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ABSTRACT

Response Surface Methodology (RSM) was used to create regression model for sediment of catfish
ponds, sucroses, and biofertilizers on the nitrification process. The sediment of catfish pond used was sediment
collected from catfish farm at age of 21 days after seed stocking. The nitrification process was done in active
sludge reactor of 1 L reactor working capacity which was entirely given ammonia in the form of NHs-N as much
as 77.65 ppm. Central Composite Design (CCD) was used to determine the amount of sediment, sucrose, and
biofertilizer. The ammonia nitrification process was carried out over a period of 21 days. The three main
parameters, including rate of ammonia oxidation (NHs-N), nitrite accumulation (NO2-N), and nitrate
accumulation (NOs-N). From this research, it was known that 74 g/L sediments of catfish ponds, 6.6 g/L sucrose
7.5 mL/L biofertilizer were required to obtain maximum ammonia oxidation rate. The result of the verification
experiment obtained was 99.85%. In this research, two isolates of bacteria were isolated. Biochemical test using
kit of VITEK GN+ (bioMerieux) indicated that the isolated bacteria were belong to the species of
Sphingobacterium thalpophilum (probability = 99%) and Cupriavidus pauculus (probabililty = 98%).

Keywords: ammonia, central composite design (CCD), nitrifying bacteria, Response Surface Methodology
(RSM)

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk membuat model regresi pengaruh sedimen kolam, sukrosa dan
biofertilizer pada proses nitrifikasi. Analisis model dilakukan dengan menggunakan metode Response Surface
Methodology (RSM). Sedimen kolam lele yang digunakan adalah sedimen yang diambil dari kolam lele pada
usia 21 hari setelah tebar benih. Proses nitrifikasi dilakukan reaktor sistem lumpur aktif kapasitas kerja reaktor 1
L yang seluruhnya diberi ammonia dalam bentuk NHs-N sebanyak 77,65 ppm. Central Composite Design (CCD)
digunakan untuk menentukan jumlah sedimen, sukrosa dan biofertilizer yang optimum untuk menghasilkan
respon yang tinggi. Proses nitrifikasi amonia dilakukan selama kurun waktu 21 hari. Tiga parameter utama yang
diamati yaitul aju penurunan amonia, akumulasi nitrit, dan akumulasi nitrat. Dari penelitian ini diketahui bahwa
74 g/L sedimen kolam lele, 6,6 g/L sukrosa7,5 mL/L biofertilizer diperlukan untuk mendapatkan laju penurunan
amonia maksimum. Hasil verifikasi eksperimen diperoleh penurunan amonia mencapai 99,85%. Dalam
penelitian ini berhasil diisolasi dua jenis mikroba. Uji biokimia menggunakan kit VITEK GN+ (bioMerieux)
diperoleh indikasi bahwa kedua jenis mikroba itu Sphingobacterium thalpophilum (probabilitas = 99%) dan
Cupriavidus pauculus (probalilitas = 98%).

Kata kunci: amonia, bakteri nitrifikasi, Central Composite Design (CCD), Response Surface Methodology
(RSM)

PENDAHULUAN

Limbah cair yang mengandung polutan
organik dapat menjadi penyebab terjadinya
akumulasi amonia. Amonia umumnya berasal dari
proses dekomposisi bahan organik, terutama protein
(Effendi et al., 2015). Akumulasi kadar amonia
tinggi dapat dijumpai dalam limbah industri karet
(Nainggolan et al., 2015), industri tempe (Harahap,
2013), dan kolam ikan seperti lele (Effendi et al.,
2015). Potensi amonia yang terakumulasi pada

*Penulis Korespodensi

tambak sebesar 75% dari kadar nitrogen dalam
pakan (Gunadi dan Hafsaridewi, 2008). Amonia
dapat membunuh organisme perairan khususnya ikan
pada konsentrasi 0,06 ppm (Ogbonna dan Chinomso,
2010). Selain itu, pada manusia kadar amonia yang
tinggi dapat menyebabkan masalah kesehatan
termasuk iritasi mata, kulit, selaput lendir, rongga
mulut, dan saluran pernafasan (National Research
Council, 2008). Pencemaran amonia juga
mengakibatkan kesuburan tanah berkurang (Good
dan Beatty, 2011).
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Peraturan Menteri Lingkungan Hidup
Republik Indonesia Nomor 5 (2014) menyatakan
bahwa kadar amonia bagi usaha atau kegiatan yang
belum memiliki baku mutu yang ditetapkan adalah
kurang dari 5 ppm. Salah satu metode
penanggulangan  pencemaran amonia  adalah
menggunakan sistem lumpur aktif yang didalamnya
mengandung mikroba pengurai amonia (Hastuti,
2011).

