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ABSTRACT

Nitrate is considered as a pollutant in freshwater or estuarine ecosystem which caused eutrofication. Bacteria
can be used to reduce nitrate by denitrification process. The aim of this research was to find out the influence of
carbon sources and aeration on denitrification of isolated ASLT2 bacteria. The sources of carbon were acetate,
succinate, glucose and glycerol under aerob and anaerob conditions. The denitrification process was measured
at seventh day. Isolated ASLT2 bacteria was able to reduce nitrate aerobically and anaerobically in various of
carbon sources. The highest activity of aerobic nitrate reduction was found by using acetate as carbon source and
anaerobically was found by using succinate as carbon source.
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PENDAHULUAN

Nitrogen merupakan elemen penting yang di-
butuhkan organisme untuk memenuhi kebutuhan
nutrisi. Siklus nitrogen melibatkan berbagai
perubahan bentuk senyawa nitrogen yang
merupakan serangkaian reaksi oksidasi-reduksi
dimana beberapa tahap reaksi berperan dalam
metabolisme energi. Meskipun pada umumnya
bentuk-bentuk nitrogen tersebut sangat penting
untuk kebutuhan dasar nutrisi pertumbuhan or-
ganisme, dalam kenyataannya substansi nitrogen
merupakan salah satu polutan di lingkungan
perairan.

Dalam sistem perairan, senyawa nitrat, nitrit,
dan amonium merupakan nitrogen inorganik
terlarut (Dissolve Inorganic Nitrogen) yang dapat
diperoleh secara langsung (melalui transport
membran) dan diasimilasi oleh beberapa
mikroorganisme. Kelimpahan nitrat dapat men-
dukung terjadinya eutrofikasi. Kondisi eutrofik
tersebut sangat memungkinkan Cyanobacteria
(blue-green algae), khususnya Microcystis spp
untuk tumbuh berkembang biak dengan pesat
(blooming). Hal ini menyebabkan kualitas air dan

konsentrasi oksigen terlarut menurun. Rendahnya
konsentrasi oksigen ini menyebabkan proses per-
tumbuhan organisme aerobik terhambat, makhluk
hidup di perairan seperti ikan dan spesies lainnya
tidak bisa tumbuh dengan baik sehingga akhirnya
mati. Kematian ikan dan hewan lainnya dalam
mata rantai ekosistem perairan menyebabkan
terganggunya keseimbangan ekosistem tersebut.'
Permasalahan lainnya, Microcystis spp diketahui
menghasilkan toksin sehingga membawa risiko
kesehatan bagi manusia dan hewan. Bloom-
ing alga juga menyebabkan hilangnya nilai
konservasi, estetika, rekreasional, dan pariwisata
sehingga dibutuhkan biaya sosial dan ekonomi
yang tidak sedikit untuk mengatasinya. Pencema-
ran perairan ini dapat terjadi pada perairan budi
daya maupun nonbudi daya.

Salah satu upaya yang terus dikaji dan
dikembangkan untuk mengatasi pencemaran
perairan tersebut adalah teknik bioremediasi,
diantaranya dengan menggunakan bakteri deni-
trifikasi. Denitrifikasi merupakan proses reduksi
senyawa nitrat menjadi nitrit, nitrit menjadi nitrik
oksida, nitrik oksida menjadi gas nitrous oksida
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hingga pada akhirnya dihasilkan gas nitrogen®.
Bakteri yang memiliki kemampuan denitrifikasi
antara lain Paracoccus denitrificans, Thiobacil-
lus denitrificans dan beberapa Pseudomonas sp..
Bakteri tersebut mampu mereduksi nitrat menjadi
nitrit serta menghasilkan gas-gas nitrogen
dalam keadaan anaerob. Walaupun demikian,
denitrifikasi juga dapat terjadi dalam keadaan
aerob seperti pada bakteri Pseudomonas sp. dan
Alcaligenes sp..’

Bakteri yang berperan dalam proses de-
nitrifikasi adalah bakteri heterotrofik yang
memerlukan sumber karbon organik untuk
pertumbuhan. Richardson? mengemukakan
bahwa denitrifikasi merupakan proses reduksi
nitrat yang berhubungan langsung dengan proses
transfer elektron dan senyawa karbon organik
berperan sebagai donor elektron.

Isolat dengan kode ASLT2 merupakan bak-
teri yang diisolasi dari lingkungan perairan tam-
bak udang di Kendari.* Hasil analisis molekuler
16S rRNA menunjukkan bahwa isolat ASLT2
memiliki kemiripan sebesar 99% dengan bakteri
denitrifikasi Pseudomonas stutzeri. Kemampuan
isolat ASLT2 dalam proses denitrifikasi sampai
saat ini belum pernah diketahui. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
sumber karbon dan aerasi terhadap aktivitas
denitrifikasi isolat bakteri ASLT2.

