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POTENSI KONSORSIUM BAKTERI PEREDUKSI NITRAT
DARI WADUK SUTAMI DALAM MEREDUKSI NITRAT

ABSTRAK

Beberapa isolat bakteri yang diisolasi dari wadukami memiliki
kemampuan dalam mereduksi nitrdtijuan penelitian mengetahui
asosiasi antarisolat bakteri pereduksi nitrat, po&tumbuhan dan
potensi mereduksi nitrat konsorsium bakteri dariduka tersebut.
Rancangan penelitian: rancangan acak lengkap fakt@ngan tiga kali
ulangan dan variabel: waktu inkubasi (0, 6, 12,de8, 24 jam) dan jenis
medium uji (TSB Trypticase Soya Broth )-N 0, 5, 10, 20 mg/L serta
medium B-12 (N 100 mg/L)). Parameter yang diamdtlah densitas
sel dan konsentrasi nitrat. Uji asosiasi menunjokkidak terbentuk
zona hambat antar isolat penyusun konsorsium (DR31427-1, DU-
30-2, AT-8, DU-27-4, DU-27-2). Pola pertumbuhan sorsium yang
hampir sama diperoleh dari kultur dalam medium T6B; 5, dan 10
mg/L, densitas sel tertinggi masing-masing : 2.5.202.16, 2,0.16
sel/ml yang diperoleh pada inkubasi jam ke 18. Bgkin pola
pertumbuhan konsorsium bakteri dalam medium TSBN r2g/L
hampir sama dengan medium B-12, densitas sel dgrtisebesar :
2,0.10 sel/ml dan 2,1.10sel/ml yang diperoleh pada inkubasi jam ke
12. Konsorsium bakteri mampu mereduksi 98,2% ndedam medium
B-12 dengan inkubasi 24 jam. Potensi tertinggi (b48Gnsorium
bakteri (18 sel/ml) dalam mereduksi nitrat diperoleh dari ip&si jam
ke enam kultur pada medium B-12 . Kecepatan meggdtkat trtinggi
(21,6mg/L) per hari diperoleh dari kultur dalam rioed B-12. Korelasi
antara densitas konsorsium dengan konsentrasit wmittalah negatif.
Dengan demikian konsorsium bakteri (2,1.101€el/ml) mampu
mereduksi 98,2% nitrat dalam medium B-12 dengarep&i@an 21,6
mg/L per hari.

Kata kunci: Konsorsium bakteri, konsentrasi nitvsgduk Sutami.
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POTENCY OF NITRATE REDUCING CONSORTIUM BACTERIA
ISOLATED FROM SUTAMI RESERVOIR
IN REDUCING NITRATE LEVEL

ABSTRACT

Some of the isolated bacteria from Sutami Reservag an ability to
reduce nitrate The objectives of this research are knowing the
association between different isolates of nitragducing consortium
bacteria, the growth pattern, and the potency ef ¢bnsortium in
reducing nitrate level in the culturation mediunmBaemized completed
factorial design was used with three booster amol variables :
incubation time (0, 6, 12, 18, and 24 hours) anfferint kinds of
culturation medium (TSBT{ypticase Soya Broth )-N 0, 5, 10, 20 mg/L
also B-12 (N 100 mg/L)). Parameters that being olesk are cell
density and nitrate consentration. Association yassanclude the
abstinence of clearing zone between consortiunates|(DR-14, DU-
27-1, DU-30-2, AT-8, DU-27-4, DU-27-2). The similaonsortium
growth patern gained from the culturation processi@dium TSB-N 0,
5, dan 10 mg/L, the highest cell density are inheaicthe following :
2,5.10, 2,2.16, 2,0.18 cell/ml that being shown from incubation
process in 18 hours. Meanwhile, the growth patdrthe consortium
bacteria in medium TSB-N 20 mg/L similar with memdil-12, highest
cell density are : 2,0.2@ell/ml and 2,1.10cell/ml that being shown
from incubation process in 12 hours. Bacteria cdnsa can reduce
98,2% nitrat in medium B-12 in 24 hours incubatiome. The highest
potency (54%) of the Bacteria consortium Y@ll/ml) in reducing
nitrate levels gained from six hours incubatioraimedium B-12 . The
highest speed in reducing nitrate levels (21,6 mgiLone day gained
from the culturation process in medium B-12. Therelation result
between consortium density with nitrate conserdratis negative.
Lastly, consortium bacteria (2,1%6ell/ml) can reduce 98,2% nitrat in
medium B-12 with speed process 21,6 mg/L per day.

Keywords : Bacterium consortia, nitrate level, Sut&eservoir
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Waduk Sutami merupakan salah satu perairan menggeyang
terletak di Desa Karangkates, Kecamatan Sumbergudgabupaten
Malang, Jawa Timur; tepatnya di Sungai Brantad4+km di hilir
Bendungan Sengguruh dar8% km ke selatan dari kota Malang. Waduk
Sutami memiliki beberapa fungsi antara lain sebpgagendali banijir,
pembangkit tenaga listrik, irigasi, pariwisata, ik@nan darat, dan
sebagai bahan baku air minum; sehingga kestabilwosistem di
perairan tersebut harus selalu terjé8aedarti, dkk., 2006; Jasa Tirta.,
2007).

Soekistijono (2005) menjelaskan bahwa dalarbetapa tahun
terakhir terdapat beberapa permasalahan yangitdijdaduk Sutami,
khususnya adalah fenomena eutrofikasi serta ped@dgbopulasi
(blooming mikroalga. Data hasil penelitian yang telah dilekn oleh
Retnaningdyah dkk (2002) serta Samino dan Retndpaig (2006)
menunjukkan bahwa pada tahun 2002 serta 2004 hibglzen Maret
2006 kualitas perairan Waduk Sutami termasuk d&dategori perairan
eutrofik. Hal ini diindikasikan oleh data berupankentrasi nitrayang
terus meningkat. Pada tahun 2002 konsentrasi riedtisar 0,639-
0,966 mg/L. Kadar nitrat tersebut meningkat pad&rbuNopember
hingga Desember 2004 (0,64-11,07 mg/L), sedangkaa pahun 2005
berkisar 0,325-10,197 mg/L. Pada pengamatan arfal@n Januari
sampai Maret 2006 konsentrasi nitrat rata-rata iserkl,579-5,191
mg/L .

Eutrofikasi adalah sebuah fenomena terakummyasikonsentrasi
berbagai nutrisi di suatu perairan. Hal itu menyp&laa tumbuhnya
biomassa khususnya mikroalga dan makrofita eksaitiara berlebihan,
terutama karena tersedianya fosfat {[PQlan nitrat (N@) dalam
konsentrasi yang tinggi (Marganof, 2007)

Konsentrasi nitrat air Waduk Sutami pada tab@@bberkisar0,325-
10,197 mg/L. Kisaran konsentrasi nitrat tersebw@pad menyebabkan
timbulnya beberapa permasalahan segdaoming mikroalga seperti
Microcystis spp. Peledakan populasiMicrocystis spp. dapat
menyebabkan rendahnya kadar oksigen terlarut. riSglaMicrocystis
spp. memiliki kemampuan menghasilkan senyawa toksikrocystin).
Oleh karena itu peledakan populasViicrocystis spp. dapat

1



menyebabkan organisme lain seperti beberapa j&ais mengalami
kematian (Samino dan Retnaningdyah, 2006). Berkasadral tersebut
maka perlu dilakukan suatu upaya menurunkan karadungtrat
melalui teknologi bioremediasi dengan memanfaabladeri.

Teknologi bioremediasi ini dilakukan dengan nmaafaatkan
mikroorganismedenitrifier (pelaku denitrifikasi) yang diisolasi dari
Waduk Sutami. Bakterdenitrifier hasil isolasi dari Waduk Sutami
diharapkan dapat menurunkan konsentrasi nitrat atemgbih efektif,
efisien dan aman bagi ekosistem perairan tersé&tiar, et.al (1997)
menjelaskan bahwa pemanfaatan bak@nitrifier in situ dalam
mereduksi nitrat pada ekosistem tertentu adalalupcudfektif serta
aman bagi ekosistem tersebut. Cébretmal (2003) dan Heylenet.al
(2006) menjelaskan bahwa diversitas bakteri yamgdtensi mereduksi
nitrat di lingkungan perairan adalah cukup ting@leh karena itu,
penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pertundoulserta potensi
konsorsium bakteri pereduksi nitrat seaaxasitu

1.2 Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas maka penelitindirancang

untuk menjawab beberapa permasalahan berikut:

1.Bagaimana asosiasi antarisolat dalam konsorsiunebgkereduksi
nitrat yang diisolasi dari Waduk Sutami ?

2.Bagaimana pola pertumbuhan konsorsium bakteri p&sednitrat
dalam medium TSB dengan variasi konsentrasi nrab, 10, 20
mg/L dan dalam medium B-12 (N-100 mg/L)?

3.Bagaimana potensi konsorsium bakteri yang diisotksi Waduk
Sutami dalam mereduksi nitrat dalam medium TSB dengariasi
konsentrasi nitrat 0, 5, 10, 20 mg/L dan dalam m&adB-12 (N-100
mg/L)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui asosiasi antarisolat konsorsium bagereduksi nitrat
yang diisolasi dari Waduk Sutami.

2. Mengetahui pola pertumbuhan konsorsium baktereguksi nitrat
dalam medium TSB dengan variasi konsentrasi nitrd, 10, 20
mg/L dan dalam medium B-12 (N-100 mg/L).

3. Mengetahui potensi konsorsium bakteri peredukigiat yang
diisolasi dari Waduk Sutami dalam medium TSB dengariasi



konsentrasi nitrat 0, 5, 10, 20 mg/L dan dalam m&ads-12 (N-100
mg/L).

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk meropeh kombinasi
terbaik dari beberapa mikroorganisme pereduksiamitfrang dapat
diaplikasikan secara efektif dalam mereduksi nitiaperairan tawar,
sehingga pada akhirnya dapat membantu pemerintiimdaidang
teknologi perlindungan lingkungan perairan tawarodek tersebut
diharapkan berdaya dan berhasil guna, murah sepat diadopsi oleh
pengelola perairan.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Waduk Sutami dan Beberapa Permasalahan Terkait

Beberapa waduk di antaranya Waduk Lahor, §@oWlingi Raya,
dan Sutami (Karangkates) dibangun di sepanjangasiBrgntas guna
memanfaatkan potensi yang ada pada aliran air stegsebut (peta
lokasi pada lampiran 2). Karakteristik kualitas aduk Sutami pada
dasarnya dipengaruhi oleh sumber-sumber air yanmgatie ke waduk
tersebut seperti Sungai Metro, Brantas, dan L&gaduk tergolong
jenis ekosistem terbuka sehingga kondisi wadukatagigengaruhi oleh
lingkungan. Pengaruh utama lingkungan adalah pakaasnutrisi dari
luar perairan. Nutrisi dari luar yang banyak mengagohi kondisi
waduk adalah fosfat dan nitrat (Smith, 1990; Hart€02; Perum Jasa
Tirta | Malang, 2002 dalam Rosyidah, 2005; Soeddkk., 2006; Jasa
Tirta, 2007).