Central Composite Desaign  (CCD)
merupakan model regresi dari metode analisa
Response Surface Methodology (RSM). Metode
RSM memiliki kemampuan untuk menghilangkan

kesalahan secara sistematis dengan perkiraan
perlakuan  ekperimen, meminimalkan  jumlah
eksperimen, dan menentukan model empiris

berdasarkan kecocokan data ekperimen dan design
ekeperimen. Kondisi dan pengoptimalan ekperimen
yang dilakukan akan ditampilkan dalam sistem
fungsi polinomial linear atau kuadratik (Bezzera et
al., 2008; Mousavi dan Ibrahim, 2015). Model
regresi ditentukan oleh nilai determinasi dan uji-F.
Selain itu, uji kelayakan model regresi dapat
menghasilkan model prediksi yang layak untuk
percobaan (Nuryanti dan Salimy, 2008; EI-Gendy et
al., 2013).

Penelitian ini difokuskan untuk membuat
model regresi proses nitrifikasi (pengurai amonia)
dan mengisolasi bakteri yang tahan terhadap amonia
tinggi. Untuk itu, limbah cair yang mengandung
amonia tinggi dibuat sengaja dengan cara
menambahkan amonia dalam bentuk NHs3-N
sebanyak 77,65 ppm kedalam seluruh perlakuan.
Pengaruh penambahan sedimen kolam lele, sukrosa,
dan biofertilizer dalam lima tingkat kombinasi
diteliti dengan menggunakan rancangan Central
Composite Design (CCD) dan data yang diperoleh
dianalisis dengan menggunakan Response Surfasce
Metode (RSM). Laju penguraian amonia, akumulasi
nitrit dan nitrat diamati, demikian juga perubahan
pH, suhu, dan oksigen terlarut. Pada akhir penelitian,
bakteri yang bertanggungjawab dalam proses
nitrifikasi diisolasi dan diidentifikasi.

METODE PENELITIAN
Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan dari bulan

Oktober 2017 sampai Mei 2018 bertempat di
Laboratorium Pusat Teknologi Lingkungan — BPPT,

Tabel 1. Desain penelitian CCD-RSM

Gedung 802 Geostech, Puspiptek,
Tangerang Selatan, Banten 15314.

Serpong,

Penyiapan Reaktor

Reaktor yang digunakan adalah reaktor
sederhana yang dibuat dari galon plastik volume 2 L
dan diberi aerasi dengan laju aliran udara 1500
L/jam.

Penyiapan Sedimen, Sukrosa, dan Biofertilizer

Sedimen  kolam lele diambil dari
pembudidaya ikan lele di daerah Pengasinan,
Gunung Sindur, Bogor. Sampel sedimen diambil
dari empat titik kolam. Sedimen yang digunakan
adalah sedimen berumur 21 hari setelah tebar benih
sehingga  diharapkan mengandung bakteri
pengoksidasi amonia yang tahan dalam kadar
amonia tinggi. Sukrosa berasal dari Laboratorium
BTPAL yang berfungsi sebagai sumber karbon.
Sementara itu, Biofertilizer yang digunakan adalah
probiotik dengan merk dagang Petrofish yang
mengandung bakteri  Nitrosomonas europaea,
Bacillus  subtilis,  Bacillus  apiarius, dan
Lactobacillus plantarum.