METODE PENELITIAN

Waktu dan tempat

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Desember
2005 sampai dengan April 2006 di Laboratorium
Mikrobiota, Pusat Penelitian Limnologi, LIPI
Cibinong, Bogor.

Pemurnian dan Peremajaan Isolat

Penelitian menggunakan isolat murni bakteri
ASLT2 koleksi Laboratorium Mikrobiota,
Pusat Penelitian Limnologi LIPI yang diperoleh
dari hasil penelitian Widiyanto.* Pemurnian
isolat bakteri dilakukan dengan menumbuhkan
isolat bakteri pada medium agar denitrifikasi’
melalui metode kuadran yang merujuk pada
Cappucino dan Sherman®. Medium denitrifikasi
yang digunakan mempunyai komposisi (g/1) 10
Na-asetat, 5 KNO,, 0.5 (NH,),SO,, 0.2 KH,PO,,
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0.9 K,HPO,, 0.1 CaCl,.2H,0, 0.5 MgSO,.7H.0,
dan 0.2 EDTA dengan modifikasi salinitas 2%
dan pH 7. Medium padat denitrifikasi dibuat
dengan menambahkan 20 g/l bacto agar. Isolat
bakteri diinkubasi pada suhu ruang (28-31°C)
selama tujuh hari. Koloni murni yang diperoleh
ditumbuhkan kembali pada medium agar deni-
trifikasi kemudian diinkubasi pada suhu ruang
selama 3-4 hari.

Uji Aktivitas Denitrifikasi Pada Kondisi
Aerob dan Anaerob

Inokulum untuk pengujian pada kondisi
aerob disiapkan dengan menumbuhkan isolat
bakteri hasil pemurnian pada 50 ml medium
cair denitrifikasi, kemudian diinkubasi di atas
inkubator berpenggoyang pada kecepatan 80
rpm dan suhu ruang (28-31°C) selama 3 hari.
Sedangkan inokulum yang digunakan untuk
pengujian pada kondisi anaerob disiapkan dengan
menumbuhkan isolat pada medium denitrifikasi
anaerob. Kondisi anaerob dibuat dengan metode
Oxygen-Free Nitrogen (OFN). Gas N, dialirkan
ke dalam medium dengan flowrate 250 mL/jam
menggunakan syringe steril selama 10 menit.

Sebanyak 1 ml kultur isolat dari masing-
masing pertumbuhan aerob dan anaerob
ditumbuhkan pada 50 ml medium denitrifikasi
yang sesuai dengan kondisi aerasinya. Perlakuan
sumber karbon yang diberikan adalah glukosa,
asetat, suksinat, dan gliserol dengan konsentrasi
nitrat £ 5000 uM. Masing-masing perlakuan
sumber karbon diulang tiga kali dan kontrol
masing-masing perlakuan dibuat tanpa inokulasi
kultur bakteri. Isolat bakteri kemudian diinkubasi
selama tujuh hari di atas inkubator berpenggoy-
ang pada kecepatan 80 rpm dan suhu ruang untuk
pengujian pada kondisi aerob. Sedangkan untuk
pengujian pada kondisi anaerob, isolat bakteri
diinkubasi pada suhu ruang. Pengukuran aktivitas
denitrifikasi dilakukan melalui analisis kadar
nitrat yang direduksi dan nitrit yang terbentuk
pada kultur bakteri tersebut pada hari ke 7
dengan metode merujuk pada Greenberg et al..”

Analisa Data Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah
Rancangan Acak Lengkap Faktorial terdiri
atas dua faktor yaitu jenis sumber karbon yang



terdiri dari 4 jenis (asetat, suksinat, glukosa dan
gliserol) dan kondisi aerasi yang terdiri dari 2
kondisi (aerob dan anaerob). Data dianalisis sidik
ragam (ANOVA) menggunakan piranti lunak
SAS 9.1 (2003) dan perbedaan antar perlakuan
diuji menggunakan uji Duncan® pada taraf 5%
(p<0,05).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa
terdapat interaksi yang nyata (p<0.01) antara
jenis sumber karbon dan kondisi aerasi terhadap
aktivitas denitrifikasi isolat bakteri ASLT2.
Hasil uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa
pada kondisi aerob dengan sumber karbon asetat
dan glukosa tidak signifikan. Akan tetapi kedua
sumber karbon tersebut signifikan (p<0.05) ter-
hadap sumber karbon lainnya dan masing-masing
kondisi inkubasi lainnya. Sedangkan perlakuan
sumber karbon suksinat pada kondisi anaerob
dan perlakuan sumber karbon gliserol pada
kondisi aerob tidak signifikan. Akan tetapi kedua
perlakuan tersebut signifikan (p< 0.05) terhadap
sumber karbon lainnya dan masing-masing
kondisi inkubasi yang lainnya.

