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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri  pengoksidasi sulfida dan amonia dari air Danau Maninjau yang tercemar. Sampel air dan bakteri diambil di perairan Danau Maninjau Sumatera Barat. Berdasarkan data hasil analisis, suhu perairan danau berkisar antara 31 – 32oC, hal ini tergolong suhu yang normal untuk kehidupan ikan. Nilai kandungan TSS yang diperoleh berkisar antara 10,5 – 36,5 mg/L dan ini tergolong rendah dibanding standar mutu yang dianjurkan menurut PP  No. 82 tahun 2001 yaitu di bawah 400 mg/L. pH air pada titik sampling keramba dengan kepadatan rendah adalah 5,93 lebih kecil dari nilai pH Rendahnya pada titik sampling keramba dengan kepadatan tinggi. Kandungan belerang (H2S) tidak  terdapat pada sampel air, hanya ditemui  pada sampel lumpur yang terdapat pada bagian dasar danau yaitu 0,308 mg/l dan 1,1561 mg/l untuk keramba jaring apung dengan kepadatan rendah dan keramba jaring apung dengan kepadatan tinggi.  Kandungan BOD dan COD dapat dikatakan masih di bawah standar mutu yang telah ditetapkan.  Kandungan  nitrat berkisar antara 0,25 – 0,54 mg/L adalah tergolong rendah. Didapatkan 2 isolat bakteri yang dapat mengoksidasi sulfida dengan cepat yaitu isolate 1.1 dapat mengoksidasi  pada pH 5-6 dan pada suhu 30 dan 40 ºC.  Isolate kedua adalah isolat 4 yang mampu mengoksidasi senyawa sulfida maksimum pada pH 6-7 dan pertumbuhan maksimum adalah pada suhu 30 ºC. Pada dasarnya kedua bakteri ini dapat tumbuh baik pada kedua temperatur yang diuji. Isolat-isolat yang mempunyai kemampuan menurunkan ammonia yang tinggi >35 %  adalah isolat-isolat : 1.1, 2, 3,  3.1, 3.2 , 3.3, dan  6 dan diikuti dengan tingkat pertumbuhan yang tinggi.
PENDAHULUAN
Latar Belakang

Danau Maninjau merupakan salah satu danau yang menjadi kawasan unggulan bagi Pemda Tk. I Sumatera Barat.  Keadaan ekosistem Danau Maninjau kini cenderung mengalami degradasi karena banyak aktifitas yang dilakukan  di sekitar dan di danau tersebut.  Semua kegiatan itu menyebabkan terjadinya akumulasi bahan organik, NH3, pestisida dan anorganik dalam bentuk logam berat seperti Pb, Fe, Mn, Zn dan Cr di dasar danau  yang secara alamiah akan terdegdradasi secara anaerobik dan menghasilkan gas H2S yang menimbulkan bau dan beracun (LPP-UMJ, 2006). Dengan adanya peristiwa up weling, senyawa kimia beracun yang mengendap tersebut akan naik ke permukaan dan meracuni ikan di permukaan danau yang berakibat pada matinya ikan dalam jumlah yang besar. Peristiwa terbesar ditemukan pada tahun 1997 dan awal tahun 2009.  

Penggunaan teknik biologi memanfaatkan mikroorgnisme (bioremediasi) untuk pemulihan perairan banyak dilakukan karena dapat beroperasi dengan mudah dan  murah (Zhang et al., 2008). Aplikasi teknik bioremediasi dengan bakteri endogenous di tambak udang di Karwang berhasil memulihkan kualitas air dan memperpanjang umur udang. Pada proses bioremediasi terjadi biotransformasi senyawa toksik menjadi senyawa yang kurang toksik atau tidak toksik. Bakteri nitrifikasi akan mendegradasi amonia menjadi nitrit dan nitrat, bakteri denitrifikasi akan mendegradasi nitrat atau nitrit menjadi gas nitrogen, sedangkan bakteri fotosintetik anoksigenik akan mendegradasi senyawa hidrogen sulfide menjadi unsur sulfur.  

Berdasarkan permasalahan di atas maka dilakukan penelitian yang bertujuan mendapatkan bakteri endogenous yang mampu mengoksidasi senyawa sulfita dan amonia yang sering mencemari danau Maninjau. Dengan harapan bakteri tersebut bisa digunakan sebagai teknik bioremediasi untuk penanggulangan pencemaran di Danau Maninjau. 
METODOLOGI PENELITIAN
Lokasi dan Waktu Penelitian

Lokasi penelitian dilakukan di perairan Danau Maninjau, Kecamatan Tanjung Raya Kabupaten Agam Sumatera Barat. Lokasi penelitian berjarak ± 140 km dari Kota Padang. Secara geografis Danau Maninjau terletak antara 00 17’ – 07.04’’ lintang selatan dan 1000 - 09’58.0” bujur timur. 