Desain dan Prosedur Penelitian

Desain penelitian yang dipilih adalah
Central Composite Design (CCD) menggunakan tiga
faktor (sedimen kolam lele, sukrosa, dan
biofertilizer) dalam lima level kombinasi (Tabel 1).
Penelitian ini menggunakan 20 kombinasi (Tabel 2).
Penelitian dilakukan dalam bioreaktor. Seluruh
perlakuan diberi amonia (NHs-N) sebanyak 77,65
ppm dan ditera dengan 1 L akuades. Proses
nitrifikasi dilakukan selama 21 hari. Hasil yang
diperoleh dianalisis menggunakan metode statistik
Response Surface Method (RSM) sehingga diperoleh
model regresi laju proses nitrifikasi. Verifikasi
dilakukan pada kondisi optimum untuk mengetahui
hasil sebenarnya.

Pengujian Parameter

Tiga parameter, vyaitu laju penurunan
amonia, laju akumulasi nitrit dan nitrat diukur dan
dianalisa menggunakan spektofotometer UV-VIS
(berdasarkan metode standar pengujian kadar
amonia (secara fenat), nitrit, dan nitrat dari BBPT).
Selain itu, perubahan oksigen terlarut, suhu, dan pH
juga diamati menggunakan DO meter dan pH meter.
Parameter diukur dan diamati setiap tiga hari.

Kode Faktor Kode Level
Faktor -a(-1,682) -1 0 +1 +0(1,682)
X1 Sedimen (g/L) 0 20 50 80 100,45
X Sukrosa (g/L) 0 0,7 3,7 6,7 8,75
X3 Biofertilizer (ml/L) 0 2 5 8 10,05
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Isolasi dan Identifikasi Bakteri

Bakteri dari reaktor diisolasi dengan
menggunakan media Stainer (Fujitani et al., 2015)
yang dimodifikasi dengan penambahan 3,7 g/L
sukrosa. Kemudian, isolat bakteri yang diperoleh
diobservasi morfologi koloni, morfologi selnya dan
diuji secara biokimia menggunakan VITEK GN+
(bioMerieux).

Analisis Statistik

Laju penurunan amonia, akumulasi nitrit
dan nitrat dianalisa menggunakan aplikasi Microsoft
Excel dan analisis model regresi Response Surface
Methology (RSM) dengan rancangan Central
Composite Design (CCD) menggunakan aplikasi
Design Expert version 7.0.0 (Stat-Ease Inc.,
Minneapolis, MN, USA, 2005). Koefisien
determinasi R? menentukan kualitas persamaan
regresi. Signifikansi diuji menggunakan uji-F serta
uji kelayakan untuk memastikan asumsi ANOVA
terpenuhi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh sedimen kolam lele, sukrosa dan
biofertilizer pada laju penurunan amonia, lajua
kumulasi nitrit, dan laju akumulasi nitrat diamati.
Hasilnya dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil analisis varian laju penurunan
amonia, akumulasi nitrit, dan akumulasi nitrat
selama kurun waktu £21 hari disajikan dalam Tabel
3. X1, Xz dan Xz masing-masing merupakan
konsentrasi sedimen, sukrosa, dan biofertilizer.
Sukrosa  (X2)  terbukti  secara  signifikan
mempengaruhi laju penurunan amonia (p<0,05).
Selain itu, faktor kuadratik sedimen (X;?) dan
interaksi antara sukrosa dan biofertilizer (X2Xs) juga
menunjukkan pengaruh terhadap proses penurunan
amonia (p<0,05). Hubungan antara dua variabel
yang saling berinteraksi divisualisasikan dalam plot
contour dan grafik tiga dimensi (Gambar 1).

Pada laju akumulasi nitrit, bakteri sedimen
dan sukrosa (X; dan Xz) menunjukkan pengaruh
yang signifikan (p<0,05), namun tidak ditemukan
variabel yang signifikan pada kuadrat faktor. Selain
itu, interaksi antara bakteri sedimen dan sukrosa
(X1X2) menunjukkan pengaruh terhadap laju
akumulasi nitrit (p<0,05). Sementara itu, hanya
sukrosa (X2) yang terbukti secara signifikan
mempengaruhi laju akumulasi nitrat (p<0,05). Hasil
ini sesuai dengan penelitian lain yakni p<0,05

sehingga model lebih disukai dalam
merepresentasikan hasil Mousavi dan Ibrahim,
2015).

