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ABSTRAK 

Nitrifikasi merupakan proses oksidasi amonia menjadi nitrat melalui nitrit. Proses 

ini dapat dipersingkat dengan proses complete ammonia oxidation (comammox) 

dengan bakteri genus Nitrospira yang melakukan oksidasi amonia menjadi nitrat 

dalam satu organisme tunggal. Karakteristik yang berbeda dari bakteri comammox 

di berbagai ekosistem menunjukkan bahwa bakteri tersebut mungkin dapat 

beradaptasi pada kondisi lingkungan yang beragam dan spesifik. Penelitian 

mengenai bakteri comammox tergolong baru dan masih belum banyak 

dieksplorasi, terutama di Indonesia, Khususnya Sumatra Barat, Kota Padang. 

Kelimpahan bakteri comammox dihitung berdasarkan lima sampel sedimen yang 

diambil dari sistem buatan yang terdapat di Kota Padang, Sumatra Barat. 

Parameter lingkungan yang diukur yaitu suhu, pH, DO, dan salinitas, sedangkan 

pada sedimen yaitu pH, TOC, amonium, nitrat, nitrit, fosfat, dan sulfat. Penelitian 

ini bertujuan untuk mengeksplorasi dan mengidentifikasi parameter fisikokimia 

lingkungan air limbah serta comammox pada sistem buatan yang berbeda, yaitu 

Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) Pabrik Karet, saluran pembuangan air 

limbah Pabrik Tahu, IPAL Rumah Sakit Pendidikan (RSP) Universitas Andalas, 

Instalasi Pengolahan Lumpur Tinja (IPLT), dan Instalasi Pengolahan Lindi (IPL) 

Tempat Pemrosesan Akhir (TPA) Air Dingin yang berada di Kota Padang. 

Parameter fisikokimia lingkungan air limbah yang dianalisis yaitu TOC (1,59 %-

15,14 %), pH (5,1-5,8), amonium (10,95 mg/L-51,79 mg/L), nitrit (0,63 mg/L-

153,58 mg/L), nitrat (19,28 mg/L-50,01 mg/L), fosfat (58,12 mg/L-220,20 mg/L) 

serta sulfat (19,19 mg/L-43,38 mg/L). Analisis komunitas comammox 

menggunakan Illumina Miseq Sequencing. Bakteri comammox yang teridentifikasi 

adalah Candidatus Nitrospira nitrosa sebesar 0,245% pada IPAL Pabrik Karet, 

sedangkan pada lokasi sampling lainnya tidak ditemukan. Berdasarkan penelitian 

ini keberadaan comammox terdapat pada sistem buatan di kota Padang dengan 

kandungan fosfat sebesar 155,71 mg/L.  

Kata kunci: Comammox, Nitrospira, sedimen, sistem buatan 
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ABSTRACT 

The process of nitrification, oxidation of ammonia to nitrate via nitrite, can be 

shortened to the complete ammonia oxidation (comammox) process with bacteria 

of the genus Nitrospira which oxidize ammonia to nitrate in a single organism. The 

different characteristics of comammox bacteria in various ecosystems suggest that 

they may be able to adapt to diverse and specific environmental conditions. 

Research on comammox bacteria is relatively new and has not yet been widely 

explored, especially in Indonesia, especially West Sumatra, Padang City. The 

abundance of comammox bacteria was calculated based on five sediment samples 

taken from an artificial system in Padang City, West Sumatra. The environmental 

parameters measured are temperature, pH, DO, and salinity, while in sediment they 

are pH, TOC, ammonium, nitrate, nitrite, phosphate, and sulfate. This research 

aims to explore and identify the physicochemical parameters and comammox in 

different artificial systems, namely Rubber Factory Waste Water Treatment Plant 

(WWTP), Tofu Factory waste water drainage channel, Teaching Hospital of 

Andalas University WWTP, the Fecal Sludge Treatment Plant, and Leachate 

Treatment Plant Landfill of Air Dingin in Padang City. Physicochemical 

parameters regarding the presence of comammox, analyzed were TOC (1.59 %-

15.14 %), pH (5.1-5.8), ammonium (10.95 mg/L-51.79 mg/L), nitrite (0.63 mg/L-

153.58 mg/L), nitrate (19.28 mg/L-50.01 mg/L), phosphate (58.12 mg/L-220.20 

mg/L) and sulfate (19.19 mg/L-43.38 mg/L). Analysis of comammox community 

using Illumina Miseq Sequencing. The identified comammox bacteria was 

Candidatus Nitrospira nitrosa at 0.245%, whereas at other sampling locations it 

was not found. Based on this research, the presence of comammox is found in 

artificial systems in the city of Padang with a phosphate content of 155.71 mg/L. 

Keywords: artificial Environment, comammox, Nitrospira, sediment 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Nitrifikasi merupakan langkah penting dalam siklus nitrogen global serta 

memainkan peran penting baik dalam lingkungan alami maupun sistem rekayasa, 

termasuk Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) (Sobotka et al., 2018). 

Nitrifikasi terdiri dari dua tahap yaitu oksidasi amonia (NH3) menjadi nitrat (NO3
-) 

melalui nitrit (NO2
-) (Gallego et al., 2021). Tahapan pertama dalam nitrifikasi, yaitu 

oksidasi amonia oleh ammonia-oxidizing bacteria (AOB) dan ammonia-oxidizing 

archaea (AOA) menjadi nitrit (Zhao et al., 2019). Tahapan kedua, yaitu oksidasi 

nitrit oleh nitrite-oxidizing bacteria (NOB) menjadi nitrat. Baru-baru ini, telah 

ditemukan mikroorganisme tunggal yang dapat melakukan oksidasi lengkap 

terhadap amonia menjadi nitrat atau disebut juga dengan complete ammonia 

oxidation (comammox) atau pengoksidasi amonia lengkap (Mehrani et al., 2021).  

Comammox ditemukan pertama kali pada akhir tahun 2015 (Daims et al., 2015; Van 

Kessel et al., 2015). Kata “comammox” berasal dari kemampuannya untuk 

melakukan oksidasi amonia lengkap hingga menjadi nitrat (NO3
-). Metabolisme 

comammox mengubah persepsi mengenai nitrifikasi yang merupakan proses dua 

langkah yang memerlukan aktivitas terkoordinasi dari AOB atau AOA yang 

mengubah amonia (NH3) menjadi nitrit (NO2
-) serta NOB yang mengubah nitrit 

(NO2
-) menjadi nitrat (NO3

-). Kemampuan comammox untuk mengoksidasi 

amonium menjadi nitrat dapat bersaing dengan AOB/AOA dan NOB pada 

nitrifikasi konvensional (Lawson & Lücker, 2018). Komunitas comammox yang 

terdeteksi termasuk ke dalam genus Nitrospira (Roots et al., 2019a) dan dapat 

ditemukan di berbagai lingkungan alami seperti air tawar, sedimen, zona pasang 

surut, lumpur aktif, tanah hutan, dan sawah serta sistem buatan seperti IPAL 

(Gallego et al., 2021). 

Hasil penelitian terbaru mengenai comammox pada lingkungan alami telah 

ditemukan oleh Gao et al. (2022) pada sawah, serta penelitian Liu et al. (2023) yang 

menemukan komunitas comammox pada sedimen sungai dan muara. Sedimen 

merupakan media lekat untuk pertumbuhan bagi bakteri comammox, dengan 
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kandungan nitrogen serta fosfat yang terdapat pada air limbah dapat dijadikan 

sebagai indikasi dari keberadaan mikroorganisme tertentu yang dibutuhkan untuk 

nutrisi dalam proses metabolisme (Liu et al., 2023). 

Kondisi lingkungan seperti DO, pH, dan suhu mempunyai pengaruh yang 

signifikan terhadap pertumbuhan dan aktivitas bakteri comammox (Kits et al., 2017; 

Roots et al., 2019; Takahashi et al., 2020). Konsentrasi DO yang rendah membuat 

pertumbuhan comammox menjadi lebih tinggi karena oksidasi mikrob bakteri 

comammox mirip dengan oksidasi terminal tipe sitokrom bd, yang terjadi pada 

konsentrasi DO yang sangat rendah dan memiliki afinitas yang lebih tinggi terhadap 

DO (Borisov et al., 2011). Menurut Dimitri Kits et al. (2017) dan Sakoula et al. 

(2021) kelimpahan bakteri comammox berkaitan dengan amonium, dimana pada 

isolasi kultur murni bakteri comammox yang dilakukan menunjukkan bahwa 

afinitas amonia yang tinggi memperlambat pertumbuhan comammox, namun pada 

laju oksidasi amonium yang rendah, hasil pertumbuhan comammox menjadi lebih 

tinggi. Berdasarkan penelitian terdahulu, bakteri comammox yang ditemukan 

berada pada kondisi lingkungan DO yang relatif rendah dan TOC yang relatif 

rendah (Liu et al., 2020; Tang et al., 2023; Sun et al., 2020; Kits et al., 2017). 

Hasil penelitian terdahulu pada lingkungan alami, Liu et al. (2020) menemukan 

adanya bakteri comammox Nitrospira pada sungai Yangtze di Cina yang sebesar 

34-87% pada lingkungan oligotrofik dengan kondisi pH yang lebih tinggi dan suhu 

yang rendah. Hasil penelitian Sun et al. (2020) menjelaskan bahwa, comammox 

yang ditemukan pada muara di Cina yaitu berkisar antara 4,15 × 105 hingga 6,67 × 

106 copies/g dengan rentang pH antara 6,74-8,65. Pada sistem buatan IPAL, 

komunitas comammox yang telah ditemukan oleh Pjevac et al. (2017) terdapat 

bakteri comammox sebanyak 43-71% dari total populasi genus Nitrospira yang 

berada di Wina Austria pada DO rendah, namun pada DO yang tinggi (>3 mgO2/L) 

kelimpahan comammox mengalami penurunan. 

Walaupun keberadaan bakteri comammox ini telah dikonfirmasi pada tahun 2015, 

namun penemuan bakteri comammox pada sistem buatan serta karakteristik dari 

parameter fisikokimia yang terkait masih belum ada diteliti di Indonesia. 

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini dilakukan untuk mengeksplorasi dan 
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mengidentifikasi kelimpahan bakteri comammox pada sedimen sistem buatan di 

Indonesia khususnya Kota Padang Sumatra Barat serta parameter fisikokimia yang 

terkait, sehingga dapat digunakan untuk kultivasi bakteri comammox dan aplikasi 

pengolahan air limbah. 

1.2 Maksud dan Tujuan 

Maksud penelitian ini adalah menganalisis kelimpahan bakteri comammox pada 

sistem buatan di Kota Padang. Adapun tujuan penelitian tesis ini yaitu: 

1. Menganalisis parameter fisikokimia meliputi TOC, pH, kandungan nitrogen, 

fosfat serta sulfat pada sedimen di sistem buatan meliputi Instalasi Pengolahan 

Air Limbah (IPAL), Instalasi Pengolahan Lumpur Tinja (IPLT) dan Instalasi 

Pengolahan Lindi (IPL) di Tempat Pemrosesan Akhir (TPA) sampah di Kota 

Padang; 

2. Mengidentifikasi comammox pada sistem buatan di Kota Padang dengan 

metode next generation sequencing (NGS) menggunakan Illumina Miseq 

sequencing; 

1.3 Manfaat Penelitian Tesis  

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat kepada berbagai pihak, 

yaitu: 

1. Menjadi salah satu referensi bagi peneliti selanjutnya dalam mengidentifikasi 

keberadaan comammox di Indonesia;  

2. Sebagai penelitian awal untuk kultivasi bakteri comammox dan aplikasi pada 

pengolahan air limbah. 

1.4 Ruang Lingkup 

Ruang lingkup dari penelitian ini adalah: 

1. Pengujian dilakukan pada sampel sedimen pada unit yang berbeda di sistem 

buatan antara lain: IPL TPA, saluran pembuangan air limbah Pabrik Tahu, IPAL 

Pabrik Karet, IPAL Rumah Sakit Pendidikan Universitas Andalas, serta IPLT 

yang terdapat di kota Padang; 

2. Parameter yang diamati yaitu TOC, pH, kandungan nitrogen, fosfat, dan sulfat 

serta jumlah komunitas mikrob pada sedimen; 
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3. Parameter lingkungan air limbah yang diamati yaitu pH, DO, suhu, dan 

Salinitas; 

4. Identifikasi comammox dengan metode next generation sequencing (NGS) 

dengan alat Illumina Miseq sequencing di Kanazawa University, Jepang; 

1.5 Sistematika Penulisan 

Sistematika penulisan uraian tesis ini adalah: 

BAB I PENDAHULUAN 

 Bab ini berisikan latar belakang, maksud dan tujuan penelitian, 

 manfaat  penelitian, Batasan masalah penelitian dan sistematika 

 penulisan. 

BAB II TINJAUAN PUSTAKA 

Bab ini berisikan tentang landasan teori mengenai senyawa nitrogen, 

proses comammox, ekstraksi DNA, PCR dan Illumina Miseq 

sequencing dan lain-lain. 

BAB 111 METODOLOGI PENELITIAN 

Bab ini menjelaskan lokasi dan waktu penelitian, tahapan penelitian 

yang dilakukan seperti persiapan bakteri, ekstraksi DNA, PCR, 

bioanalisis, Illumina Miseq sequencing dan analisis filogeni. 

BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN 

Bab ini berisikan hasil pengujian laboratorium, pengolahan data dan 

pembahasan. 

BAB V PENUTUP 

Bab ini berisikan kesimpulan dan saran berdasarkan pembahasan yang 

telah diuraikan.    
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Complete Ammonia Oxidation (Comammox) 

Comammox merupakan proses mengubah amonia secara langsung menjadi nitrat 

oleh mikroorganisme tunggal. Bakteri yang termasuk dalam comammox disebut 

dengan comammox Nitrospira. Dibandingkan dengan NOB, comammox Nitrospira 

memiliki gen yang terkait dengan oksidasi amonia dan oksidasi nitrit (Lawson & 

Lücker, 2018). Jalur metabolisme yang unik ini membuat bakteri comammox 

berbeda dengan bakteri dalam proses nitrifikasi lainnya (Mehrani et al., 2021). 

