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Abstract

Nitrogen transformation is the alteration process of nitrogen compounds from one form to another occurred in
the nature. The transformation can even occur in an extreme environment, such a hot springs, and get through
processes, including amonification, nitrification and denitrification. The research objective was to determine the
hydrochemicals/ characteristics of water physically and chemically, as well as to determine whether nitrogen
transformation occured through the processes of amonification, nitrogen, nitrification and denitrification in
Sarongsong hot spring. Samples in the research were taken from Sarongsong Hot spring, Tomohon City at three
different stations and were grouped in two: aerobic and anaerobic. This research was undertaken in CARC
laboratory, master’s program of biology, SWCU, Salatiga. The level of ammonium, nitrite and nitrate at three
stations (S1, S2, S3) at early period of the research were measured. Levels of ammonium, nitrite, and nitrate at
S1 respectively are: 4.85mg/ L; 0.00mg/ L; 0.00mg/ L; at S2: 2.45mg/ L; 0.00mg/ L; 0.00mg/ L; on S3: 4.37mg/
L; 0.00mg/ L; 0.00mg / L. following 7 days of treatment, levels of ammonium, nitrite and nitrate in S1, S2, S3 at
the condition of the aerobic and anaerobic has altered in concentration, that is an indication of nitrogen
transformation process (amonification process) in Sarongsong hot spring, Tomohon City.
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Pendahuluan

Senyawa nitrogen merupakan senyawa yang sangat penting dalam kehidupan, karena merupakan salah satu
nutrien utama yang berperan dalam pertumbuhan organisme. Senyawa nitrogen juga merupakan komponen dasar
protein (Herlambang & Marsidi,2003). Keberadaan nitrogen di alam, tersedia dalam berbagai bentuk yang
dihasilkan melalui proses (transformasi) yang difasilitasi oleh mikroorganisme (umumnya bakteri) bagaikan suatu
siklus (Gambar 1). Siklus nitrogen dialam meliputi proses fiksasi nitrogen, amonifikasi, nitrifikasi, dan denitrifikasi.
Siklus nitrogen sangat dibutuhkan dalam ekologi karena ketersediaan nitrogen di alam dapat mempengaruhi
keberlanjutan ekosistem. Sejumlah studi melaporkan bahwa transformasi nitrogen di alam dapat terjadi pada
berbagai kondisi ekosistem, termasuk pada ekosistem ekstrim seperti daerah bersalju mapun daerah yang memiliki
temperatur tinggi.
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Gambar 1. Siklus Nitrogen (Madigan et al.,2009. Brock Biology of Microorganism)
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Proses Nitrifikasi

Nitrifikasi merupakan proses pengubahan nitrogen ammonium (N-NH,) secara biologis menjadi nitrogen-nitrit
(N-NO,) oleh bakteri nitrosomonas dan kemudian nitrit diubah menjadi nitrat (NO;) oleh bakteri nitrobater
(Widayat dkk, 2010) (Gambar 1la). Proses nitrifikasi akan berlangsung dalam lingkungan aerob (adanya oksigen).
Proses nitrifikasi (perubahan ammonium menjadi nitrat) dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu aerasi, suhu,
kelembaban, pH, dan nisbah karbon-nitrogen. Proses nitrifikasi biasanya berlangsung pada pH 5,5 hingga pH 10,
dan optimum pada pH 8,5 (Damanik dkk, 2011).

Proses Denitrifikasi

Denitrifikasi adalah proses perubahan senyawa nitrat (NO3) menjadi gas nitrogen (N,). Bakteri yang bekerja
pada proses denitrifikasi adalah bakteri anaerobik, yaitu bakteri yang tidak memerlukan oksigen dalam
aktivitasnnya, bahkan kehadiran oksigen dapat menyebabkan bakteri ini mati. Reaksi denitrifikasi senyawa nitrat
adalah sebagai berikut :NO3; — NO, — NO — N,0 — Ny(Herlambang & Marsidi,2003) .