Isolat bakteri ASLT2 dapat melakukan
proses denitrifikasi pada kondisi aerob dengan
semua perlakuan sumber karbon. Kemampuan
isolat dalam mereduksi nitrat ditunjukkan

oleh adanya senyawa nitrat yang tereduksi
dari medium dan terbentuknya senyawa nitrit
pada medium pertumbuhan setelah tujuh hari
inkubasi (Gambar 1). Isolat bakteri ASLT?2 dapat
mereduksi nitrat paling tinggi dengan perlakuan
asetat sebagai sumber karbon yaitu sebesar
82,28 % dari nitrat yang terdapat dalam medium
pertumbuhan. Aktivitas reduksi nitrat yang paling
rendah terjadi dengan perlakuan suksinat sebagai
sumber karbon yaitu sebesar 12,33%.

Pada kondisi aerob, aktivitas reduksi nitrat
disertai dengan pembentukan senyawa nitrit pada
medium pertumbuhan, tetapi tidak terjadi pem-
bentukan senyawa nitrit pada perlakuan suksinat
sebagai sumber karbon (Gambar 1). Rendahnya
senyawa nitrit yang terbentuk menunjukkan
bahwa telah terjadinya reaksi reduksi nitrit
menjadi gas nitrogen (N,O dan N.). Richardson®
mengemukakan bahwa bakteri denitrifikasi dapat
menggunakan nitrat dan nitrit sebagai akseptor
elektron terakhir dalam proses transfer elektron,
dimana senyawa karbon organik berperan sebagai
donor elektron. Rius et al.’ melaporkan bahwa
bakteri P, stutzeri merupakan bakteri denitrifikasi
yang mampu mereduksi nitrat dengan mengha-
silkan gas nitrogen.

Proses denitrifikasi isolat bakteri ASLT2
yang terjadi pada kondisi anaerob dengan
semua perlakuan sumber karbon diindikasikan
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Gambar 1. Senyawa nitrat yang direduksi dan nitrit yang dihasilkan oleh isolat bakteri
ASLT?2 pada proses denitrifikasi dengan kondisi aerob setelah tujuh hari inkubasi.
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dengan adanyasenyawa nitrat yang tereduksi dari
medium pertumbuhan yang disertai terbentuknya
senyawa nitrit (Gambar 2). Isolat bakteri ASLT2
dapat mereduksi nitrat paling tinggi dengan
perlakuan suksinat sebagai sumber karbon, yaitu
sebesar 47,98% dari nitrat yang terdapat dalam
medium pertumbuhan. Aktivitas reduksi nitrat
yang paling rendah terjadi dengan perlakuan
gliserol, yaitu sebesar 24,15 %. Senyawa nitrit
yang terakumulasi pada kondisi anaerob (Gambar
2) lebih tinggi dibandingkan kondisi aerob
(Gambar 1). Pada kondisi ini, senyawa nitrit
yang terbentuk dua kali lipat lebih tinggi dengan
sumber karbon asetat. Senyawa nitrit yang
terbentuk dengan sumber karbon suksinat dan
gliserol mencapai 1000 kali lebih tinggi.

Richardson? mengemukakan bahwa setiap
tahapan reaksi dalam proses denitrifikasi
dikatalisis oleh enzim yang berbeda. Reduksi
nitrat menjadi nitrit dikatalisis oleh enzim nitrat
reduktase. Ada dua macam nitrat reduktase yaitu
nitrat reduktase terikat membran (NAR) dan
nitrat reduktase pada periplasmik (NAP). Akti-
vitas enzim NAP terjadi pada kondisi aerob dan
anaerob, sedangkan aktivitas enzim NAR hanya
terjadi pada kondisi anaerob. Hal ini disebabkan
adanya penghambatan sistem transfer nitrat ke
dalam sel oleh oksigen. Proses reduksi nitrat oleh

enzim NAR berhubungan dengan konservasi
energi, yaitu sebagai akseptor elektron terakhir
dalam rantai respirasi pada kondisi anaerob,
sedangkan aktivitas enzim NAP cenderung untuk
mengontrol keseimbangan energi pereduksi.
Bakteri heterotrofik memperoleh energi dari
serangkaian proses oksidasi sumber karbon
organik. Hasil oksidasi sumber karbon yang lebih
tereduksi pada kondisi aerob sangat memungkin-
kan terjadinya kelebihan energi pereduksi. Oleh
karena itu, untuk menjaga keseimbangan energi
pereduksi diperlukan lintasan untuk mengalirkan
elektron-elektron hasil oksidasi tersebut, tetapi
dengan tujuan bukan untuk konservasi energi,
yaitu melalui reduksi nitrat oleh enzim NAP.