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel air, tiosulfat, KI, H2SO4 pekat, MnSO4, K2Cr2O7, FeSO4, indikator ferroin, pereaksi Nessler, larutan standar ammonia, brusin, larutan NaCl, larutan standar nitrat, larutan sulfanilamid, larutan N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorida, larutan standar nitrit, amonium molibdat, stano klorida, larutan baku fosfat, Na2CO2 dan indikator fenolptalein. Sedangkan alat-alat yang digunakan meliputi: pH meter, thermometer, petri dish, kemmerer water sampler dan water quality checker,  program Prism4.
Pelaksanaan Penelitian

Pengambilan Sampel Air dan Sedimen

Tujuan dari pengambilan sampel ini adalah untuk mendapatkan gambaran tentang sifat fisika, kimia dan mikrobiologi perairan danau. Penentuan lokasi dengan pertimbangan bahwa lokasi pengambilan sampel merupakan sebagai aliran limbah cair dari berbagai kegiatan aktivitas penduduk yang mengalir ke perairan danau dan aktifitas keramba jala apung. Dengan demikian ditetapkan tiga lokasi pengambilan sampel air, yaitu lokasi jala apung dengan kepadatan rendah (5 – 40 buah), tinggi dengan kepadatan di atas 40 buah serta  jauh dari aktifitas jala apung (tengah danau sebagai kontrol). Pengambilan contoh air dan sedimen dilakukan pada kedalaman 0 m (permukaan), 3 m dan 5-10 m dan dilakukan secara komposit. Sampel dibawa dalam kotak es dan disimpan pada suhu beku sampai dianalisa dilaboratorium.

Metode Pengukuran 

Metode di Lapangan  

Pengukuran parameter diperoleh dengan cara mengukur langsung di lapangan dan dengan pengambilan sampel air untuk di analisa di laboratorium. Parameter yang langsung di ukur di lapangan antara lain : suhu, pH, alkalinitas dan oksigen terlarut. Parameter kualitas air diambil dengan menggunakan Kemmerer Water Sampler yang terbuat dari PVC. Sampel air dan sedimen digunakan untuk analisa bakteri dan analisa kimia air. Sampel untuk analisa bakteri ditampung di dalam botol polyetilen yang telah disterilisasi. Selama sampling, botol dilindungi agar bebas kontaminasi, antara lain dengan tidak memegang tutup atau leher botol. Sampel bakteri ini diawetkan dengan menyimpan dalam cool boks. Analisa bakteri segera dilakukan di laboratorium. Sampel untuk NO3-N, NH3-N, dan bahan organik di masukkan ke dalam botol yang telah dibersihkan sebelumnya, kemudian difiksasi dengan H2SO4 10% sebanyak 0.8 ml/L sampel. Orthofosfat diawetkan dengan HgCl2 40 mg/L sampel. Sampel untuk H2S ditampung di dalam botol kaca, kemudian diawetkan dengan menambahkan 4 tetes zinc asetat dan NaOH 6 N per 100 mL sampel. Pengukuran dan analisa kualitas air mengacu pada metode APHA (1989).

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI PENGOKSIDASI SULFIDA DAN AMONIA 

A. ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI PENGOKSIDASI SULFIDA 

Penelitian ini bertujuan untuk menemukan bakteri  pengoksidasi sulfida dengan cepat pada kondisi aerob sehingga dapat dikembangkan teknik bioremediasi untuk  menghilangkan senyawa sulfide terlarut dari air dan sedimen danau maninjau yang tercemar.

Metoda Penelitian

Penelitian ini dilakukan dua tahap, yaitu tahap pertama, mengisolasi dan menyeleksi bakteri anaerob pengoksidasi senyawa sulfida yang hidup permukaan dan di sedimen danau maninjau. Penelitiahan tahap dua yaitu mengukur penurunan konsentrasi sulfida, total koloni dan morfologi serta kondisi optimum pertumbuhan bakteri dan mengidentifikasi bakteri yang diperoleh. 
Medium Pertumbuhan Bakteri pengoksidasi Sulfida

Bakteri diisolasi dari air dan sediment  danau Maninjau yang mengandung sulfur. Komposisi Sulfida skrining medium yang digunakan menurut Lota Bharathi et al. (1997) (g/L) adalah: 2.0 g KNO3, 1.0 g NH4Cl, 2.0 g KH2PO4, 2.0 g NaHCO3, 0.8 g MgSO4.7H2O, 5.0 g Na2S2O3.5H2O and 1.0 ml larutan mineral pH 6 dengan 1 N KOH. Larutan mineral mengandung (g/L): 50 g Na2-EDTA, 7.34 g CaCl2.2H2O, 5.0 g FeSO4.7H2O, 2.5 g MnCl2.4H2O, 2.2 g ZnSO4.7H2O, 0.5 g (NH4)6Mo7O24.4H2O, 0.2 g CaSO4.5H2O and 11.0 g NaOH (DSMZ, 2002). 15 g of agar ditambahkan untuk membekukan medium.
Isolasi Bakteri Pengoksidasi Sulfida