Reaksi reduksi senyawa nitrat menjadi nitrogen memerlukan senyawa karbon organik sebagai sumber elektron
(elektron donor). Mikroorganisme yang mampu melakukan denitrifikasi berasal dari genera : Pseudomonas,
Bacillus, Spirillum, Hyphomicrobium, Agrobacterium, Acinetobacter, Propionobacterium, Rhizobium,
Corynebacterium, Cytophaga, Thiobacillus dan Alcaligenes. Genera Pseudomonas (P.fluorescens, P.aeruginosa,
P.denitrificans) dan Alcaligenes merupakan yang paling banyak terlibat (Herlambang & Marsidi,2003). Proses
denitrifikasi paling efektif pada pH antara 7,0 dan 8,5 dan optimal sekitar 7,0 (Kida,dkk, 1999). Alkalinity dan pH
naik selama terjadi denitrifikasi.

Proses Amonifikasi

Amonifikasi adalah proses pembentukan amonium oleh bakteri. Selain dari hasil fiksasi nitrogen, amonium juga
dapat terbentuk dari dekomposisi (penguraian) organisme yang sudah mati baik tumbuhan ataupun hewan oleh
bakteri. Amonifikasi juga dapat terjadi akibat aktivitas bakteri yang merubah nitrogen organik menjadi amonium.
Proses amonifikasi dari senyawa N-organik pada prinsipnya merupakan reaksi penguraian protein. Secara umum
reaksinya adalah: protein — asam amino — NHj,

Nitrifikasi, denitrifikasi dan amonifikasi merupakan bagian dari siklus nitrogen yang turut berperan dalam
rangkaian feedback’' yang mengatur iklim, pembentukan sedimen biogenik, dan kadar beberapa bahan kimia dalam
sumber air panas.

Salah satu sumber air panas sebagai “lumbung mikroba” yang juga berperan dalam transformasi nitrogen adalah
air panas Sarongsong di Tomohon,Sulawesi Utara. Pada penelitian ini transformasi nitrogen difokuskan pada proses
nitrifikasi, denitrifikasi dan amonifikasi.

Adapun tujuan penelitian ini adalah (1) mengetahui hidrokimia/ karakteristik air panas Sarongsong secara kimia
dan fisik yang diambil ditiga stasiun yang berbeda dan diberi nama stasiun satu (S1), stasiun dua (S2) dan stasiun
tiga (S3) dan (2) mengetahui apakah terjadi transformasi nitrogen melalui proses amonifikasi, nitrifikasi dan
denitrifikasi di air panas Sarongsong.

Metode Penelitian

Sampel dalam penelitian ini adalah air panas Sarongsong Kota Tomohon, Sulawesi Utara yang diambil di tiga
stasiun berbeda yang diberi nama S1, S2, S3.

Gambar 2. Lokasi pengambilan sampel di air panas Sarongsong

Pengambilan Sampel
Lihat Gambar 2, lokasi titik 1 adalah kolam air panas tempat pengambilan air minum. Di titik 1 ini diambil S1
dan S2 dengan pengambilan berbeda. S1 adalah sampel air panas bagian atas yang jernihnya, S2 adalah sampel air
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panas yang agak keruh (mix) . S3 diambil di lokasi titik 2 yaitu air panas diluar kolam tempat pengambilan air
minum, yang airnya paling keruh. Dari setiap stasiun S1,S2,S3 diambil sekitar 600mL sampel dan dimasukkan
dalam botol plastik air minum kemasan, ditutup rapat, diberi label (S1/S2/S3), dibungkus dengan kantong plastik
hitam, kemudian dibawa ke laboratorium CARC. Di laboratorium CARC sampel disimpan dalam oven pada
temperatur 60°C sebelum dianalisa lebih lanjut.

Pengukuran kadar ammonium, nitrit, nitrat (diawal penelitian). Masing-masing sampel dari tiap stasiun
diambil 10mL untuk kondisi aerob (control) dan anaerob (perlakuan) dan dimasukkan dalam botol kaca berukuran
150mL. Pengukuran kadar ammonium, nitrit dan nitrat diawal penelitian diukur menggunakan metode Nessler,
kolorisasi dan asam salisilat. Selanjutnya diamati menggunakan spektrofotometer masing-masing pada panjang
gelombang 425 nm, 520 nm, 410 nm (Alef dan Nanipieri, 1995; Kruis 1994)

Reaktor dirancang dari botol kaca kemasan berkapasitas 150mL yang dimasukkan kedalam waterbath yang
berisi air dengan T=60°C. Enam botol kaca, yang berisi sampel stasiun: S1,S2,S3masing-masing stasiun terdiri dari
2 botol, dipisahkan menjadi 2 kelompok: control (aerob) dan perlakuan (anaerob).