Hasil penelitian Sears ef al.'® menunjukkan
bahwa jenis sumber karbon memengaruhi
aktivitas reduksi nitrat. Pada kondisi aerob,
aktivitas reduksi nitrat dan aktivitas enzim NAP
bakteri Paracoccus denitrificans Pd1222 10 kali
lebih rendah dengan sumber karbon yang lebih
teroksidasi (malat) dibandingkan dengan sumber
karbon yang lebih tereduksi (butirat). Sebaliknya,
pada kondisi anaerob aktivitas reduksi nitrat dan
aktivitas enzim NAP dua kali lebih tinggi dengan
sumber karbon yang lebih teroksidasi (malat)
dibandingkan dengan sumber karbon yang lebih
tereduksi (butirat).

3000

2500

2000

1500

1000

Kansentrasi (M)

500 1

G °S

asetat suksinat  glukosa

sumbercC

E nitrat vang direduksi
LI Mitrit vang dihasilkan

glizeral

Gambar 2. Senyawa nitrat yang direduksi dan nitrit yang dihasilkan oleh isolat
bakteri ASLT2 pada proses denitrifikasi dengan kondisi anaerob setelah tujuh hari

inkubasi.
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Ellington et al.'' melaporkan bahwa pada
kondisi pertumbuhan aerob ekspresi nap dan
aktivitas enzim NAP pada bakteri Paracoccus
pantotrophus lebih tinggi dengan sumber karbon
yang lebih tereduksi dibandingkan dengan
sumber karbon yang lebih teroksidasi (suksinat
< asetat < butirat). Hal ini sejalan dengan hasil
penelitian Sears et a/ '? yang menunjukkan bahwa
bahwa pada kondisi aerob aktivitas enzim NAP
dari bakteri P. pantotrophus lebih tinggi delapan
kali lipat dengan penambahan sumber karbon
yang lebih tereduksi (butirat) dibandingkan
dengan penambahan sumber karbon yang
lebih teroksidasi (suksinat). Pada penelitian ini
aktivitas reduksi nitrat dengan menggunakan
sumber karbon suksinat memiliki hasil yang
paling rendah dibandingkan dengan sumber
karbon asetat, glukosa, dan gliserol.

Sumber karbon yang berbeda juga dapat
memengaruhi aktivitas reduksi nitrat bakteri pada
skala pilot pengolahan limbah dengan kondisi
aerob seperti yang dilaporkan oleh Gomez et al."
Aktivitas reduksi nitrat pada pengolahan limbah
lebih tinggi dengan pemberian etanol sebagai
sumber karbon dibandingkan dengan metanol dan
sukrosa. Penambahan etanol menyebabkan ter-
jadinya penurunan senyawa nitrat sebesar 40%.
Penambahan metanol menyebabkan penurunan
senyawa nitrat sebesar 30% dan penambahan
sukrosa hanya menyebabkan penurunan sebesar
17,5%.

Firth dan Edwards'* melaporkan bahwa
bakteri P. stutzeri dapat tumbuh dan mereduksi
nitrat dengan maksimal pada medium mikroaero-
fil yang mengandung nitrat dengan penambahan
suksinat dibandingkan penambahan glukosa,
gliserol, dan piruvat. Sears et a/'> melaporkan
bahwa pada kondisi anaerob aktivitas reduksi
nitrat dari bakteri P. pantotrophus lebih tinggi
dengan penambahan sumber karbon yang lebih
teroksidasi (suksinat) dibandingkan dengan
penambahan sumber karbon yang lebih tereduksi
(butirat).

Hasil penelitian Weier ef a/ "> menunjukkan
bahwa pemberian sumber karbon glukosa me-
ningkatkan aktivitas reduksi nitrat pada bakteri
tanah dengan kondisi anaerob. Begitu juga
hasil penelitian Kelso ef a/ '® yang menunjukkan
bahwa aktivitas reduksi nitrat bakteri pada sedi-

men perairan air tawar dengan kondisi anaerob
lebih tinggi dengan penambahan sumber karbon
glukosa (90,6%) dibandingkan dengan penamba-
han asetat (72%). Pada penelitian ini diperoleh
hasil yang serupa, di mana aktivitas reduksi
nitrat pada kondisi anaerob yang menggunakan
glukosa lebih tinggi kedua setelah suksinat dan
lebih tinggi daripada asetat.

KESIMPULAN

Pemberian sumber karbon dan aerasi yang berbeda
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap
aktivitas denitrifikasi isolat bakteri ASLT2.
Aktivitas reduksi nitrat yang paling tinggi pada
kondisi aerob terjadi dengan pemberian asetat
sebagai sumber karbon dibandingkan glukosa,
suksinat dan gliserol, sedangkan pada kondisi
anaerob aktivitas paling tinggi terjadi dengan
pemberian suksinat sebagai sumber karbon.
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