Persamaan model regresi yang dihasilkan
dari ANOVA dapat dilihat pada Tabel 4. Persamaan
tersebut memperhitungkan bentuk linear, kuadratik,
dan efek interaksi antar faktor-faktor yang diteliti.

Tabel 2. Pengaruh sedimen kolam lele, sukrosa dan biofertilizer terhadap laju penurunan amonia (NHs-N), laju
akumulasi nitrit dan nitrat (NOs-N) menggunakan Central Composite Design (CCD)

No std Sedimen Glukosa Biofertilizer Laju Laju Laju
(g/L) (g/L) (mL/L) NHs N NO2"N NOs N
1 F1 20 0,7 2 -2,29 -0,07 1,38
2 F2 80 0,7 2 -1,05 -0,22 1,30
3 F3 20 6,7 2 -1,77 0,81 -0,07
4 F4 80 6,7 2 -2,24 -0,09 0,62
5 F5 20 0,7 8 -0,91 -0,16 0,99
6 F6 80 0,7 8 -1,45 -0,04 2,29
7 F7 20 6,7 8 -3,53 1,02 0,18
8 F8 80 6,7 8 -3,00 0,10 -0,05
9 Al 0 3,7 5 -2,05 -0,02 0,74
10 A2 100 3,7 5 -1,26 -0,07 0,53
11 A3 50 0 5 -1,56 -0,17 1,74
12 A4 50 8,75 5 -2,75 0,44 0,41
13 A5 50 3,7 0 -1,80 0,10 0,58
14 Ab 50 3,7 10 -2,62 0,09 1,07
15 C1 50 3,7 5 -3,22 0,08 0,24
16 C2 50 3,7 5 2,15 0,12 0,85
17 C3 50 3,7 5 -2,47 0,22 0,78
18 C4 50 3,7 5 -3,07 0,09 0,33
19 C5 50 3,7 5 -2,40 0,14 0,67
20 C6 50 3,7 5 -3,29 -0,10 0,76
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Tabel 3. ANOVA untuk laju penurunan amonia
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Source Sum of df Mean E Value nilai p Prob
Squares Square >F
Laju Penurunan Amonia (NHs-N)
Model 872 9 0,97 3,97 0,0213 significant
X2 343 1 3,43 14,07 0,0038 significant
XoX3 153 1 1,53 6,28 0,0311 significant
Xi? 205 1 2,05 8,38 0,0160 significant
Lack of fit 1,26 5 0,25 1,07 0,4715 not significant
R%2=0,7813 , Adequate Precision = 5,842
Laju Akumulasi nitrit (NH2-N)
Model 1,57 9 0,17 5,48 0,0069 significant
X1 027 1 0,27 8,46 0,0156 significant
X2 0,82 1 0,82 25,81 0,0005 significant
XXz 0,40 1 0,40 12,68 0,0052 significant
Lack of fit 0,26 5 0,05 4,42 0,0642 not significant
R?=0,8315, Adequate Precision = 8,052
Laju Akumulasi nitrat (NH3z-N)
Model 504 9 0,56 0,0259 significant
Xz 4,18 1 4,18 27,89 0,0004 significant
Lack of fit 1,18 5 0,24 0,0863 not significant

R2=0,7652Adequate Precision = 6,693

Catatan: RZ determinasi, X1: bakteri sedimen, X,: sukrosa, Xz: biofertilizer

Tabel 4. Persamaan regresi pada penurunan amonia, akumulasi nitrit, dan akumulasi nitrat

Parameter

Persamaan Regresi

Laju Penurunan
Amonia (NHs-N)

y=-2,76 + 0,15X1- 0,50X> - 0,21X3 - 0,081 X1 Xz - 0,097 X1 X3 -
0,44X:Xs +0,38X:2 +0,20X% + 0,18X3?

Laju Akumulasi Nitrit

y =+0,087 - 0,14X; + 0,25X2+ 0,035X3 - 0,22X1X2 + 0,029X1X3

(NO2-N) +0,038X,X3- 0,024X,? + 0,038X? +0,025X3?
Laju Akumulasi Nitrat y = +0,61 + 0,097X; - 0,55X>+ 0,075X3 - 0,094X:X, +0,056X:X3 -
(NO3-N) 0,13X,X5 + 0,004X:% + 0,16X,% +0,071X35?