Lima mL air limbah diinokulasi kedalam flask yang mengandung 50 mL Medium skrining Sulfida (MSS) dan diinkubasi pada rotary shaker (100 rpm) pada temperature ruang selama 7 hari. Kekeruhan pada medium menunjukan adanya pertumbuhan bakteri.  Kultur dimurnikan ke dalam medium  MSS  padat dan diinkubasi pada temteratur 30ºC selama 7 hari. Jika terjadi penurunan pH medium menunjukan adanya pertumbuhan bakteri thiobacilus pengoksidasi sulfur. Setelah dilakukan pengenceran, 100 µL kultur bakteri diinokulasi ke medium seleksi padat dan diinkubasi pada suhu ruang. Setiap pertumbuhan koloni yang berbeda dilakukan pemurnian kultur dengan menginokulasi ke medium skrining baru. Konsentrasi sulfat yang dihasilkan dari pertumbuhan bakteri diukur pada awal dan akhir masa pertumbuhan dari kultur broth.

Skrining Bakteri Pengoksidasi Sulfida

Kultur yang telah dimurnikan dilanjutkan untuk proses skrining dengan menumbuhkan pada medium MSS mengandung Na2S  sebagai pengganti Na2S2O3.  Tiga ml kultur bakteri (biakan) disentrifugar pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit, supernatan dibuang, pellet bakteria dicuci dengan buffer Fosfat pH 6 kemudian disentrifugar lagi. Kultur bakteri (1% (v/v)) diinokulasi kedalam medium yang mengandung Na2S seperti diatas kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 7 hari. Setelah itu 500 µL medium biakan dimasukan kedalam 50 mL medium baru dalam conical flask kapasitas 100 mL. Kontrol tidak diberi inokulum diinkubasi pada suhu yang sama. Semua percobaan diulang sebanyak tiga kali.  Setelah lima rentetan  pemindahan, diambil 1 ml sampel dan dilakukan pengenceran,100 µl laruan dan ditanam di  nutrient agar (NA), lalu diinkubasi selama 24 – 48 jam pada suhu kamar. Strain bakteri yang tumbuh baik pada Sulfida  medium sebagai sumber energi  di skrining lebih lanjut  dengan sulfate reduction reactor (SRR).
Optimasi Medium Pertumbuhan Bakteri Pengoksidasi Sulfida

Pengaruh pH medium dan temperature inkubasi terhadap pertumbuhan bakteri pengoksidasi sulfide dilakukan pada kisaran pH 4-9 dengan menggunakan berbagai buffer dan diinkubasi pada temperature 30 dan 40ºC. Konsentrasi sulfat yang dihasilkan dari pertumbuhan bakteri diukur pada awal dan akhir masa pertumbuhan dari kultur broth. Parameter yang diukur adalah Konsentrasi Sulfida dan Jumlah koloni bakteri (CFU/mL)

Prosedur Analitik

Metode analisa yang digunakan untuk mengukur parameter pada penelitian ini mengikut APHA, AWWA and WPCF (1998). Senyawa sulfida diukur menggunakan metode iodometri, sedangkan sulfat dengan metode turbidimetri. pH meter digunakan untuk mengukur pH. 
B.  ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI PENGOKSIDASI AMONIA

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan  bakteri  pengoksidasi ammonia dari air danau maninjau yang tercemar.

Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dua tahap, yaitu tahap pertama mengisolasi dan menyeleksi bakteri pengoksidasi senyawa amonia yang hidup permukaan dan di sedimen danau maninjau. Penelitiahan tahap dua yaitu mengukur penurunan konsentrasi amonia, total koloni dan morfologi serta kondisi optimum pertumbuhan bakteri dan mengidentifikasi bakteri yang diperoleh. 
Isolasi Bakteri Pengoksidasi Amonia

Pada penelitian ini digunakan basal medium untuk bakteri nitrifikasi (Media Nitrosomonas) yang mengandung (g/L): 0.5 g (NH4)2SO4; 0.2 g K2HPO4;0.04 g CaCl2 2 H2O; 0.5 mg Fe sulfat; 0.5 mg Phenol red. Media ini dipanaskan, diukur pHnya sampai menunjukkan pH 7.4, kemudian dimasukkan ke dalam test tube masing-masing 9 ml, selanjutnya disterilisasi di dalam autoclave. Pertumbuhan Nitrosomonas dikonfirmasi dengan perubahan warna dari ungu menjadi kuning. 

