/tahun (Simarmata et al., 2011). 

Salah satu mikroba yang dapat digunakan untuk pupuk hayati adalah Azotobacter. Bakteri ini merupakan 

kelompok bakteri yang mampu menambat N dan produksi fitohormon dengan memiliki ciri pleomorfik, permukaan 

cembung mucoid, berwarna bening kecoklatan dan tepian rata (Setiawati et al., 2014). Azotobacter merupakan bakteri 

heterotrof yang memerlukan bahan organic sebagai sumber karbon dan energi (Hindersah et al., 2018). Terdapat 

beberapa kendala dalam pengembangan Azotobacter, diantaranya adalah pengetahuan tentang pupuk hayati yang masih 

rendah, keefektifan yang tidak langsung terlihat, serta ketersediaan pupuk hayati yang masih terbatas (Simarmata et al., 

2011). Untuk menangani permasalahan tersebut, perlu dilakukan edukasi dengan memberikan pengetahuan cara 
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produksi masal pupuk hayati dengan media terbaik yang dapat menjaga viabilitas Azotobacter dalam jangka waktu 

tertentu.  

Produksi massal pupuk hayati di Indonesia mengaju kepada Peraturan Menteri Pertanian Nomor 01 Tahun 2019 

tentang Pendaftaran Pupuk Organik, Pupuk Hayati dan Pembenah Tanah. Saat ini, berbagai jenis pupuk hayati telah 

beredar di pasaran, baik yang dikomersialkan oleh perusahaan maupun oleh institusi Pendidikan. Pupuk hayati yang 

ditawarkan pun beragam manfaatnya seperti mengandung mikroba penambat N, pelarut fosfat, pengendali patogen dan 

lingkungan ekstrim, penghasil fitohormon dan sebagainya (Husen, 2011). Bagi produsen pupuk, sangat penting untuk 

mengetahui langkah-langkah yang perlu dilalui untuk memproduksi pupuk hayati, terutama media yang digunakan 

untuk menjaga viabilitas mikroba didalamnya. Media yang digunakan dapat berupa media cair maupun padat.  

Penulisan artikel bertujuan untuk memberikan gambaran cara isolasi mikroba pemfiksasi N; peningkatan kualitas 

menggunakan zat aditif, rekayasa genetika; serta pemilihan bahan pembawa untuk produksi massal Azotobacter sp. 

 

METODE PENULISAN 

 

Metode penulisan yang digunakan pada artikel ini yaitu studi literatur menggunakan data sekunder. Artikel ini 

memuat pernyataan berdasarkan teori dan penelitian sebelumnya. Penelusuran pustaka pada penulisan artikel ini 

dilakukan dengan pencarian berbagai literatur mengenai produksi massal Azotobacter sp dari 10 tahun terakhir dengan 

menggunakan berbagai kategori: ilmu tanah, pertanian, mikrobiologi, dan biosains. Mesin pencari yang digunakan 

untuk mencari literatur terkait adalah google.com dan scholar.google.com. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Isolasi Mikroba Bakteri Pemfikasi N 

 

Isolasi mikroba dapat diawali dengan pengambilan sampel dari rhizosfer. Pengambilan sampel dapat diambil 

dari satu agroekosistem atau lebih. Mazinani et al. (2013) melakuan pengambilan sampel dari area yang berbeda dengan 

kedalaman 10-15 cm. Danapriatna (2016) mengambil sampel tanah untuk isolasi Azotobacter sp secara komposit dari 

lima titik rizosfer pada agroekosistem tanaman padi. Setelah itu, sampel tanah dikompositkan dan di kering anginkan 

selama 4 jam (Kasa, 2015).  

Isolasi Azotobacter dilakukan dengan memilih media selektif yang dapat menjadi tempat hidup mikroba tersebut. 

Metode isolasi dapat dilakukan dengan metode plate count atau metode gore pada media agar Ashby. Sebelum 

dimasukkan ke dalam media selektif, setiap sampel tanah yang telah dikompositkan tadi diambil 10 g kemudian 

ditambahkan ke dalam 200 ml air suling steril, di kocok selama satu jam kemudian diencerkan serial 10-8 untuk isolasi 

koloni (Patel et al., 2013). Selain cara tersebut, Ponmurungan et al. (2012) mengisolasi inokulan awal dengan media 

nitrogen Free Jensen yang mengandung 20 g L-1 sukrosa, 1 K2HPO4, 0,5 MgSO4.7H2O, 0,5 NaCl, 0.1 K2SO4, 0,005 

Na2MoO4, pH 6,9 kemudian di inkubasi selama satu minggu. 