Terdapat bukti bahwa bakteri comammox tidak dapat bersaing dengan agen 

nitrifikasi lainnya seperti AOB, NOB dalam sistem pengolahan air. Sebaliknya, 

comammox Nitrospira ditemukan dominan dalam sistem nitrifikasi lumpur aktif 

dibandingkan dengan AOB dan NOB (Sun et al., 2020a). Kondisi yang berpotensi 

menguntungkan untuk pertumbuhan comammox Nitrospira adalah tingkat 

dissolved oxygen (DO) atau oksigen terlarut dan amonia yang rendah pada 

lingkungan terbatas nitrit. Persaingan antara AOB dan mikroorganisme comammox 

untuk amonia (NH4
+-N) dapat memainkan peran penting dalam mencapai nitrifikasi 

parsial (nitrifikasi) yang diperlukan untuk proses penyisihan nitrit. Model simulasi 

adalah alat manajemen penting dalam operasi pengolahan air dan membantu 

memahami interaksi mikrob yang kompleks dalam sistem pengolahan air biologi. 

Berdasarkan teori terdahulu, seluruh jalur nitrifikasi, yaitu oksidasi amonia menjadi 

nitrat, secara konvensional dimodelkan sebagai proses satu langkah, dengan asumsi 

bahwa langkah pertama (oksidasi amonia menjadi nitrit) biasanya merupakan 

konversi pembatas laju selama oksidasi. Model nitrifikasi dua fase telah dikenal 

selama hampir 60 tahun dan masih dikembangkan lebih lanjut (Kessel et al., 2015).  

Nitrifikasi memainkan peran penting dalam siklus nitrogen biogeokimia. Sejak 

penemuannya pada tahun 1890-an, proses nitrifikasi yang diterima secara umum 

terdiri dari dua tahap, didukung oleh bakteri AOA/AOB; NH4
+ → NO2

− dan NOB; 

NO2
− → NO3

−. Sebuah studi sebelumnya menunjukkan bahwa comammox atau 

oksidasi lengkap amonia menjadi nitrat dimungkinkan terjadi dalam satu 

organisme. Pada 2015, comammox pertama kali dikonfirmasi dalam urutan 
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metagenomik yaitu genus Nitrospira (Kessel et al., 2015). Semua bakteri 

comammox yang diketahui saat ini adalah Nitrospira subclade II, yang selanjutnya 

dibagi menjadi clade A (termasuk subclade A1 dan A2) dan clade B. Distribusi 

comammox secara luas berada di ekosistem buatan dan alami, seperti ekosistem 

buatan, komunitas di dalam reaktor, tanah hutan, sedimen danau, tanah, dan rawa. 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan pada reaktor percobaan skala laboratorium, 

didapatkan comammox sebesar 5,81 × 108 hingga 9,04 × 109 eksemplar g-1, dan 

untuk kelimpahan bakteri comammox di ekosistem alami sebesar 1,84 × 105 hingga 

3,19 × 10 eksemplar g-1. Dibandingkan dengan ekosistem alami, sistem buatan 

selalu terkena polusi nitrogen yang tinggi (Yuan et al., 2021). 

Nitrogen merupakan elemen penting bagi organisme hidup karena pada siklus 

nitrogen, bakteri memainkan peran penting dalam konversi senyawa nitrogen di 

suatu ekosistem. Dalam pertanian konvensional, senyawa nitrogen organik yang 

diaplikasikan ke tanah sebagai pupuk mengalami dekomposisi dan amonia 

selanjutnya dioksidasi oleh nitrit menjadi nitrat oleh mikrob, konversi biologi 

pertama disebut amonifikasi dan nitrifikasi kedua. Meskipun amonifikasi dapat 

dikatalisis oleh berbagai bakteri heterotrofik, nitrifikasi hanya dilakukan oleh 

beberapa spesies mikrob yang disebut nitrifier, yaitu AOB dan AOA serta NOB. 

Selain bakteri-bakteri tersebut, baru-baru ini ditemukan bakteri yang dapat 

mengubah amonia secara langsung menjadi nitrit yang disebut comammox. Karena 

banyak tanaman yang mengandung nitrogen dalam bentuk nitrat, maka 

pertumbuhannya sangat bergantung pada kemampuan mikrob pengubah nitrogen 

tersebut. Dalam pertanian hidroponik, penggunaan pupuk nitrogen organik terbukti 

dapat menghambat pertumbuhan tanaman karena kurangnya mineralisasi nitrogen 

mikrob dalam sistem (Kessel et al., 2015).  
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Gambar 2.1 Proses Comammox 
Sumber: Dang, 2017 

Reaksi umum untuk proses comammox dapat dilihat pada persamaan berikut: 

NH4
+ + 1,5 O2 → NO3

- + H2O + 2H+ …………....……………………………(2.1) 

Dalam reaksi ini, satu molekul amonium (NH4
+ dan 1.5 molekul oksigen (O2) 

bereaksi untuk menghasilkan satu molekul nitrat (NO3
-), air (H2O), dan dua molekul 

ion hidrogen (H+). Dalam proses ini, oksigen digunakan sebagai penerima elektron 

untuk mengoksidasi amonium menjadi nitrat (Daims et al., 2015).  

2.1.1 Amonia  

Amonia merupakan senyawa yang banyak terdapat pada saluran pembuangan 

kotoran, limbah domestik dan limbah cair dari berbagai industri. Konsentrasi 

amonia yang tinggi dapat menyebabkan eutrofikasi di perairan umum, seperti 

sungai dan danau. Selain itu,  proses oksidasi amonia yang memerlukan oksigen 

dalam jumlah besar dapat menyebabkan konsentrasi oksigen terlarut di dalam 

perairan menjadi rendah, dan kondisi seperti ini sangat berbahaya bagi organisme 

akuatik. Oleh karena itu proses degradasi senyawa nitrogen, utamanya amonia 

menjadi sangat penting dalam sistem pengolahan limbah cair. Secara umum 

diyakini bahwa degradasi amonia secara biologi, melalui proses nitrifikasi dan 

denitrifikasi dilihat dari efisiensi degradasinya dianggap paling ekonomis. Namun 

demikian, bakteri nitrifikasi yang bersifat autotrof sangat sensitif terhadap faktor 

lingkungan dan tumbuh sangat lambat sehingga populasinya di dalam lumpur aktif 

seringkali berkompetisi dengan mikroorganisme heterotrof. Mikrob nitrifikasi pada 

umumnya bersifat autotrof. Dalam proses nitrifikasi terjadi dua tahapan reaksi, 



 

8 
 

yaitu oksidasi amonium menjadi nitrit dan oksidasi nitrit menjadi nitrat. Reaksi 

yang terjadi adalah sebagai berikut: 

NH4 + 3/2 O2  → NO2
-+ H2O …………………………………………………(2.2) 

NO2
- + ½ O2 → NO3

- …………………………………………………………(2.3) 

Kelompok bakteri lainnya yang berperan dalam proses nitrifikasi adalah 

Nitrobacteriaceae, diantaranya adalah Nitrosomonas (bakteri pengoksidasi 

amonium) dan Nitrobacter (bakteri pengoksidasi nitrit). Beberapa mikroorganisme 

yang bersifat heterotrof juga dilaporkan mampu mengoksidasi amonia atau nitrogen 

organik menjadi nitrit atau nitrat. Bakteri nitrifikasi yang bersifat autotrof 

memperoleh energi untuk penyusunan, pengaturan sel, pertumbuhan dan 

aktivitasnya dari oksidasi senyawa nitrogen, terutama amonium. Bakteri nitrifikasi 

sangat sensitif terhadap substansi toksik, pH, suhu, oksigen, dan konsentrasi 

substrat. Adanya material organik juga berpengaruh negatif terhadap proses 

nitrifikasi (Agustiyani et al., 2010). 

Amonia merupakan gas tidak berwarna yang menyebabkan iritasi dengan bau 

menyengat, mirip bau bahan atau cairan pembersih. Amonia dapat meracuni 

kehidupan perairan pada pH dan suhu tinggi. Terdapat 2 bentuk amonia pada 

perairan, yaitu gas amonia (NH3) dan kation amonium (NH4
+). Gas amonia yang 

tidak terionisasi dapat bereaksi dengan air, membentuk kation amonium. 

Keberadaannya dipengaruhi pH dan suhu, dimana keberadaan gas amonia dominan 

pada pH dan suhu lebih tinggi. Amonia dalam kadar tertentu dapat meningkatkan 

keasaman tanah dan mendorong pertumbuhan tanaman. Amonia juga dapat 

berperan sebagai zat hara yang mendorong pertumbuhan fitoplankton dan ikan. 

Kadar amonia berlebihan dapat menyebabkan eutrofikasi dan mengganggu 

kehidupan perairan. Amonia dapat membahayakan kehidupan perairan mulai dari 

konsentrasi 1 mg NH3/L yang menyebabkan beberapa ikan kecil mati lemas. Gas 

amonia bersifat korosif dan menyerang mata secara cepat, menyebabkan cedera 

berat hingga menyebabkan kebutaan. Amonia pada kulit dapat menyebabkan iritasi 

dan luka bakar, tergantung tingkat paparannya (Agustiyani et al., 2010).  

Kadar amonia mulai dari 0,2 mg/L menurunkan efisiensi desinfeksi pengolahan air 

minum, dimana klorin bereaksi dengan amonia dan butuh dosis klorin lebih tinggi 

untuk melakukan desinfeksi. Reaksi amonia dengan klorin membentuk produk 
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sampingan desinfeksi (disinfection by products atau DBP) yang dapat merusak 

sistem saraf manusia dan mengganggu rasa & bau air. Reaksi ini juga dapat 

membentuk kloramin bersifat karsinogenik. Monokloramin dapat menjadi 

disinfektan lemah pada sistem distribusi air, tetapi trikloramin terbentuk pada 

kondisi tertentu dan mengganggu rasa & bau air. Teknologi penyisihan amonia 

dalam pengolahan air dapat dilakukan dengan proses fisikokimia dan proses 

biologi. Secara umum, proses fisikokimia seperti klorinasi, pertukaran ion, filtrasi 

membran dan air stripping berperan sebagai metode umum penyisihan amonia 

dalam pengolahan air. Pada saat ini, proses biologi mulai menarik perhatian sebagai 

alternatif unit proses dalam pengolahan air limbah, terutama dalam aspek 

penyisihan amonia (Agustiyani et al., 2010).  

Dalam proses biologi, mikroorganisme menyisihkan pencemar dengan reaksi 

oksidasi-reduksi. Lapisan biologi (biofilm) terbentuk pada media filter berupa pasir, 

antrasit, atau granular activated carbon (GAC), membentuk proses biofiltrasi. 

Proses ini melibatkan 3 mekanisme penyisihan, yaitu penyisihan fisik, adsorpsi, dan 

proses biologi. Penyisihan amonia secara biologi melibatkan proses nitrifikasi dan 

denitrifikasi dengan mikroorganisme pengoksidasi amonia berupa AOB, AOA, dan 

bakteri comammox. Proses nitrifikasi mengoksidasi amonia (NH3) atau amonium 

(NH4
+) menjadi nitrit (NO2

-), lalu menjadi nitrat (NO3
-). Proses ini diawali dengan 

proses nitritasi, dimana amonium dioksidasi menjadi nitrit oleh mikroorganisme 

pengoksidasi amonium, seperti bakteri Nitrosomonas. Reaksi yang berjalan adalah 

(Hamonangan & Yuniarto, 2022): 

𝑁𝐻4
+ + ½ O2 − > 𝑁𝑂2

− + 𝐻2𝑂 + 2𝐻+ ………………………………………….(2.4) 

 

Tahap selanjutnya adalah tahap nitrasi, dimana nitrit dioksidasi menjadi nitrat oleh 

bakteri pengoksidasi nitrit, seperti Nitrobacter. Reaksi yang terjadi adalah 

(Hamonangan & Yuniarto, 2022): 

𝑁𝑂2
− + ½ 𝑂2 −> 𝑁𝑂3

– …………………………………………………………(2.5) 

 

Proses denitrifikasi adalah proses reduksi nitrat dan nitrit menjadi gas nitrogen (N2) 

serta nitrogen oksida (N2O) oleh bakteri heterotrof fakultatif tanpa oksigen, seperti 

Micrococcus, Pesudomonas, dan lain-lain (Hamonangan & Yuniarto, 2022). 
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2.1.2 Siklus Nitrogen 

Nitrogen merupakan unsur keempat yang paling melimpah dalam biomassa seluler 

pada atmosfer bumi. Pertukaran antara gas nitrogen (N2) yang masih ada di 

atmosfer dan nitrogen reaktif (senyawa nitrogen yang mendukung, atau merupakan 

produk dari metabolisme dan pertumbuhan sel metabolisme dan pertumbuhan) 

sepenuhnya dikendalikan oleh aktivitas mikrob. Sebelum munculnya proses Haber-

Bosch (fiksasi industri N2 menjadi amonia, NH3) pada tahun 1909, hampir semua 

nitrogen reaktif di biosfer dihasilkan dan di daur ulang oleh mikroorganisme (Stein 

& Klotz, 2016).  

Meskipun proses Haber-Bosch telah meningkatkan produktivitas tanaman 

pertanian hingga empat kali lipat, pupuk kimia dan sumber nitrogen tetap 

antropogenik lainnya kini jauh melebihi kontribusi alami, yang menyebabkan 

degradasi lingkungan yang belum pernah terjadi sebelumnya. Pentingnya nitrogen 

bagi biosfer dan kehidupan seluler tidak dapat disangkal; namun, pengetahuan 

mendasar tentang mikroorganisme dan proses enzimatik yang mengubah nitrogen 

menjadi berbagai kondisi oksidasi masih belum lengkap (Stein & Klotz, 2016). 