Uji Transformasi Nitrogen pada kondisi Anaerob

Uji transformasi nitrogen pada kondisi anaerob dilakukan dengan prosedur sebagai berikut: 50ml sampel yang
diperoleh dari 3 titik sampel yang berbeda (S1,S2 dan S3) masing-masing dimasukan ke dalam 3 botol berukuran
150ml secara terpisah. pH di atur menjadi netral (sekitar pH 7) dengan penambahan 0,1 M NaOH atau 0,1 M HCI.
Kemudian pada masing-masing botol berisi sampel S1,52,S3 tersebut, ditambahkan 1 g CaCO; dan NO, sebanyak
kadar ammonium-nya (masing-masing 5 mg) untuk nutrisi pertumbuhan bakteri autotroph. Dan untuk membuat
kondisi kultur menjadi anaerob, ke dalam botol kultur diekspos dengan gas nitrogen selama 5 menit, kemudian
ditutup rapat. Kultur diinkubasi pada temperatur 60°C dalam water bath selama 7 hari. Sampling dilakukan pada hari
ke-7 untuk mengukur konsentrasi amonium, nitrat dan nitrit. Pengurangan ammonium, nitrat dan nitrit
mengindikasikan berlangsungnya proses anammox atau denitrifikasi. Sebaliknya jika hanya terjadi peningkatan
ammonium mengindikasikan proses amonifikasi anaerobik.

Uji Transformasi Nitrogen pada Kelompok Aerob (sebagai kontrol)

Uji transformasi nitrogen pada kondisi aerob dilakukan dengan prosedur sebagai berikut: 50ml sampel yang
diperoleh dari 3 titik sampel yang berbeda (S1,S2 dan S3) masing-masing dimasukan ke dalam 3 botol berukuran
150ml secara terpisah. Pada sampel S1,S2,S3 dibiarkan secara alami, tanpa penambahan 0,1 M NaOH atau 0,1 M
HCI, tanpa penambahan 1 g CaCO; dan NO, dan tidak diekspos dengan gas N, seperti pada kelompok anaerob.
Kultur diinkubasi pada temperature 60°C dalam water bath selama 7 hari. Sampling dilakukan pada hari ke-7 untuk
mengukur konsentrasi amonium, nitrat dan nitrit. Pengurangan ammonium, nitrit dan peningkatan konsentrasi nitrat
mengindikasikan berlangsungnya proses nitrifikasi. Sebaliknya jika hanya terjadi peningkatan ammonium
mengindikasikan proses amonifikasi aerobik.

Analisis kadarammonium, nitrit dan nitrat (akhir)

Kadar ammonium, nitrit, nitrat diukur menggunakan metode Nessler, kolorisasi dan asam salisilat. Selanjutnya
pengukuran dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer masing-masing pada panjang gelombang 425 nm
(ammonium), 520 nm (nitrit), 410 nm (nitrat).

Hasil Penelitian Dan Pembahasan

Hidrokimia sampel air panas Sarongsong

Hidrokimia sampel air panas Sarongsong yang diambil dari 3 stasiun berbeda (S1,S2 dan S3) dapat dilihat dari
karakteristik warna air, bau, padatan terendap, suhu, konsentrasi sulfat dan pH. Pada stasiun satu (S1): warna airnya
jernih, sedikit bau busuk, tidak ada padatan terendap, sementara pada stasiun dua (S2): warna airnya keruh, sedikit
berbau busuk, padatan terendapnya sedikit, dan pada stasiun tiga (S3): warna airnya sangat keruh, sangat berbau
telur busuk, padatan terendap banyak.

Tabel 1. Hidrokimia di S1, S2, S3

Stasiun Warna air Bau telur Padatan pH T (C) Sulfat Amonium
busuk terendap (mg/L) (mg/L)
S1 jernih sedikit - 8,33 60 35 4,85
S2 keruh bau sedikit 7,73 60 11 2,45
S3 sangat keruh  sangat berbau banyak 3,34 56 35 4,37
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Konsentrasi sulfat pada tiga stasiun bervariasi, pada S1 lebih kecil dibandingkan S2 dan S3. Sementara untuk
temperatur relatif sama pada ketiga stasiun, dan pH di S3 bersifat asam dibandingkan dengan S2 dan S1 yang
cenderung netral (Lihat Tabel 1). Kadar nitrogen yang terdeteksi hanya dalam bentuk amonium sedangkan nitrit dan
nitrat tidak terdeteksi (konsentrasi = 0 mg/L).

