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AKTIVITAS REDUKSI NITRAT PSEUDOMONAS STUTZERI (ASLT2) PADA 
SUMBER KARBON DAN KONDISI INKUBASI YANG BERBEDA

Tri Widiyanto*, Iman Rusmana**, & Lena Novita**

ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh berbagai jenis sumber 

karbon terhadap aktivitas reduksi nitrat, serta kemampuan kecepatan aktivitas 
reduksi maksimumnya. Sumber karbon yang digunakan adalah: asam asetat, asam 
suksinat, gliserol, glukosa, dan karbonat. Pengujian aktivitas reduksi nitrat dilakukan 
pada kondisi aerob dan anaerob. Kinetika reduksi nitrat, dilakukan pada medium cair 
denitrifikasi dengan glukosa sebagai sumber karbon. Pengukuran aktivitas reduksi 
nitrat dilakukan setiap 4 jam. Pseudomonas stutzeri (ASLT2) dapat mereduksi nitrat 
pada kondisi aerob maupun anaerob serta  sumber karbon yang berbeda. Aktivitas 
reduksi nitrat yang tinggi terjadi pada kondisi aerob dengan sumber karbon dari 
asetat yaitu sebesar 82,28%. Sedangkan pada kondisi anaerob aktivitas reduksi yang 
tertinggi terjadi dengan asam suksinat sebagai sumber karbon, yaitu sebesar 47,98%. 
Persentase gas yang terbentuk paling tinggi pada inkubasi anaerobik, yaitu sebesar 
97,73%, pada sumber karbon glukosa. Pada inkubasi aerobik persentase 
terbentuknya gas nitrogen sebesar 53.06% pada sumber karbon asam suksinat. Laju 
reduksi nitrat maksimum (Vmax) isolat ASLT2 sebesar 0.0633µM/jam dengan KM

sebesar 0.3409 µM.
Kata kunci : Pseudomonas stutzeri (ASLT2), reduksi nitrat, sumber karbon, aerobik, 

dan  anaerobik.

ABSTRACT
The aim of this research is to find out the influence of carbon sources on nitrate 
reduction activities as well as its maximum reduction rate in  Pseudomonas stutzeri
(ASLT2). The sources of carbon were acetic acid, succinic acid, gliserol, glucose and 
carbonate. The experiment was conducted in aerobic and anaerobic condition. The 
study of kinetic maximum reduction rate of nitrate was conducted by growing the 
bacteria in glucose as the carbon source. The nitrate reduction was measured every 4 
hours.  P. stutzeri (ASLT2) was able to reduce nitrate in both aerobic and anaerobic 
condition as well as at variety of carbon sources. The highest nitrate reduction rate 
was observed in the culture with acetic acid as the carbon source, ie 82.28% under 
aerobic condition.  Under anaerobic condition, the best nitrate reduction was in the 
succinic acid based media, ie 47.98%. The highest percentage of gases production 
was under anaerobic incubation that was 97.73% in the culture based on glucose as 
the source of carbon. Under aerobic incubation with succinate acid as the carbon 
source there was produced 53.06% nitrogen gasses. The maximum nitrate reduction 
rate was 0.0633µM/hour with Km 0.3409 µM.  
Key word : Pseudomonas stutzeri (ASLT2), nitrate reduction, carbon sources, 

aerobic, anaerobic 
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PENDAHULUAN

Salah satu sumber senyawa “toksik”
dalam sistem perairan budidaya udang 
adalah nitrat. Senyawa tersebut banyak 
dihasilkan dari sisa pakan tambahan (pellet). 
Tingginya kandungan senyawa nitrat dalam 
sistem tambak udang akan merangsang 
pertumbuhan fitoplankton secara cepat. 
Kondisi tersebut mempengaruhi tingkat 
kecerahan air tambak dan fluktuasi oksigen. 
Mekanisme pengeluaran senyawa nitrat dari 
sistem tambak secara aman hanya dapat 
dilakukan oleh kelompok bakteri 
denitrifikasi. Kelompok bakteri tersebut 
akan memanfaatkan nitrat sebagai salah satu 
penerima elektron dalam aktivitas 
metabolismenya. Senyawa nitrat direduksi 
menjadi nitrit, nitrit oksida, nitrous oksida, 
dan gas nitrogen. 