Lima mL air limbah diinokulasi kedalam flask yang mengandung 50 mL Media Nitrosomonas dan diinkubasi pada rotary shaker (100 rpm) pada temperature ruang selama 2 hari. Kekeruhan pada medium menunjukan adanya pertumbuhan bakteri.  Kultur dimurnikan ke dalam medium bakteri Nitrifikasi MNS  padat dan diinkubasi pada temteratur 30ºC selama 2 hari. Setelah dilakukan pengenceran, 100 µL kultur bakteri diinokulasi ke medium seleksi padat dan diinkubasi pada suhu ruang. 

Skrining Bakteri Pengoksidasi Amonia

Isolat bakteri yang di dapat pada isolasi pertama dilanjutkan pada medium bakteri pengoksidasi amonia dengan komposisi sebagai berikut (g/L); 50 mM (NH4)2SO4 6.60 g; 50 mM KH2PO4 0.41 g; 1 M MgSO4 0.75 ml; 1M CaCl2 0.20 ml;  30 mM FeSO4 0.15 ml;  50 mM EDTA 0.15 ml;  50 mM CuSO4 0.01 ml.
Kultur yang telah dimurnikan dilanjutkan untuk proses skrining dengan menumbuhkan pada medium bakteri Nitrifikasi MNS.  Tiga ml kultur bakteri (biakan) disentrifugar pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit, supernatan dibuang, pellet bakteria dicuci dengan buffer fosfat pH 6 kemudian disentrifugar lagi. Kultur bakteri (1% (v/v)) diinokulasi kedalam medium yang seperti diatas kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 2 hari. Konsentrasi amonia diukur diawal dan akhir waktu inkubasi. Setelah lima rentetan  pemindahan, diambil 1 ml sampel dan dilakukan pengenceran,100 µl larutan dan ditanam di  natrium agar (NA), lalu diinkubasi selama 24 – 48 jam pada suhu kamar. Setiap pertumbuhan koloni yang berbeda dilakukan pemurnian kultur dengan menginokulasi ke medium skrining baru. Bakteri pengoksidasi amonia yang diperoleh dimurnikan dan disimpan sebagai stok pada suhu -20°C dengan penambahan 15% gliserol. Parameter yang diukur adalah  Konsentrasi amonia dan Jumlah koloni bakteri (CFU/mL)
HASIL DAN PEMBAHASAN
Analisis Kualitas Air Danau

Hasil analisis kualitas air danau Maninjau ke tiga titik sampling tersebut dapat terlihat pada Tabel 1.
Tabel 1.  Hasil analisis kualitas air Danau Maninjau disekitar aktifitas kegiatan     keramba jala apung

	No.
	Parameter
	Satuan
	Kode sampel
	Baku Mutu *)

	
	
	
	KAP.1
	KAP.2
	KAP.3
	Kelas III

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	1
	Suhu
	​​​​oC
	31
	32 
	31
	Deviasi 3

	2
	TSS
	mg/L
	11,0
	36,5 
	10,5
	400

	3
	pH
	-
	6,06
	5,93 
	6,17
	6 - 9

	4
	DO
	mg/L
	5,97
	5,63 
	6,14
	3

	5
	Amoniak (NH3-N)
	mg/L
	0,16
	0,21 
	0,04
	(-)

	6
	Belerang (H2S)
	mg/L
	ttd
	ttd
	ttd
	0,002

	7
	BOD
	mg/L
	3,50
	4,17 
	1,34
	6

	8
	COD
	mg/L
	23,42
	24,88 
	19,03
	50

	9
	Nitrat (NO3-N)
	mg/L
	0,50
	0,54 
	0,25
	20

	10
	Posfat (PO4-P)
	mg/L
	0,48
	0,49 
	0,27
	1

	
	
	
	
	
	
	