2.1.3 Nitrifikasi 

Nitrifikasi merupakan suatu proses penting siklus nitrogen dalam pembentukan 

nitrit atau nitrat dari komponen nitrogen (amonia) yang berlangsung secara biologi 

ataupun kimia melalui reaksi oksidasi. Proses biologi dalam nitrifikasi memiliki 

dua tahapan yaitu oksidasi amonium menjadi nitrit (NO2
-) dan oksidasi nitrit 

menjadi nitrat (NO3
-) yang dilakukan oleh bakteri autotrof (Klotz & Stein, 2008). 

Mikroorganisme utama yang terlibat dalam proses nitrifikasi yaitu AOB yang dapat 

mengoksidasi amonium menjadi nitrit, dan NOB yang melakukan oksidasi nitrit 

menjadi nitrat. Selain itu terdapat pula bakteri yang mampu untuk mengoksidasi 

amonia menjadi nitrit dan juga nitrat, yang dikenal sebagai comammox. Bakteri 

nitrifikasi, Nitrobacteriaceae diklasifikasikan sebagai kemolitotrof yang dapat 

mengoksidasi – mereduksi senyawa anorganik. Bakteri ini menggunakan amonia 

serta nitrit dalam memenuhi kebutuhan karbon mereka. Bakteri yang turut dalam 

mengoksidasi amonium pada AOB yaitu bakteri kemolitotrofik dari 
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Betaproteobacteria, Gammaproteobactia, dan anggota Thaumarchaeota serta 

mikroorganisme heterotrof dan metanotrof, tanpa mendapatkan energi untuk 

mendukung pertumbuhan (Klotz & Stein, 2008).  

Bakteri comammox termasuk ke dalam genus Nitrospira (Klotz & Stein, 2008). 

Nitrospira sp merupakan bakteri gram negatif yang berbentuk seperti batang dan 

mampu mengonversi amonia dengan sangat efisien, namun tidak dapat mengubah 

amonia/nitrit tanpa adanya oksigen. Amonium dioksidasi menjadi nitrit oleh 

Nitrosomonas, dan nitrit dioksidasi menjadi nitrat oleh Nitrobacter untuk 

mendapatkan energi. Mikroorganisme Nitrosomonas sp dan Nitrobacter sp 

merupakan bakteri nitrifikasi primer.  

Pada proses nitrifikasi, nitrit dan nitrat yang telah dihasilkan oleh reaksi aerob dapat 

dihilangkan secara anaerob yaitu dengan membentuk amonium asimilasi atau 

denitrifikasi (Stein & Klotz, 2016). Dalam proses nitrifikasi selain dapat 

menghasilkan nitrat, dapat pula menurunkan pH hingga sedikit asam yang akan 

meningkatkan kelarutan bahan organik lainnya (Ilma, 2021). 

Proses nitrifikasi membutuhkan oksigen dan alkalinitas, dan sebagian nitrogen 

digunakan untuk sintesis biomassa. Proses denitrifikasi terjadi di bawah kondisi 

anoksik, mengonsumsi BOD dan menghasilkan sel baru. Reaksi dimana selama 

proses nitrifikasi-denitrifikasi terlihat sebagai berikut: 

- Nitrifikasi 

2NH4
+ + 3O2     2NO2

- + 4H2O + 4H+ ………………....(2.6) 

2NO2
- + O2   2NO3

- ……………………………….....(2.7) 

 

- Denitrifikasi 

NO3
- + BOD   N2 + CO2 + H2O + OH- ………..….….(2.8) 

Nitrifikasi secara biologi adalah oksidasi ion amonium menjadi ion nitrit, serta ion 

nitrit menjadi ion nitrat. Selama proses oksidasi ion amonium dan ion nitrit, oksigen 

ditambahkan ke dalam ion-ion tersebut oleh bakteri nitrifikasi. Denitrifikasi 

dideskripsikan sebagai penggunaan ion nitrat atau ion nitrit oleh bakteri 

denitrifikasi (anaerob fakultatif) untuk mendegradasi BOD. Meskipun denitrifikasi 

sering dikombinasikan dengan aerob untuk menyisihkan variasi komponen nitrogen 
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dari limbah, namun denitrifikasi berlangsung ketika kondisi anoksik (tidak ada 

oksigen) (Setiawan & Hari, 2010).  

Nitrifikasi adalah proses penting dalam konversi nitrogen (N) yang efektif di IPAL. 

Secara konvensional, proses tersebut diasumsikan terdiri dari dua langkah berturut-

turut, termasuk oksidasi amonia menjadi nitrit oleh AOB, diikuti oleh oksidasi nitrit 

menjadi nitrat oleh NOB. Namun, proses comammox atau oksidasi amonia lengkap 

yang baru ditemukan telah mengubah dogma nitrifikasi dua langkah yang ketat 

(Kessel et al. 2015). Comammox adalah proses mengubah amonia langsung menjadi 

nitrat oleh mikroorganisme tunggal milik Nitrospira, selanjutnya disebut sebagai 

comammox Nitrospira. Dibandingkan dengan NOB, comammox Nitrospira 

memiliki gen yang terkait dengan oksidasi amonia dan oksidasi nitrit. 

Jalur metabolisme unik ini membuat bakteri comammox berbeda dari nitrifikasi 

lainnya. Ada beberapa bukti bahwa bakteri comammox tidak mampu bersaing 

dengan nitrifier lain (AOB, NOB) dalam sistem pengolahan air limbah. Sebaliknya, 

comammox Nitrospira ditemukan dominan dibandingkan dengan AOB atau NOB  

dalam sistem nitrifikasi lumpur aktif (Sun et al., 2018). Kondisi yang berpotensi 

menguntungkan untuk pertumbuhan comammox Nitrospira terdiri dari konsentrasi 

DO dan amonia yang rendah atau lingkungan terbatas nitrit dengan solid retention 

time (SRT) atau waktu retensi padatan yang lama. Persaingan untuk amonia (NH4–

N) antara AOB kanonik dan mikroorganisme comammox dapat memainkan peran 

penting dalam mencapai nitrifikasi parsial (nitritasi), yang diperlukan dalam proses 

penyisihan N secara pintas, seperti “shunt nitrit” atau deamonifikasi (Kessel et al., 

2015).  

Faktor-faktor yang dapat memengaruhi persaingan antara organisme pengonversi 

N autotrofik, pada model nitrifikasi harus memperhitungkan persaingan antara 

AOB dan NOB secara memadai. Model nitrifikasi multi langkah juga mencakup 

jalur produksi N2O yang dimediasi AOB melalui produksi hidroksilamin dan 

denitrifikasi autotrofik yang diterapkan pada optimalisasi dan simulasi Chemical 

Oxygen Demand (COD) dan p amonia dari waste water treatment plant (WWTP) 

(Wu et al., 2016). 
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Penyisihan nitrogen merupakan masalah mendesak dalam pengolahan air limbah, 

biasanya diwujudkan dengan kombinasi nitrifikasi dan denitrifikasi. Faktanya, 

nitrifikasi adalah proses yang lebih penting karena merupakan langkah pertama 

dalam penyisihan nitrogen dan melibatkan bakteri autotrof yang tumbuh lambat. 

Selain itu, bakteri nitrifikasi peka terhadap penghambatan zat organik yang resistan, 

di mana penghambatan tersebut memperlambat pertumbuhan nitrifikasi lebih 

lanjut. Karena banyak IPAL menerima limbah yang mengandung senyawa 

penghambat dari pabrik kimia atau farmasi, input limbah yang tidak diolah ini dapat 

menyebabkan kegagalan nitrifikasi dan penyisihan nitrogen sepenuhnya. Sulit 

untuk mengembalikan aktivitas nitrifikasi dengan cepat, karena nitrifikasi 

meningkat perlahan (H. Wang et al., 2017).  

Bakteri comammox yang belum teridentifikasi dapat dibagi menjadi dua clade (A 

dan B) berdasarkan amonia monooksigenase filogenase. Skrining metagenomik 

dari sekuen gen comammox amoA berdasarkan database yang diberikan 

menunjukkan keberadaan comammox Nitrospira secara luas di beberapa habitat 

darat dan perairan (T. Liu et al., 2019). 

Nitrogen amonia juga merupakan polutan air limbah yang ada di mana-mana dan 

diatur secara ketat. Ini terjadi dalam air dalam bentuk terionisasi (NH4
+) dan tidak 

terionisasi (NH3). Amonia dalam air menyebabkan eutrofikasi dan hujan asam 

ketika teroksidasi menjadi asam nitrat di atmosfer (Guillen-Burrieza et al., 2023). 

2.2 Hakikat Lingkungan  

Secara ilmiah, lingkungan merupakan segala sesuatu yang ada di bumi, meliputi 

air, tanah, udara dan seluruh makhluk hidup di dalamnya, serta adanya hubungan 

timbal balik antar komponen tersebut. Lingkungan ada yang terbentuk secara alami 

yang disebut dengan lingkungan alami, dan ada juga lingkungan yang sengaja 

dibuat oleh manusia yang disebut dengan sistem buatan. Kedua jenis lingkungan 

ini, sama-sama memiliki peranan yang sangat penting dalam kehidupan manusia. 

Terdapat beberapa faktor lingkungan seperti suhu, salinitas, pH, kecerahan, DO, 

dan nutrien dapat berpengaruh terhadap kelimpahan mikroorganisme. Selain itu, 

faktor lingkungan seperti parameter fisika dan kimia, eksistensi organisme di suatu 
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lingkungan juga dapat dijadikan sebagai indikator terhadap pencemaran (Jhuma, 

2016). Lingkungan hidup adalah seluruh kondisi eksternal dan pengaruhnya 

terhadap siklus perkembangan unsur-unsur biotik di permukaan bumi dan juga 

keadaan atau kondisi yang melingkupi organisme dan kelompoknya kondisi sosial 

atau budaya yang memengaruhi individu atau komunitas (Kumar, 2018). 

Dengan demikian, lingkungan adalah keadaan total di mana suatu benda berada 

atau suatu tindakan terjadi, termasuk semua faktor fisik, kimia, biologis, fisiologis, 

dan psikologis. Istilah ini dapat dimodifikasi dan dibatasi dengan menentukan objek 

atau tindakan. Lingkungan terdekat adalah lingkungan yang langsung melingkupi 

objek atau tindakan; lingkungan yang terkena dampak total mencakup segala 

sesuatu, betapa pun kecilnya, yang dapat terpengaruh oleh objek atau tindakan 

(Jhuma, 2016).  

2.2.1 Lingkungan Alami 

Lingkungan alami merupakan semua makhluk hidup dan benda mati yang ada di 

bumi, dan terjadi secara alami tanpa ada campur tangan dari manusia (Johnsonet 

al., 1997). Lingkungan alami juga dapat didefinisikan sebagai kondisi fisik dan 

biologis yang ada pada suatu daerah, termasuk bentang alam, iklim, tanah, air, 

tumbuhan dan hewan. Lingkungan ini juga mencakup hubungan antara elemen-

elemen tersebut. Secara umum, lingkungan terbagi menjadi dua wilayah, yaitu 

lingkungan daratan dan lingkungan perairan. Contoh dari lingkungan alami ini yaitu 

sungai, danau, pantai, hutan, gunung dan pegunungan (Bird et al., 2018).  

Lingkungan alam ini penting karena beberapa alasan, diantaranya sebagai penyedia 

kebutuhan dasar dalam kehidupan manusia, seperti air dan makanan. Hutan sebagai 

penyedia sumber makanan hewani dan nabati, serta keberadaan air dalam jumlah besar 

pada sungai dan danau dapat dimanfaatkan sebagai sumber penghasil energi, 

merupakan salah satu peranan penting dari lingkungan alami ini. Lingkungan alami 

juga memiliki peranan sebagai sarana hiburan dan rekreasi. Penciptaan lingkungan 

alami dengan berbagai bentuk dan bentangan yang indah akan menciptakan nuansa 

tenang bagi tubuh dan pikiran. Tidak kalah penting, lingkungan alami merupakan 

habitat asli dari berbagai jenis makhluk hidup, termasuk manusia, hewan, tumbuhan 

hingga mikrooganisme (Bird et al., 2018). 
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2.2.2 Sistem Buatan 

Sistem buatan pertama kali muncul dari lingkungan alami sekitar 10.000 tahun yang 

lalu dengan munculnya pertanian (Bennett, 2019). Sistem buatan merupakan 

lingkungan yang keberadaannya secara sengaja dibuat oleh manusia. Pembuatan 

lingkungan ini bertujuan dalam pemenuhan kebutuhan manusia. Secara umum, 

sistem buatan terbagi menjadi dua yaitu sistem buatan yang berkaitan dengan alam, 

seperti waduk, sawah, bendungan dan perkebunan, serta sistem buatan yang 

berkaitan dengan bangunan, seperti perumahan, infrastruktur pengolahan air, jalan 

dan jembatan, serta sistem pengolahan air limbah seperti IPAL, IPLT, dan IPL TPA 

(Bird et al., 2018).  

Pemenuhan kebutuhan manusia melalui sistem buatan dapat dilihat dari beberapa 

penerapan atau tujuan pembuatan lingkungan itu sendiri. Sawah sebagai media 

tumbuh padi merupakan salah satu contoh dari sistem buatan ini. Lingkungan 

sawah sengaja dibajak dan diairi untuk menjaga kelembapan tanahnya. Kondisi 

lingkungan yang sesuai dengan pertumbuhan padi akan disediakan, sehingga padi 

dapat tumbuh dengan baik (El-Omar, 2014). 