Setiap tahapan reaksi dikatalisis oleh 
enzim yang berbeda. Reduksi nitrat menjadi 
nitrit dikatalisis oleh enzim nitrat reduktase. 
Enzim ini terdiri dari dua macam, yaitu
nitrat reduktase yang terikat membran (Nar) 
dan nitrat reduktase yang berada pada 
periplasmik (Nap). Aktivitas enzim Nap 
terjadi pada kondisi aerob dan anaerob, 
sedangkan aktivitas enzim Nar diduga hanya 
terjadi pada kondisi anaerob (Richardson,
2000). Hal ini disebabkan adanya 
penghambatan sistem transfer nitrat ke 
dalam sel oleh oksigen (Moreno-Vivian, 
1991; Zumft, 1997). Bakteri pereduksi nitrat 
merupakan mikroorganisme heterotrof yang 
memerlukan sumber karbon organik seperti 
asam asetat, asam propionat, asam benzoat, 
gliserol, metanol dan glukosa untuk 
pertumbuhannya (Teixera & Oliveira,
2002). 

Penelitian ini bertujuan untuk 
menelaah pengaruh berbagai jenis sumber 
karbon terhadap aktivitas reduksi nitrat dari 
isolat bakteri Pseudomonas stutzeri ASLT2, 
serta kemampuan kecepatan aktivitas 
reduksi maksimumnya. 

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan dari 
bulan Februari sampai dengan Juni 2006 di 
Laboratorium Mikrobiota, Pusat Penelitian 
Limnologi  LIPI,  Cibinong - Bogor. Bahan 
yang digunakan adalah isolat bakteri 
pengoksidasi amonium asal tambak udang
Pseudomonas stutzeri ASLT2 koleksi
Laboratorium Mikrobiota, Pusat Penelitian 
Limnologi – LIPI,  Cibinong - Bogor. 
Sumber karbon yang digunakan meliputi: 
asam asetat, asam suksinat, gliserol, 
glukosa, dan karbonat. 

Pemurnian isolat dilakukan dengan 
menumbuhkan isolat bakteri pada medium 
agar nitrifikasi melalui metode kuadran dan 
diinkubasi pada suhu ruang (28-31)°C 
selama tujuh hari. Koloni murni yang 
diperoleh ditumbuhkan kembali pada 
medium agar nitrifikasi dan denitrifikasi, 
kemudian diinkubasi pada suhu ruang 
selama 3-4 hari.

Pengujian aktivitas reduksi nitrat 
dilakukan pada kondisi aerob dan anaerob. 
Inokulum untuk pengujian disiapkan dengan 
ditumbuhkannya isolat bakteri pada medium 
cair denitrifikasi sebanyak 50 ml, kemudian 
diinkubasi di atas inkubator berpenggoyang 
pada kecepatan 80 rpm dan suhu ruang (28-
31)°C selama 3 hari. Sebanyak 1 ml kultur 
isolat ditumbuhkan pada 50 ml medium 
denitrifikasi dengan sumber karbon dari 
asam asetat, asam suksinat, gliserol, 
glukosa, dan karbonat dengan konsentrasi 
nitrat  5000 M. Kemudian diinkubasi 
selama tujuh hari di atas inkubator 
berpenggoyang pada kecepatan 80 rpm dan 
suhu ruang (28-31)°C. Masing-masing 
perlakuan sumber karbon diulang tiga kali 
dan kontrol masing-masing perlakuan dibuat 
tanpa diinokulasi kultur bakteri. Pengujian 
aktivitas reduksi nitrat pada kondisi anaerob 
dilakukan dengan menggunakan medium 
denitrifikasi anaerob dan tanpa aerasi. 
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Pengukuran pertumbuhan sel dan 
pengukuran aktivitas reduksi nitrat 
dilakukan pada hari ke-0, 2, 3, 5, dan 7. 
Pengukuran pertumbuhan sel dilakukan 
melalui analisis OD pada panjang 
gelombang 550 nm. Pengukuran aktivitas 
reduksi nitrat dilakukan melalui analisis 
kadar nitrat, nitrit, dan amonium 
(Greenberg, et al., 1992).