Hasil kajian awal Puslitbang SDA, Dep. Kimpraswiuga
menunjukkan bahwa Waduk Sutami telah mengalambfkdisi yang
diindikasikan dengan tumbuhnya ganggang atau aligdem jumlah
melimpah akibat tingginya kandungan nutrisi (fosfan nitrat) yang
terakumulasi di perairan wadulPerum Jasa Tirta | Malang, 2002).
Gejala eutrofikasi di perairan waduk biasanya ditkikan dengan
melimpahnya konsentrasi unsur hara dan perubahampger kimiawi
seperti oksigen terlarut (DO), kandungan Kklorofiltarbiditas, dan
produktivitas primer. Hal ini berdampak pada tengd peningkatan
konsentrasi biomassa di bagian epilimnion wadukastngginya laju
pengendapan alga ke bagian dalam kolom air, sehimgegnjadikan
kondisi anaerob pada daerah hipolimnion. Meningkatmsur hara di
waduk akan meningkatkan biomassa jenis produsegrtsepikroalga
tetapi akan menurunkan jenis konsumer. Salah sattolenya adalah
melimpahnya alga yang biasa didominansi di&fe greenalgae (alga
biru-hijau) serta berkembangnya gulma air. Fenon®reofikasi juga
berdampak terhadap meningkatnya jumlah kematiam den sulitnya
pengolahan air untuk air minum. Kondisi ini perrtafjadi di daerah
sub-tropis pada alga jenidycrocystis spp. yang mensekresikan
endotoksin dan eksotoksiMycrocystir) yang bersifat toksik bagi saraf
serta hepar, sehingga dapat mengakibatkan kemagaran-hewan
ternak (Kurmayeet al, 2003).
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Marganof (2007) menjelaskan bahwa ada enaikatut utama yang
dapat dipakai untuk mendeteksi terjadinya eutrsfikk suatu perairan
tawar, yakni: 1) menurunnya konsentrasi oksigernardr di zone
hipolimnotik, 2) meningkatnya konsentrasi unsuah&) meningkatnya
padatan tersuspensi, terutama bahan organik, 4pfmya populasi
fitoplankton yang dominan dari kelompok diatoma@dda kelompok
chlorophyceag 5) meningkatnya konsentrasi fosfat dan nitrat, 6)
menurunnya penetrasi cahaya (meningkatnya kekeruhgondisi
perairan tawar berdasarkan kandungan hara dapé#asifikasikan
menjadi tiga kategori, yaitu waduk eutrofik, oligitk, dan mesotrofik
Waduk eutrofik (kadar hara tinggi) merupakan waddé&ngkal,
tumbuhan litoral melimpah, kepadatan plankton letitggi, sering
terjadi blooming alga dengan tingkat penetrasi cahaya matahari
umumnya rendah. Waduk oligotrofik adalah waduk @enkadar hara
rendah, merupakan waduk yang cukup dalam, dengagiarba
hipolimnion lebih besar dibandingkan dengan bagegpilimnion.
Semakin dalam suatu waduk maka tingkat kesuburnaralse rendah,
tumbuhan litoral jarang dan kepadatan planktonakmdengan jumlah
spesies yang banyak. Waduk mesotropik merupakarukvdéngan
kadar nutrien sedang, merupakan peralihan antataeaksifat waduk
eutrofik dan oligotrofik. Tingkatrofik (kesuburan) suatu waduk juga
dapat dinyatakan berdasarkan biomassa fitoplanikandungan total
nitrogen (TN) dan total fosfat (TP), seperti dikaji pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Klasifikasi tingkat kesuburan perairamula

Tipe trofik Biomassa fitoplankton TN (ug/l) TP ug/l)
(mg.C/m)

Oligotrofik 20 -100 < 250 <5

Mesotrofik 100 — 300 250 - 600 5-10

Eutrofik > 300 500 - 1100 10-30

Hipertrofik = 500 - 15000 30 - 5000

Keterangan : TN = Total Nitrogen; TP = Totasfft; (-) = tersedia
dalam jumlah yang melimpah (Marganof, 2007).

Menurut Palmer dan Roy (2001) ada lima kate@ondisi suatu
perairan tawar berdasarkan pada kandungan fosfakldeofil, yaitu: 1)
Ultraoligotrofik, dengan fosfat total sebesar 0,004 mg/L dan
kandungan klorofil sebesar0,001 mg/L. 2) Oligotrofik, dengan fosfat
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total sebesarx 0,01 mg/L dan kandungan klorofil sebesal0,0025

mg/L. 3) Mesotrofik, dengan fosfat total sebes@i0; 0,035 mg/L dan
kandungan klorofil sebesar 0,0025 — 0,008 mg/LEd{rofik, dengan
fosfat total sebesar 0,035 — 0,1 mg/L dan kandurdamofil sebesar
0,008 — 0,025 mg/L. 5) Hipereutrofik, dengan fostdal sebesar 0,1

mg/L dan kandungan klorofil sebesaf,025 mg/L.

Ratcliffe (1977cit. Palmer dan Roy 2001) menjelaskan ada empat
kategori kondisi perairan tawar berdasarkan kananr©@aCQ dan pH,
yaitu: 1) Distrofik, dengan kandungan Ca{3®besar 0,2 mg/L dan pH
kurang dari 6. 2) Oligotrofik, dengan kandungan OaGebesar 0,10
mg/L dan pH 6 — 7. 3)Mesotrofik, dengan kandunga@@ sebesar 10
- 30 mg/L dan pH sekitar 7. 4) Eutrofik, dengan damgan CaCO3
lebih dari 30 mg/L dan pH lebih dari 7.

Hasil penelitian Soedarti, dkk (2006) menjksas bahwa, dari hasil
pengukuran parameter fisikokimiawi air pada samgehiran Waduk
Sutami Malang menunjukkan rata-rata temperatur gatlruh stasiun
penelitian berkisar 27—28,4°C dan pH berkisar 6,8-8nperatur yang
optimum bagi produktivitas fitoplankton adalah bsak 25-30°C
sedangkan pH yang optimum bagi produktivitas faogton adalah 7—8
(Soedarti, dkk., 2006).

Kadar oksigen pada sampel air Waduk Sutami etnus |okasi
berkisar 6,7 hingga 7,5 mg/IS¢edarti, dkk., 2006 MenurutHammer
(1996) kadar oksigen terlarut yang optimum di perairanaraadalah
lebih dari tujuh miligram per liter. Oksigen dapatenjadi faktor
pembatas bagi kehidupan organisme di suatu per@kankadarnya
kurang dari kadar optimum. Berkurangnya kadar aksigli suatu
perairan dapat disebabkan oleh terjadinya pencemargkungan di
tempat tersebut. Hal ini dikarenakan kadar oksigang terlarut di
dalam air digunakan oleh mikroorganisme untuk mereatau
mendegradasi sampah organik sehingga menjadi bgduagn mudah
menguap yang biasanya ditandai oleh bau busuk tsdpepmena
BloomingMicrocystisspp.

Hasil penelitan Samino dan Retnaningdyah (208#nunjukkan
bahwa perairan Waduk Sutami telah tercemar olelarbahnganik. Hal
tersebut ditandai dengan nilai BOD dan COD yangtifelinggi. Pada
tahun 2002 kadar BOD berkisar 7,147 - 46,183 mglh Kadar COD
berkisar 21,531 - 114,055 mg/L. Kadar BOD Wadula8utpada waktu
pantau 2004 berkisar 4,3 - 9,6 mg/L sedangkan k&dab berkisar
10,19 - 27,23 mg/L. Pada tahun 2005 kadar BOD barks,9 - 27,4
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mg/L dan kadar COD berkisar 12,4 - 106,4 mg/L. Padtu pantau
bulan Januari sampai Maret 2006 kadar BOD WadukrSiuberkisar
5,4 - 9,2 mg/L, sedangkan kadar COD berkisar 18,3-hg/L.

Pencemaran bahan organik juga dapat ditunjukari hasil
perhitungan Indeks pencemarnamplisit Prati’'s yang pada tahun 2002,
2004, dan 2005. Nilai indeks yang berkisar 1,36802tahun 2004)
termasuk dalam kategori dapat ditoleric€eptable Nilai indeks
berkisar 2,59 - 3,52 (tahun 2005) termasuk dalategkai tercemar
ringan Slightly polluted. Sedangkan nilai indeks berkisar 1,71 - 8,24
(untuk tahun 2002) dan 1,92 — 8,37 (untuk tahun520faret 2006)
termasuk dalam kategori tercemar bersgvily pollutedl.

2.2 Bakteri Pereduksi Nitrat

Metode reduksi kadar nutrien secara biologiaht menarik banyak
perhatian dibandingkan dengan metode secara kimidval ini
disebabkan oleh mahalnya biaya metode kimiawi bertseserta
banyaknya sisa (residu) hasil proses secara kimBeduksi nutrien
secara biologis dapat digolongkan menjadi tiga daieberdasarkan
habitat dari mikroorganisme pelaku, yaitu: anadgol@noxic dan
aerobik. Untuk mekanisme anaerobik, sebagai coatidlah bakteri
pengakumulasi fosfat. Fenomena denitrifikasi spamanfaatan fosfat
dapat menjadi contoh untuk kondemoxic sedangkan sebagai contoh
untuk kondisi aerob adalah beberapa mekanismefikasi oleh
sebagian bakteri pelaku denitrifikasi (Ramothoka@l, 2006).

Pada kondisanoxic nitrat merupakan senyawa yang cukup potensial
untuk menggantikan peran oksigen dalam rangka manja
keberlangsungan proses respirasi di dalam sel r(Pétal 1997).
Paustian (2000) menjelaskan bahwa pada umumnyarbakéemiliki
kemampuan untuk memfungsikan segala jenis atom umaspnyawa
penerima elektrortérminal electron acceptoyselain dari oksigen

Proses yang berlangsung di dalam sel baktata gkondisianoxic
dengan memanfaatkan nitrat (NOsebagai pengganti oksigen dikenal
dengan proses reduksi nitrat. Dalam proses terstnjadi transfer
sebanyak dua elektron melaf@uinone pookemudiancytochrome b/c
complex yang selanjutnya enzim nitrat reduktase berpetalam
transpor proton melalui membran, sehingga hasi yéiperoleh adalah
perubahan nitrat menjadi nitrit (NP (Paustian, 2000).



NO; + 26 + 2H — NO, + H,0 (2.1)

Nitrit yang merupakan hasil dari proses redukdrat masih
merupakan molekul yang berpotensi tinggi teroksjddan bahkan
dapat menerima lebih dari enam elektron sebeluedidisi sempurna
menjadi gas nitrogen. Oleh karena itu hingga tahagNOs; menjadi
NO,) proses denitrifikasi belum berjalan sempurna.

NO; — » NO, —» NO—>»NO —> N (2.2)

Denitrifikasi merupakan konversi biologis senga nitrat (NQ)
menjadi nitrit (NQ), nitrous oxide(N,O) dan molekul nitrogen (@)
Proses biologis dalam reduksi konsentrasi nitratngyatinggi
(denitrifikasi) dijalankan secara teratur dan Heafa oleh beberapa
bakteri fakultatif anaerob maupun bakteri aerob.| Harsebut
disebabkan oleh beberapa gas yang terbentuk aNtagahingga N
bersifat toksik terhadap mekanisme metabolisméRsaar,et.al 1997;
Paustian, 2000; Takayat al, 2003; Ramothokangt al, 2006; Li,
2007).

Mekanisme denitrifikasi dapat berlangsung d@englua tipe, tipe
pertama yaituassimilatoryyang berarti mengambil nutrien dari tanah
kemudian ditransfer ke sel untuk dimanfaatkan dalbimsintesis
makromolekul. Tipe kedua adalatdissimilatory yang berarti
menggunakan substrat sebagai tempat untuk menangekigon dan
kemudian mengumpulkan energi (Paustian, 2000).