	Keterangan

Kode sampel
KAP.1 = Keramba jaring apung dengan kepadatan rendah



KAP.2 = Keramba jaring apung dengan kepadatan tinggi

                               KAP.3 = Kontrol

ttd = tidak terdeteksi

Baku Mutu = Peraturan Pemerintah Nomor 82 Tahun 2001


Sebagai tolok ukur kualitas air danau Maninjau untuk dapat digunakan sebagai persyaratan budidaya ikan air tawar adalah Peraturan Pemerintah Nomor 82 Tahun 2001, yaitu: Kelas III, digunakan sebagai persyaratan budidaya ikan tawar, mengairi pertamanan dan  peternakan. Berdasarkan data hasil analisis, suhu perairan yang diukur secara langsung dilapangan dengan thermometer berkisar antara 31 – 32oC. Dengan demikian suhu yang ada di Danau Maninjau tergolong suhu yang normal untuk kehidupan ikan. Nilai kandungan TSS yang diperoleh  adalah berkisar antara 10,5 – 36,5 mg/L dan ini tergolong rendah. Nilai TSS yang diperoleh memenuhi standar mutu yang dianjurkan menurut PP  No. 82 tahun 2001yaitu di bawah 400 mg/L. Untuk parameter pH air pada titik sampling KAP.2 menunjukan nilai 5,93. Jika dibandingkan dengan nilai pH pada titik sampling KAP.1 dan titik kontrol angka ini memperlihatkan nilai yang lebih kecil. Rendahnya nilai pH air pada titik sampling KAP.2 diperkirakan akibat kegiatan keramba jala apung yang relatif besar sehingga penggunaan pakan ikan lebih banyak jika dibandingkan dengan titik sampling KAP.1 dan titik kontrol. Penurunan nilai pH air akibat pakan ikan merupakan bahan-bahan organik dan dapat mengalami proses fermentasi menjadi persenyawaan yang bersifat asam seperti asam-asam organik. Amonia hasil pengukuran yang dilakukan di perairan Danau Maninjau berkisar antara 0,04 – 0,21 mg/l. Berdasarkan PP  No. 82 tahun 2001 menerangkan bahwa kandungan amonia bebas untuk ikan yang diperkenankan adalah 0,02 mg/l, maka dapat dikatakan bahwa kandungan amonia di perairan Danau Maninjau dapat bersifat toksik bagi organisme yang akan dipelihara di dalam keramba jala apung.

Berdasarkan hasil analisis laboratorium sampel air danau kandungan belerang (H2S) tidak  terdapat pada sampel air. Hal ini berbeda bila dibandingkan dari hasil analisis sampel lumpur yang terdapat pada bagian dasar danau. Nilai kandungan belerang (H2S) pada sampel lumpur menunjukan nilai 0,308 mg/l dan 1,1561 mg/l untuk keramba jaring apung dengan kepadatan rendah dan keramba jaring apung dengan kepadatan tinggi.  Berdasarkan PP  No. 82 tahun 2001 menerangkan bahwa kandungan belerang (H2S) yang terdapat di dasar danau tergolong tinggi dari batas maksimum yang diperkenankan untuk kegiatan perikanan yaitu 0,002 mg/l. Oleh karena itu, jika terjadi upwelling maka kemungkinan kandungan sulfida inilah yang menyebabkan toksik terhadap ikan-ikan baik yang dipelihara maupun yang ada di danau.

Kandungan BOD dan COD dapat dikatakan masih di bawah standar mutu yang telah ditetapkan.  Kandungan  nitrat berkisar antara 0,25 – 0,54 mg/L adalah tergolong rendah. Hal ini dipertegas juga dalam Perpu no.20 tahun 1990 yang menjelaskan bahwa kandungan maksimal nitrat dalam air adalah 10 mg/l. Kandungan posfat yang ditunjukan pada Tabel 1 yang berkisar antara 0,27 – 0,49 mg/l tergolong rendah. Nilai ini dapat dilihat berdasarkan PP  No. 82 tahun 2001 bahwa batas maksimal posfat yang diperkenankan untuk kegiatan perikanan adalah 1 mg/l. Hal ini didukung oleh Boyd (1988) dalam Effendi (2003), yang menyatakan bahwa kadar fosfor total pada perairan alami jarang melebihi 1 mg/liter.

4.3.  Isolasi Bakteri Pengoksidasi Sulfida
Enam isolat bakteri yang mempunyai kemampuan mengoksidasi sulfida  berhasil diisolasi  dari sampel air Danau Maninjau pada berbagai lokasi. Isolasi ini  menggunakan medium pengayaan yang mengandung tiosulfat (5 g/L) sebagai satu-satunya sumber sulfur dan dilakukan pada kondisi aerobik. Isolat bakteri dipilih berdasarkan kemampuannya untuk tumbuh dan berkembang dalam media yang mengandung tiosulfat  ini.  Ketika bakteri diisolasi dari sampel lumpur dan air  pertama kali dalam medium pengayaan, bakteri masih punya kemampuan tumbuh dalam bentuk kultur campuran.  Setelah ditransfer beberapa kali dan dikultur beberapa kali secara individu ke dalam media pengayaan maka diperoleh isolat murni yang mampu mengoksidasi sulfida.