Jumlah nitrat yang direduksi dari 
medium dihitung berdasarkan selisih kadar 
nitrat awal dengan kadar nitrat yang
direduksi. Laju pertumbuhan spesifik (sel) 
bakteri dalam masing-masing medium 
perlakuan sumber C dan laju oksidasi 
amonium (NH3) ditentukan berdasarkan 
hasil pengukuran tersebut (White, 2000). 

Inokulum untuk pengujian kinetika 
reduksi nitrat disiapkan dengan menumbuh-
kan isolat pada 50 ml medium cair 
denitrifikasi dengan glukosa sebagai sumber 
karbon, kemudian diinkubasi di atas 
inkubator berpenggoyang pada kecepatan 80 
rpm dan suhu ruang (28-31)°C selama tiga 
hari. Kultur bakteri dibuat pelet dengan 
sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm 
selama 15 menit. Pelet dipisahkan dan 
diresuspensi dengan medium denitrifikasi 
tanpa nitrat. Sebanyak 2 ml kultur bakteri 
diinokulasikan ke dalam 50 ml medium 
denitrifikasi dan glukosa sebagai sumber 
karbon dengan konsentrasi nitrat 0, 500, 
1000, 1500, dan 2000 µM. Kemudian 
diinkubasi selama 20 jam di atas inkubator 
berpenggoyang pada kecepatan 80 rpm dan 
suhu ruang (28-31)°C. Masing-masing 
perlakuan diulang tiga kali. Kontrol masing-
masing perlakuan dibuat tanpa diinokulasi 
kultur bakteri.

Pengukuran pertumbuhan sel dan 
pengukuran aktivitas reduksi nitrat 
dilakukan setiap 4 jam. Analisis kinetika 

reduksi nitrat digunakan persamaan kinetika 
Michaelis-Menten (White, 2000).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pemurnian dan Peremajaan Isolat

Isolat murni ASLT2 diperoleh dari 
kultur yang ditumbuhkan  pada medium 
nitrifikasi setelah 7-10 hari inkubasi dengan 
bentuk koloni bulat, berwarna putih dengan 
ukuran  1 mm. Isolat ASLT2 diisolasi pada 
medium nitrifikasi autotrof  (Widiyanto, 
2005). ASLT2 dapat tumbuh pada medium
agar nitrifikasi dan denitrifikasi setelah 2-3 
hari inkubasi.

Aktivitas Reduksi Nitrat
P. stutzeri ASLT2 dapat mereduksi 

nitrat pada kondisi aerob maupun anaerob. 
Kemampuan isolat dalam mereduksi nitrat 
ditunjukkan oleh penurunan konsentrasi 
senyawa nitrat dalam medium pertumbuhan 
(Gambar 1). Perubahan konsentrasi senyawa 
nitrat tidak terjadi pada medium kontrol. 
Penurunan senyawa nitrat diduga disebab-
kan penggunaan nitrat sebagai akseptor 
elektron alternatif pengganti oksigen dalam 
rantai respirasi. Peningkatan kadar nitrat 
yang direduksi sejalan dengan peningkatan 
biomassa sel dalam medium pertumbuhan 
(Gambar 2). 