Hasil ANOVA pada laju penurunan
amonia, laju akumulasi nitrat dan nitrit secara
signifikan menunjukkan model regresi yang sesuai
(p<0,05). Sementara itu, ditinjau uji ketidaksesuaian
(lack of fit) menunjukkan (p>0,1) sehingga tidak
ada lack of fit pada model, artinya model yang
diusulkan telah sesuai dengan data eksperimen
(Shabbiri et al, 2012). Model kuadratik
menunjukkan bahwa R? sebesar 0.7813 (NHs-N),
0,8315 (NO2-N), dan 0,7652 (NOs-N) yang berarti
sekitar 78,13%; 83,15%; dan 76,52% variasi dari
respon (laju penurunan amonia, laju akumulasi nitrit
dan nitrat) dipengaruhi oleh variabel X, sedangkan
sisanya dipengaruhi oleh variabel yang belum
diketahui. Selain itu, nilai presisi (Adequate
Precision) yang diperoleh pada penelitian ini lebih
dari 4, yang berarti sinyal telah memadai, yakni nilai
yang diprediksi pada model terhadap kesalahan
prediksi rata-rata masih dapat ditoleransi sehingga
secara signifikan menyatakan kesesuaian model
(Thakkar dan Saraf, 2014).

Untuk memastikan bahwa asumsi ANOVA
terpenuhi, dilakukan uji residual untuk menentukan
kelayakan model regresi. Hasilnya menunjukkan
bahwa titik residu terletak disekitar garis linier yang

Jurnal Teknologi Industri Pertanian 29 (1):88-96

berarti model terdistribusi normal. Selain itu, nilai
residual versus nilai prediksi memperlihatkan titik
residu yang menyebar secara acak dan tidak
membentuk magapon (Chun et al., 2015; El-Gendy
et al., 2013). Representasi hasil dapat dilihat pada
Gambar 2.

Berdasarkan persamaan yang diperoleh
pada laju penurunan amonia, laju akumulasi nitrit
dan nitrat maka nilai prediksi pada kondisi optimal
akan diperoleh jika jumlah sedimen ikan lele adalah
74 g/L, sukrosa 6,6 g/L sukrosa, dan biofertilizer 7,5
mL/L. Untuk memverifikasi model, penelitian
dilanjutkan dengan menggunakan jumlah sedimen
ikan lele, sukrosa dan biofertilizer yang disarankan.
Hasilnya dapat dilihat padaTabel 5.

Nilai verifikasi pada laju penurunan amonia
menurun 25% dibandingkan nilai prediksi, namun
meningkat 7% dibandingkan dengan nilai optimasi.
Sementara itu, nilai verifikasi laju akumulasi nitrit
menurun 191% dibandingkan nilai prediksi dan
menurun  224% dibandingkan nilai  optimasi.
Selanjutnya, nilai verifikasi pada laju akumulasi
nitrat menurun 94% dibandingkan nilai prediksi dan
menurun 97,9% dibandingkan nilai optimasi.
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Gambar 1. Plot Contour (A) dan Grafik 3D (B) untuk laju penurunan amonia. laju penurunan amonia semakin
tinggi ketika konsentrasi Biofertilizer (probiotik) dan sukrosa semakin tinggi

Normal Plot of Residuals Residuals vs. Predicted

1.50 —

Normal % Probability

-1.50 —

Internally Studentized Residuals
°
8
a

Internally Studentized Residuals Predicted

(@) (b)
Gambar 2. Uji residual model regresi pada laju oksidasi amonia. model regresi dianggap layak jika A) Plot
residual normalitas berada disepanjang garis linear, dan B) plot residual menyebar secara acak

Tabel 5. Verifikasi eksperimen pengaruh sedimen ikan lele, sukrosa dan biofertilizer terhadap laju penurunan
ammonia, akumulasi nitrit dan nitrat

Laju penurunan Laju akumulasi nitrit Laju akumulasi
Amonia(NHs-N) ppm (NO2-N) ppm nitrat (NOs-N) ppm