Uji transformasi nitrogen

Pengamatan apakah terjadi transformasi nitrogen secara biologis melalui proses nitrifikasi, denitrifikasi, dan
amonifikasi pada setiap stasiun di Air Panas Sarongsong dapat dilihat dari perbandingan kadar ammonium, nitrit dan
nitrat di awal dan akhir penelitian. Hasil penelitian transformasi nitrogen di air panas Sarongsong dalam kondisi
aerobic dan anaerobic selama 7 hari inkubasi menunjukkan hasil yang bervariasi seperti yang disajikan pada Tabel
2.

Tabel 2. Transformasi Nitrogen di Air Panas Sarongsong dalam Kondisi Aerob dan Anaerob

Amonium (NH,") mg/L Nitrit (NO,) mg/L Nitrat (NO3) mg/L
A, S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3
4,85 2,45 4,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

A, 2,51 999 683 9,11 513 911 000 12327 000 9555 0,17 11547 3496 0,00 3328 195 2383 0,00

A ° A [ A [ A ° A ° A ° A ° A ° A °

Ket : A, = awal, A, = akhir, A = Zona Aerob e = Zona Anerob

Pada Zona Aerob

Dalam penelitian ini, pengurangan ammonium yang signifikan hanya terjadi pada sampel di stasiun satu (S1)
saja yaitu dari 4,85 mg/L menjadi 2,51/L , sedangkan di S2 dan S3 kadar amonium justru meningkat. Pada S2 dari
2,45 mg/L menjadi 6,83 mg/L, dan di S3 dari 4,37 mg/L menjadi 5,13 mg/L. Pengurangan amonium di stasiun satu
diduga dikonsumsi oleh bakteri heterotropik (bukan karena proses nitrifikasi) itu diperkuat karena di S1 tidak
terjadi peningkatan nitrit atau nitrat sebagai senyawa antara dan produk akhir dari proses nitrifikasi.

Peningkatan kadar ammonium pada S2 dan S3 dizona aerob ini menjadi tanda terjadinya proses amonifikasi.
Aktivitas bakteri pengamonifikasi di S2 lebih besar dari S3, hal ini terlihat dari jumlah kenaikan ammonium di S2
sebesar 4,38 mg/L sedangkan di S3 0,76 mg/L. Peningkatan ammonium dalam kondisi aerobik, berasal dari proses
amonifikasi, artinya ada kemungkinan sisa-sisa protein dari sel bakteri yang mati terurai dan akhirnya menghasilkan
ammonium. Sejalan dengan teori bahwa proses amonifikasi dari senyawa N-organik merupakan reaksi penguraian
protein. Secara umum reaksinya adalah: protein — asam amino — NHj,

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa nitrifier (autotrof) seringkali kalah bersaing dengan heterotrof dalam
menggunakan sumber nitrogen. Bakteri heterotrof memiliki laju pertumbuhan yang lebih tinggi (dari bakteri
autotrof) karena dengan pengambilan nutrisi secara langsung akan lebih cepat dibandingkan dengan bakteri autotrof
yang menyusun nutrisinya sendiri terlebih dahulu (Nindrasari dkk, 2011). Ada kencenderungan bakteri heterotrof
lebih cepat menggunakan n-organik sehingga melepaskan ammonium, ketika organic berkurang. Proses nitrifikasi
biasanya berlangsung dalam waktu lebih dari satu minggu. Dengan demikian itu alasan mengapa nitrifikasi tidak
terlihat dalam hasil eksperimen ini. Dalam konteks ekosistem, dimana siklus nitrogen dapat berlangsung,
sesungguhnya dengan terjadinya amonifikasi, akan diikuti juga dengan proses transformasi nitrogen lainnya seperti
nitrifikasi atau denitrifikasi.