Perbedaan aktivitas reduksi nitrat 
pada masing-masing perlakuan diduga 
berhubungan dengan jalur metabolisme 
sumber C yang merupakan senyawa organik 
yang sangat diperlukan bagi bakteri 
pereduksi nitrat (Kelso, et al., 1999), baik 
pada kondisi aerob maupun anaerob. 
Richardson (2000) mengemukakan bahwa 
denitrifikasi merupakan proses reduksi nitrat 
yang berhubungan langsung dengan proses
transfer elektron, dimana senyawa organik 
berperan sebagai donor elektron dan nitrat 
sebagai akseptor elektron terakhir.
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Perbedaan kadar nitrat yang 
direduksi pada masing-masing perlakuan 
diduga dipengaruhi oleh banyaknya elektron 
yang dapat diperoleh dari oksidasi senyawa 
karbon yang tersedia dalam medium. 
Elektron yang diperoleh dari oksidasi 
senyawa karbon tersimpan pada molekul 
NADH dan FADH2 yang akan berperan 
sebagai donor elektron antara pada rantai 
respirasi (Madigan, et al., 2000; White,  
2000). Bakteri denitrifikasi dapat 
memanfaatkan nitrat, nitrit, nitrik oksida, 
atau nitrous oksida sebagai akseptor 
elektron terakhir pengganti oksigen dalam 
rantai respirasi.
   Pemberian   sumber  karbon      yang

berbeda pada medium memberikan 
pengaruh yang berbeda terhadap aktivitas
dan laju reduksi nitrat (Tabel 1). Isolat 
ASLT2 memiliki aktivitas reduksi nitrat dan 
pertumbuhan sel yang lebih tinggi pada 
medium dengan glukosa dibandingkan 
gliserol dan asetat sebagai sumber karbon,
baik pada kondisi aerob maupun anaerob. 
Aktivitas reduksi nitrat paling tinggi pada 
kondisi aerob terjadi pada media dengan
sumber karbon glukosa dan paling rendah 
dengan suksinat.  Aktivitas reduksi nitrat 
dan pertumbuhan isolat paling tinggi pada 
kondisi anaerob terjadi dengan suksinat 
sebagai sumber karbon (Gambar 2).
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Gambar 1. Profil Penurunan Senyawa Nitrat oleh Isolat ASLT2 pada Kondisi 

Aerob (A) dan Anaerob (B) dengan Sumber karbon yang Berbeda
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Pertumbuhan isolat ASLT2 dan 
aktivitas reduksi nitrat pada kondisi aerob 
yang sangat rendah dengan suksinat sebagai 
sumber karbon (Gambar 2a) diduga 
berhubungan  dengan kesulitan untuk 
mendapatkan elektron dari oksidasi senyawa 
tersebut. Asam-asam organik termasuk 
suksinat pada kondisi anaerob akan diubah 
menjadi piruvat dan diokidasi lebih lanjut 
setelah diubah menjadi Asetil-CoA 
(Madigan, et al., 2000). Aktivitas 
metabolisme tersebut dihasilkan molekul

NADH yang diduga oleh isolat ASLT2 
direoksidasi melalui rantai respirasi dengan 
memanfaatkan nitrat, nitrit, nitrik oksida 
atau nitrous oksida sebagai akseptor 
elektron. Firth & Edwards (2000) 
melaporkan bahwa P. stutzeri dapat tumbuh 
dan mereduksi nitrat dengan maksimal pada 
medium mikroaerofil yang mengandung 
nitrat yang ditambah suksinat dibandingkan 
dengan penambahan glukosa, gliserol, dan 
piruvat.
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Gambar 2. Pertumbuhan Isolat ASLT2 pada Kondisi Aerob (A) dan Anaerob (B) dengan  

Sumber karbon yang berbeda                    

 Tabel  1. Kemampuan isolat ASLT2 dalam mereduksi nitrat dan menghasilkan senyawa   
    nitrit dan gas pada kondisi aerob dengan sumber karbon yang berbeda.

Nitrat yang 
direduksi

Nitrit yang 
terbentuk Gas yang terbentuk

Sumber C 
dalam 
Medium

Nitrat 
Awal (µM)

µM % µM % µM %
Asetat 5256,67 4325,08 82,28 527,97 12,21 3797,11 87,79

Suksinat 5282,13 651,13 12,33 0 0 651,13 100
Glukosa 5271,22 4304,79 81,67 1763,34 40,96 2541,43 59,04
Gliserol 5285,77 2331,69 44,11 52,90 2,27 2278,79 97,73
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Senyawa  nitrit  yang  dihasilkan 
selama aktivitas reduksi nitrat dapat dilihat 
pada Gambar 3. Senyawa nitrit yang 
terakumulasi dalam medium pada kondisi 
pertumbuhan anaerob relatif lebih tinggi 
dibandingkan  kondisi aerob. Penurunan 
senyawa nitrit dalam medium diduga 
disebabkan penggunaan nitrit oleh isolat 
ASLT2 sebagai akseptor elektron alternatif 
pengganti oksigen dalam rantai respirasi.