2.3  Identifikasi Bakteri Comammox  

2.3.1  Ekstraksi DNA 

Ekstraksi DNA merupakan proses pemisahan DNA dari komponen sel lainnya 

seperti protein, karbohidrat, lemak dan lain-lain. Ekstraksi DNA terdiri dari tiga 

tahap utama yakni perusakan dinding sel (lisis), pemisahan DNA dari komponen 

lainnya serta pemurnian DNA. Pemecahan sel atau lisis pada proses ekstraksi sel 

bertujuan untuk menghancurkan membran dan dinding sel sehingga bagian dalam 

sel dapat keluar. Selanjutnya tahap pemisahan DNA dari makromolekul lain seperti 

protein, sebagian kecil RNA, lipid dan polisakarida. Tahap terakhir ialah pemurnian 

DNA. Tahap ini bertujuan untuk menghilangkan residu dari zat yang digunakan 

pada tahap lisis dan pemisahan DNA.  Metode konvensional dalam ekstraksi DNA 

diantaranya adalah metode ekstraksi menggunakan phenolchloroform. Metode ini 

memerlukan sejumlah tahapan penambahan bahan-bahan kimia dan membutuhkan 

waktu pengerjaan yang cukup lama (± 18 jam). Seiring dengan berkembangnya 
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teknologi, proses ekstraksi DNA telah mengalami pengembangan dan modifikasi 

sehingga lebih efisien. Salah satu bentuk modifikasi proses ekstraksi DNA ialah 

penggunaan kit ekstraksi komersial yang telah berisi campuran bahan yang 

dibutuhkan untuk proses ekstraksi dengan waktu pengerjaan yang cukup singkat 

(±2 jam) (Hutami et al., 2018).  

2.3.2 Next Generation Sequencing (NGS) 

Metode pengurutan Next Generation Sequencing (NGS) juga disebut teknologi 

pengurutan paralel besar-besaran atau massively parallel sequencing (MPS), lebih 

cepat dan lebih murah serta membutuhkan persiapan template yang jauh lebih 

sedikit dibandingkan metode Sanger-Coulson. Metode NGS menggunakan 

amplifikasi PCR untuk persiapan template (persiapan perpustakaan in vitro), yang 

hanya membutuhkan waktu 2 jam, dan dapat menerima hasil yang sangat tinggi. 

Selanjutnya, mereka memungkinkan pengurutan simultan dari ratusan ribu hingga 

ratusan juta fragmen DNA yang berbeda. Saat ini terdapat lima metode NGS yaitu, 

(1) 454 sequencing, (2) metode Solexa, (3) ion semiconductor sequencing, (4) 

metode Polony, dan (5) massively parallel signature sequencing (MPSS). Tiga 

metode pertama (454, Solexa, dan metode pengurutan semikonduktor ion) 

menggunakan sintesis DNA untuk pengurutan (pengurutan dengan sintesis, SBS), 

sedangkan metode Polony dan MPSS menggunakan hibridisasi oligonukleotida ke 

templete diikuti dengan ligasi ke rantai yang sedang tumbuh. MPSS cocok untuk 

kuantifikasi ekspresi gen; metode ini menggunakan beberapa siklus pembelahan 

dan ligasi enzimatik untuk menentukan urutan "signature" dari ujung molekul 

cDNA untuk membedakan dan mengukur berbagai spesies RNA yang ada dalam 

sampel (Singh & Singh, 2015). 

2.3.3 The Illumina Sequencing Method 

Teknologi NGS Solexa dikomersialkan oleh Amerika Serikat pada tahun 2007 yang 

merupakan teknologi NGS yang paling banyak digunakan. Platform terbaru dari 

seri ini adalah Illumina Genome Analyzer 1 Gb dan HiSeq 600 Gb. Sampel DNA 

terfragmentasi, dan dua adaptor yang berbeda diikat ke ujung 50 dan 30. Fragmen-

fragmen tersebut dilekatkan pada substrat yang disiapkan secara khusus pada sel 

aliran, yang berisi primer yang padat untuk digunakan pada langkah selanjutnya 
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dari PCR fase padat. Fold-back PCR atau bridge PCR menghasilkan hingga 1.000 

salinan identik dari setiap fragmen DNA. Semua salinan dari satu fragmen 

membentuk kelompok molekul yang terisolasi pada sel aliran, dan bersama-sama 

mereka mewakili klon in vitro dari fragmen tersebut. Semua kluster yang terbentuk 

pada sel aliran bersama-sama mewakili perpustakaan in vitro. Primer pengurutan 

sekarang melekat pada ujung fragmen yang bebas. Keempat dNTP yang digunakan 

untuk sintesis DNA memiliki fluorofor yang terkait dengannya; fluorophores ini 

juga berfungsi sebagai terminator rantai. dNTP ditambahkan satu per satu, dan 

kamera CCD merekam penggabungannya di ujung 30 primer sekuensing/rantai 

penumbuhan sebagai fluoresensi dari fluorofor yang melekat padanya. Terminator 

fluorofor dihilangkan dari dNTP yang baru saja ditambahkan ke rantai 

primer/tumbuh, membuat nukleotida ini tersedia untuk sintesis DNA lebih lanjut. 

Sebuah dNTP baru sekarang ditambahkan ke dalam campuran reaksi, itu 

digabungkan di ujung rantai yang tumbuh, fluoresensi dicatat, dan kemudian 

fluorofor dihilangkan. Dengan cara ini, urutan setiap fragmen DNA ditentukan. 

Penggunaan terminator rantai fluorofor yang terhubung ke dNTP menghilangkan 

kesalahan dalam penentuan urutan basa ketika basa yang sama hadir pada dua atau 

lebih posisi berurutan dalam untai cetakan (Singh & Singh, 2015). 

Panjang baca dengan metode ini berkisar antara 35 hingga 150 basis, dan 

akurasinya lebih besar dari 98,5%. Total pembacaan bebas kesalahan yang 

diberikan oleh Illumina HiSeq 2000 adalah lebih dari 400 Gb dalam sekali proses, 

yang membutuhkan waktu 7–8 hari. Sistem MiSeq dan HiSeq 2500 menghasilkan 

panjang baca hingga 250 bp dan telah meningkatkan pengambilan data dan 

fleksibilitas yang lebih besar. Sistem Illumina dapat digunakan untuk pengurutan 

genom de novo; resequencing genom untuk analisis SNP, InDels, variasi nomor 

salinan (CNV), dan variasi struktural; profil transkrip; dll. Namun, langkah 

amplifikasi PCR menimbulkan tingkat kesalahan yang tinggi. Sifat fluoresen 

keempat zat warna yang digunakan dalam metode ini cenderung menghasilkan 

substitusi A untuk C, G untuk T, dan sebaliknya pada data sekuen (Singh & Singh, 

2015). Berikut skema metode Illumina sequencing pada Gambar 2.2. 
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Gambar 2.2 Skema Sederhana Proses Illumina Miseq Sequencing 

Sumber: B.D. Sing. 2015 
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Tabel 2.1 Penelitian Terdahulu tentang Comammox 

No. Sampel dan Lokasi  Parameter Spesies yang 

Ditemukan 

Hasil Penelitian Referensi 

1 Sepanjang lahan basah muara di China 

(Liaohe, Beidaihe, Haihe, Yellow River, 

Sheyanghe, Bingchayunhe, Yangtze River, 

Jiaojiang, Oujiang, Minjiang, Mulanxi, 

Jiulongjiang, Yifuxi, Zhujiang, Yangjiang, 

dan Nanliujiang) 

Salinitas 

pH 

Amonium 

Nitrit 

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

Candidatus Nitrospira 

inopinata 

 

- pH berkorelasi positif dengan 

kelimpahan comammox 

- salinitas, amonium dan nitrit 

berkorelasi negatif dengan 

kelimpahan comammox  

(Sun et al., 2020a) 

2 Sawah di Shaoguan dan Antu, lahan 

gandum dan padang rumput Qianghai-

Tibet Plateau, hutan Riparian, serta danau 

Chaohu, China 

Amonium  

TC 

Nitrit 

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

Candidatus Nitrospira 

nitrificans 

 

- Amonium dan nitrit 

berkorelasi positif dengan 

kelimpahan comammox 

- TC berkorelasi negatif dengan 

kelimpahan comammox  

(Shi et al., 2020) 

3 Sedimen dari 5 kawasan Danau Tangxun, 

Tiongkok yang meliputi kawasan 

kastanye air, Kawasan Teratai, Kawasan 

sedimen, Kawasan pembuangan limbah 

makanan, dan pembuangan limbah 

industri 

Fosfat 

Amonium 

Nitrat 

Nitrit 

TN 

pH 

COD 

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

Candidatus Nitrospira 

nitrificans, Candidatus 

Nitrospira nitrosa, dan 

Candidatus Nitrospira 

inopinata 

 

- TN dan nitrit berkorelasi 

positif dengan kelimpahan 

comammox 

- Fosfat, amonium, nitrat, pH, 

dan COD tidak berkorelasi 

dengan comammox 

(Xu et al., 2020) 

4 Air permukaan di 10 stasiun hidrologi 

nasional, Yi Bin hingga Xu Liu Jing 

pH 

TN 

Fosfat 

Amonium  

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

comammox clade A 

(Candidatus 

Nitrospira inopinata, 

Candidatus Nitrospira 

nitrificans dan 

Candidatus Nitrospira 

- pH berkorelasi positif dengan 

kelimpahan comammox 

- TN, fosfat dan amonium 

berkorelasi negatif dengan 

kelimpahan comammox 

(S. Liu et al., 2021) 
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nitrosa), clade B 

(uncultured) dan 

comammox tidak 

terklasifikasi  

 

5 Tanah pesisir Pantai, danau, kampus, 

taman, area perumahan dan jalan raya 

Amonium  

pH 

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

Candidatus Nitrospira 

inopinata dan 

Candidatus Nitrospira 

nitrificans 

 

- Amonium berkorelasi positif 

dengan kelimpahan 

comammox OTU 1 dan 2 

- Amonium berkorelasi negatif 

dengan kelimpahan 

comammox OTU 3 

- pH berkorelasi positif dengan 

kelimpahan comammox OTU 

4 dan 5 

- pH berkorelasi negatif dengan 

keimpahan comammox OTU 3 

(Xie et al., 2023) 

6 Pearl River Estuary (PRE), China Selatan TN 

TOC 

TC 

Amonium 

Nitrat 

Nitrit 

Salinitas  

pH 

Kedalaman 

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

Candidatus Nitrospira 

nitrificans dan 

Candidatus Nitrospira 

nitrosa 

 

- TN, TC, TOC, amonium, 

nitrat, dan nitrit berkorelasi 

positif terhadap kelimpahan 

comammox 

- pH, salinitas, dan kedalaman 

berkorelasi negatif terhadap 

kelimpahan comammox 

(Z. Liu et al., 2022) 

7 Lahan pertanian, sawah, dan zona 

sedimen sungai 

Amonium 

pH 

TN 

TC 

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

Candidatus Nitrospira 

inopinata, Candidatus 

Nitrospira nitrificans, 

- pH dan amonium berkorelasi 

negatif terhadap kelimpahan 

comammox 

- TN dan TC berkorelasi positif 

terhadap kelimpahan 

comammox 

(H. Zhang et al., 

2022) 
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dan Candidatus 

Nitrospira nitrosa 

 

8 Sungai dan lahan muara basah Zhengzhou 

Henan, China 

pH 

TN 

Amonium 

Nitrat 

Fosfat 

Bakteri comammox 

yang terdeteksi adalah 

comammox clade A 

(Candidatus 

Nitrospira inopinata, 

Candidatus Nitrospira 

nitrificans dan 

Candidatus Nitrospira 

nitrosa), clade B 

(uncultured) dan 

comammox tidak 

terklasifikasi  

 

- Comammox Clade A 

berkorelasi positif dengan TN, 

nitrat dan fosfat  

- Comammox Clade A tidak 

berkorelasi dengan pH dan 

ammonium  

- Comammox Clade B 

berkorelasi negatif dengan 

TN, nitrat dan fosfat 

-  Comammox Clade B tidak 

berkorelasi dengan pH dan 

ammonium  

- Comammox tidak 

terklasifikasi berkorelasi 

negatif dengan pH 

- Comammox tidak 

terklasifikasi tidak berkorelasi 

dengan TN, amonium, nitrat 

dan fosfat. 

 

(H. Liu et al., 2023) 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Umum  

Penelitian ini dilakukan untuk mengeksplorasi dan mengidentifikasi kelimpahan 

bakteri comammox pada sistem buatan di Kota Padang serta parameter fisikokimia 

yang terkait. Lokasi sampel sedimen diambil 5 sistem buatan yang berbeda yaitu 

IPAL Pabrik Karet, saluran pembuangan air limbah Pabrik Tahu, IPAL RSP 

Universitas Andalas, IPLT, dan IPL TPA Air Dingin yang berada di Kota Padang. 

Pengukuran parameter lingkungan air limbah (pH, DO, suhu, dan salinitas) 

dilakukan langsung pada badan air dan pengukuran parameter kualitas sedimen 

(pH, TOC, amonium, nitrat, nitrit, fosfat, sulfat) dilakukan di laboratorium Teknik 

Lingkungan Universitas Andalas. Pengidentifikasian bakteri comammox dilakukan 

dengan metode Next Generation Sequencing (NGS) menggunakan Illumina Miseq 

Sequencing di Kanazawa University. 

3.2 Lokasi dan Waktu Penelitian  

Waktu pengambilan sampel dilaksanakan pada bulan Februari 2023 (Tabel 3.1). 

Pengambilan sampel dilakukan pada 5 titik yaitu IPAL Pabrik Karet, saluran 

pembuangan air limbah Pabrik Tahu, IPAL RSP Universitas Andalas, IPLT, dan 

IPL TPA Air Dingin yang berada di Kota Padang yang dapat dilihat pada Tabel 

3.1. Lokasi penelitian dilaksanakan di Laboratorium Air, Laboratorium 

Mikrobiologi, Teknik Lingkungan dan Laboratorium Teknik Sipil Universitas 

Andalas, serta Water Laboratory dan Microbiology Laboratory Kanazawa 

University, Jepang. 

3.3 Tahapan Penelitian  

Tahapan penelitian meliputi studi literatur, persiapan penelitian, pengambilan 

sampel, pengukuran amonium, nitrat, nitrit, pH dan TOC, analisis mikroorganisme 

dengan Illumina Miseq Sequencing dan pembuatan pohon filogeni. Diagram alir 

dari metodologi penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Diagram Alir Metodologi Penelitian 
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3.3.1 Studi Literatur 

Studi literatur dilakukan sebelum dilaksanakannya penelitian di laboratorium. Studi 

literatur mencakup tentang ilmu dasar penelitian dan pelaksanaan saat penelitian. 