Setelah itu, larutan sampel tanah yang telah di encerkan kemudian dimasukkan ke dalam media selektif. Subba-

Rao (1982) melakukan isolasi dengan menggunakan media selektif Ashby cair. Media Ashby bebas N ini dapat juga 

digunakan sebagai media untuk biakan murni pada agar miring 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 (Hindersah dan Pratiwi, 2021). Penggunaan 

media Ashby ini memungkinkan Azotobacter untuk hidup namun tidak dengan mikroba lainnya. Selain media Ashby, 

metode pengayaan dengan menambahkan N dari NH4Cl dapat meningkatkan larutan molase, tujuanya untuk 

mendukung EPS Azotobacter sp dapat dilakukan saat isolasi. Penambahan NH4Cl ke dalam 1% molase dapat 

meningkatkan kadar EPS sampai 24% (Hindersah et al., 2017). 

Azotobacter akan tumbuh pada media tersebut dengan membentuk koloni. Karakterisasi morfologi dari isolate 

Azotobacter yang tumbuh dilakukan berdasarkan bentuk, ukuran, warna, pewarnaan gram, dan produksi pigmen (Jain et 

al., 2021). Karakterisasi isolat Azotobacter dapat dilakukan juga berdasarkan karakeristik morfologis dan biokimia 

(indole, metil merah, voges proskauer, sitrat, katalase, glukosa, laktosa, manitol, sukrosa, reduksi nitrat, pati hidrolisis) 

menggunakan metode standar (Ponmurungan et al., 2012).  

 

Pemilihan Bahan Pembawa (Carrier) dan Zat Aditif 

 

Bahan pembawa atau carier merupakan bahan penting yang perlu untuk dipertimbangkan untuk memproduksi 

Azotobacter secara massal. Beberapa bahan pembawa yang digunakan harus dapat meningkatkan viabilitas atau 

kelangsungan hidup mikroba yang hidup di dalamnya serta meningkatkan aktivitas biologi inokulan dengan melindungi 

bakteri dari stess baik biotik maupun abiotik (Abd El-Fattah et al., 2013). Carrier (bahan pembawa) atau 

penambahannya setelah pertumbuhan bakteri dapat memperpanjang kelangsungan hidup sel selama masa penyimpanan 

(Pastor-Bueis et al., 2017). Bahan pembawa atau carrier dapat dibagi menjadi dua, yaitu bahan pembawa cair dan 

padat. Pemilihan bahan pembawa didasarkan pada beberapa faktor, diantaranya faktor ekonomi dan viabilitas mikroba 
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yang hidup di dalamnya. Beberapa formulasi bahan pembawa atau carrier dan zat aditif untuk memproduksi 

Azotobacter dalam bentuk cair dan padat dapat dilihat pada Tabel 1 dan Tabel 2. 

 

Tabel 1. Bahan formulasi bahan cair untuk produksi pupuk hayati Azotobacter 

 
Formulasi Bahan Hasil Referensi 

Molase 1% + NH4Cl + sisteina 0,25% + serina 

0,1%  
 

Pada media d (molase + sistenia 0,25% dan serina 0,1 %) 

setelah inkubasi selama 2 bulan, Populasi 108 CFU/ml lebih 
tinggi dibandingkan media control dan lainnya, mampu 

meningkatkan EPS 2,6 kali lebih banyak. 

Hindersah et 

al. (2021b) 

Biakan Murni dengan Media Jensen’s Medium: 

Mannitol 10, KCl 0,2, MgSO4 0,1, MnSO4 Trace, 

FeSO4 Trace, pH 7,2, Temp 30oC  

Populasi awal 2×1018, setelah 540 hari di simpan di 

laboratorium menjadi ×1014, stagnan selama 4 minggu 

Choubey et al. 

(2018) 

Alginate 

 

Alginate merupakan carrier terbaik yang dapat digunakan 

untuk kelangsungan hidup Azotobacter namun bahan ini 

tergolong mahal, sehingga penggunaan tanah liat atau 

sekam padi dapat menjadi pilihan dari sudut pandang biaya. 