Lokasi yang banyak ditemukan bakteri adalah pada lumpur danau. Beberapa isolat juga ditemukan pada air bagian atas pada kedalaman 2 meter. Sampel air ini memang punya sejarah pernah terkontaminasi dengan  belerang  akibat adanya peristiwa upwelling, sehingga belerang yang mengendap di dasar danau yang berasal dari kaldera gunung berapi naik ke atas permukaan danau dan mencemari air danau. Karakteristik morfologi bakteri dapat dilihat pada Tabel 2.  
4.4.  Skrining Bakteri Pengoksidasi Sulfida

Kultur yang telah dimurnikan dilanjutkan untuk proses skrining dengan menumbuhkan pada medium MSS mengandung Na2S  sebagai pengganti Na2S2O3.. Kultur bakteri (1% (v/v)) yang telah diinokulasi ke dalam medium yang mengandung Na2S kemudian diinkubasi pada suhu 30°C selama 7 hari.  Akhirnya diperoleh  isolat bakteri yang tumbuh baik pada medium sulfida sebagai sumber energi yaitu isolat 1.1 dan isolat 4 seperti terlihat pada Gambar 1 dan Gambar 2. 
Tabel 2.  Lokasi Sampel, Jumlah bakteri yang diisolasi pada tiap lokasi dan bentuk Morfologi.
	No. 
	Lokasi 
	Nama Isolat 
	Morfologi 
	Bentuk Sel
	Gram

	1.
	Air bagian atas keramba  dengan kepadatan rendah
	1.1 
	Warna orange, bulat kecil, melengkung dan permukaan rata
	Bulat
	Negatif



	2.
	Lumpur di keramba  dengan kepadatan rendah
	1.2
	Putih terang, bulat kecil, mengkilat 
	Bulat
	Negatif 

	3.
	Air bagian atas keramba dengan kepadatan rendah
	2
	Putih terang,  bulat, melengkung 
	Bulat


	Negatif

	4.
	Air danau jauh dari keramba
	3
	Putih, bulat, tepi tidak rata
	Batang
	Negatif

	5.
	Air bagian bawah keramba dengan kepadatan tinggi
	4
	Putih terang, bulat kecil, mengkilat 
	Bulat
	Positif

	6.
	Lumpur di keramba dengan kerapatan tinggi
	5
	Warna krem, bulat, seperti ada inti
	Bulat
	Negatif
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Gambar 1.  Isolat bakteri yang punya kemampuan tinggi mengoksidasi Sulfida

  (Isolat 1.1 dan Isolat 4).
Berdasarkan Gambar 2 dan 3, terlihat (dapat dipilih)  bahwa isolate 1.1 dan isolate 4 mampu tumbuh baik pada medium yang mengandung Na2S dan mampu mengoksidasinya untuk pertumbuhannya. Umumnya bakteri pengoksidasi sulfida banyak ditemui pada area kolam. 
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Gambar 2.  Pertumbuhan  (Log10 CFU/mL) Enam Isolat Terpilih dalam Medium yang mengandung Na2S. Isolat 1.1 dan Isolat 4 menunjukan pertumbuhan yang tinggi disbanding Isolat Lain. 
Pada permukaan air sering ditemui bakteri kemotropik dimana mereka mendapatkan  energi dengan cara mengoksidasi H2S secara aerobik menjadi S menbentuk SO4-2.(Overmann, 2001).  Biodegradasi H2S oleh kemotropik bakteri terjadi pada kondisi aerobik dengan O2 sebagai penerima elektron (Prescott et al. 2003).
4.5.   Optimasi Medium Pertumbuhan Bakteri Pengoksidasi Sulfida Pengaruh  pH Medium Terhadap Oksidasi Sulfida oleh Bakteri
Perlakuan ini dilakukan untuk mendapatkan pH yang sesuai untuk pertumbuhan bakteri  isolat 1.1 dan isolat 4 dalam mengoksidasi sulfida. Pada  Gambar 4 terlihat bahwa bakteri isolat 1.1 dapat mengoksidasi sulfida  pada pH 5-6, sedangkan Bakteri isolat 4 dapat mengoksidasi maksimum pada pH 6-7 dan kemampuan ini akan menurun pada pH di bawah atau di atas range itu.
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Gambar 3.    Konsentrasi Sulfida (mg/L)  Enam isolat terpilih dalam medium yang mengandung Na2S. Isolat 1.1 dan Isolat 4 menunjukan oksidasi tertinggi pada hari ke tujuh  disbanding Isolat Lain. 
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Gambar 4. Pengaruh pH medium terhadap Konsentrasi Sulfida.