Studi literatur bertujuan untuk mendapatkan segala informasi yang berkaitan 

dengan percobaan penelitian seperti informasi terkait complete ammonia oxidation 

(comammox), dan proses identifikasi komunitas mikrob. 

3.3.2 Persiapan Sebelum Sampling 

Sebelum melakukan sampling di lapangan hal yang perlu disiapkan adalah alat dan 

bahan yang akan digunakan pada saat pengambilan sampel. Alat dan Bahan yang 

disiapkan adalah sebagai berikut: 

Peralatan : 

1) pH meter; 

2) Salinity tester; 

3) DO meter; 

4) Alat pengukur kedalaman; 

5) Meteran; 

6) Kotak pendingin; 

7) GPS; 

8) Alat dokumentasi; 

9) Alat tulis; 

10) Botol semprot. 

Bahan : 

1) Aquadest; 

2) Label; 

3) Kertas tisu. 

 

3.3.3 Pengukuran Parameter Lingkungan Kualitas Air 

Pengukuran parameter lingkungan kualitas air berupa Suhu, Dissolved Oxygen 

(DO), derajat keasaman (pH), dan Salinitas menggunakan alat ukur pH meter dan 

salinity tester merek HANNA serta DO meter. Pengukuran parameter dilakukan 

secara langsung dari badan air. 
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3.3.4 Pengambilan Sampel Sedimen 

Bakteri comammox merupakan jenis bakteri yang hidup berkoloni membentuk 

biofilm, yang melekat pada suatu permukaan (media). Media pertumbuhan 

comammox pada penelitian ini adalah sedimen. Sedimen merupakan hasil produk 

disintegrasi dan dekomposisi batuan yang bersifat menetap pada perairan, sehingga 

sedimen dapat mewakili kondisi suatu perairan dalam jangka waktu yang cukup 

lama. Pengambilan sampel sedimen pada penelitian ini dilakukan dengan 

menggunakan alat Ekman grab sampler dan scoop. Ekman grab merupakan salah 

satu peralatan pengambilan sampel sedimen dengan kedalaman yang lebih dari 100 

cm. Prinsip penggunaan alat ini yaitu mengambil sampel sedimen dengan 

menggunakan capit seperti kepiting. Pengambilan sedimen pada lokasi yang kering 

atau dengan perairan dangkal menggunakan scoop. Prinsip penggunaan scoop yaitu 

mengambil sedimen dari atas permukaan hingga kedalaman yang diinginkan. 

Sampel sedimen diambil pada 8 titik lokasi pengambilan yang berbeda dengan 

radius 30-50 cm (Wang et al., 2023; Gao & Tao, 2011). Penentuan titik lokasi 

pengambilan didasarkan pada aktivitas sekitar lokasi yang dapat memengaruhi 

kualitas lokasi (ada atau tidaknya pencemar) dengan satu kali pengambilan sampel. 

Lokasi dan waktu pengambilan sampel dapat dilihat pada Tabel 3.1.  

Tabel 3.1 Lokasi dan Waktu Pengambilan Sampel 

No. Lokasi Pengambilan 
Sampel 

Waktu Pengambilan 
Sampel 

Jumlah Titik 
Sampling 

1 IPL TPA Air Dingin 6 Februari 2023 8 

2 IPAL Pabrik Karet 8 Februari 2023 8 

3 Saluran pembuangan air 

limbah Pabrik Tahu 

14 Februari 2023 8 

4 IPAL RSP UNAND 15 Februari 2023 8 

5 IPLT 21 Februari 2023 8 

 

Alat yang dibutuhkan dalam pengambilan sampel sedimen yaitu Ekman grab, 

scoop, serta ember atau baki plastik. Sampel sedimen yang dikumpulkan disimpan 

dalam kantong zip lock steril berukuran 11 x 8 cm, disegel, dan didinginkan dengan 
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kotak pendingin yang berisi es dan dibawa ke laboratorium. Gambar plot 

pengambilan sampel berdasarkan kondisi badan air dapat dilihat pada Gambar 3.2. 

 

  

Gambar 3.2 Plot pengambilan sampel sedimen 

Sumber: Wanget al. 2023 

Di laboratorium, sampel sedimen yang diperoleh dari masing-masing plot di setiap 

lokasi digabung dan dicampur menggunakan sarung tangan, untuk mendapatkan 

sampel komposit yang homogen untuk setiap lokasi pengambilan sampel. Semua 

batu, cangkang, detritus, akar dan benda asing lainnya harus dikeluarkan dari 

sampel. Terakhir, sampel komposit dibagi menjadi 2 bagian, satu bagian untuk 

analisis parameter kimia sedimen (pH, TOC, amonium, nitrat, nitrit, fosfat dan 

sulfat) dan bagian kedua untuk analisis mikrobiologi. 10 mL sedimen basah 

ditambahkan 40 mL etanol 50% dan dimasukkan ke dalam tabung centrifuge. 

Selanjutnya sampel dikirim ke Kanazawa University untuk diukur menggunakan 

Illumina Miseq untuk mengetahui jenis bakteri yang tumbuh di dalam sedimen.  
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Gambar 3.3 Peta Lokasi Pengambilan Sampel 
Sumber: Google Earth 2024 

Gambar 3.3 Lokasi pengambilan sampel pada lima lokasi titik sampling yaitu 

IPAL RSP UNAND, IPL TPA Air Dingin, IPAL Pabrik Karet, saluran pembuangan 

air limbah Pabrik Tahu, dan IPLT Nanggalo yang berada di Kota Padang.
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Tabel 3.2 Lokasi dan Titik Pengambilan sampel 

No  Lokasi Sampel Koordinat Alamat  
Kedalaman 

(m) 

Metode 

sampling 
Keterangan Lokasi 

Alasan Pemilihan 

Lokasi 

1 IPLT Nanggalo 
0°53'22'' S 

100°22'27'' T 

Surau Gadang, 

Kec. Nanggalo, 

Kota Padang, 

Sumatra Barat 

4 Ekman Grab 
Sludge drying bed 

(Kolam Aerob) 

Tempat 

pembuangan akhir 

tinja di Kota 

Padang 

2 IPAL Pabrik Karet 
0°57'55'' S 

100°23'11'' T 

Jl. Raya 

Banuaran No.21, 

Kel, Banuaran 

Nan XX, Kec. 

Lubuk Begalung, 

Kota Padang, 

Sumatra Barat 

3 Ekman Grab 

Penampungan 

menuju 

reaktor Multi Soil 

Layering (MSL) 

pengolahan air 

limbah 

karet (Kolam Aerob) 

Kawasan Industri 

yang mengandung 

Limbah senyawa 

kimia dan 

berbahaya lainnya 

3 
IPAL RSP 

UNAND 

0°54'55'' S 

100°27'29'' T 

Komp. Kampus 

Unand Jl. 

Universitas 

Andalas, Limau 

Manis, Kec. 

Pauh, Kota 

Padang, Sumatra 

Barat 

5 Ekman Grab 

Sumur pengumpul 

limbah cair (Kolam 

Aerob) 

Salah satu rumah 

sakit pemerintahan 

alternatif yang 

ramai dikunjungi 

4 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 

0°50'9'' S 

100°19'42'' T 

Jl. Adinegoro 

No.13, Lubuk 

Buaya, Kec. 

Koto Tangah, 

Kota Padang, 

Sumatra Barat 

1,5 Ekman Grab 
Bak penampung 

limbah cair 

Kawasan Kuliner 

Homemade yang 

sering dikunjungi 



 

29 
 

No  Lokasi Sampel Koordinat Alamat  
Kedalaman 

(m) 

Metode 

sampling 
Keterangan Lokasi 

Alasan Pemilihan 

Lokasi 

5 
IPL TPA Air 

Dingin  

0°49'25'' S 

100°22'53'' T 

Balai Gadang, 

Kec. Koto 

Tangah, Kota 

Padang, Sumatra 

Barat 

3 Ekman Grab 
Kolam pengolahan 

lindi (Kolam Aerob) 

Pusat pembuangan 

dan pemrosesan 

akhir sampah di 

Kota Padang 
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3.3.5 Persiapan Analisis Parameter Lingkungan 

Hal yang perlu disiapkan sebelum melakukan analisis parameter lingkungan yaitu 

alat dan bahan serta preparasi sampel. 

3.3.5.1 Alat dan Bahan  

Persiapan alat dan bahan pada tahap ini meliputi empat tahap, yaitu 

pengkompositan sampel, pengeringan sampel, pengayakan sampel dan analisis 

sampel yang dilakukan di laboratorium. Alat yang digunakan pada pengkompositan 

sampel yaitu beaker glass 500 mL dan alat pengaduk. Alat yang digunakan pada 

pengeringan sampel yaitu plastik berukuran ± 90 x 90 cm yang telah dibelah dan 

dibentangkan. Alat dan Bahan yang digunakan pada penelitian ini dapat dilihat pada 

Tabel 3.3. 

Tabel 3.3 Alat dan Bahan Yang Digunakan 

No. Kegiatan Alat Bahan 

1 Pengompositan sampel  Beaker glass 
Spatula 

- 

2 
Persiapan sampel yang dibawa 
ke Jepang 

Tabung centrifuge 
Beaker glass 
Spatula 

Etanol 50% 

3 Pengeringan sampel  Spatula  Plastik 

4 Pengayakan sedimen  

Mortal dan alu 
Shieve shaker 
Ayakan no. 30 
Ayakan no. 50 

Plastik 

5 Penimbangan sampel  
Neraca analitik 
Beaker glass 
Spatula 

Plastik wrap 

6 Ekstraksi sedimen  

Erlenmeyer 
Pipet ukur 
Hot plate 
Shaker 
Magnetic stirrer 
Bola hisap 
Labu ukur 
Tabung reaksi 
Corong 
Labu semprot 
Batang pengaduk 

H2SO4 pekat 
HCl 
Aquadest 
NaOH 
NH4F 
KH2PO4 
NaCl 
CuSO4 
Ag2SO4 
MgCO3 
NaHCO3 
K(SbO)C4H4O6·½H2O 
(NH4)6Mo7O24·4H2O 
Kertas saring 

7 Analisis spektrofotometri 

Spektrofotometer 
UV-Vis 
Kuvet 
Labu semprot 

Aquadest 

8 
Analisis mikrobiologi (Ekstraksi 
DNA) 

Fast DNA SPIN 
Kit for Soil 
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3.3.5.2 Pengeringan Sampel Sedimen 

Pengeringan sampel sedimen dilakukan sesuai dengan persiapan pembuatan ekstrak 

untuk pengujian kimia sedimen pada SNI 4819-2013. Sampel sedimen yang telah 

dikomposit dikering-anginkan secara manual hingga kering. Sedimen yang kering 

tidak memiliki kandungan air yang ditandai dengan tekstur yang berderai. Sampel 

sedimen ditebar di atas plastik berukuran ± 90 x 90 cm yang telah dibelah dan 

dibentangkan. Plastik diberi label pada masing-masing sampel. Pengeringan sampel 

dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Lingkungan Universitas Andalas. 

Pengeringan udara ini dilakukan di dekat jendela  selama 1-3 hari tergantung jenis 

sedimen yang dikeringkan dan cuaca pada saat pengeringan.  

3.3.5.3 Pengayakan Sampel Sedimen Kering 

Sampel sedimen yang telah kering dihaluskan (jika kering dalam keadaan 

menggumpal) dengan menggunakan mortal dan alu. Setelah dihaluskan, sampel 

sedimen kering dibawa menuju laboratorium Departemen Teknik Sipil Universitas 

Andalas untuk disaring dengan alat sieve shaker pada diameter < 0,5 mm. sampel 

yang telah disaring disimpan dalam plastik dan ditutup rapat. Selanjutnya sampel 

siap untuk pengujian parameter kimia sedimen yaitu pH, TOC, amonium, nitrat, 

nitrit, fosfat dan sulfat. 

3.3.5.4 Penyimpanan Sampel Sedimen 

Penyimpanan sampel sedimen dilakukan sesuai dengan persiapan pembuatan 

ekstrak untuk pengujian kimia sedimen pada SNI 4819-2013. Sampel disimpan 

dalam lemari pendingin pada suhu 4ºC.  

3.3.6 Analisis Parameter Fisikokimia 

Sebelum dilakukan pengujian parameter kimia, sampel sedimen diekstrak 

berdasarkan SNI 4819:2013 agar dapat diuji dengan standar pengujian air. 

Selanjutnya sedimen yang sudah diekstrak dianalisis kandungan TOC, amonium, 

nitrit, nitrat, fosfat dan sulfat menggunakan metode spektrofotometri, yaitu dengan 

memanfaatkan serapan sinar monokromatis oleh suatu lajur larutan berwarna pada 

panjang gelombang tertentu dengan alat spektrofotometer UV-VIS. Analisis 

dilakukan secara triplo (3 kali pengulangan). Untuk pengukuran pH dilakukan 
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dengan menggunakan alat pH meter. Penjelasan tentang metode analisis yang 

dilakukan dapat dilihat pada Tabel 3.4. 