Abd El-Fattah 

et al. (2013) 

 

IPB RI-2: Molase dan air + 2% inokulan IPB RI-2 menghasilkan 10 kali lipat dibadingkan dengan 
Nutrient Broth.  

Gunawan et al. 
(2010) 

 

Ketersediaan pupuk hayati cair komersial meningkat karena tidak membutuhkan bahan pembawa (Phua dan 

Khairuddin, 2010). Penggunaan inokulan cair dengan bahan pembawa memberikan hasil yang signifikan jika 

dibandingkan dengan kontrol (Maheswari, 2015). Inokulan Azotobacter cair dapat memicu pertumbuhan dan hasil 

tomat dengan memfiksasi nitrogen di dari atmosfer lebih tinggi jika dibandingkan dengan inokulan dengan bahan 

pembawa dan berbasis gel pada tanaman tomat (Kumaeasan et al., 2019). Selain itu, penggunaan pupuk formulasi cair 

dapat meningkatkan umur simpan hingga 2 tahun, tingkat kontaminasi minimun, tanpa bahan pembawa, mudah dibawa 

dan digunakan, kendali mutu cenderung mudah, dan potensi ekspor meningkat karena disukai produsen dan komunitas 

petani (Krishnaprabu, 2020). 

 

Tabel 2. Bahan pembawa atau carrier padat untuk produksi pupuk hayati Azotobacter 

 

Formulasi Carrier Hasil Referensi 

Zeolit 1% zeolite + 10% inokulan cair da 5% zeolite + 5% inokulan cair 

dapat meningkatkan populasi Azotobacter sampai 1010 sampai 1012 

CFU/ml, melebihi standar populasi untuk pupuk hayati padat, namun 
secara statistik tidak menunjukkan hasil yang signifikan 

Hindersah et 

al. (2021a) 

Kompos 15-25 t/ha 
 

Dosis kompos tidak menunjukkan pengaruh nyata terhadap 
pertumbuhan dan produksi tanaman cabai  

Toago et al. 
(2017) 

Kompos Azolla pinnata Bahan pembawa kompos Azolla pinata meningkatkan kandungan N-
total dan P-total pupuk hayati padat selama masa inkubasi 2 bulan 

Setiawati et al. 
(2017) 

Gambut dan kompos Gambut dan kompos +0,5% nutrisi + 35% kultur Azotobacter dan 
Formulasi C + 1% nutrisi + 30% kultur Azotobacter memberikan hasil 

terbaik dengan viabilitas tertinggi sampai umur pupuk 42 minggu 

Danapriatna 
dan Simarmata 

(2011) 

IPB RI-1: Pupuk Urea, pupuk SP-36, 

limbah ikan teri, terasi, dedak, MSG, 

gula merah, air mineral + 2% inokulan 

Media IPB RI-1 menghasilkan populasi Azotobacter 100 kali lipat 

dibadingkan dengan Nutrient Broth.  

Gunawan et al. 

(2010) 

Zeolit Bahan pembawa zeolite dengan metode sterilisasi Sinar Gamma Co-

60 memberikan hasil terbaik bagi viabilitas inokulan Azotobacter 

hingga masa penyimpanan 70 hari.  

Putri et al. 

(2010) 

 

Penggunaan media pembawa padat dapat lebih menguntungkan secara ekonomis, sehingga dapat menjadi 

alternatif dalam produksi pupuk hayati. Selain pemilihan bahan pembawa atau carrier, viabilitas mikroba akan terjaga 

apabila ditambahkan zat aditif. Penggunaan zat aditif dapat menurunkan biaya yang dibutuhkan untuk produksi pupuk 

hayati, berperan sebagai bulking agent, atau secara langsung meningkatkan tingkat hidup mikroba selama penyimpanan 

dan setelah digunakan ke dalam tanaman (Vassilev et al., 2021). Beberapa zat aditif yang biasa digunakan untuk pupuk 

hayati cair adalah pero-dexin, gum Arabic, Carrageenan, air kelapa, glycerol, polyvinylpyrrolidone, laktosa, sedangkan 

untuk pupuk hayati padat yaitu alginate, perlite, paraffin, ammonium molybdate, biochar, polyvinyl alcohol dan gliserol 

(Lobo et al., 2019).  