Total elektron yang dibutuhkan untuk prosesitdékasi (dari NG
hingga menjadi B adalah sebanyak delapan elektron. Nitrat {NO
merupakan wujud sumber nitrogen terbesar di bicsfezlah gas Ndi
atmosfer serta sumber nitrogen yang paling banygkndkan oleh
organisme hidup termasuk tumbuhan tingkat tinglgjae, fungi, dan
bahkan bakteri. Nitrit (N@®) merupakan senyawa yang belum stabil
(masih dapat menerima elektron dalam jumlah banydkijic oxide
(NO) merupakan gas yang belum stabil yang sewalkttw dapat
keluar dari sel, NO juga berkontribusi dalam hajatdinya efek rumah
kaca @reenhouse efféctserta dalam hal pemanasan globgloi§al
warming. Nitrous oxide (N,O) merupakan gas yang masih bersifat
kurang stabil karena dapat merusak lapisan steatosdupun troposfer
pada ozon dan masih berpotensi toksik walaupuk teftalu berbahaya
sebagaimana gas NO (Hamer, 1997; Paustian, 200@00i7). Hamer
(1997) menjelaskan bahwa ketersediaandan kondisi pH rendah
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merupakan dua faktor utama yang menyebabkan teterg NO pada
saat proses denitrifikasi. Beberapa jenis baktarigytelah diketahui
memiliki potensi dalam hal mereduksi nitrat addPatnacoccus species
Pseudomonas stutzeri Pseudomonas aerugingsa Rhodobacter
sphaeroides(Paustian, 2000)Paracoccus denitrificangBlaszczyk,
1993), Klebsiella oxytocaCECT860, Klebsiella pneumonia0231,
Klebsiella planticolaCECT843,Escherichia colIET8000 (Pifaret.al,
1997). Beberapa contoh konsorsium bakteri peredoksat adalah
Pseudomonas stutzedengan Arthobacter sp. (Sheteet.al, 2008),
Paracoccus denitrificansdengan isolat bakteri pendegradasi Fe(0)
(Dejournett and Alvarez, 2000R@lcaligenesdenganCorynebacterium
Bacillus sp., Pseudomonassp. dan Micrococcus sp. (Chitra and
Lakshmanaperumalsamy, 2006). Thawtral. (1977) dalam Britainet

al. (1992) menjelaskan (Tabel 2.2) bahwa berdasajikasah energi
yang dihasilkan dari reaksi penerimaan elektrorsiggn merupakan
molekul yang paling besar menghasilkan energi. Kiamu reaksi
reduksi nitrat menjadi N selanjutnya reduksi nitrat menjadi ammonia,
reduksi sulfat menjadsulphide dan reduksi karbondioksida menjadi
methana yang hanya menghasilkan 14% dari totalsrgzdnerimaan
elektron oleh oksigen.

Tabel 2.2 Beberapa contoh reaksi senyawa anorganirima elektron

Energi Energi
: yang dihasilkan
N Al dibutuhkan  (kJ/mol)
(kJ/mol)

1 O+ 2H, —» 2HO 475 238
2 2NO; + 2H' + 5H, —» N+ 6H,0 1125 225
3 NOs + 2H" + 4H, —» NH,' + 3H,0 602 150
4 SQ? + H' + 4H, — SH+ 4H,0 153 38
5 HCO; + 4H, + H — CH, + 3H,0 136 34

Nitrogen di perairan terdapat dalam bentukNgasNO,, NO;', NH3
dan NH," serta sejumlah N yang berikatan membentuk sengaganik
kompleks. Sumber nitrogen terbesar (sekitar 80%adad dari udara,
dalam bentuk nitrogen bebas yang masuk melal@rsifiksasi biologis
dalam kondisi aerob. Keberadaan nitrogen di peradapat berupa
nitrogen anorganik maupun organik. Nitrogen anaiggardiri atas ion
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nitrit (NO,), ion nitrat (NQ), ammonia (NH), ion ammonium (Nk)
dan molekul N yang terlarut dalam air, sedangkan nitrogen okgani
berupa protein, asam amino, dan urea akan mengedaam air.
Bentuk-bentuk nitrogen tersebut mengalami transhsim (yang
sebagian besar melibatkan mekanisme mikrobiologgblagai bagian
dari siklus nitrogen. Transformasi nitrogen secargkrobiologis
mencakup beberapa hal berik(lti, 2007) : 1) Asimilasi nitrogen
anorganik (nitrat dan ammonium) oleh tumbuhan d@étraorganisme
(bakteri autotrof) untuk membentuk nitrogen organiisalnya asam
amino dan protein. 2) Fiksasi gas nitrogen menjaimonia dan
nitrogen organik oleh mikroorganisme. Fiksasi gasogen secara
langsung dapat dilakukan oleh beberapa jenis @jggnophyta(alga
biru) dan bakteri.

N, + 3H, €2 2NH (ammonia); atau NH (ion ammonium) (2.3)

lon ammonium yang tidak berbahaya adalah Bentiogen hasil
hidrolisis ammonia yang berlangsung dalam kesetngia seperti
reaksi berikut:
Kondisi pada pH tinggi (suasana basa) akan menyababon
ammonium menjadi ammonium hidroksida yang tidaldisesiasi dan
bersifat racun. 3) Nitrifikasi yaitu oksidasi amnmenjadi nitrit dan
nitrat dapat dilakukan oleh bakteri aerob. Nitdfk berjalan secara
optimum pada pH 8 dan berkurang secara nyata ga&anmn

NH," + 3/2Q Nosemonas - o + NO, + H,0 (2.5)
NO, + Yo Q Nurobacter | N, (2.6)

Hasil oksidasi tersebut sangat reaktif dan mudalt,|zehingga dapat
langsung digunakan dalam proses biologis. 4) Aniasf nitrogen
organik untuk menghasilkan ammonia selama prosd®nyBOSISi
bahan organik. Proses ini banyak dilakukan olehraoilganisme yang
membutuhkan oksigen untuk mengubah senyawa an&rgaenjadi
karbondioksida. Selain itu, autolisasi atau pecahegl dan eksresi
ammonia oleh zooplankton dan ikan juga berperamgsebpemasok
ammonia. 5) Denitrifikasi yaitu proses reduksi semy nitrat (NQ)
menjadi nitrit (NQ), kemudian nitrous oxide (N,O) dan molekul
nitrogen (N) yang berjalan optimum pada kondmmnoxic (tak ada
oksigen) maupun pada kondisi aerob (Takastaal, 2003). Nitrous
oxide (N,O) adalah produk utama dari denitrifikasi pada ipana
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dengan kadar oksigen sangat rendah, sedangkanuhaiglogen (N)
adalah produk utama dari proses denitrifikasi pkoadisi anaerob.
Ramothokang.et al. (2006) menambahkan bahwa pada kondisi pH
rendah proses denitrifikasi akan tetap dapat bgslamg walaupun
bukan pada kondisinoxic

2.3 Asosiasi Bakteri

Seluruh mikroorganisme di linkungan senantiasa éderkpok
dengan sesama jenis membentuk populasi hingga nmémkbsuatu
komunitas dari sejumlah populasi yang berbeda. ddilganisme dapat
berasosiasi dengan organisme lain secara fisiklmnelaa mekanisme,
yaitu keberadaan suatu organisme yang umumnya ikemkuran
lebih kecil (sebagakectosymbiont pada permukaan luar organisme
lainnya yang umumnya berukuran lebih besar, haétart biasa dikenal
dengan istilahectosymbiosis Mekanisme lainnya adalah keberadaan
suatu organisme yang umumnya memiliki ukuran |ddghil (sebagai
endosymbiontpada bagian dalam organisme lain, yang dikenadaie
istilah endosymbiosiéPrescott, 2003).

Interaksi pada skala bakteri dikenal pula dengstilah asosiasi
Istilah asosiasi dapat digunakan untuk mendeskapssuatu interaksi
fisik diantara bakteri. Asosiasi antarbakteri pdidgkungan perairan
adalah cukup kompleks yang membentuk struktur yeertapis dengan
penampakan formasi yang mirip serta mekanismeldgi® yang saling
melengkapi. Mekanisme asosiasi, tidak selalu mesitifam pertukaran
informasi diantara mikroorganisme tersebut. Seaaraim, asosiasi
diklasifikasikan menjadi dua bagian, yakni asosyasig sifatnya positif
(mutualisme, syntrofisme, protokooperasi, komesgai, dan
konsorsium), maupun negatif (predasi, parasitisamensalisme, dan
kompetisi) (Prescott, 2003).

Mutualisme merupakan suatu jenis asosiasi ykag membuahkan
keuntungan (atau saling menguntungkan) bagi kedkeoanganisme
yang berinteraksi. Jenis interaksi yang berlangsadglah interaksi
yang sifatnya obligat bagi masing-masing mikroorgjae, yaitu suatu
interaksi yang saling menggantungkan pada yang $ébagai contoh
adalah Lichens yang merupakan hasil interaksi nligtna dari jenis
Ascomycetes spesifik serta genus tertentu darmfil@yanobacteria
(alga biru hijau) (Prescott, 2003).
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Syntrofisme merupakan jenis asosiasi yangupdrtihan salah satu
dari dua mikroorganisme yang saling berinteraksgaetung atau
bahkan dapat lebih tersokong dengan adanya nigubstrat, maupun
faktor-faktor penyokong pertumbuhan yang disediakarieh
mikroorganisme lainnya. Tipe interaksi ini termask&dalam tipe
mutualisme dan juga dikenal sebagai tipm$s feedingserta ‘satellite
phenomendh(Prescott, 2003).

Protokooperasi merupakan jenis asosiasi yairgp rdengan tipe
mutualisme, tetapi dengan tanpa adanya keterikangantungan
(obligasi) antara mikroorganisme yang saling beraksi. Dengan
demikian jika salah satu nutrisi penting bagi mgsmasing
mikroorganisme telah tersedia di media (lingkungambuh) maka
masing-masing mikroorganisme tersebut akan melayysn
metabolisme secara independen. Sebagai contoh dellmi adalah
fenomena asosiasi yang terjadiant@esulfovibriodenganChromatium
yang menggabungkan siklus karbon dengan siklusursiifPrescott,
2003).

Komensalisme merupakan jenis asosiasi yang yefbatkan
untungnya salah satu mikroorganisme (commensalnggadn yang
lainnya tidak mengalami kerugian dan tidak pula rtikirkontribusi
terhadap keuntungan tersebut. Sebagai contoh agedahs nitrifikasi,
tepatnya pada proses oksidasi ion amonia menjatlit roleh
Nitrosomonasyang selanjutnya akan dimanfaatkan olitrobacter
untuk mengoksidasi nitrit menjadi nitrat (Presca@03).

Konsorsium merupakan jenis asosiasi yang galiienguntungkan
bagi mikroorganisme pelaku, serta saling bekerjanasauntuk
melakukan suatu aktivitas yang saling menguntungieng tidak dapat
terwujud jika diselesaikan secara individualis. Barsium jauh lebih
luas daripada syntrofisme, dikarenakan konsorsidak tterbatas hanya
pada kerja sama saling menguntungkan dalam halskeli@an nutrisi
namun juga dalam hal yang lain seperti penurundarksuatu senyawa
yang berlebih yang ada di habitat hidup mikroorgana tersebut
(Sanchez, 2006).

Predasi merupakan jenis asosiasi yang nedatiban mekanisme
memakan maupun membunuh satu mikroorganisme terhada
mikroorganisme lainnya, hal ini akan berdampak #iem terhadap
salah satu mikroorganisme dan keuntungan bagi Yaing Diantara
contoh jenis bakteri yang bersifat predator baditdra lainnya adalah
Bdellovibrio, Vampirococcus sertaDaptobacter(Prescott, 2003).
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Parasitisme merupakan jenis asosiasi yang pclkampleks dan
memiliki perbedaan kecil terhadap tipe predasi.aRgmk ini, salah satu
mikroorganisme mendapatkan keuntungan dari mikeousgne lain
(bisa dengan pengambilan nutrisi maupun perawataik fsel)
sedangkan mikroorganisme inang tersebut biasanpgatami kerugian.
Dalam tipe ini pula ada tingkatan koeksistensi oig/ae terhadap host,
hal ini bergantung pada mekanisme pertahanan ydagada masing-
masing mikroorganisme sehingga bagi mikroorganigareg awalnya
berstatus sebagai host tidak tertutup kemungkirkam derbalik terus
menerus memparasiti hingga bersifat patogen dambhbr status
menjadi predator bagi yang lainnya. Sebagai contathalah
Rizhophydium sphaerocarpuifyang merupakan parasit bagi fungi)
terhadap alg&pyrogyraPrescott, 2003).

Amensalisme merupakan jenis asosiasi yang efieikan kerugian
pada salah satu mikroorganisme yang disebabkanntlaloorganisme
lainnya (Prescott, 2003).

Kompetisi merupakan jenis asosiasi yang terjadika ada dua
individu, populasi, maupun komunitas mikroorganisiygng ingin
mendapatkan sumber nutrisi tertentu yang sama aethatas (Prescott,
2003).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Pelkir2@08 hingga bulan
Oktober 2008. Uji karakterisasi dan asosiasi astéat bakteri
pereduksi nitrat serta uji potensi konsorsium bakpereduksi nitrat
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Rigi, Fakultas
Matematika dan Ilimu Pengetahuan Alam, Universitaawiaya,
Malang.