Tabel 3.4 Metode Analisis 

Parameter  Metode  Alat  Acuan 

pH Elektrometik AZ 86031 Water Quality 
Meter 

APHA 4500 – H+ 

TOC Spektrofotometri Spektrofotometer UV-Vis 
(Shimadzu 1800) 

SNI 06-6989.28-2005 

Amonia Nessler Spektrofotometer UV-Vis 
(Shimadzu 1800) 

SNI 06-2479-1991 

Nitrit  Spektrofotometri Spektrofotometer UV-Vis 
(Shimadzu 1800) 

SNI 06-6989.9-2004 

Nitrat Spektrofotometri 
Skrining Ultra Violet 

Spektrofotometer UV-Vis 
(Shimadzu 1800) 

APHA 2017 

Fosfat  Spektrofotometri Spektrofotometer UV-Vis 
(Shimadzu 1800) 

SNI 06-6989.31-2005 

Sulfat Spektrofotometri Spektrofotometer UV-Vis 
(Shimadzu 1800) 

SNI 6989.20:2009 

16s RNA NGS Illumina Miseq Sequencing MP Biomedicals 

 

3.3.7 Metode Analisis Mikrobiologi dengan Illumina MiSeq Sequencing 

Identifikasi bakteri dilakukan dengan Illumina Miseq Sequencing di Kanazawa 

University (Jepang). Adapun prosedur persiapan untuk pengiriman sampel ke 

Kanazawa University adalah sebagai berikut: 

1. Ukur 10 mL sedimen basah; 

2. Tambah 40 mL etanol 50%; 

3. Masukkan ke dalam tabung centrifuge; 

4. Tabung ditutup rapat dan dikemas dengan aman; 

5. Sampel yang telah didiamkan selama 3-4 minggu siap dikirim ke Kanazawa 

University untuk diukur menggunakan Illumina Miseq untuk mengetahui jenis 

bakteri yang tumbuh di dalam sedimen (Daebeler et al., 2023). 

Analisis mikrobiologi dengan Illumina MiSeq Sequencing dilakukan di Kanazawa 

University. Sebanyak 2 mL sampel sedimen disentrifuge pada 6.000 rpm selama 10 

menit. Sampel diresuspensi dalam garam buffer fosfat (PBS pH 7,4) dan 

disentrifuge lagi. DNA secara langsung diambil dari sampel ini menggunakan Fast 

Kit for Soil sesuai dengan instruksi pabrik. Hasil identifikasi mikrobiologi dengan 

Illumina Miseq Sequencing yaitu berupa tingkat keberagaman dari setiap genus dan 
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spesies bakteri, persentase dari masing-masing spesies, serta kelimpahan dari 

bakteri yang ada di dalam sedimen (Liu et al., 2021). 

3.3.8 Analisis Filogeni 

Hubungan kekerabatan antar spesies dapat dijelaskan dengan filogeni yang 

merupakan hasil analisis filogeni molekuler. Informasi yang tersedia pada 

analisis ini ialah sekuen DNA yang merupakan hasil dari analisis komunitas 

mikrob yang dilakukan di Kanazawa University, Jepang. Spesies bakteri yang 

belum teridentifikasi pada analisis komunitas mikrob sebelumnya akan 

dilakukan proses penyejajaran sekuen yang diperoleh terhadap sekuen database 

menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) untuk mendapatkan 

sekuen referensi. Sekuen-sekuen ini selanjutnya diolah dan dianalisis hubungan 

kekerabatan antar spesies mikrob dengan menggunakan Molecular Evolutionary 

Genetic Analysis (MEGA software). Bentuk output dari sistem ini yaitu spesies 

mikrob yang disusun bercabang-cabang seperti pohon, atas dasar kesamaan 

molekulernya (Ifadah, 2011). 

Adapun tahapan dalam penyusunan pohon filogeni adalah sebagai berikut: 

1. MEGA software diinstall di dalam laptop/PC dengan cara mengakses 

https://www.megasoftware.net/; 

2. Sekuen referensi dari proses BLAST didapatkan dengan cara memasukkan 

sekuen bakteri yang diperoleh ke kolom BLAST pada situs NCBI dengan 

mengakses https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, kemudian dipilih sekuen bakteri 

pembanding dengan persentase identity tertinggi; 

3. Pohon filogeni pada MEGA software disusun berdasarkan sekuen DNA atau 

susunan nukleotida, yang data sekuennya didapatkan dari GenBank dengan 

mengakses situs NCBI; 

4. Pada halaman utama NCBI, “All Database” diubah menjadi “Nucleotide”; 

5. Dicari spesies bakteri yang ingin diketahui sekuennya; 

6. Dipilih sekuen yang diinginkan, klik “Send To”, “File” dan dipilih format 

“FASTA”; 

7. MEGA software dibuka, dipilih tool “Align” dan “Edit/Build Alignment”; 

8. Dipilih “Create a New Alignent” dan akan terbuka halaman baru; 

9. Dipilih tool “Edit” dan “Insert Sequence from File”; 

https://www.megasoftware.net/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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10. Dipilih semua file FASTA yang telah disimpan sebelumnya; 

11. CTRL+A pada keyboard, dipilih tool “Alignment”, “Alignment by ClustalW” 

dan “Oke”; 

12. Data sekuen dirapikan dengan memotong susunan basa yang tidak lengkap 

atau tidak dominan; 

13. Dipilih tool “Data”, “Export Alignment” dan “MEGA Format”; 

14. Kembali ke halaman awal, dipilih tool “Phylogeny” dan “Construct/Test 

Neighbor-Joining Tree”; 

15. Dipilih file dalam bentuk MEGA file yang telah disimpan sebelumnya, dan 

klik “Oke” (Ifadah, 2011)  
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Umum 

Bab ini menjelaskan tentang hasil penelitian yang telah dilakukan dan dilengkapi 

dengan analisis serta pembahasan terhadap hasil penelitian yang telah didapat. 

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan 5 sampel sedimen berasal dari sistem 

buatan. Sebagian sedimen disisihkan untuk dilakukan analisis mikrobiologi, dan 

sisanya dikeringkan untuk analisis kandungan amonia, nitrit, nitrat, fosfat, sulfat, 

dan TOC.  

Sebagian sedimen yang disisihkan dilakukan analisis mikrobiologi, dan sisanya 

dikeringkan untuk analisis kandungan nitrogen dan fosfat. Selanjutnya sedimen 

kering diekstrak dan dianalisis kandungan nitrogen dan fosfat nya dengan metode 

spektrofotometri. Adapun pembahasan pada bab ini terdiri dari analisis parameter 

lingkungan, analisis kandungan nitrogen sedimen, analisis kandungan fosfat 

sedimen, identifikasi bakteri comammox, pada sistem buatan di Kota Padang.  

4.2 Parameter Lingkungan 

4.2.1 Karakteristik Parameter Fisikokimia Air Limbah pada Lokasi Sampling 

Tabel 4.1 Karakteristik Parameter Fisikokimia Air Limbah pada Lokasi 

Sampling 

 

  

No. Lokasi 
Sampling 

pH 
Air 

DO 
(mg/L) 

Suhu 
(℃) 

Salinitas 
(ppt) 

Cuaca Titik 
Koordinat 

1. IPLT 
Nanggalo 

6,8 2,2 34 0,2 Cerah 0°53'22'' S 
100°22'27'' T 

2. IPAL  
Pabrik Karet 

6,7 3,1 30 0 Cerah 0°57'55'' S  
100°23'11'' T 

3. IPAL 
RSP 
UNAND 

6,5 2,7 30,4 0,4 Cerah 
0°54'55'' S  
100°27'29'' T 

4. Saluran 
pembuangan 
air limbah 
Pabrik Tahu 

6,6 2,9 32,1 0 Cerah 0°50'9'' S  
100°19'42'' T 

5. IPL TPA  
Air Dingin  

5,5 3,4 30,5 0 Cerah 0°49'25''     S  
100°22'53'' T 
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Berdasarkan hasil pengukuran DO dapat dilihat bahwa nilai DO yang tertinggi 

berada pada lokasi IPL TPA Air Dingin yaitu 3,4 mg/L dan yang terendah adalah 

pada lokasi IPLT yaitu 2,2 mg/L. Menurut Ikhfini et al. (2023) mikroorganisme 

dapat hidup dengan baik pada kadar oksigen minimal 5 ppm. Dengan peningkatan 

kadar oksigen terlarut maka akan meningkatkan jumlah spesies makhluk hidup di 

suatu perairan begitupun sebaliknya. Berdasarkan penelitian sebelumnya yang 

dilakukan oleh Huang et al. (2010) dan, G. Liu dan Wang, (2013), bakteri 

comammox Nitrospira mengalami peningkatan pada konsentrasi DO yang rendah 

(1,0 mg/L). Hal ini sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Roots et al. 

(2019), dimana bakteri comammox Nitrospira ditemukan sebesar 53% pada 

konsentrasi DO yang rendah (0,2–1 mg/L). Hal ini menunjukkan bahwa bakteri 

comammox mampu tumbuh dan berkembang serta kompetitif pada konsentrasi DO 

yang rendah (S. Luo et al., 2022) 

Untuk parameter suhu, nilai rentang suhu pada kelima lokasi sampel yaitu berkisar 

antara 30℃ – 37℃. suhu yang tertinggi berada pada lokasi IPLT sebesar 34oC dan 

yang terendah pada pabrik karet yaitu 30℃. IPLT lokasinya berada di luar ruangan 

yang dapat menyebabkan suhunya lebih tinggi daripada yang lainnya, sedangkan 

IPAL Pabrik Karet posisinya berada di dalam ruangan sehingga suhunya cenderung 

sama dengan suhu ruangan tersebut. Hal ini sejalan dengan pendapat Yao & Peng, 

(2017); Blackburne et al. (2007) yang menyatakan bahwa suhu optimal untuk 

pertumbuhan comammox Nitrospira adalah pada kisaran 30-35 °C. Berdasarkan 

penelitian Huang et al. (2010) yang menganalisis pengaruh suhu terhadap 

comammox Nitrospira  dalam reaktor biologis IPAL kota yaitu pada kisaran 24-

30°C, tergantung musim. Selain itu, selama studi kultur murni pada comammox 

Nitrospira yang dilakukan oleh Jia et al. (2017) menunjukkan bahwa bakteri ini 

tumbuh pada suhu antara 30-35°C. Dampak musiman terhadap pertumbuhan 

comammox Nitrospira yang diamati oleh Jia et al. (2017) menyatakan bahwa dalam 

sistem lahan basah skala laboratorium, Nitrospira selalu lebih tinggi pada musim 

panas yaitu sebesar 12% dibandingkan dengan musim dingin sekitar 4,1% dan suhu 

rata-rata pada musim-musim ini adalah 25,6 dan 9,2 °C. 

Menurut Blackburne et al. (2007) kisaran suhu optimal untuk pertumbuhan 

comammox Nitrospira yaitu sebesar 30–35 °C. Dampak negatif suhu tinggi (di atas 
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40°C) juga ditemukan oleh Luo et al. (2017). Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan oleh Zekker et al. (2017), peningkatan suhu dari 25°C menjadi 40°C 

dapat menyebabkan penurunan konsentrasi amonia sehingga menghambat 

pertumbuhan bakteri comammox Nitrospira.  

Keberadaan serta penyebaran comammox Nitrospira berkaitan erat dengan 

sejumlah faktor lingkungan, namun belum diketahui secara pasti faktor lingkungan 

mana yang menjadi pendorong utamanya. Salinitas merupakan faktor lingkungan 

yang membedakan antara lautan dan daratan (Kuypers, 2017; Santos et al., 2018). 

Namun, penelitian telah menunjukkan bahwa keberadaan comammox Nitrospira 

masih dapat dideteksi di lingkungan perairan dengan salinitas tinggi yang mirip 

dengan lingkungan laut (Liu et al., 2020). Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan pada lokasi IPLT dan IPAL RSP UNAND memiliki nilai salinitas sebesar 

0,2 ppt dan 0,4 ppt, sedangkan keberadaan bakteri comammox Nitrospira sedikit 

yang ditemukan pada lokasi tersebut. Menurut Daims et al. (2015), potensial 

mengenai efek salinitas berhubungan dengan amonia, dimana afinitas comammox 

Nitrospira terhadap amonia mungkin melemah dengan adanya peningkatan 

konsentrasi garam atau proses katalisis dihambat oleh beberapa mekanisme yang 

tidak diketahui. Namun, pada proses oksidasi nitrit yang lebih toleran terhadap 

garam dibandingkan proses oksidasi amonia belum ditemukan penyebabnya dan 

perlu dipelajari lebih lanjut. 
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Gambar 4.1 Hasil Analisis Parameter pH Sedimen 

Berdasarkan Gambar 4.1 dapat dilihat bahwa hasil pengukuran pH sedimen 

tertinggi diperoleh pada lokasi IPAL RSP UNAND yaitu 5,8. Sedangkan pada 

lokasi IPAL Pabrik Karet, nilai pH yang didapatkan lebih rendah yaitu 5,1, yang 

mana pH ini cenderung asam. Hal ini dapat terjadi karena buangan limbah cair dari 

pabrik karet tersebut yang mengandung senyawa organik sehingga dapat 

menurunkan nilai pH dan bersifat asam (Sepriani et al., 2016). Berdasarkan 

penelitian yang dilakukan oleh Grunditz & Dalhammar, (2001); Blackburne et al. 

(2007) yang menyatakan bahwa bakteri yang mirip dengan comammox Nitrospira 

sensitif terhadap pH tinggi (>9,0) karena meningkatkan amonia bebas dan 

menghambat aktivitas dalam nitrifikasi. Menurut Blackburne et al. (2007), pH 

optimum comammox Nitrospira berada pada kisaran 8,0-8,3. pH optimal yang 

serupa juga ditemukan oleh Zhang et al. (2018) dalam reaktor nitrifikasi. Menurut 

Mota et al. (2005), pH optimum Nitrospira berkisar antara 7,6-7,8 pada lima reaktor 

aerasi nitrifikasi. Sedangkan menurut Sun et al. (2021), pH merupakan faktor 

penting yang memengaruhi kelimpahan dan komposisi komunitas comammox 

Nitrospira. Selain itu dalam beberapa penelitian sebelumnya juga menunjukkan 

comammox Nitrospira memiliki kelimpahan yang tinggi pada tanah yang bersifat 

asam dan dapat beradaptasi dengan pH yang lebih rendah Sun et al. (2021) dan Shi 

et al. (2018). 
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Gambar 4.2 Kandungan TOC Sedimen 

Berdasarkan Gambar 4.2, dapat dilihat bawa pengujian TOC terhadap 5 lokasi 

sampel, yang memiliki nilai TOC tertinggi adalah pada IPAL RSP UNAND sebesar 

15,14% (151.400 mg/L). Menurut Majumder et al. (2020) limbah rumah sakit kaya 

akan mikroorganisme yang ditandai dengan tingginya kandungan TOC. Majumder 

et al. (2020) menjelaskan bahwa kadar TOC IPAL Rumah Sakit yang berada di 

Thailand yaitu sebesar 1.050 mg/L. Hal ini dapat disebabkan oleh adanya akumulasi 

sisa-sisa bahan kimia dan zat organik dalam proses perawatan medis terutama pada 

obat-obatan serta limbah laboratorium seperti senyawa organik, klorida, nitrit, dan 

logam berat (Pariente et al., 2022). Yang et al. (2024), menjelaskan bahwa TOC 

merupakan faktor pendorong penting yang membentuk komposisi comammox 

Nitrospira untuk berkembang biak, dimana comammox Nitrospira dapat 

beradaptasi lebih baik pada kondisi karbon terbatas (Lawson & Lücker, 2018). Nilai 

TOC terendah yaitu pada IPL TPA Air Dingin sebesar 1,59 % (15.900 mg/L). 