Nilai Prediksi -3,227 0,155 0,276

Nilai Optimasi Rata-rata -2,244 0,114 0,752

Nilai Verifikasi Rata-rata -2,408 -0,142 0,016
80.00
70.00
60.00
50.00
g 40.00
& 30.00
20.00
10.00
0.00

-10.00 0 3 6 9 12 15 18 21

=l AMONia === Nitrit === Nitrat

Gambar 3. Grafik penurun anamonia (w), akumulasi nitrit (A), dan akumulasi nitrat (#)selama 21 haripada
proses nitrifikasi
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Hasil ini mengindikasikan bahwa pada
reaktor terjadi proses nitrifikasi heterotrof dan
denitrifikasi aerobic. Penurunan amonia mencapai
99,85% dari konsentrasi awal amonia (NHs-N) 75,77
ppm menjadi 0,11 ppm (Gambar 3). Kadar amonia
yang rendah ini terus berlangsung hingga 21 hari
pengamatan. Meskipun demikian, penurunan
amonia yang tajam ini tidak diikuti oleh peningkatan
nitrit dan nitrat yang nyata kecuali nitrit pada hari ke
9 dan nitrat pada hari ke 21.

Proses nitrifikasi secara umum dilakukan
oleh bakteri pengoksidasi amonia atau disebut juga
sebagai  bakteri nitrifikasi  autotrof  seperti
Nitrosomonas Yyang kemudian diikuti bakteri
pengoksidasi nitrit seperti Nitrobacter (Ebeling et
al., 2006). Pada penelitian Hommes et al. (2003),
Nitrosomonas europaea yang merupakan bakteri
nitrifikasi autotrof yang tidak dapat tumbuh pada
media glukosa, namun dapat mentolelir media
fruktosa tunggal. Kehadiran sukrosa pada reaktor
mendukung  pertumbuhan  bakteri  nitrifikasi
heterotrof. =~ Dalam  penelitian  ini,  sukrosa
berpengaruh signifikan terhadap penurunan amonia
(NHs-N).

Penurunan amonia akan menghasilkan nitrit
dan selanjutnya nitrit akan teroksidasi kembali
menjadi nitrat. Proses ini berlangsung pada suasana
aerobik oleh bakteri nitrifikasi heterotrof seperti
Agrobacterium sp. (Chen dan Ni, 2012), Bacillus
subtilis (Yang et al., 2011), Chryseobacterium
haifense (Kundu et al., 2014), Klebsiella pneumonia
(Padhi et al., 2013), dan Achromobacter
xylosoxidans (Kundu et al., 2012). Berdasarkan
analisis statistik ANOVA, sukrosa dan biofertilizer
menunjukkan pengaruh yang signifikan terhadap laju
akumulasi nitrit.

Dalam penelitian ini, laju akumulasi nitrat
dipengaruhi oleh sukrosa secara signifikan walaupun
kehadiran sukrosa menyebabkan fluktuasi pada laju
akumulasi nitrat yang ditandai dengan terjadinya
penurunan konsentrasi nitrat. Hal ini mungkin
disebabkan oleh kehadiran bakteri denitrifikasi
aerobik yang berasal dari genera heterotrof, seperti
Pseudomonas, Achromobacter, Acinetobacter (Zhu
et al., 2012) dan Bacillus subtilis (Yang et al., 2011).
Bakteri denitrifikasi heterotrof menggunakan enzim
nitrate periplasmic reductase untuk melakukan
aktivitas denitrifikasi aerobik (Zhu et al., 2012).
Beberapa bakteri denitrifikasi mampu memanfaatkan
amonia sebagai sumber energi untuk bertahan hidup.
Bakteri tersebut disebut sebagai bakteri nitrifikasi-
denitrifikasi simultan yang dapat melakukan proses
nitrifikasi heterotrof dan denitrifikasi aerobik (Shoda
dan Ishikawa, 2014). Beberapa genus bakteri
tersebut diantaranya Thiosphaera patotropha, B.
subtilis, Agrobacterium sp., Rhodococcus sp., K.
pneumonia dan Marinobacter sp. yang memilki
jalur nitrifikasi dan denitrifikasi lengkap (NHs* —
NH20H — NOz — NO3  — N2O — Nj)serta bakteri
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Alcaligenes faecalis dan Alcaligenes calcoaceticus
yang bisa melakukan nitrifikasi dan denitrifikasi
simultan tanpa melalui jalur nitrit dan nitrat
(NH4+—> NH,OH — N,O — Nz) (Kundu et al.,
2014).