3.2 Sumber Isolat

Isolat-isolat bakteri pereduksi nitrat diperolehrid&/aduk Sutami
yang diisolasi oleh peneliti terdahulu. Kode |sesatiat bakteri tersebut
adalah DR-14, DR-27-1, DU-30-1, DU-30-2, TA-8, DU-2.

3.3 Peremajaan Isolat

Isolat-isolat bakteri yang digunakan pada pese ini masing-
masing diremajakan dengan menggoreskan satu o&seride dalam
medium TSA Trypticase Soy Agamiring. Inkubasi dilakukan selama
24 jam pada suhu ruang. Tujuan dari langkah tetsaBalah untuk
mendapatkan koloni-koloni bakteri dalam fase vegeta

3.4 Karakterisasi Bakteri Pereduksi Nitrat

Uji karakter morfologis, fisiologis, dan biokimiavgolat-isolat untuk
konsorsium ini dilakukan untuk mengetahui beberkpeakter dasar
spesifik dari masing-masing isolat konsorsium. Wwjjitersebut meliputi:
Pengamatan sel, Uji Biokimiawi, serta Uji fisiolegi

3.4.1 Pengamatan sel

Pewarnaan Gram.Akuades steril diteteskan pada gelas obyek yang
sebelumnya telah dibersihkan dengan etanol 70%anféhya
ditambahkan satu oose biakan berumur 24 jam kemutiiatakan pada
permukaan gelas obyek sekitar 1,5 x 1,5.dPneparat difiksasi di atas
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api bunsen kemudian digenangi dengan cat Gram itdkrviolet)
selama 1 menit. Sisa cat dibuang kemudian prepiahti dengan air
mengalir dan dikeringanginkan. Preparat selanjuttiganangi dengan
cat Gram B (iodin) selama 0,5-1 menit. Selanjutsyspensi cat gram B
dibuang dan preparat dialiri air mengalir. Prepalitdtesi dengan cat
Gram C (etanol) sampai warna cat tepat terluntu(kaBO detik). Sisa
cat dibuang, preparat dialiri air mengalir kemuddikeringanginkan.
Preparat kemudian digenangi dengan cat Gram Da(sajrselama 1-2
menit. Sisa cat dibuang kemudian preparat dikerigiggkan. Preparat
diamati pada perbesaran mikroskop 1000x untuk mehgekarakter
morfologi sel bakteri (Cappucino dan Sherman, 2005)

Pengukuran dan pengamatan bentuk sel (Benson, 2002%el
bakteri yang diamati dibawah mikroskop binokuleLY®PUS) pada
perbesaran 1000x diukur dengan mikrometer okulengydelah
dikalibrasi dengan mikrometer objektif. Nilai kai#si ditentukan
dengan rumus:

Skala mikrometer obyektif x 0,01 mm

Skala mikrometer okuler (3.1)
Keterangan: 1 skala mikrometer okuler = 0.0025 mm 2,5pm.

Mikrometer objektif kemudian dilepas, selanjutnyagarat pewarnaan
gram diletakkan pada meja objek, kemudian diukurjgrey sel pada
preparat tersebut dengan menggunakan mikrometederokpada
perbesaran 1000x. Panjang sel bakteri yang seshnggudapat
diketahui dengan rumus:

Nilai Kalibrasi (mm) x panjang gekala okuler) (3.2)

Pewarnaan endosporaDilakukan dengan cara membuat apusan sel
bakteri pada gelas obyek, kemudian dilakukan fiks8elanjutnya
apusan bakteri tersebut digenangi dengan pewartekimhijau serta
dipanaskan diatas uap air dari hasil rebusan aig yaendidih selama
sepuluh menit dan dijaga agar pewarna malakit higggebut tidak
mengering. Kemudian didiamkan hingga suhu pada sgelayek
kembali normal dan kelebihan pewarna malakit hjawci dengan air
mengalir. Preparat dikeringkan serta digenangi a@emmewarna safranin
selama 1-2 menit. Selanjutnya preparat dicuci deagamengalir, serta
dikeringanginkan. Preparat hasil pewarnaan endasgiamati dibawah
mikroskop cahaya tampak dengan menggunakan peanesad0 X.
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3.4.2 Uji biokimiawi

Uji katalase. Dilakukan dengan cara menyediakan preparat masing-
masing isolat di atas gelas objek, kemudian dit&¥#sH,0O, (Hidrogen
peroksida) sebanyak satu atau dua tetes. Selaajuttigmati
pembentukan gelembung gas yang menandakan ujibterselalah
positif (Benson, 2002).

Uji oksidase. Bactident oxidasqgMERCK) sebagai kit indikator
aktivitas enzim oksidase ditetesi dengan kultulaisioakteri dan diamati
terjadinya perubahan warna pada kertas indikatsebeit. Reaksi
positif ditandai dengan perubahan warna pada kerthlsator menjadi
biru keunguan (Benson, 2002).

Uji amilolitik. Dilakukan dengan mempersiapkan medium NA
(Nutrient Agar- Oxoid) serta 1%starch (pati) yang disterilisasi secara
terpisah dan kemudian dicampur secara aseptisnjSelga medium
NA dalam keadaan cair dituang kedalam cawan peetrii gpour plate
dan dibiarkan memadat. Masing-masing isolat dikatolpada medium
yang telah memadat tersebut. Setelah isolat dimtol selanjutnya
medium tersebut diinkubasi pada suhiQselama 24 jam kemudian
diamati pertumbuhan koloni dan keberadaan zonanbedi sekitar
koloni yang tumbubh.

Uji proteolitik. Dilakukan dengan menginokulasikan masing-masing
dari keenam isolat bakteri pereduksi nitrat padaliome proteolitik.
Medium yang telah diinokulasikan isolat bakteriala@mnya selanjutnya
diinkubasi pada suhu 27 selama 24 jam. Visualisasi zona bening
diamati di sekitar koloni yang tumbuh. Diameter @dmening yang
terbentuk di sekitar koloni. Kemudian, luas koldiukur dan dihitung
nilai indeks zona bening. Indeks zona bening mé@paasio antara
luas zona bening dengan luas koloni. Isolat-isd&tgan indeks zona
bening tertinggi diduga merupakan koloni yang mikmibktivitas
enzim tertinggi diantara isolat-isolat yang lain.

Uji selulolitik. Dilakukan dengan menginokulasikan masing-masing
dari keenam isolat bakteri tersebut ke dalam mediarboxymethyl
Cellulose(CMC) agar (Kanto Chemical Co., Inc.). Kultur sglanya
diinkubasikan pada suhu %7 selama 48 jam. Visualisasi zona bening
dilakukan dengan menggunak@nngo Red1 mg/ml) selama 15 menit,
kemudian dicuci dengan NaCl 1M. Diukdiameter zona bening yang
terbentuk di sekitar koloni dengan menggunakan gams; kemudian
dihitung nilai indeks zona bening. Indeks zona bgninerupakan rasio
antara luas zona bening dengan luas koloni. I$etédt dengan indeks
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zona bening tertinggi diduga merupakan koloni yaregniliki aktivitas
enzim lebih tinggi diantara isolat-isolat yang |éxpun, et al. 2000).

Indeks zona bening = Luas B

Luas A
Keterangan :
A = koloni
B = zona bening (3.2

A B

Uji Sitrat-Simon. Dilakukan dengan mempersiapkan medium Sitrat-
Simon di tabung reaksi, kemudian setelah distaslisnasing-masing
tebung reaksi tersebut dimiringkan, dibiarkan hanggemadat, dan
kemudian masing-masing isolat digoreskan di medieang telah
memadat tersebut. Selanjutnya medium hasil inokdiaskubasi pada
suhu 27C selama 24 jam serta diamati perubahan warna medari
hijau menjadi biru yang mengindikasikan uji posgérta kemampuan
bakteri dalam menggunakan sitrat sebagai sumbéokasatu-satunya
sehingga pH medium menjadi basa.

3.4.3 Uji fisiologis

Uji motilitas. Dilakukan dengan mempersiapkan medium MIO
(Motility Indole Ornithine- SIGMA) yang merupakan jenis medium
semi solid yang berfungsi untuk mengamati motilidasi jenis bakteri
tertentu. Uji motilitas dilakukan dengan menginalgilkoloni bakteri ke
dalam medium MIO dengan menggunakan jarum enteg gansukkan
kedalam medium hingga 2/3 dari permukaan medium, kemudian
diinkubasi pada suhu ruang dan diamati pola pertnab bakteri di
sekitar garis jarum enten hasil inokulasi serteulpghan warna pada
medium tersebut
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3.5 Uji Asosiasi Antarisolat Bakteri Pereduksi Nitrat

Uji asosiasi antarisolat bakteri dilakukan untuk ngetahui
antagonisme antarisolat bakteri pereduksi nitrgi. ibi dilakukan
dengan cara mengambil satu oose dari tiap-tidatibasil peremajaan
ke dalam tabung eppendorf yang berisi 0,5 ml bdéfsfat. Suspensi ini
divorteks hingga homogen (komposisi tercantum paagiran 2, tabel
1). Sebanyak 0,1 ml suspensi tersebut diambil damdhhkan ke
dalam cawan petri kemudian dicampur dengan mediuBA T
(Trypticase Soy Agar Oxoid) dengan metodaetode cawan tuandan
ditunggu hingga media memadat. Isolat bakteri kangang berbeda
jenis diuji interaksinya dengan cara digoreskamapaddium yang telah
memadat tersebut. Medium yang telah berisi biagesebut selanjutnya
diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. Isabdatidakteri yang
dapat berasosiasi positif ditunjukkan dengan titkabentuknya zona
hambat (antagonisme negatif) pertumbuhan antala isakteri yang di
inokulasikan dengametode cawan tuang dengan isolat bakteri yang
digoreskan diatas medium. Jika diantara masingagasolat yang
digunakan untuk konsorsium tidak membentuk zona blaanmaka
isolat-isolat tersebut dapat digunakan untuk ujbeyikutnya (Rahayu,
2007).

3.6 Uji Potensi Konsorsium Bakteri Pereduksi Nitrat

Uji potensi konsorsium bakteri pereduksi nitdalam mereduksi
nitrat dilakukan pada dua jenis media, yaitu medit&B (Trypticase
Soy Broth— OXOID) + KNG; (Li, 2007)dan medium B-12 (komposisi
tercantum pada lampiran 2, tabel 3).

Pembuatan stok nitrat. Sumber nitrat yang digunakan pada
penelitian ini adalah KN©(Li, 2007). Ditimbang KNQ@ secukupnya,
dan dimasukkan ke dalam sebuah cawan petri untukudi@an
dipanaskan pada suhu 2G0di oven selama 24 jam. Sebanyak 0,7218 g
KNO; tersebut dilarutkan dalam 1000 ml akuades. Pad&latersebut
terkandung nitrat sebanyak 100 mg/L (Clesadral, 1989).

Pembuatan kurva standar densitas sel bakteri konseium
pereduksi nitrat. Enam isolat bakteri pereduksi nitrat di remajakan
pada medium TSA miring. Satu oose hasil peremajaan
diinokulasikan ke dalam medium TSB untuk membuak stultur,
selanjutnya diinkubasikan dalam inkubator gojogigpauhu 27C,
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kecepatan 120 rpm, selama 24 jam. Sebanyak 10 ¥staér kultur
diinokulasikan ke dalam medium TSB sebagai stokkihon
konsorsium. Stok inokulum ini di gojog pada kecapat20 rpm, 2C,
selama 24 jam. Hasil inkubasi ini selanjutnya dibparbandingan
antara stok inokulum dengan medium TSB steril yaify 1:1, 1:2, 1:4,
1.6, 1:8, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, dan 1:30. Masimasing suspensi
kultur ini dilakukan perhitungan densitas sel dengaemocytometer
serta pengukuran kerapatan optis dengan spekmoétén (Genesy¥
10 series)pada panjang gelombang) (600 nm dan 500 nm untuk
medium B-12. Kurva standar dibuat dengan cara nmepessamaan
regresi antara densitas optis dengan densitas abtérb Persamaan
regresi linier kurva standar diperoleh dengan mexhbrafik hubungan
antara densitas s€sumbu x (absis)) dengan nilai kerapatan optis
(sumbu y (ordinat)).