Menurut Booth (1985) bahwa sel dapat mentolerir suatu kisaran pH karena mempunyai mekanisme untuk meregulasi pH sitoplasma. Pertumbuhan bakteri menurun pada pH diluar kondisi optimumnya berdasarkan kestabilan membran plasma, hambatan enzim pada membran dan transport protein. Dari data diatas, diketahui bahwa pH sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan isolat isolate 1.1 dan isolate 4. 
4.6. Pengaruh Temperatur Inkubasi terhadap Pertumbuhan Bakteri

Pengoksidasi Sulfida 
Bakteri isolat 1.1 tumbuh baik apabila diinkubasi pada suhu 30 dan 40 ºC, sedangkan  dan isolat 4 didapatkan pertumbuhan maksimum adalah pada suhu 30 ºC. Pada dasarnya kedua bakteri ini dapat tumbuh baik pada kedua temperatur yang diuji begitu juga kemampuannya dalam mengoksidasi sulfida, seperti terlihat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Pengaruh Temperatur inkubasi Terhadap Konsentrasi Sulfida (mg/L) (A)  dan Pertumbuhan Bakteria (Log10 CFU/mL) (B).
4.7.  Isolasi dan Seleksi Bakteri Pengoksidasi Amonia
Isolasi bakteri pengoksidasi ammonia dilakukan dengan menginokulasi isolate bakteri pada medium yang mengandung ammonium dengan indikator phenol merah.  Pertumbuhan Nitrosomonas dikonfirmasi dengan perubahan warna dari ungu menjadi kuning. Nitrosomonas, Nitrocsococcus, Nitrobacter, Nitrosolobi, Nitrospir  merupakan bakteri gram negative, mampu membuat makanan sendiri dan perlu O2 dalam hidupnya dan  merupakan bakteri nitrifikasi yang mampu membentuk nitrat. Bakteri ini menitrifikasi amonia (NH3) menjadi nitrat yang dapat diserap oleh tumbuhan dan berfungsi sebagai  penyubur tanaman.
Kultur yang menunjukkan indikasi adanya pertumbuhan bakteri pengoksidasi amonia diambil dan diisolasi secara tabur. Kultur tersebut kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 3-5 hari. Isolat yang tumbuh kemudian dimurnikan dan dipindahkan pada media agar miring. Isolat yang diperoleh diseleksi kemampuan tumbuhnya dengan cara menumbuhkannya dalam erlenmeyer yang berisi 50 ml media basal. Kultur tersebut diinkubasi pada suhu ruang diatas penggoyang (shaker). Pertumbuhan bakteri pengoksidasi amonia ditentukan dengan mengukur perubahan  konsentrasi amonia secara kuantitatif (metode Nestler, ). Dari hasil pengujian diperoleh 13 isolat yang mampu tumbuh pada media amonium dan menunjukkan kemampuannya mengoksidasi amonia. Isolat bakteri tersebut mempunyai karakteristik morfologi seperti terlihat pada Tabel 2. 
Sebagian besar koloni berbentuk bulat, berwarna putih dan krem, mempunyai elevasi lengkung, tepi koloni entire dan mempunyai struktur dalam translucent. Warna, bentuk, elevasi, tepi dan struktur dalam dari masing-masing koloni tidak sama. Ketidaksamaan karakter morfologi masing-masing koloni ini menunjukkan bahwa isolat-isolat bakteri pereduksi amonia yang berhasil diisolasi beragam.
Pengujian kemampuan mereduksi amonia dari masing-masing isolat menunjukkan hasil yang berbeda-beda. Semua isolat menunjukkan pertumbuhan dengan perubahan warna medium dari pink menjadi kuning, berarti semua isolat mempunyai kemampuan mereduksi amonia. 
Tabel 2. Karakteristik Morfologi Koloni Masing-masing Isolat Bakteri   Pengoksidasi Amonia.   
	No. 
	Lokasi 
	Nama Isolat 
	Morfologi 
	Bentuk Sel
	Gram

	1.
	Air bagian atas keramba 8-20
	1.1 
	Warna orange, bulat kecil, melengkung dan permukaan rata
	Bulat
	Negatif



	2.
	Lumpur di keramba 8-20
	1.2
	Putih terang, bulat kecil, mengkilat 
	Bulat
	Negatif 

	3.
	Air bagian atas keramba 8-20
	2
	Putih terang,  bulat, melengkung 
	Bulat


	Negatif

	4.
	Air danau jauh dari keramba
	3
	Putih, bulat, tepi tidak rata
	Batang
	Negatif

	5
	
	3.1
	Bulat kecil, krem, mengkilat 
	Bulat
	Negatif

	6
	
	3.2
	Bulat kecil, krem, mengkilat
	Bulat
	Negatif

	7
	
	3.3
	Bulat kecil, krem, tepi tidak rata
	Bulat
	Negatif

	8
	Air bagian bawah keramba >20
	4
	Putih terang, bulat kecil, mengkilat 
	Bulat
	Positif

	9
	
	4.1
	Bulat kecil, krem, mengkilat
	Bulat
	Negatif

	10.
	Lumpur di keramba >20
	5
	Warna krem, bulat, seperti ada inti
	Bulat
	Negatif

	11
	
	6
	
	Bulat
	Negatif

	12
	
	7
	Putih. Bulat besar, tepi tidak rata
	Bulat
	Negatif

	13
	
	8
	Bulat kecil, krem, mengkilat
	Bulat
	Negatif

	
	