Secara  teoritis,  bakteri nitrifikasi-
denitrifikasi simultan mengalami koeksistensi ketika
oksigen terlarut mencapai 0,3 - 0,8 ppm (Peng dan
Qi, 2007). Bakteri B. licheniformis dapat
mengoksidasi amonia 56-67% sekitar 40 ppm
dengan kehadiran oksigen terlarut sekitar 5 ppm
(Khanichaidecha et al., 2018). Acinetobacter dapat
mentolerir oksigen terlarut 3 - 10 mg/L (Zhu et al.,
2012) dan Bacillus subtilis pada rentang 3,93 - 7,65
ppm (Yang et al, 2011). Pada penelitian ini,
konsentrasi oksigen terlarut berada pada rentang 5,3
- 7,8 ppm. Fluktuatifitas oksigen terlarut disebabkan
oleh penggunaan oksigen dalam proses nitrifikasi
serta proses respirasi aerobik melalui jalur karbon
berupa sukrosa. Sementara itu, suhu berada pada
rentang 25,8 - 27,7°C. Fluktuatifitas suhu
kemungkinan besar dipengaruhi oleh  suhu
lingkungan.

Pada penelitian ini, pH yang teramati
cenderung fluktuatif dengan rentang pH 2,5—7,6.
Kondisi asam pada reaktor diasumsikan oleh
kehadiran bakteri Lactobacillus plantarum yang
berasal dari biofertilizer. Penelitian Smetankova et
al. (2012), menunjukkan bahwa Lactobacillus
plantarum dapat menghasilkan asam laktat dengan
rentang 9,83—11,48 g/L dan asam asetat sekitar
1,03—1,65 g/L dalam kondisi aerobik lebih tinggi
dibandingkan pada kondisi anaerobik. Kehadiran
Lactobacillus tidak mendominasi pada waktu
tertentu, produksi asam dari Lactobacillus tidak
mendominasi sehingga pH reaktor kembali menjadi
basa. Lactobacillus juga ditemukan dapat
mendegradasi nitrit dan mengakumulasi NoO melalui
jalur respirasi nitrat (Liu et al., 2014).

Isolasi, Karakterisasi dan ldentifikasi Bakteri
Nitrifikasi

Berdasarkan pengamatan morfologi koloni,
morfologi sel, dan uji biokimia menggunakan
VITEK GN+ (biomeriex) diperoleh empat isolat
beda vyaitu, isolat L1, L2, L3, L4. Namun, hanya
isolat L2, L3 danL4 yang disertakan dalam uji
biokimia menggunakanVITEK GN+ (bioMerieux).
Berdasarkan pengamatan yang dilakukan dibuktikan
bahwa isolat L1, L2, L3, L4 murni berasal dari
sedimen kolam lele. Hal ini dikarenakan tidak
tersisolasinya  bakteri Biofertilizer, seperti
Nitrosomonas europaea sebagai bakteri
pengoksidasi amonia autotrof (Caranto dan
Lancaster, 2017) maupun Bacillus subtilis dan
Bacillus apiarius. Menurut Yao et al. (2014),
kelompok bakteri Bacillus mampu melakukan proses
nitrifikasi-denitrifikasi.
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Tabel 6. Isolasi, karakterisasi dan identifikasi bakteri nitrifikasi

Bakteri Isolat L1 Isolat L2 Isolat L3 Isolat L4

Morfologi Koloni

Warna Merah Kuning Putih Putih kecoklatan

muda

Bentuk Bundar Bundar Bundar bundar

Tepian Licin Licin Licin Licin

Elevasi Cembung Cembung Datar Datar

Morfologi Sel

Bentuk sel Basil Basil Basil Kokus

Warna Sel Merah Merah Merah Merah

Biokimia

Persentase VITEK 99% 98% 93%

GN+ (bioMerieux) - (Sphingobacterium (Cupriavidus (Burkholderia
thalpophilum) pauculus) cepacia)