Pembuatan kurva baku nitrat. Kurva standar konsentrasi nitrat
(dengan KNQ@ sebagai sumber nitrat) dibuat dalam variasi kainasin0
(blanko); 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 11575; dan 2 mg/L.
Masing-masing variasi konsentrasi nitrat terseluinil sebanyak lima
mililiter untuk ditambahkan dengan reademcinesebanyak 0,5 ml dan
H,SO, pekat sebanyak lima mililiter. Suspensi tersebeiargutnya
ditunggu hingga suhu masing-masing perlakuan mencayhu normal,
dan kemudian dilakukan pengukuran absorbansi dengarmggunakan
spektrofotometer (Genesys10 series)pada panjang gelombani) (
410 nm. Persamaan regresi kurva standar dipera@ebgah membuat
grafik hubungan antara konsentrasi nitrat mg/L (@unx (absis))
dengan nilai absorbansi (sumbu y (ordinat)).

Pembuatan kurva pertumbuhan konsorsium bakteripereduksi
nitrat. Sebanyak 10% stok kultur konsorsium di medium TSBLY
sel/ml) diinokulasikan ke dalam medium uji (TSB dan penambahan
nitrat 5; 10; dan 20mg/L, serta B-12). linkubasiltlwu tersebut
dilakukan dengan digojog padeotary shaker (Kiuhner) dengan
kecepatan 120 rpm, 22, selama 24 jam. Densiitas sel dan konsentrasi
nitrat diukur pada jam ke-0, 6, 12, 18, dan 24. dites sel dihitung
dengan melihat peningkatan nilai kerapatan optitukypada panjang
gelombang X) 600 nm dan 500 nm untuk medium B-12, kemudian
dihitung dengan memasukkan nilai kerapatan optislken persamaan
regresi dari kurva standar yang telah dibuat. Kupsatumbuhan
konsorsium bakteri diperoleh dengan membuat gitafiungan antara
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waktu inkubasi (sumbu x (absis)) dengan densithisadeeri/ml (sumbu
y (ordinat)).

Penghitungan konsentrasi nitrat. Dilakukan dengan mengambil
kultur sebanyak 10 ml untuk disentrifugasi padeek@atan putar 8000
rom selama 10 menit pada suhu rua8gpernatan diambil sebanyak
lima mililiter untuk dilakukan uji dengan reageBrucine (dengan
perbandingan antara kultuBrucine: H,SO, pekat sebanyak 5 ml : 0,5
ml : 5 ml), setelah dilakukan penambahan reagéwdeap kultur, dilihat
kerapatan optis pada panjang gelombahp 410 nm. Kemudian
konsentrasi nitrat dihitung dengan mengkonversi kitrapatan optis ke
persamaan regresi dari kurva standar nitrat yala@) @ibuat (Clesceri,
et al, 1989). Kurva pertumbuhan konsorsium bakteri difgdr dengan
membuat grafik hubungan antara waktu inkubasi (sumb(absis))
dengan konsentrasi nitrat maupun amonia dari tsp&ktrofotometer
(sumbu y (ordinat)).

3.7 Rancangan Penelitian dan Analisis Data

Penelitian ini dilakukan lima percobaan dengaa kali ulangan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap Faktorial (Ra&#tdfial)
dengan variabel jenis medium dan waktu inkubasi:

Percobaan 1 : medium TSB tanpa penambahan sigtzgai kontrol
Percobaan 2 : medium TSB dengan penambahansetsasar 5mg/L
Percobaan 3 : medium TSB dengan penambahansetrasar 10mg/L
Percobaan 4 : medium TSB dengan penambahansétrasar 20mg/L
Percobaan 5 : medium B-12 dengan penambahan gldaissar 2,5
g/L danyeastextractsebesar 1 mg/L.
Data yang diperoleh dianalisis secara statistikgdenanalisis ragam
ANOVA (Analysis of Variance Hasil yang berbeda nyata
antarperlakuan dilanjutkan dengan uji perbandinganganda Beda
Nyata Jujur (BNJ) tingkat signifikansi 5% (= 0,05) menggunakan
software program SPSSor Windows Releasgersi 13.0. Data hasil
analisis diinterpretasikan secara kuantitatif digsikr
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Karakteristik Fenotip Isolat-isolat Bakteri Pereduksi Nitrat

Isolat-isolat penyusun konsorsium bakteri @geksi nitrat yang
digunakan dalam penelitian ini adalah DR-14, DU12DU-30-2, AT-8,
DU-27-4, DU-27-2. Keenam isolat tersebmtemiliki potensi yang
tergolong tinggi dalam mereduksi nitrat di antasalat-isolat yang
berhasil diisolasi pada penelitian sebelumnya. Keeimsolat tersebut
mempunyai kemampuan mereduksi nitrat sebesar 30-Qampiran 4).
Karakteristik morfologis, fisiologis, dan biokimiawari keenam isolat
tersebut tercantum pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Karakteristik fenotip isolat-isolat konsiam bakteri
pereduksi nitrat

Karakter Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat
DR-14 DU-27-1 DU-30-2 AT-8 DU-27-4 DU-27-2

Panjang sel 4,75 4,75 5 5 5 2,5

(m)

Diameter sel 0,98 1 1,25 2,23 1,25 1,25

(m)

Bentuk sel Batang Batang Batang Batang Batang Batan

Gram positif - bz + + +

Moatilitas + + + + + +

Sitrase + + + + +

Protease - + - -

Selulase - - + - + +

Amilase + + + + +

Katalase + + + + +

Oksidase + + + + +

Endospora + + +

Keterangan : Tanda (+) menunjukkan bahwa isolat ifierkarakter yang diuji; (-)
tidak memiliki karakter yang diuiji.

Tabel tersebut menunjukkan bahwa keselurulsahati memiliki
bentuk sel basil (batang). Panjang sel bervariatira 2,25 — 5um,
adapun diameter sel bervariasi antara 0,98 - 2n23Isolat DR-14 dan
DU-27-2 tergolong gram negatif, sedangkan keemgpalat lainnya
tergolong gram positif (gambar pada Lampiran 1@ddspora dimiliki
oleh isolat AT-8, DU-27-4, dan DU-27-2 sedangkaniatslainnya tidak
memiliki. Hasil uji motilitas menunjukkan bahwa kdsruhan enam

21



isolat tersebut bersifat motil, hal ini mengindikas bahwa masing-
masing isolat tersebut memiliki flagela.

Isolat DR-14, DU-27-1, AT-8, DU-27-4, dan DU-2 memiliki
kemampuan menghasilkan enzim sitrase, sedangkdat BtJ-30-2
tidak menghasilkan enzim sitrase. Menurut Alexartt#er Strete (2001)
serta Benson (2002) enzim sitrase merupakan enzng ydapat
menghidrolisis asam sitrat menjadi asam piruvagmassetat, serta
karbondioksida.

Isolat DU-30-2 menunjukkan uji proteolitik yapositif, sedangkan
kelima isolat lainnya tidak. Isolat DU-30-2, DUF-2, dan DU-27-2
menunjukkan uji selulolitik yang positif, sedangKeetiga isolat lainnya
tidak. Isolat DR-14, DU-27-1, AT-8, DU-27-4 dan [R7-2
menunjukkan uji amilolitik yang positif, sedangkasolat DU-30-2
menunjukkan hasil uji yang negatif. Atlas dan Barth993cit. Maieret
al., 2000) menjelaskan bahwa enzim amilase dapakrdsikan oleh
isolat-isolat bakteri yang memiliki kemampuan dalaemecah amilum
yang tergolong polisakarida menjadi gugus monosd&arEnzim
protease merupakan enzim yang dapat menghidrpiisi®in menjadi
asam amino. Menurut Pollackt al. (2005) enzim selulase merupakan
enzim pendegradasi selulosa yang merupakan guglsakasida
menjadi gugus gula yang lebih sederhana. Dengarkid@misolat yang
mampu menghasilkan enzim protease adalah isolaB@P-solat yang
mampu menghasilkan enzim selulase adalah isolaB®Y; DU-27-4,
DU-27-2, dan isolat yang mampu menghasilkan enzimage adalah
isolat DR-14, DU-27-1, AT-8, DU-27-4, dan DU-27-2.

Isolat DR-14, DU-27-1, DU-30-2, DU-27-4, dan UR7-2
menunjukkan karakter oksidase positif dengan pérabavarna pada
Bactident Oxidase Kimenjadi biru tua setelah koloni isolat diapuskan
pada kit uji tersebut. Hal ini menunjukkan bahwdéinka isolat bakteri
diduga memiliki kemampuan mensekresikan enzim gitokoksidase.
Isolat DU-30-1 tidak memiliki kemampuan dalam measgjtkan enzim
tersebut. Menurut Pollaclet al. (2005) rantai transpor elektron adalah
serangkaian reaksi yang menunjukkan langkah aldrir réspirasi sel
bakteri. Reaksi ini dikatalisis oleh enzim sitokraksidase. Sitokrom
oksidase mengoksidasi molekul transpor elektraokif®m c) yang
mereduksi oksigen untuk membentuk air. Reaksi iposdiri uji
oksidase ditunjukkan pada persamaan reaksi 4.1.
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sitokrom ¢ + @Q sitokrom oksidqsesitokrom c +HO
(tereduksi) " (teroksidasi)

sitokrom ¢ + reagen oksidase—» sitokoofreagen oksidase
(teroksidasi) (tereduksi) (terbentuk warna
biru)

(4.1)

Gambar 4.1 Diagram reaksi positif uji oksidase

Uji katalase dari keenam isolat tersebut mgrikkan hasil positif
pada isolat DR-14, DU-27-1, DU-30-2, AT-8, DU-27-dedangkan
hasil uji negatif ditunjukkan pada isolat DU-27-Benson (2002)
menjelaskan bahwa enzim katalase merupakan enzigiryangandung
unsur besi yang dapat menghidrolisigObl (hidrogen peroksida) yang
bersifat toksik menjadi ¥© dan Q. Dengan demikian, isolat DR-14,
DU-27-1, DU-30-2, AT-8, dan DU-27-4 mampu menghasil enzim
katalase. Keanekaragaman karakter yang dimiliki oleh iscéatat
pereduksi nitrat ini menunjukkan beragamnya isigialat tersebut.

4.2 Asosiasi Antarisolat Konsorsium

Uji Asosiasi ini dilakukan pada medium TSA gamerupakan
medium padat untuk membiakkan bakteri denitrifikds] 2007). Uji
tersebut dilakukan untuk mengetahui sifat asosiiaantara isolat-isolat
penyusun konsorsium. Hasil uji asosiasi ini terpajila Tabel 4.2. Dari
tabel tersebut tampak bahwa antarisolat yang digumadalam
konsorsium menunjukkan hasil uji yang positif. "gosiasi positif ini
menunjukkan bahwa ketika isolat-isolat tersebutuldikkan secara
bersamaan tidak membentuk zona hambat. Salah aatbag hasil uji
asosiasi tersaji pada Gambar 4.2. Dengan demileanam isolat yang
digunakan pada konsorsium ini tidak bersifat antégysehingga dapat
digunakan secara bersamaan.
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Tabel 4.2 Asosiasi antarisolat konsorsium

Isolat DR-14 DU-27-1 DU-30-2 AT-8 DU-27-4 DU-27-2

DR-14 X - - - - -
DU-274 | - X - - - -
DU-30-1 | - - X - - X
DU-30-2 | - - - X - -

TA8 . . - - X .
DU-27-4 | - 3 - - - X

Keterangan : *tanda (-) menunjukkan tidak terbentuk zona hambat

o - o

Gambar 4.2 Pertumbuhan antarisolat konsorsium pedéum TSA
Keterangan : (I) Isolat DR-14; (II) Isolat DU-2741I) Isolat AT-8;
(IV) Isolat DU-27-4; (V) Isolat DU-27-2

4.3 Pola Pertumbuhan Konsorsium Bakteri Pereduksi Mrat
Medium TSB+nitrat 0, 5, 10, 20mg/L dan dalam mediunB-12

Pola pertumbuhan konsorsium bakteri pereduksitra@apat dilihat
pada Gambar 4.3. Gambar tersebut dihasilkan danghiking
peningkatan densitas sel pada tiap-tiap inkubasikd#ur konsorsium
dalam medium TSBT{ypticase Soy Brojhdengan variasi konsentrasi
nitrat yaitu 0, 5, 10, 20 mg/L serta dalam mediuri2B(Nitrat 100
mg/L). Isolat-isolat konsorsium yang diujikan pagenelitian ini
merupakan hasil isolasi dari perairan tawar Wadutiai8i. Oleh karena
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itu, pengulturan dilakukan dalam medium TSB dan imadB-12. Li
(2007) menjelaskan bahwa TSB merupakan jenis mediutifisial
standar yang paling sering digunakan untuk penguitubakteri
denitrifikasi. Sedangkan, menurut Shirat, al. (1989), medium B-12
merupakan salah satu medium sintetik bagi pertuanbutrganisme
perairan tawar.