	
	
	
	


Isolat yang berhasil diisolasi mempunyai kemampuan menurunkan konsentrasi ammonia dalam medium (konsentrasi awal 500 mg/L) berkisar dari 15.5 % hingga 37.5% (Tabel 3.). Isolat-isolat yang mempunyai kemampuan menurunkan ammonia yang tinggi >35 %  adalah isolat-isolat : 1.1, 2, 3,  3.1, 3.2 , 3.3, dan  6 dan diikuti dengan tingkat pertumbuhan yang tinggi. Pertumbuhan bakteri pengoksidasi amonia ditentukan berdasarkan dengan metode plate count (CFU/mL)  dengan hasil seperti pada Tabel 3. dan Gambar 5.  Ketujuh Isolat bakteria ini dapat digunakan untuk penelitian selanjutnya dalam proses bioremediasi amonia baik secara individu maupun secara konsorsium.
Tabel 3. Pertumbuhan Bakteri (Log10 CFU/mL) dan % Penurunan Amonia. 
	Isolat Bakteria


	Log10 CFU/mL


	% Penurunan NH3 



	Kontrol
	0
	0

	Isolat 1.1
	1.112872
	36.5

	Isolat 1.2
	1.10694
	32.5

	Isolat 2
	1.113669
	37.5

	Isolat 3
	1.117959
	36.5

	Isolat 3.1
	1.10841
	37.5

	Isolat 3.2
	1.11492
	35.5

	Isolat 3.3
	1.111483
	37.5

	Isolat  4
	1.116457
	27.5

	Isolat 4.1
	1.113927
	16.5

	Isolat 5
	1.125777
	26.5

	Isolat 6
	1.117545
	36.5

	Isolat 7
	1.112509
	15.5

	Isolat 8
	1.117491
	29.5

	Konsorsium
	1.096019
	19.5
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Gambar 5.  Persen penurunan konsentrasi amonia oleh Isolat bakteri dalam medium yang mengandung ammonia dengan konsentrasi awal 500 mg/L. (A). Hasil ini diikuti dengan pertumbuhan bakteri (Log10 CFU/mL)

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan analisis kualitas air yang telah dilakukan terhadap sampel air Danau Maninjau dapat disimpulkan bahwa secara umum kualitas airnya cukup baik digunakan sebagai sumber air untuk kegiatan pemeliharaan keramba jala apung. Hanya parameter amoniak yang tergolong tinggi yaitu berkisar antara 0,04 – 0,21 mg/l, sedangkan berdasarkan  PP  No. 82 tahun 2001 kandungan amonia bebas untuk ikan yang diperkenankan adalah 0,02 mg/l. 

Nilai kandungan belerang (H2S) yang dilakukan terhadap sampel air danau tidak terdeteksi, sedangkan nilai kandungan belerang (H2S) pada sampel lumpur menunjukan nilai 0,308 mg/l dan 1,1561 mg/l untuk keramba jaring apung dengan kepadatan rendah dan keramba jaring apung dengan kepadatan tinggi.  Berdasarkan PP  No. 82 tahun 2001 menerangkan bahwa kandungan belerang (H2S) yang terdapat di dasar danau tergolong tinggi dari batas maksimum yang diperkenankan untuk kegiatan perikanan yaitu 0,002 mg/l. Oleh karena itu, jika terjadi upwelling maka kemungkinan kandungan sulfida inilah yang menyebabkan toksik terhadap ikan-ikan baik yang dipelihara maupun yang ada di danau.
Diperoleh dua isolat terpilih yang mempunyai kemampuan tinggi untuk mereduksi sulfida, yaitu isolate 1.1 dan isolate 4. Isolat 1.1 dapat mengoksidasi sulfida  maksimum pada pH 5-6 dan pada suhu 30 sampai 40 ºC,  sedangkan Bakteri isolat 4 dapat mengoksidasi maksimum pada pH 6-7 dan pada suhu 30 ºC. Dalam mereduksi amonia ditemukan tujuh isolat bakteri baik secara individu maupun secara konsorsium dengan kemampuan menurunkan ammonia yang tinggi >35 %  yaitu  isolat-isolat : 1.1, 2, 3,  3.1, 3.2 , 3.3, dan  6 (dari konsentrasi awal 500 mg/L).
Saran
Dengan telah ditemukan isolate bakteri yang dapat mereduksi sulfida dan ammonia, maka  perlu dilakukan pengujian apakah isolat bakteri didapatkan bersifat patogen atau tidak.  Isolat bakteri yang tidak patogen perlu dilanjutkan untuk diuji dalam proses bioremediasi  ke air Danau Maninjau dan perikanan yang dipelihara di danau tersebut.
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