Namun berbeda dengan penelitian Koda et  al. (2017), yang menyatakan bahwa 

kandungan TOC yang terdapat pada IPL TPA yang berada di Polandia yaitu 

berkisar antara 129 mg/L – 437 mg/L. Hal ini disebabkan oleh sampah yang 

terdegradasi mengalami dekomposisi oleh bakteri dan mikroorganisme yang 
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menyebabkan terjadinya konversi senyawa organik menjadi karbon dioksida (CO2) 

dan air. Sedimen pada lokasi tersebut memiliki tekstur yang kasar dan cenderung 

pasir sehingga tidak mengikat banyak bahan organik (Barus et al., 2020). Partikel 

sedimen dengan ukuran yang kecil memiliki kemampuan untuk mengikat bahan 

organik yang lebih kecil sebaliknya, partikel sedimen yang memiliki ukuran besar 

sulit untuk mengikat bahan organik (Arisa et al., 2014). 

  

 

 

Gambar 4.3 Kandungan Amonium Sedimen 

Pada Gambar4.3, parameter yang diuji adalah amonium yang dilakukan pada 

kelima sampel. Dapat dilihat bahwa IPLT memiliki konsentrasi amonium yang 

tinggi yaitu sebesar 51,79 mg/L. Menurut Hilmi et al. (2022), Kandungan amonium 

yang terdapat pada IPLT yaitu 41,16 mg/L. Tingginya kandungan amonia pada 

IPLT dapat disebabkan oleh tingginya bahan organik yang berasal dari limbah 

domestik pembuangan tinja serta air seni. Kandungan amonium yang terendah 

terdapat pada IPL TPA Air Dingin yaitu 10,94 mg/L, sedangkan menurut Haslina 

et al. (2021), kandungan amonia yang terdapat pada IPL TPA berkisar antara 1,241 

– 982 mg/L. Hal ini disebabkan oleh limbah yang terdapat pada IPL TPA Air 

Dingin merupakan limbah padatan, limbah rumah tangga, serta limbah industri 

0

10

20

30

40

50

60

S1 S2 S3 S4 S5

K
o

n
se

n
tr

a
si

 A
m

o
n

iu
m

 (
m

g
/L

)

Sampel
Keterangan: 

S1: IPLT 

S2: Saluran pembuangan air limbah 

Pabrik Tahu 

S3: IPAL RSP UNAND 

S4: IPL TPA Air Dingin 

S5: IPAL Pabrik Karet 

 

 



 

41 
 

yang banyak mengandung senyawa organik lainnya sehingga kandungan 

amonianya jauh lebih rendah dibandingkan dengan IPLT (Rianto et al., 2021). 

Menurut Spasov et al. (2020), amonium merupakan sumber N yang dapat 

digunakan untuk oksidasi amonium menjadi nitrit dalam proses comammox. 

Comammox Nitrospira memiliki afinitas yang sangat tinggi terhadap amonium 

walaupun dalam konsentrasi amonium yang rendah (Kits et al., 2017). Karena 

afinitasnya yang tinggi terhadap amonium, populasi comammox Nitrospira 

biasanya lebih tinggi dibandingkan dengan mikrob pengoksidasi amonium lainnya 

pada kondisi oligotrofik (Lancaster et al., 2018). 

  

 

 

Gambar 4.4 Kandungan Fosfat Sedimen 

Dalam pengujian fosfat pada 5 sampel yang ditunjukkan pada Gambar 4.4, dimana 

konsentrasi fosfat tertinggi dapat dilihat pada IPLT sebesar 220,20 mg/L, 

sedangkan menurut Ahmed et al. (2019), kandungan fosfat yang terdapat pada IPLT 

yaitu sekitar 187-296 mg/L. Tingginya nilai fosfat pada IPLT dapat disebabkan oleh 

banyaknya nutrisi yang terakumulasi pada lumpur tinja yang berasal dari makanan 

yang dikonsumsi (Rizqina et al., 2023). Tingginya kandungan fosfat pada IPLT 
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dapat disebabkan oleh fofat organik yang terdapat dalam air buangan (tinja dan 

urin) serta sisa makanan. Fosfat pada tubuh manusia, ditemukan paling banyak pada 

tulang yaitu 85% dan sisanya 15% tersebar pada jaringan tubuh (N. C. Putri, 2015). 

Berdasarkan penelitian di atas, untuk konsentrasi fosfat terendah yaitu pada Saluran 

Pembuangan Pabrik Tahu sebesar 58,12 mg/L. Namun hasil ini berbeda dengan 

penelitian sebelumnya, dimana menurut Esti Mardiana, Eko Purwanto, (2014) 

kandungan fosfat pada saluran pembuangan pabrik tahu yaitu sebesar 20,32 mg/L. 

Fosfor memiliki peran penting terhadap komponen utama dalam pembentukan 

asam nukleat (DNA dan RNA), fosfolipid 117 (komponen utama membran sel), dan 

Adenosin Trifosfat (ATP), yang membentuk energi sehingga digunakan oleh sel 

untuk melakukan berbagai proses biologis. Ketersediaan fosfat memberikan 

pengaruh terhadap bakteri comammox yaitu untuk berkembang biak dan 

memperluas populasi mereka (Barus et al., 2020). Dengan demikian, perubahan 

dalam ketersediaan fosfat dapat memengaruhi kondisi lingkungan seperti pH, suhu, 

dan DO, yang berinteraksi dengan ketersediaan fosfat. Menurut Astuti et al. (2013) 

rendahnya nilai fosfat yang terdapat pada saluran pembuangan pabrik tahu dapat 

disebabkan oleh kondisi pH yang asam sehingga dapat menyebabkan terhambatnya 

pertumbuhan bakteri comammox. Nitrospira dapat secara intraseluler menghasilkan 

amonia dari degradasi sianat atau urea dengan bantuan enzim sianase (Palatinszky 

et al., 2015). Pada sebagian besar mikroorganisme, degradasi sianat dilakukan 

untuk mendetoksifikasi sianat atau memanfaatkannya sebagai sumber N pada 

proses nitrifikasi lengkap (Luque-Almagro et al., 2008). 
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Gambar 4.5 Kandungan Nitrit Sedimen 

Berdasarkan Gambar 4.5, konsentrasi nitrit tertinggi diperoleh pada IPL TPA Air 

Dingin yaitu sebesar 153,57 mg/L, menurut Dewi et al. (2017), kadar nitrit pada 

IPL TPA berkisar antara 25,579 – 25,904 mg/L. Tingginya kandungan nitrit 

tersebut dapat terjadi karena lambatnya proses nitrifikasi sehingga menyebabkan 

konsentrasi nitrit yang tinggi tidak dapat berubah menjadi nitrat. Hal ini disebabkan 

oleh kandungan oksigen yang rendah serta pH yang cenderung asam yang dapat 

membuat pertumbuhan bakteri nitrifikasi menjadi lambat. Tinggi atau pun 

rendahnya konsentrasi nitrit dapat dipengaruhi oleh kandungan oksigen terlarut 

(Rianto et al., 2021). Sedangkan pada pabrik karet, ketersediaan oksigen tidak 

memadai untuk melakukan proses nitrifikasi disebabkan oleh adanya akumulasi 

zat-zat kimia lainnya pada proses pengolahan di pabrik karet tersebut (Nainggolan 

et al. 2015).  Untuk konsentrasi nitrit terendah yaitu pada IPAL Pabrik Karet sebesar 

0,63 mg/L. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan (Aspelin & Ekholm, 

2017) yaitu sebesar 0,05 – 44,9 mg/L. Hal ini dapat terjadi karena terhambatnya 

aktivitas mikroorganisme yang mengubah amonia menjadi nitrit sehingga langsung 

mengoksidasi amonia menjadi nitrat tanpa melalui proses nitrit (Aspelin & Ekholm, 

2017). Menurut Kits et al. (2017), pada kultur comammox Nitrospira, meskipun 
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enzim nitrit oksidoreduktase (NXR) pada proses oksidasi nitrit sangat mirip dalam 

semua genom Nitrospira, namun afinitas nitrit pada comammox mengalami 

penurunan. Hal ini memungkinkan terjadinya konversi langsung dari amonium 

menjadi nitrat (NO3
-) tanpa akumulasi nitrit sebagai produk antara dalam proses 

comammox. 

  

 

 

Gambar 4.6 Kandungan Nitrat Sedimen 

Berdasarkan hasil pengujian nitrat pada Gambar 4.6, dapat dilihat bahwa 

konsentrasi nitrat tertinggi berada pada IPAL RSP UNAND yaitu 50,01 mg/L. 

Berdasarkan penelitian sebelumnya, menurut Sciences et al. (2015) dan 

Kempanapura et al. (2023) kandungan nitrat yang terdapat pada IPAL rumah sakit 

berkisar antara 12,8 – 26,5 mg/L. Hal ini disebabkan oleh adanya zat-zat kimia baik 

dari obat-obatan, disinfektan, serta limbah laboratorium rumah sakit. Sedangkan 

pada IPLT dikarenakan oleh rendahnya kadar oksigen yang terlarut dapat 

menyebabkan mikrob nitrifikasi sulit berkembang biak sehingga kadar nitrat pun 

berkurang (Rawis et al., 2022). Dalam proses comammox, nitrat (NO3
-) merupakan 

produk akhir dari proses nitrifikasi lengkap (Gottshall et al., 2021). Hal ini sejalan 

dengan penelitian yang dilakukan oleh Yang et al. (2024), dimana analisis regresi 

linier menunjukkan bahwa comammox Nitrospira berkorelasi positif dan 
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berbanding lurus dengan nitrat, dimana dengan meningkatnya nitrat menandakan 

adanya peningkatan pada kelimpahan bakteri comammox Nitrospira. Kadar nitrat 

pada IPAL RSP UNAND dapat berasal dari protein, darah, urin, produk pembersih, 

disinfektan, dan obat-obatan (Y. Luo et al., 2022). Sedangkan kandungan nitrat 

terendah berada pada IPLT sebesar 19,28 mg/L. Nilai kandungan nitrat ini masih 

termasuk ke dalam rentang 15 – 97 mg/L (Ahmed et al., 2019). Hal ini berhubungan 

dengan kandungan oksigen yang terlarut. Apabila oksigen yang dibutuhkan oleh 

suatu mikroorganisme mencukupi, maka dapat membantu proses pertumbuhan 

mikroorganisme tersebut. Dalam hal ini nitrat merupakan bagian dari proses 

nitrifikasi yang membutuhkan oksigen dalam proses oksidasi NH3 menjadi NO2 dan 

oksidasi NO2 menjadi NO3. Menurut Rianto et al. (2021) kepekaan mikrob 

nitrifikasi terhadap rendahnya kadar oksigen terlarut dapat menyebabkan mikrob 

tersebut sulit untuk aktif berkembang biak.  

 

 

Gambar 4.7 Kandungan Sulfat Sedimen 

Berdasarkan hasil pengujian sulfat pada Gambar 4.7, dapat dilihat bahwa 

konsentrasi sulfat tertinggi berada pada IPL TPA Air Dingin yaitu 43,38 mg/L. 

Berdasarkan penelitian sebelumnya, menurut Putri, (2019) kandungan sulfat yang 

terdapat pada IPL TPA sebesar 15,9 mg/L. Hal ini dapat disebabkan oleh tingginya 

hasil dekomposisi senyawa-senyawa organik seperti karbon, nitrogen, dan fosfor 
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pada sampah oleh mikroorganisme. Selain itu reaksi sulfat dengan komponen 

organik dapat memengaruhi kandungan sulfat dalam sedimen, karena sulfat yang 

bereaksi dengan komponen organik dapat meningkatkan konsentrasi sulfat dalam 

sedimen  (Ramadhanti, 2016). Kandungan sulfat yang terendah berada pada IPLT 

yaitu 19,19 mg/L. Hal ini berbeda dengan penelitian Haerani et al. (2022) dimana 

kandungan sulfat yang terdapat pada IPLT didapatkan sebesar 21 mg/L. Hal ini 

dapat terjadi karena sulfat yang bereaksi dengan senyawa organik sedikit sehingga 

terjadi penurunan konsentrasi sulfat pada sedimen (Martin, 2020). Comammox 

Nitrospira membutuhkan O2 sebagai akseptor elektron terminal dan mengoksidasi 

berbagai substrat, seperti NH3, H2, format, dan NO2
- (Maddela et al., 2022). 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Koch et al. (2019), menemukan bahwa 

sulfat memiliki peran sebagai akseptor elektron alternatif dalam proses comammox.   