Densitas sel konsorsium pada Gamb&S3 diperoleh dari
penghitungan dengan menggunakan persamaan regiasihubungan
antara densitas sel dengan densitas optis (OD) gada standar
konsorsium bakteri (y =.80" x) (Lampiran 5). Nilai keterandalan
korelasi tersebut (i yang diperoleh dari persamaan kurva standar
adalah sebesar 0,902.

30

= N N
(& o ol

Densitas bakteri sel/ml| (x10"8)

i
o

0 6 12 18 24
Waktu Inkubasi (Jam)

——4—Medium TSB - N (Omg/L) -4 Medium TSB - N (5mg/L) === Medium TSB - N (10mg/L)
—@— Medium TSB -N (20mg/L) = <%= = Medium B-12

Gambar 4.3 Pola pertumbuhan konsorsium bakterdp&se nitrat

Gambar 4.3 menunjukkan bahwa pola pertumbuhan rkultu
konsorsium bakteri dalam medium TSB-N (0, 5, damb@L) memiliki
pola yang sama dan tidak terjadi fase adaptasin§gdn, fase logaritmik
terjadi sejak awal inkubasi hingga inkubasi jaml&edengan densitas
sel tertinggi secara berurutan sebesar 2%&bml, 2,2.18el/ml, dan
2,0.10 sel/ml. Terbentuknya pola tersebut disebabkan asletmber
karbon (C) yang tersedia dalam bentuk gula sederkginkosa) serta
konsentrasi nitrat yang ditambahkan dalam mediuid ®8sebut tidak
melebihi batas maksimum toleransi nitrat di suagrapan tawar.
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Variasi konsentrasi nitrat dalam medium TSB tersebaderung sesuai
dengan konsentrasi nitrat yang pernah terukur didiaSutami.
Samino dan Retnaningdyah (2006), melaporkan bahersentrasi
nitrat terukur di Waduk Sutami sejak tahun 2004ba 2006 berkisar
antara 0,325 — 11,07 mg/L). Black (2005) menjelasiahwa, karbon
merupakan unsur terpenting dalam proses glikolsiag berlanjut
kepada siklus asam sitrakrébs cyclg untuk menghasilkan ATP.
Effendi (2003) menginformasikan bahwa berdasarkagratBran
pemerintah Republik Indonesia No. 20 Th.1990 sddtdetapan
WHO/UNESCO/UNEP Th.1992 konsentrasi nitrat maksimyang
diperkenankan terkandung di suatu perairan tawafahdsebesar 10
mg/L. Oleh karena itu, konsentrasi nitrat yang didalam medium
TSB tidak mencapai kategori toksik serta sesuagaerkonsentrasi di
Waduk Sutami sehingga tidak memerlukan fase adaggtag lama.
Gambar 4.3 menunjukkan bahwa pola pertumbuhan rkultu

konsorsium dalam medium TSB-N 20 mg/L adalah hasgnina dengan
pola pertumbuhan dalam medium B-12 (Nitrat 100 mgAase adaptasi
terjadi sejak awal inkubasi hingga inkubasi jamekem. Selanjutnya,
periode fase logaritmik terjadi pada inkubasi jaeneham hingga jam
ke 12 dengan densitas sel tertinggi secara berusatesar 2,0.1@an
2,1.10 sel/ml yang tercapai pada akhir periode fase logi: Hal
tersebut diduga disebabkan oleh konsentrasi miada kedua medium
tersebut melebihi toleransi maksimum bagi mikrobsehingga
diperlukan fase adaptasi terlebih dahulu. AWBYmposium in Puerto
Rico (1998), sertaCanadian environmental quality guidelin¢2003)
menjelaskan bahwa konsentrasi nitrat di suatu ieraiawar yang
melebihi 10mg/L dapat dikategorikan sebagai komasntoksik. Black
(2005) menjelaskan bahwa fase adaptasi diperlukéukpenyesuaian
sel terhadap kandungan senyawa kimiawi yang adalagid medium
tersebut. Dengan demikian, konsentrasi nitrat ysrgolong toksik
dapat menyebabkan fase adaptasi yang berlangsonegserta periode
fase logaritmik yang tergolong singkat. Takayat al. (2003)
menambahkan bahwa pertumbuhan sel-sel bakteri ydesieditrat
terjadi karena memanfaatkan ketersediaan nitrad paedium sebagai
salah satu nutrisi penting untuk tumbuh. Brittaéh,al. (1992) juga
menambahkan bahwa secara umum hampir seluruh bajdeg
berpotensi dalam mereduksi nitrat memiliki enzimngadapat
menghidrolisis nitrat yaitwnitrate reductaseyang umumnya bersifat
ekstraselular dan terikat membranembrane boudMenurut Vivian,
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et al. (1999), enzimitrate reductaseliekskresikan oleh bakteri yang
berpotensi dalam mereduksi nitrat untuk memecakasea nitrat guna

memperoleh sumber nitrogen untuk sintesis berbsglayawa penting

terkait metabolisme sel, maupun sebagai alterpetiferima elektron

selain oksigen. Oleh karena itu, ketika tersedmalsr nitrogen dalam

bentuk yang sederhana maka bakteri pereduksi mikat lebih sedikit

mengeksresikan enzim tersebut. Dengan demikiarsdksium bakteri

mampu memanfaatkan nitrat yang tersedia dalam mes@bagai salah
satu sumber nutrisi penunjang pertumbuhan.

Perhitungan laju pertumbuhan konsorsium baktergydikulturkan
dalam medium TSB-N (O, 5, 10, 20 mg/L) serta datasdium B-12
(Nitrat 200 mg/L) menunjukkan hasil yang bervariasicara berurutan
sebesar 0,154, 0,127, 0,047, 0,084, 0,097 genetasil perhitungan
tersebut menunjukkan bahwa, laju pertumbuhan terbesjadi pada
kultur dalam medium TSB tanpa penambahan nitratarsgkan nilai
laju pertumbuhan terkecil terjadi pada kultur dalamadium nitrat 10
mg/L. Hal ini disebabkan oleh perbedaan konsentrasat yang
ditambahkan kedalam medium TSB tersebut sehinggapeegaruhi
pertumbuhan sel konsorsium bakteri. Paustian (20@@pjelaskan
bahwa konsentrasi nitrat medium berpengaruh temhadaju
pertumbuhan bakteri pereduksi nitrat. Oleh karena ivariasi
konsentrasi nitrat dalam medium kultur menyebabkaniasi pola
pertumbuhan konsorsium bakteri pereduksi nitrahingga semakin
tinggi konsentrasi nitrat dalam medium maka akammasen
memperlama fase adaptasi dan memperlambat lajunpeshan pada
fase logaritmik pertumbuhan konsorsium bakteri.

Hal tersebut sesuai dengan yang dijelaskan oledr P1897) bahwa
periode fase logaritmik pertumbuhan konsorsium drakpereduksi
nitrat akan semakin panjang seiring dengan renagakogsentrasi nitrat
dalam medium. Maier (2000) menambahkan bahwa pataumbuhan
mikroorganisme adalah unik karena dipengaruhi dleberapa faktor
seperti ketersediaan nutrisi pada medium kultunalavaktu inkubasi,
serta faktor-faktor fisikokimiawi pada medium yargerpengaruh
terhadap pertumbuhan mikroorganisme tersebut.
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4.4 Pola Persentase Penurunan Konsentrasi Nitrat padadsbagai
Medium dengan variasi Konsentrasi Nitrat

Hasil perhitungan persentase penurunan kamsemtitrat medium
(Gambar 4.4) menunjukkan bahwa konsentrasi nited@nd medium
TSB-N (0, 5, 10, dan 20 mg/L) maupun medium B-12réXl100 mg/L)
senantiasa menurun bersamaan dengan bertambahkya imkeubasi.
Gambar tersebut menunjukkan bahwa persentase pamukonsentrasi
nitrat terbesar (98,2%) terjadi dalam medium B-M&rét 100 mg/L)
dengan residu nitrat dalam medium tersebut padabad( ke 24 jam
sebesar 0,0lmg/L (0,18%). Sedangkan, persentaseurupam
konsentrasi nitrat dalam medium TSB-N (0, 5, 16 8@ mg/L) secara
berurutan adalah sebesar 97,9%, 96,3%, 97,6%, @&a8% dengan
residu nitrat dalam masing-masing medium terseadapnkubasi ke 24
jam sebesar 0,2 mg/L (1,6%), 0,3 mg/L (3,14%), OBl (1,9%), dan
0,2 mg/L (2,1%). Komposisi medium B-12 (LampiranTapel 3) lebih
lengkap dalam hal kandungan nutrien dibandingkargae komposisi
medium TSB (Lampiran 3, Tabel 4). Dengan demikissdinm B-12
mampu mendukung pertumbuhan konsorsium paling aptim

Konsentrasi Nltrat Medium (%)

0 6 12 18 24

Waktu Inkubasi (Jam)
—&—Medium TSB-N (O mg/L) -~ Medium TSB-N (5 mg/L)  -&--Medium TSB - N (10 mg/L)

—@— Medium TSB - N (20 mg/L) - =% - Medium B-12

Gambar 4.4 Konsentrasi nitrat medium (%)

Li (2007) menjelaskan bahwa dalam medium kulhakteri
denitrifikasi konsentrasi nitrat akan tereduksi holbakteri tersebut
menjadi senyawa yang lebih sederhana guna dim&afastebagai
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sumber nitrogen. Dengan demikian, kultur konsorsiumampu
menurunkan nitrat pada lima variasi medium ujitama pada medium
B-12.

60 -

50 1

40

30 1

20 4

10

Potensi mereduksi nitrat / 10”9 sel (%)

0 6 12 18 24
Waktu Inkubasi (Jam)
e tp—-Medium TSB - N (Omg/L)  =—-B=Medium TSB - N (5mg/L)  «h-~Medium TSB - N (10mg/L)

—@— Medium TSB - N (20mg/L) = =% - Medium B-12

Gambar 4.5 Pola Potensi konsorsium bakteri® (86l/ml) dalam
mereduksi nitrat (%)

Gambar 4.5 merupakan hasil perhitungan pexsenpotensi setiap
10° sel bakteri konsorsium dalam mereduksi nitrati Bambar tersebut
dapat diketahui bahwa pada inkubasi jam ke 24adifl sel/ml kultur
bakteri konsorsium dalam medium nitrat 0, 5, 10y 8@ mg/L maupun
dalam medium B-12 (Nitrat 100 mg/L) memiliki poteyang berkisar
antara 47% hingga 52% dalam mereduksi nitrat. Badsbar tersebut
terdapat kemiripan pola potensi dari masing-maskoftur dalam
medium TSB-N (0, 5, 10, dan 20 mg/L). Namun pofladbut berbeda
pada hasil kultur dalam medium B-12 (Nitrat 100 Img/Potensi
tertinggi (54%) dari kultur konsorsium diperoledda saat inkubasi jam
ke enam dalam medium B-12 (Nitrat 100 mg/L). Se#lang potensi
tertinggi kultur konsorsium dalam masing-masing imedT SB-N (0, 5,
10, dan 20 mg/L) yang diperoleh pada saat inkukas4 jam adalah
sebesar 47%, 50%, 52%, 50%. Dari hasil tersebudtddipahami pula
bahwa, konsorsium bakteri jika dikulturkan dalamdinen B-12 telah
mampu mereduksi nitrat sejak inkubasi jam ke en&edangkan,
potensi konsorsium baru nampak optimal pada inkuk24 jam jika
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dikulturkan dalam medium TSB. Hal ini disebabkaeholkomposisi
nutrien dalam medium B-12 (Lampiran 3, Tabel 3)iHekengkap
daripada kandungan nutrien dalam medium TSB (Laan@®r; Tabel 4).