Pada Tabel 6, isolat L2 diindikasikan
sebagai bakteri jenis Sphingobacterium
thalpophilum berdasarkan uji biokimia dengan
probabilitas mencapai 99%. Genus Sphingobacteria
merupakan genus bakteri denitrifikasi yang masuk
dalam proses Coupled Nitrification-Denitrification
(CND), vaitu jalur nitrifikasi NHs*— NO — N3
(Codispoti dan Christensen, 1985; Zhu et al., 2018).
Pada uji biokimia VITEK GN+ (bioMerieux),
Sphingobacterium thalpophilum dapat menggunakan
Saccharose/Sucrose (SAC) dan memproduksi enzim
Alpha-Glucosidase (AGLU), Beta-Glucuronidase
(BGUR), Ala-Phe-Pro-Arylamidase (APPA), dan
Tyrosine Arylamidase (TyrA).

Isolat L3 diindikasikan sebagai bakteri jenis
Cupriavidus pauculus berdasarkan uji biokimia
dengan probabilitas mencapai 98%. Cupriavidus
pauculus termasuk dalam golongan bakteri
nitrifikasi-denitrifikasi heterotrof, namun sementara
adalah bakteri nitrifikasi heterotrof dikarenakan
tidak menghasilkan N2 dan N»O. Penelitian Ramirez
et al. (2014), memperlihatkan bahwa Cupriavidus
pauculus mengpenurunan PO (Piruvate oxime) tanpa
menghasilkan N2 dan N,O, namun menjadi NO--
yang mungkin melalui jalur organik, yaitu melalui
perantara karbon dan bukan melalui NH,OH.
Cupriavidus pauculus dapat memprodukasi L-
Pyrrolydonyl-Arylamidase (PyrA), L-Proline
Arylamidase (ProA), Gamma-Glutamyl-Tranferase
(GGT) dan dapat menggunakan Citrate/Sodium
(CIT), Malonate (MNT), L-Lactate Alkalinisation
(ILATK), Succinate Alkalinisation (SUCT), L-malate
assimilation, dan 5-5-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
atau (ELLM).

Isolat L4 memiliki probabilitas mencapai
93% dengan jenis bakteri Burkholderia cepacia.
Namun, terdapat 7% kemungkinan bahwa jenis
bakteri bukan Burkholderia cepacia. Burkholderia
cepacia memiliki sel berbentuk basil (Omar et al.,
2015), sementara isolat L4 memiliki sel berbentuk
kokus.
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KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Model regresi Central Composite Design
(CCD) dengan analisis statistik Response Surface
Method (RSM) dalam simulasi proses nitrifikasi
menggunakan amonia (NHs-N) 77,65 ppm selama
+21 hari dianggap layak berdasarkan uji determinasi
(R?), presisi, dan uji kelayakan. Persamaan model
regresi laju penurunan amonia:

y =-2,76 + 0,15X; - 0,50X; - 0,21X3 - 0,081X1X; -
0,097X1 X3 - 0,44X,X3 + 0,38)(12 + 0,20)(22 +
0,18X3?

Berdasarkan persamaan model regresi
diperoleh nilai optimal kolam lele 74 g/L, sukrosa
6,6 g/L, dan biofertilizer 7,4 g/L dengan penurunan
ammonia mencapai 99,85% ppm pada kurun waktu
21 hari.

Hasil isolasi, karakterisasi dan identifikasi
bakteri berdasarkan uji morfologi koloni, morfologi
sel, dan uji biokimia diperoleh indikasi bahwa
bakteri yang berhasil diisolasi termasuk kedalam
jenis Sphingobacterium thalpophilum (probablilitas
= 99%) dan Cupriavidus pauculus (probabilitas =
98%). Kedua jenis bakteri ini terbukti mampu
melakukan proses nitrifikasi dan denitrifikasi.

Saran

1.Bakteri yang telah diisolasi perlu diuji kembali
kinerjanya dalam proses nitrifikasi menggantikan
sedimen kolam lele sehingga model regresi akan
lebih baik dan diperoleh pemodelan yang lebih
paripurna.

2.Perlu dilakukan penelitian aplikasi  proses
dilapangan untuk menangani pencemaran amonia.
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