Zat aditif yang dapat digunakan untuk Azotobacter dalam bentuk cair disebutkan dalam beberapa penelitian. 

Penggunaan poly vinyl pyrrolidone (PVP) dengan konsentrasi 4% dapat meningkatkan viabilitas Azotobacter menjadi 

5,48 x 1011 jika dibandingkan dengan zat aditif lain seperti gum arabica dan sodium alginate (Mounika et al., 2018). 

Penelitian Hindersah et al (2021b) menunjukkan bahwa penggunaan molase beserta sistenia dan serina dapat 
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menggantikan penggunaan media anorganik. Molase berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai sumber karbon untuk 

sumber energi Azotobacter (Devianto et al., 2020). 

Berdasarkan Keputusan Menteri Pertanian Republik Indonesia No 261/KPTS/SR.310/M/4/2019 tentang 

Persyaratan Teknis Minimal (PTM) Pupuk Organik, Pupuk Hayati dan Pembenah Tanah, terdapat beberapa ketentuan 

untuk berbagai formulasi pupuk hayati, baik itu pupuk hayati tunggal maupun majemuk. Azotobacter termasuk dalam 

kategori bakteri, sehingga populasi minimal untuk pupuk hayati tunggal padat adalah ≥1 × 108 CFU/g bobot kering 

contoh dan ≥1 × 108 CFU/ml untuk pupuk hayati tunggal cair (Indonesia, 2019). 

Standar kualitas yang ditetapkan oleh Kementerian Pertanian perlu dipertahankan dalam jangka waktu tertenu. 

Baku mutu pupuk hayati yang perlu diperhatikan oleh produsen pupuk adalah jumlah populasi, keefektifan bahan 

pembawa, dan masa kedaluwarsa (Simanungkalit et al., 2006). Sistem kendali mutu pupuk hayati pra-komersialisasi 

dijelaskan oleh Balai Besar Litbang Sumberdaya Lahan Pertanian yang dimulai dari sampling pupuk untuk uji 

laboratorium dan efektivitas serta penetapan masa kadaluarsa pupuk (Husen, 2011).  

Pengujian kualitas pupuk hayati dapat dilakukan pada lembaga uji mutu dan uji efektivitas yang telah di tetapkan 

pada Keputusan Menteri Pertanian Republik Indonesia No 262/KPS/SR.301/M/4/2019 tentang Lembaga Uji Mutu dan 

Uji Efektivitas Pupuk Organik, Pupuk Hayati dan Pembenah Tanah (Pe. Husen (2011) menjelaskan bahwa pupuk hayati 

akan diambil 12-15 sampel secara acak, kemudian 5 kemasan ditempatkan dalam ruangan, 5 kemasan di tempat terbuka 

untuk di uji daya simpan pada 0-12 bulan, kemudian sisanya digunakan untuk uji viabilitas, uji karakter fungsional, uji 

patogenisitas dan higienisitas pupuk hayati. Hasil uji tersebut adalah keluarnya masa kadaluarsa dan kesesuaian uji 

efikasi dan lab. 

 

KESIMPULAN 

 

Azotobacter sebagai mikroba penambat N yang dapat digunakan sebagai pupuk hayati memerlukan beberapa 

tahapan untuk dapat di produksi secara massal. Produsen pupuk hayati perlu mengacu pada Peraturan Menteri Pertanian 

Nomor 01 Tahun 2019 tentang Pendaftaran Pupuk Organik, Pupuk Hayati dan Pembenah Tanah. Pengambilan sampel 

Azotobacter dapat dilakukan dari beberapa agroekosistem atau dari satu agroekosistem untuk dibuat biakan murni 

dengan media selektif seperti Ashby dan metode pengayaan, kemudian dilakukan pemilihan media pembawa baik itu 

cair maupun padat, namun yang lebih banyak digunakan dan dapat meningkatkan daya simpan pupuk hayati lebih lama 

adalah pupuk hayati formulasi cair. Setelah itu dilakukan pemilihan zat aditif yang dapat menjaga viabilitas mikroba 

yang hidup didalamnya. Sebelum dipasarkan, perlu dilakukan uji terlebih dahulu untuk mengetahui masa kadaluarsa 

dan hasil uji laboratorium dan lapangan sesuai dengan Keputusan Menteri Pertanian No 260 dan 261 tahun 2019. 
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