Pada Zona Anaerob

Dalam penelitian ini, ammonium tidak berkurang, bahkan cenderung meningkat. Dugaannya terjadi akibat
proses amonifikasi anaerob. Reaksi amonifikasi terjadi dalam kondisi anaerob di tiga stasiun dengan jumlah
kenaikan ammonium berturut-turut untuk S1,52,S3 adalah 5,14 mg/L; 6,66 mg/L; 4,74 mg/L. Kenaikan ammonium
di S2 adalah yang paling besar, hal ini mengindikasikan bahwa aktivitas bakteri pengamonifikasi di S2 lebih besar
dari S1 dan S3.

Amonifikasi dapat berlangsung dalam kondisi anaerobik maupun aerobik. Pada penelitian ini amonifikasi secara
aerob terjadi di S2 dan S3 dan aktivitas bakteri pengamonifikasi yang terbesar terjadi di S2. Amonifikasi secara
anaerob terjadi di tiga stasiun: S1,52,S3 dan aktivitas bakteri pengamonifikasi yang terbesar terjadi di S2 juga.

Pada penelitian ini, proses transformasi nitrogen yang terlihat adalah melalui amonifikasi sedangkan proses
nitrifikasi dan denitrifikasi belum terlihat secara signifikan. Hal ini diduga berhubungan dengan waktu inkubasi
yang relatif singkat sehingga proses denitrifikasi kemungkinan belum terjadi. Namun adanya proses amonifikasi di
air panas Sarongsong ini memberikan peluang besar bagi kehadiran bakteri autotrof. Proses amonifikasi merupakan
inisiasi bagi dinamika autotrof lain khususnya dalam siklus nitrogen di alam, sehingga direkomendasikan (bagi
peneliti yang lain) yang ingin menguji proses transformasi nitrogen melalui proses denitrifikasi di Air Panas
Sarongsong ini untuk memperhatikan masa inkubasi (yang lebih lama) dengan pengukuran secara time series.
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Kesimpulan

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :

e  Karakteristik hidrokimia air panas Sarongsong di tiga stasiun S1,S2, dan S3 adalah sebagai berikut: Pada
stasiun satu (S1): warna airnya jernih, sedikit bau busuk, tidak ada padatan terendap, sedangkan di stasiun dua
(S2): warna airnya keruh, sedikit berbau busuk, padatan terendapnya sedikit, dan di stasiun tiga (S3): warna
airnya sangat keruh, sangat berbau telur busuk, padatan terendap banyak.

e Transformasi nitrogen secara biologis terjadi di sumber air panas Sarongsong melalui proses amonifikasi aerob
terjadi di S2 dan S3. Pada kondisi anaerob terjadi proses amonifikasi anaerob di tiga stasiun S1,S2,S3 dan
aktivitas bakteri pengamonifikasi yang paling besar terjadi di S2. Transformasi nitrogen melalui proses
nitrifikasi dan denitrifikasi belum terlihat secara signifikan. Hal ini diduga berhubungan dengan waktu inkubasi
yang relatif singkat. Namun adanya proses amonifikasi di air panas Sarongsong ini memberikan peluang besar
bagi kehadiran bakteri autotrof.

e Rekomendasi bagi peneliti yang ingin menguji proses transformasi nitrogen melalui proses nitrifikasi dan
denitrifikasi di Air Panas Sarongsong ini untuk memperhatikan masa inkubasi (yang lebih lama) dengan
pengukuran secara time series agar proses nitrifikasi dan denitrifikasi dapat terlihat secara signifikan.
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Lembar Tanya Jawab

Moderator : Akbarningrum Fatmawati (Universitas Surabaya)
Notulen : Retno Ringgani (UPN “Veteran” Yogyakarta)

1. Penanya
Pertanyaan

Jawaban

2. Penanya
Pertanyaan

Jawaban
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Hargono (UNDIP)
Apa yang melatarbelakangi penelitian ini dilakukan?

Untuk mengetahui adanya bakteri nitrifikasi dan denitrifikasi yang nantinya apabila
bakteeri tersebut memang ada akan sangat bermanfaat pada pengolahan limbah. Karena
bakteri tersebut bisa menguraikan limbah.

Akbarningrum (UBAYA)
Dari mana nitrogen/sumber nitrogen di awal penelitian?

Memang berasal dari internal lokasi tersebut (air panas Sarongsnag Sulut)
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