Oksidasi molekul glukosa pada 
sistem metabolisme aerob akan berlangsung 
melalui lintasan  glikolisis  yang dilanjutkan  
dengan oksidasi piruvat menjadi CO2

melalui siklus TCA. Gliserol akan masuk ke 
dalam lintasan glikolisis melalui  pembentu-

kan Gliseraldehida-3-fosfat sedangkan 
asetat akan masuk  ke  dalam  siklus TCA  
setelah  diubah menjadi Asetil-CoA 
(Prescott, et al., 2000). Oksidasi satu 
molekul glukosa melalui lintasan glikolisis 
dan siklus TCA akan menghasilkan ATP, 
NADH, dan FADH2 yang lebih banyak 
dibandingkan dari hasil oksidasi satu 
molekul asetat, suksinat, dan gliserol. 
Perolehan energi yang  lebih   banyak akan
mendukung untuk pertumbuhan sel  
sedangkan perolehan  molekul NADH dan 
FADH2   yang   lebih banyak sebagai donor 
elektron yang akan masuk ke rantai respirasi 
memungkinkan aktivitas reduksi nitrat yang 
lebih tinggi.
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Gambar 3.  Profil Akumulasi Senyawa Nitrit dalam Medium Selama Proses Reduksi  

Nitrat oleh Isolat ASLT2 pada Kondisi Aerob (A) dan Anaerob (B) 
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P. stutzeri merupakan bakteri non 
fermentatif (Madigan, et al., 2000). Dengan 
demikian, pada kondisi anaerob molekul 
NADH dan FADH2 yang diperoleh dari 
oksidasi sumber karbon direoksidasi melalui 
rantai respirasi. Dalam hal ini, isolat ASLT2 
diduga menggunakan nitrat, nitrit, nitrik 
oksida, atau nitrous oksida sebagai akseptor 
elektron terakhir untuk memperoleh energi. 

Bakteri heterotrof memperoleh 
energi dari serangkaian proses oksidasi 
senyawa karbon organik. Hasil oksidasi 
senyawa karbon yang lebih tereduksi pada 
kondisi aerob sangat memungkinkan 
terjadinya kelebihan energi pereduksi. Oleh 
karena itu, untuk menjaga keseimbangan 
energi pereduksi diperlukan lintasan untuk 
mengalirkan elektron-elektron hasil oksidasi 
tersebut tetapi dengan tujuan bukan untuk 
konservasi energi yaitu melalui reduksi 
nitrat oleh enzim Nap.

Peranan enzim Nap dalam 
mengontrol keseimbangan energi pereduksi 
selama metabolisme oksidatif senyawa 
karbon telah banyak dilaporkan. Sears, et al.
dalam Ellington, et al. (2002) menunjukkan 
bahwa jenis sumber karbon mempengaruhi 
aktivitas enzim Nap. Pada kondisi aerob, 
aktivitas enzim Nap Paracoccus 
denitrificans Pd22 lebih rendah dengan 
sumber karbon yang lebih teroksidasi (malat 
dan suksinat) dibandingkan dengan sumber  
karbon yang  lebih tereduksi  (kaproat  dan 
butirat). Selain itu, Ellington, et al. (2002) 
melaporkan bahwa ekspresi nap dan 
aktivitas enzim Nap pada Paracoccus 
pantotrophus lebih tinggi pada kondisi 
pertumbuhan aerob dengan sumber karbon
yang lebih tereduksi dibandingkan sumber 
karbon yang lebih teroksidasi (suksinat < 
asetat < butirat).