B12 21.6]
TSB-N (20 mg/L) 71 |

5
3 TSB-N (10 mg/L) 7.52
=

TSB-N (5 mg/L) 9.3]

TSB-N (0 mg/L) 10.3]

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0
Kecepatan penurunan nitrat (mg/L) / 24 Jam

Gambar 4.6 Kecepatan konsorsium bakteri dalam rokseditrat

Gambar 4.6 menunjukkan bahwa konsorsium pategat dalam
mereduksi nitrat jika dikulturkan dalam medium B-ld@engan
kemampuan mereduksi 21,6 mg/L nitrat per hari, sgkian kecepatan
terrendah didapatkan dari hasil kultur dalam medit®B-N 20 mg/L
dengan kecepatan reduksi hingga 7,1 mg/L nitrathper Hal tersebut
disebabkan oleh medium B-12 (Lampiran 3 Tabel 3)yupekan
medium sintetik organisme perairan tawar sehinggsua dengan
habitat alami (Waduk Sutami) konsorsium baktesdbut.

Menurut Hamer (1997) konsorsium bakteri dalaereduksi nitrat
merupakan perpaduan antara potensi masing-masihg dakam
mereduksi nitrat sehingga aktivitas reduksi nigedin berlangsung lebih
optimal jika dilakukan bersamaan selama waktu iakubtertentu.
Dengan demikian dapat diketahui bahwa konsorsiuktehapaling
optimal dalam mereduksi nitrat terjadi pada kuttalam medium B-12.

4.5 Korelasi  Pertumbuhan Konsorsium Bakteri terhadap
Penurunan Nitrat Medium

Nilai korelasi antara pertumbuhan konsorsiuamktéri denitrifikasi
dengan konsentrasi nitrat medium TSB-N (0, 5, Hh 80 mg/L) dan
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medium B-12 (Nitrat 100 mg/L) adalah negatif. Niléersebut
menunjukkan bahwa semakin meningkat jumlah seldwian bakteri

maka konsentrasi nitrat pada medium semakin menuengan kata
lain, peningkatan densitas sel menyebabkan tegjadipenurunan
konsentrasi nitrat dalam medium kultur. Li (2007¢njelaskan bahwa
penurunan konsentrasi nitrat pada suatu mediumurkidenantiasa
berhubungan erat dengan peningkatan densitas lsribdenitrifikasi

dalam medium tersebut.

0,11
0,21
0,31
0,41
0,51
-0,6-
0,71
0,81

-0, 9 1= —
0 5 10 20 B12-N(100)

Nilai korelasi pearson

Konsentrasi nitrat medium (mg/L)

Gambar 4.7 Nilai korelasi Pearson antara konsordiakieri dengan
konsentrasi nitrat medium

Pada Gambar 4.7 dapat diketahui bahwa nilagél&si terbesar (-
0,801) diperoleh dari kultur konsorsium dalam medilSB-N 10 mg/L,
sedangkan nilai terkecil (-0,536) diperoleh daritkupada medium B-
12 (Nitrat 100 mg/L). Dari hasil tersebut dapat affipmi bahwa
pertumbuhan konsorsium dalam medium TSB-N 10 mdAlah paling
maksimal dalam melakukan proses reduksi nitrat, arsgkhn
pertumbuhan terendah ditunjukkan dari hasil inkubdsiltur
konsorsium dalam medium B-12 (Nitrat 100 mg/L). €lezyk (1993)
menjelaskan bahwa medium kultur yang berbeda dapala
menyebabkan variasi nilai korelasi antara perturabulel bakteri
denitrifikasi dengan penurunan nitrat medium. Dendamikian dapat
dipahami dari Gambar 4.7 bahwa dalam medium TSBexhdLL,
pertumbuhan densitasel konsorsium berpengaruh erat terhadap
penurunan konsentrasi nitrat. Berbeda halnya paddium B-12,
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walaupun diperoleh nilai korelasi yang kecil tidadrarti bahwa potensi
konsorsium dalam mereduksi nitrat dalam mediumetars adalah
rendah, akan tetapi setiap pertumbuhan densitasoksiom tidak selalu
berpengaruh erat dengan penurunan konsentrasit. niamun,

berdasarkan hasil sebelumnya telah diketahui bédowsorsium bakteri
berpotensi paling besar dalam mereduksi nitrat pagdium B-12

(Nitrat 100 mg/L) dibanding jika dikulturkan dalamedium lainnya
(TSB-N 0, 5, 10, 20 mg/L).

Oleh karena itu, konsorsium bakteri pereduisat pada penelitian
ini dapat diaplikasikan secara efektif untuk mekesillkonsentrasi nitrat
berlebih di Waduk Sutami karena memiliki potengigyaptimal untuk
dapat tumbuh dalam medium kultur dengan kisararsdwamasi nitrat
sebesar 10 mg/L, serta karena memiliki potensi ybaegar dalam
mereduksi nitrat dengan kisaran konsentrasi mend@@amg/L.
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Pada Gambar 4.8 diketahui bahwa selama ink@dajgm, semakin
bertambahnya waktu inkubasi, densitas sel semaléningkat dan
konsentrasi nitrat pada medium menurun. Oleh kaiten&onsorsium
bakteri pada penelitian ini mempunyai kemampuanumarkan nitrat
baik dalam medium B-12 maupun medium TSB-N (0,06,20 mg/L).

Hasil analisis ragam (ANOVA Analysis of Variande(Lampiran
11) menunjukkan bahwa peningkatan densitas sebksinsn baik pada
medium TSB-N (0, 5, 10, 20 mg/L) maupun pada medBst? (Nitrat
100 mg/L) selama waktu inkubasi 24 jam menunjulkasil yang tidak
berbeda nyata (P > 0,05). Namun hasil analisismmadari penurunan
nitrat dalam medium TSB-N (0, 5, 10, 20 mg/L) sertadium B-12
(Nitrat 100 mg/L) selama waktu inkubasi 24 jam nomgokkan hasil
yang berbeda nyata (P < 0,05). Oleh karena itul laasilisis ragam
dilanjutkan dengan uji BNJ (Beda Nyata Jujur) (L&nap 12). Dengan
demikian dapat diketahui bahwa jumlah populasi &siam bakteri
yang sama apabila digunakan untuk mereduksi rpda konsentrasi
yang berbeda, akan memiliki potensi menurunkanamniyang juga
berbeda.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1.

2.

Asosiasi antar keenam isolat penyusun konsorsiurkteba
pereduksi nitrat tidak saling antagonis.

Pola pertumbuhan konsorsium bakteri hampir samaneédium
TSB-N (0, 5, dan 10mg/L), yang memiliki fase logyaik tertinggi
pada inkubasi jam ke 18 dengan densitas sel sdmamarutan
sebesar 2,5.20 2,2.16, 2,0.16 sel/ml. Pola pertumbuhan
konsorsium dalam medium nitrat 20 mg/L hampir saergan pola
pertumbuhan dalam medium B-12 (Nitrat 100 mg/L)uper fase
logaritmik tertinggi pada inkubasi jam ke 12 denglemnsitas sel
sebesar 2,0.20sel/ml dan 2,1.10sel/ml. Periode fase logaritmik
pada kultur dalam medium TSB-N 20 mg/L dan B-1fatérselama
18 jam sedangkan dalam medium TSB-N 0, 5, 10 mglansa 12
jam.

Konsorsium bakteri mampu mereduksi 98,2% nitraamamedium
B-12 (Nitrat 100 mg/L) dengan residu nitrat sebe@#@1 mg/L
(0,18%) pada inkubasi 24 jam. Konsorium bakteri®($8l/ml)
memiliki potensi mereduksi nitrat tertinggi sebesa% dalam
medium B-12 selama enam jam masa inkubasi. Keaepata
mereduksi nitrat trtinggi (21,6mg/L) per hari dipkeh dari kultur
dalam medium B-12.

Korelasi antara densitas konsorsium dengan korasntmitrat
adalah negatif. Dengan demikian, selama inkubaga@4semakin
bertambah waktu inkubasi, densitas sel semakin ngkat namun
konsentrasi nitrat pada medium menurun.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoletaka sangat perlu

adanya penelitian lebih lanjut mengenai:

1. Pembuatan pola pertumbuhan serta uji potensi kseisor
bakteri pereduksi nitrat dalam medium alami.

2. Pengujian terhadap senyawa hasil dari reduksi tnibteh
konsorsium bakteri.
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Lampiran 1. Diagram Alir Metode Penelitian

1.1 Uji Asosiasi Antarisolat Bakteri Pereduksi Nitrat

.

- diambil 1 oose dari isolat murni
- diinokulasikan kedalam 0,5 ml buffer fosfat

Dihomogenasi dengarortex

Diambil 0,1 ml

- diinokulasikan kedalam cawan petri steril
- dituang medium TSA kedalam cawan
~  tersebut
- diratakan dan dibiarkan hingga memadat
- isolat kelima isolat lainnya digoreskan
C— — 1 diatas medium yang telah memadat tersebut

Diinkubasi 24 jam, suhu 2¢
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1.2 Pembuatan Kultur Konsorsium

oo

- diinokulasikan
sebanyak 1 oose
kedalam medium

1 Lonh ons
iR T skl =3

DR-14 DuU-27-1 DU-30-2 AT-8 DuU-27-4 DU-27- 2

%

- diinokulasikan masing-
masing stok inokulum
sebanyak 10% dari total
fermentor (medium TSB)

- diinkubasi 24 Jam, 120
rpm, 27C

..

Kultur Konsorsium

Pembuatan pola
pertumbuhan dan Uji
potensi konsorsium
bakteri pereduksi
nitrat
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1.3 Pembuatan Pola Pertumbuhan dan Uji Potensi Komgsium
Bakteri Pereduksi Nitrat

=
o6 Sl

(TSB) (TSB-N 10 mg/L) B-12
(TSB-N 5 mg/L) (TSB-N 20 mg/LN-100 mg/L)

| | 1 | |

=

L

- diinkubasi 24 jam;
27°C; 120 rpm

- dihitung densitas sel
dan diukur konsentrasi
nitrat setiap enam jam

B LS
iy iy

Penghitungan densitas sel Pengukuran konsentrasi nitrat
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=

L

- diukur nilai kerapatan
optis (OD) pada panjang
gelombangX) 600 nm,
pada inkubasi jam ke 0, 6,
12, 18, 24

=

4

- nilai OD dikonversikan
kedalam persamaarf R
(regresi linear) dari kurva
standar

=

{4

Densitas
(sel/ml)

Waktu Inkubasi (Jam)

Konsentrasi
nitrat (mg/L)

=

4

- diendapkan sel konsorsium yang
ada di dalam medium kultur dengan
disentrifugasi 8000 rpm; 2; 10
menit

=
=

U

- diambil supernatan,

- dibuat seri perbandingan antara
supernatan (medium kultur) 2850,
(pekat) : ReageBrucinedengan
perbandingan
10ml:210mil: 1 ml

v

- dihomogenkan,

- dibiarkan, hingga suhu campuran
tersebut sesuai dengan suhu ruang,
- diukur absorbansi pada410 nm

L

- nilai absorbansi dikonversikan
kedalam persamaarf Regresi
liniar) dari kurva baku nitrat

=

Y

Waktu Inkubasi (Jam)
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Lampiran 2. Peta Lokasi Pengambilan Sampel di WadulSutami (I=Hulu; lI=Tengah;
[H1=Hilir)

NGAGIREJO KROMENGAN

GAMBAR SITUASI WADUK SUTAMI



Lampiran 3. Komposisi Medium dan Reagen yang diguriean

Tabel 1. Komposisi buffer fosfat

No. | Bahan Jumlah (ml)
1 KH,PO, 0,2 M 50

2 NaOH 0,2 M 29,1

3 Akuades 200

pH 7

Tabel 2. Komposisi konsentrasi nitrat pada medil88 T

No. | Media Konsentrasi
Nitrat (mg/L)
1 TSB 0
2 TSB 5
3 TSB 10
4 TSB 20
pH 7
Tabel 3. Komposisi medium B-12 (komposisi dalam 1L)
No. | Bahan-bahan (mg/L)
1 NaNG 100
2 K:HPO, 10
3 MgSQ.7H,0O 75
4 CaC}.2H,0 40
5 N&CO; 20
6 Ferric Citrate 6
7 Disodium EDTA.2HO 1
8 Vitamin B-12 0,1
9 Glukosa 2500
10 | Yeast Extract 1
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Tabel 4. Komposisi medium TSBifypticase Soya BrojftOXOID,
LTD Basingstoke, Hampshire, England

No. | Bahan-bahan (g/L)
1 Pancreatic Digest of casein 17,0
2 Papaic Digest of Soybean meat 5,0
3 Sodium Chloride 50
4 Di-basic potassium phosphate 2,5
5 Glucose 2,5

pH 7,3+ 0,2

Sterilisasi 129C; 15 menit

ket: 30g untuk dilarutkan kedalam 1 L akuades

Tabel 5. Komposisi medium TSAIfypticase Soya AgaOXOID, LTD
Basingstoke, Hampshire, England

No. | Bahan-bahan (g/L)

1 Trypticase 15,0

2 Soya peptone 5,0

3 Sodium Chloride 50

4 Agar 15,0
pH 7,3+ 0,2

Sterilisasi 129C; 15 menit

ket: 40g untuk dilarutkan kedalam 1 L akuades

Tabel 6. Komposisi medium NANUtrient Aga) OXOID, LTD
Basingstoke, Hampshire, England

No. | Bahan-bahan (g/L)

1 Lab lemco powder 1.0

2 Yeast extract 2,0

3 Peptone 5,0

4 Sodium chloride 5,0

5 Agar 15,0
pH 7,3+ 0,2

Sterilisasi 129C; 15 menit

ket: 28g untuk dilarutkan ke dalam satu liter alesad
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Tabel 7. Komposisi bahan lainnya

No.

Reagen

Komposisi

1

Hidrogen peroksida (@.)
30%, MERCK Darmstadt,
Germany

100%,
M = 34,01 g/mol

Emersi
MERCK Darmstadt, Germany

Brucine Sulfate n-Hydrate
(Co3H26N204)7 . H.SO.. nH,O
Wako Pure Chemical Industrie
Ltd.

M = 887,02 g/mol

Bactident Oxidase Kit
MERCK Darmstadt, Germany

Asam Sulfat (HS0Oy)
MERCK Darmstadt, Germany

M = 98,08 g/mol

Natrium chloride (NaCl)
Bolab GmbH, Bonn

M = 58,44 g/mol

MIO (Motility Indole Ornithine)
Medium

SIGMA CHEMICAL Co.

USA

31 g, untuk dilarutkan
kedalam 1 L akuades

CMC (Carboxymethyl
Cellulose) Medium
KANTO Chemical Co., Inc.
Tokyo, Japan

pH 6,0 ~ 8,5
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Tabel 8. Komposisi pewarna Gram

No.

Reagen

Komposisi

1

Gram A (Anilin crystal
violet)

Gram A (Hucker’s crystal
violet)

Crystal violet indicator
(CasH30CINg, M = 407,99 g/mol)
(MERCK) 5 ¢

Anilin 2 g

Alkohol 95% 1 ml

Akuades 20 ml

Larutan A

Crystal violet indicator
(Cz5H30C|N3, M = 407,99 g/mOI)
(MERCK) 3 g

Alkohol 95% 20 ml

Larutan B

Ammonium oksalat 0,8 g
Akuades 80 ml

Kedua larutan dilarutkan
tersendiri, lalu dicampur

Gram B (Lugol’s lodine)

2I((MERCK Darmstadt,
Germany) 59

Kl (M = 166,00 g/mol) (Bolab
GmbH, Bonn) 0,2 g

Akuades 100 ml

I, dan Kl dicampur dalam mortar,
kemudian dihaluskan dan
ditambah akuades hingga 100 mi

Gram C (Alkohol Aseton)

Alkohol 95% (MERCK
Darmstadt, Germany) 70 ml
Acetone 30 ml

Gram D (Safranin)

Safranin 0,5 g
Alkohol 95% 10 ml
Akuades 100 ml
Safranin dilarutkan dalam
alkohol, kemudian ditambah
akuades dan disaring dengan
kertas saring
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Lampiran 4. Potensi Enam Isolat Bakteri Pereduksi Ntrat

Tabel 4. Potensi enam isolat bakteri pereduksamnitr

Kode Isolat Penurun_an
Baru konsentrasi nitrat
(%)

DR-14 97
DU-27-1 95
DU-30-2 93

AT-8 93
DU-27-4 91
DU-27-2 90

Keterangan : DR = Denitrifikasi Hilir;, DU = Denifikasi Hulu; AT =
Nitrifikasi Tengah.

Lampiran 5. Kurva Standar Densitas Sel Konsorsium
Tabel 5. Hasil pengukuran kerapatan optis sertaitpegan jumlah sel

pada pembuatan kurva standar di medium TSB + 10 NGh
Densitas bakteri

Perbandingan (sel/ml) oD
1:30 1,9x10 0,042
1:25 3,3x10 0,056
1:20 4,6x10 0,078
1:15 8,5x10 0,101
1:10 1,5x16 0,155
1:08 1,6x18 0,168
1:06 2,2x168 0,288
1:04 3,0x18 0,3
1:02 5,0x18 0,472
1:01 1,0x16 0,697

51



y = 0,008x
R? = 0,9021

Kerapatan Optis
o
N

0 20 40 60 80 100 120

Densitas Sel/ml (x10"7)
\_ /

Gambar 1. Kurva standar densitas sel pada mediBn TS

Lampiran 6. Kurva Baku Konsentrasi nitrat (NO ;)

Tabel 7. Hasil pengukuran absorbansi pada pembiataa baku nitrat

Konsentrasi
No. nitrat Keé:;ﬁztan
(mg/L)
1 0 0
2 0,05 0,028
3 0,1 0,037
4 0,25 0,16
5 0,5 0,195
6 0,75 0,375
7 1 0,391
8 1,25 0,422
9 1,5 0,469
10 1,75 0,668
11 2 0,712
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y = 0,3635x

R? = 0,9609
0,8 -

0,7
0,6
0,5
0,4 - ¢
0,3
0,2
0,1

absorbansi

L konsentrasi Nitrat (mg/L) )

Gambar 2. Kurva baku nitrat

Lampiran 7. Kurva Pertumbuhan Konsorsium Bakteri Pereduksi
Nitrat pada Medium TSB-N (10mg/L) (Uji
Pendahuluan)

30
25
20
15
10 -
5 4

Densitas Sel/ml (x10"8)

0 ; ; ; ; ; : : : : :
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Waktu Inkubasi (Jam ke-)
\_ J
Gambar 3. Kurva pertumbuhan konsorsium bakteriduees nitrat
dalam medium TSB-N (10mg/I()iji pendahuluan)
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Lampiran 8. Kurva Pertumbuhan Konsorsium Bakteri Pereduksi
Nitrat pada Medium B-12 (Uji Pendahuluan)

Densitas Sel/ml (x10°7)
o B N w ~ 0O o ~N o ©

.

6 1 18 2 . % @ 4 54 0 6 2 7
Waktu Inkubasi (Jam ke-)
\ J
Gambar 5. Kurva pertumbuhan konsorsium bakterichss nitrat
dalam medium B-12.

o

Lampiran 9. Hasil Uji Pendahuluan Pengukuran Penurwan
Konsentrasi nitrat di medium TSB + NO; 10 mg/L

Tabel 8. hasil uji pendahuluan konsentrasi nitedéich medium TSB
dengan penambahan nitrat 10mg/L

Jam ke- NQ@ (mg/L)
0 11,14
12 7,66
24 3,34
48 5,04
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Lampiran 10. Morfologi Isolat-isolat Konsorsium Bakteri dengan
Pewarnaan Gram (Perbesaran lensa objektif 18]

| 11111

DU-30-2

DU-27-1

60 |
&llulmlllS?uﬁMU

AT-8 DU-27-4

lllllllllj
.l.

Gambar 6. Isolat-isolat konsorsium bakteri dengawgsnaan Gram
(1 skala = 2,hm)
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Lampiran 11. Hasil analisis ragam (ANOVA) Parameter
Penurunan Konsentrasi Nitrat dan Peningkatan
Densitas Sel Antarperlakuan Dalam Medium Uji

Tabel 9. Hasil analisis ragam peningkatan densgakonsorsium

Type IlI
Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected
Model 9.966(a) 24 415 4.826 .000
Intercept 137.778 137.778| 1601.188 .000
perlakuan 2.681 .670 7.790 .000
waktu 5.848 4 1.462 16.990 .000
*
perlakuan 1.437 16 090 1.044 431
waktu
Error 4.302 50 .086
Total 152.046 75
Corrected Total 14.268 74

Keterangan: berbeda nyata (p<0,05)

Tabel 10. Hasil analisis ragam penurunan kadaatr(itng/L) medium

Type lll

Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Modell 1490.104(a) 24 62.088) 10.072 .000
Intercept 1477.765 1 1477.765 239.736 .000
perlakuan 47.939 4 11985  1.944 118
waktu 1045.560 4 261.390| 42.405 .000

*

perlakuan 396.606 16 24788/  4.021|  .00C*
waktu
Error 308.207 50 6.164
Total 3276.077 75
Corrected Total 1798.311 74

Keterangan: * berbeda nyata (p<0,05)
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Lampiran 12. Hasil Uji BNJ (Beda Nyata Jujur) Parameter

Penurunan Konsentrasi Nitrat dan Peningkatan
Densitas Sel antar perlakuan dalam Medium Uji

Tabel 11. Hasil uji BNJ peningkatan densitas sekkosium pada setiap

medium selama masa inkubasi

Jam ke-0 Jam ke-6 Jam ke-12 Jam ke-18 Jam ke-24
TSB | 0,774 aA 1515 AbA 1614 abB 1,92 bB 1,67ab A
N5 1,044 aA 1,133 aA 1,627 aB 1,412 aAB 1,563A a
N10 | 0,797 aA 1,167 AbA 1,720 bB 1,651 bAB 1,820A
N20 | 0,956 aA 1,345 AbA 1685 bB 1,838 bB 1,62db A
B-12 | 0,723 aA 1,014 aA 1,006 aA 0,972 aA 1,246 A
Keterangan:

huruf kecil yang sama di belakang nilai rata-ratdabaris yang sama
menunjukkan tidak ada beda nyata berdasarkan uji Bédla tingkat
signifikansi 95%

huruf besar yang sama di belakang nilai rata-radapkolom yang
sama menunjukkan tidak ada beda nyata berdasajk&Nud pada
tingkat signifikansi 95%

Tabel 12. Hasil uji BNJ penurunan konsentrasi hidedam setiap

medium selama masa inkubasi

Jam ke- Jam ke-
Jam ke-0 Jam ke-6 12 Jam ke-18 Y
TSB | 10,47 c¢ 458 abc 4,30 abc 2,72 abc 0,17
N5 956 bc 4,98 abc 4,70 abc 3,85 abc 0,30
N10 7,67 abc 4,09 abc 3,39 abc 2,73 abc 0,15
N20 7,35 abc 4,19 abc 3,60 abc 3,02 abc 0,15
B-12 | 21,64 d 414 abc 2,18 ab 0,98 abc 0,04
Keterangan:

huruf kecil yang sama di belakang nilai rata-ratnmmjukkan tidak
ada beda nyata berdasarkan uji BNJ pada tingkaifikensi 95%
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Lampiran 13. Nilai Keterandalan (R?) dan Persamaan

Regresi

Densitas

terhadap

Penurunan Konsentrasi Nitrat Medium

Medium R Persamaan garis

TSB + nitrat 0 mg/L 0,7822 Y=-1.16X + 2.10
TSB + nitrat 5 mg/L 0,6478 Y=-1.18X + 2.10
TSB + nitrat 10 mg/L 0,7636 Y=-1.18X + 2.10
TSB + nitrat 20 mg/L 0,5911 Y=-1.18X + 2.10
B-12 0,6507 Y=-4.16X + 2.10
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