Reduksi nitrit menjadi nitrik oksida 
dikatalisis oleh enzim nitrit reduktase (Nir). 
Nitrik oksida diubah menjadi gas nitrous 
oksida dengan melibatkan enzim nitrik 
oksidoreduktase (Nor), sedangkan nitrous 
oksida diubah menjadi gas nitrogen dengan 
melibatkan enzim nitrous oksidoreduktase 

(Nos) (Zumft, 1999; Richardson, 2000). 
Akumulasi senyawa nitrit pada kultur 
bakteri pereduksi nitrat menurut Blaszczyk 
(1993) dapat disebabkan oleh beberapa 
faktor, antara lain adanya penghambatan 
nitrit reduktase oleh nitrat karena nitrat lebih 
kompetitif sebagai akseptor elektron 
dibandingkan nitrit,  ketidakseimbangan 
reaksi reduksi nitrat atau nitrit oleh masing-
masing reduktase, dan induksi nitrit 
reduktase yang lebih lambat daripada nitrat 
reduktase.

Isolat ASLT2 dapat mereduksi 
senyawa nitrat menjadi nitrit dan gas baik 
pada kondisi aerob maupun anaerob (Tabel 
2) dengan sumber karbon asetat, glukosa, 
dan gliserol. Sedangkan dengan suksinat 
sebagai sumber karbon pada kondisi aerob 
tidak menghasilkan senyawa nitrit (Tabel 2). 

P. stutzeri merupakan bakteri 
denitrifikasi yang mampu mereduksi nitrat 
dengan menghasilkan gas dinitrogen 
(Korner & Zumft, 1989; Zumft, 1997; Rius,
et al., 2001). Denitrifikasi merupakan proses 
reduksi senyawa nitrat menjadi nitrit, nitrit 
menjadi nitrik oksida, nitrik oksida menjadi 
gas nitrous oksida hingga pada akhirnya 
dihasilkan gas dinitrogen (Richardson,
2000). Richardson (2000) mengemukakan 
bahwa proses reduksi nitrat oleh enzim Nar 
berhubungan  dengan konservasi energi  
yaitu sebagai akseptor elektron terakhir 
dalam rantai respirasi pada kondisi anaerob, 
sedangkan aktivitas enzim Nap cenderung 
untuk mengontrol keseimbangan energi 
pereduksi.

Laju reduksi senyawa nitrat pada 
masing-masing perlakuan sumber karbon 
dapat dilihat pada Tabel 3. Berdasarkan 
analisis kinetika diperoleh nilai laju 
kecepatan reduksi nitrat maksimum (Vmax) 
oleh isolat ASLT2 sebesar 0,0633µM/jam 
dengan KM sebesar 0,3409 µM. Isolat 
ASLT2 mempunyai kecepatan reduksi yang 
lebih besar dari isolat bakteri Alcaligenes sp 
(KDTM 10), dan dengan nilai Km yang lebih 
tinggi (Hermawan, 2005).  Oleh karena itu, 
ASLT2 mempunyai komplek enzim subtrat 
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yang masih lebih rendah dari isolat 
Alcaligenes sp (KDTM 10). Jika nilai Km

tinggi maka enzim yang dihasilkan 
mempunyai afinitas rendah terhadap subtrat.

KESIMPULAN SARAN
Kesimpulan

Sumber C dapat mempengaruhi 
aktivitas reduksi nitrat. P. stutzeri ASLT2.
Isolat ASLT2 dapat mereduksi nitrat pada 
medium dengan asetat, suksinat, glukosa 
dan gliserol sebagai sumber karbon (C), 
baik pada kondisi aerob maupun anaerob. 
Aktivitas reduksi nitrat yang paling tinggi 
pada kondisi aerob terjadi dengan glukosa 
sebagai sumber karbon sedangkan pada 
kondisi anaerob aktivitas paling tinggi 
terjadi dengan suksinat sebagai sumber 
karbon. 

Saran
Diperlukan pengujian lebih lanjut 

dari isolat ASLT2 melalui deteksi gen-gen 
yang  terlibat  dalam proses   reduksi   nitrat

 untuk memperkuat hasil analisis bahwa P. 
stutzeri ASLT2 memiliki kemampuan dalam 
melakukan proses tersebut.
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