4.3 Analisis Komunitas Mikrob 

Pada penelitian ini, analisis sampel dengan menggunakan Illumina Miseq 

Sequencing telah dilakukan untuk menganalisis tingkat keragaman komunitas 

mikrob serta persentase masing-masing dari genus Nitrospira terhadap total bakteri 

pada sampel. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan pada Illumina Miseq 

Sequensing, diperoleh 7.961 ASV (Amplicon Sequence Variant) bakteri pada 5 

lokasi pengambilan sampel yang diteliti, dengan 21 ASV termasuk ke dalam genus 

Nitrospira. Amplicom Sequence Variant (ASV) adalah istilah yang digunakan pada 

analisis sekuen DNA untuk mengidentifikasi variasi dalam sekuen gen tertentu, 

seperti gen 16S rRNA yang digunakan pada penelitian ini. Analisis sekuen dengan 

16S rRNA ini dapat memberikan informasi filogeni yang mendalam dan 

memungkinkan penempatan bakteri pada klasifikasi taksonomi yang tepat. Berikut 

hasil kelimpahan relatif mikroorganisme tingkat filum serta genus Total Mikrob 

dan Nitrospira dapat dilihat pada Gambar 4.8,  Gambar 4.9 dan Gambar 4.10. 
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Gambar 4.8 Kelimpahan Relatif Total Mikrob pada Tingkat Filum. 
Kelimpahan yang <1% digabungkan ke dalam lainnya 
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Gambar 4.9 Kelimpahan Relatif Total Mikrob pada Tingkat Genus. 
Kelimpahan yang <1% digabungkan ke dalam lainnya, a. S1, b. S2, c. S3, d. 

S4, e. S5 

 

 

 

Gambar 4.10 Kelimpahan Relatif Genus Nitrospira 
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Pada Gambar 4.8 dapat dilihat kelimpahan relatif pada tingkat filum terdiri dari 

Actinobacteriota, Bacteroidota, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria, dan lain-

lain. Filum tertinggi yang diperoleh yaitu Firmicutes. Pada Gambar 4.9, dapat 

dilihat kelimpahan relatif genus pada masing-masing lokasi sampel genus 

terbanyak yaitu pada lokasi Saluran pembuangan air limbah Pabrik Tahu, IPLT, 

IPAL RSP UNAND, IPL TPA Air Dingin, dan IPAL Pabrik Karet adalah 

Streptococcus, Lactobacillus, Limosilactobacillus, Methanobrevibacter, dan 

Limosilactobacillus. Berdasarkan Gambar 4.9, genus dominan yang terdapat pada 

kelima lokasi sampel adalah Methanobacterium. 

Berdasarkan grafik pada Gambar 4.10 di atas, diketahui bahwa genus Nitrospira 

terdeteksi hampir tersebar di semua lokasi penelitian. Kelimpahan genus Nitrospira 

paling besar terdapat di IPAL Pabrik Karet dengan total kelimpahan sebesar 

0,561%. Kelimpahan terbesar selanjutnya diikuti oleh IPAL RSP UNAND dan 

Saluran pembuangan air limbah Pabrik Tahu dengan masing-masing 

kelimpahannya 0,10 % dan 0,02 %. Terdapat beberapa lokasi pada penelitian ini 

yang tidak ditemukannya genus Nitrospira, seperti IPLT dan IPL TPA Air Dingin. 

Hal ini sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Annavajhala et al. 

(2018), dimana comammox Nitrospira yang ditemukan pada IPAL industri yaitu 

sekitar 0,32 – 0,64%. Sedangkan pada lokasi IPL TPA dan IPLT bakteri yang 

ditemukan termasuk ke dalam genus Bacillus spp, dan Staphylococcus serta 

Escherichia, Salmonella, Klebsiella dan Enterobacter (Rahmadani et al., 2023). 

Bakteri-bakteri tersebut mengalami kompetisi dengan comammox Nitrospira dalam 

pertumbuhan dan perkembangannya sehingga mengakibatkan genus ini tidak 

terdeteksi di IPL TPA dan IPLT (Rokhim, 2022). 

Adanya perbedaan tingkat keberagaman genus Nitrospira pada lokasi penelitian 

disebabkan oleh perbedaan pada ciri, karakteristik, serta komposisi lingkungan 

dimana bakteri tersebut hidup (Oktafia & Badruzsaufari, 2021). Analisis dengan 

Illumina Miseq Sequensing menghasilkan data sekuen pada masing-masing genus 

yang selanjutnya digunakan untuk penyusunan pohon filogeni. Penyusunan pohon 

filogeni dilakukan dengan mengambil sekuen 16S rRNA yang berasal dari bakteri 

pada 5 lokasi sampel. Dalam pemanfaatannya, 16S rRNA banyak digunakan 
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terutama dalam hal identifikasi. Pemanfaatan gen 16S rRNA untuk metode deteksi 

molekuler dianggap memiliki tingkat diskriminasi yang rendah karena sebagian 

besar hasil urutan DNA 16S rRNA menunjukkan adanya kesamaan yang tinggi di 

dalam satu spesies. Gen 16S rRNA memiliki keunggulan serta fungsi yang bersifat 

identik pada setiap organisme, dapat berubah sesuai jarak evolusinya sehingga 

dapat digunakan sebagai kronometer (penulis waktu) evolusi, memiliki bagian yang 

bersifat konservatif untuk konstruksi pohon filogeni universal, dan memiliki bagian 

hyper variable region yang memudahkan untuk mengidentifikasi jenis bakteri 

(Oktafia & Badruzsaufari, 2021). 

Sekuen dari hasil Illumina Miseq Sequensing yang didapatkan yaitu berupa urutan 

basa nitrogen yang mengode suatu bakteri, sekuen bakteri hasil analisis ini dapat 

dilihat pada Lampiran 3. Kemudian sekuen ini yang digunakan pada penyusunan 

pohon filogeni. Hasil penyusunan pohon filogeni gen 16S rRNA dapat dilihat pada 

Gambar 4.11 berikut. 

 

Gambar 4.11 Pohon Filogeni dari Sekuen comammox Nitrospira pada Sampel 
Sedimen 
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Berdasarkan Gambar 4.11, dapat diketahui bahwa ASV 1412 memiliki 

kekerabatan dengan spesies Candidatus Nitrospira inopinata. Untuk mengetahui 

spesies Nitrospira yang terdapat di lokasi pengambilan sampel, dilakukan analisis 

menggunakan BLAST untuk mencari kesamaan sekuen masing-masing genus. 

Sekuen hasil BLAST yang dipilih merupakan sekuen dengan persen identitas > 

97,5%. Apabila pada homologi sekuen 16S rRNA menunjukkan hasil < 97,5% 

dapat dikatakan sebagai spesies yang berbeda dalam genus yang sama. Jika 

memiliki kemiripan 97%, suatu genus dapat dikatakan mirip dengan genus tersebut 

dan dikatakan satu spesies apabila memiliki kemiripan 99% (Petti, 2007). 

Persentase identitas bakteri yang telah dilakukan BLAST dapat dilihat pada Tabel 

4.2. 

Tabel 4.2 Persentase Kelimpahan Sampel 

Sampel Spesies Kelimpahan (%) 

ASV 41 Nitrospira defluvii 4,182 

ASV 116 Nitrospira moscoviensis 1,178 

ASV 372 Nitrospira japonica 0,499 

ASV 647 Candidatus Nitrospira nitrosa 0,245 

ASV 672 Candidatus Nitrospira nitrosa 0,465 

ASV 1156 Uncultured Nitrospira sp. 0,118 

ASV 1412 Candidatus Nitrospira inopinata 0,113 

ASV 3037 Nitrospira defluvii 0,038 

ASV 3133 Nitrospira enrichment culture 0,178 

Berdasarkan Tabel 4.2 di atas, dapat dilihat bahwa spesies yang terdeteksi yaitu 

Nitrospira lenta, Candidatus Nitrospira inopinata, Candidatus Nitrospira defluvii, 

Nitrospira moscoviensis, dan Nitrospira japonica. Berdasarkan penelitian Lawson 

& Lücker (2018), Oktafia & Badruzsaufari (2021) spesies Nitrospira yang termasuk 

dalam kelompok comammox terdiri atas Candidatus Nitrospira nitrosa, Candidatus 

Nitrospira nitrificans, Candidatus Nitrospira inopinata dan Nitrospira sp. Strain 

Ga0074138. Setelah disesuaikan dengan analisis filogeni yang dilakukan, 

didapatkan bahwa bakteri ASV 1412 dan ASV 647 termasuk ke dalam genus 

Candidatus Nitrospira inopinata dan Candidatus Nitrospira nitrosa. Genus 

Candidatus Nitrospira nitrosa yang terdapat pada lokasi IPAL Pabrik Karet.  Hal 

ini dapat terjadi karena pada proses pengolahan karet tersebut menghasilkan limbah 

yang banyak mengandung senyawa organik. Pada proses pengolahan limbah yang 
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dilakukan pada lokasi pabrik karet memanfaatkan aktivitas mikrob untuk 

menguraikan zat organik yang terdapat pada air limbah dengan melibatkan bakteri 

nitrifikasi (Nainggolan et al., 2015). Persentase dan lokasi penelitian yang terdapat 

Candidatus Nitrospira nitrosa dapat dilihat pada Gambar 4.11 dan Tabel 4.3 

berikut. 

 

Gambar 4.12 Persentase Candidatus Nitrospira nitrosa 

Tabel 4.3 Lokasi Temuan Candidatus Nitrospira nitrosa 

ASV Lokasi Kelimpahan 

ASV 647 IPAL Pabrik Karet 0,245% 

4.4 Analisis Parameter Fisikokimia yang terkait dengan Kelimpahan 

Comammox 

Parameter fisikokimia pada masing-masing lokasi yang teridentifikasi comammox 

dapat dilihat pada Tabel 4.4 
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Tabel 4.4 Hasil Analisis Parameter Fisikokimia yang terkait dengan 
Kelimpahan Comammox 

Lokasi TOC 

(%) 

pH 

sedimen 

Fosfat 

(mg/L) 

Amonium 

(mg/L) 

Nitrit 

(mg/L) 

Nitrat 

(mg/L) 

Sulfat 

(mg/L) 

Kelimpahan 

Comammox 

(%) 

IPLT 8.47 5.50 220.20 51.79 1.40 19.28 19,19 0.00 

Saluran 

pembuangan 

air limbah 

Pabrik Tahu 

5.38 5.40 58.12 27.07 60.37 32.36 25,40 0.00 

IPAL RSP 

UNAND 

15.14 5.80 68.94 34.39 77.88 50.01 23,26 0.00 

IPL TPA Air 

Dingin 

1.59 5.20 183.76 10.95 153.58 41.14 43,38 0.00 

IPAL Pabrik 

Karet 

5.70 5.10 155.71 21.77 0.63 21.57 41,95 0.245 

Berdasarkan Tabel 4.4, dapat dilihat bahwa bakteri comammox ditemukan pada 

sistem buatan di IPAL Pabrik Karet yaitu sebesar 0,245%. Hal ini sejalan dengan 

penelitian oleh Wang et al. (2018) dan Zhao et al. (2019) yang menyatakan bahwa 

Nitrospira nitrosa merupakan spesies comammox yang paling melimpah di IPAL 

Industri perkotaan.  

Organisme comammox yang teridentifikasi sampai saat ini yaitu Candidatus 

Nitrospira nitrosa, Candidatus Nitrospira nitrificans, Candidatus Nitrospira 

inopinata, dan Nitrospira sp. strain Ga0074138 yang memiliki enzim Ammonia 

monooxygenase (AMO), Hydroxylamine oxidoreductase (HAO), dan Nitrite 

oxideruxtase (NXR) sendiri (Sobotka et al., 2018). Berdasarkan Gambar 4.12 

dapat dilihat bahwa pada penelitian ini bakteri comammox yang diidentifikasi 

adalah spesies Candidatus Nitrospira nitrosa. 

Hasil pH yang ditunjukkan pada penelitian ini memiliki peran penting dalam 

mendukung keberadaan comammox. Nilai pH yang terdeteksi pada lokasi penelitian 

ini berkisar antara 5,5 – 5,8. Hal ini menunjukkan bahwa pH memiliki hubungan 

yang berbanding terbalik terhadap keberadaan comammox, dimana apabila pH 

meningkat maka kelimpahan comammox akan menurun. Salah satu faktor 

lingkungan yang memiliki pengaruh terhadap keberadaan comammox Nitrospira 

adalah pH. Menurut Hu & He, (2017) keberadaan dari bakteri comammox 
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dipengaruhi oleh pH. Pada umumnya, comammox Nitrospira dapat ditemukan pada 

lingkungan yang memiliki nilai pH berkisar antara 7,0 – 8,0, karena pada pH ini 

enzim seperti amonia monooksigenase serta hidroksilamin dehidrogenase bekerja 

secara optimal untuk proses konversi nitrogen (Blum et al., 2018). Kelimpahan 

comammox Nitrospira juga dapat ditemukan pada lingkungan dengan nilai pH 

sebesar 3 – 4. Hal ini menunjukkan bahwa adanya kemungkinan comammox 

beradaptasi pada pH yang rendah (Takahashi et al., 2020). Pengaruh nilai pH 

terhadap keberadaan comammox Nitrospira tergantung pada faktor lingkungan. 

Selain itu, perubahan pH memberikan pengaruh pada bakteri comammox, apabila 

nilai pH lingkungan terlalu tinggi atau terlalu rendah dapat mengakibatkan 

terhambatnya aktivitas bakteri comammox. 

Menurut Sun et al. (2020), TOC memiliki pengaruh terhadap keberadaan 

comammox Nitrospira. Pada penelitian ini, nilai TOC yang didapatkan berada pada 

rentang 1,59% - 15,14%. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Sun et 

al. (2020), menerangkan bahwa aktivitas comammox optimal pada kadar TOC 

rendah yaitu 0,24% - 3,18%. Hal ini menunjukkan bahwa pada penelitian yang 

dilakukan pada lokasi IPL TPA Air Dingin memiliki nilai TOC yang sesuai dengan 

penelitian Sun et al. (2020). Tetapi, untuk lokasi penelitian pada IPLT, saluran 

pembuangan air limbah Pabrik Tahu, IPAL RSP UNAND, dan IPAL Pabrik Karet 

memiliki nilai TOC yang berbeda yaitu pada rentang 1,59% - 15,14%. Pada lokasi 

dengan kadar TOC yang relatif rendah bakteri comammox dapat ditemukan.  

TOC merupakan parameter untuk mengukur jumlah karbon organik yang terlarut 

dalam air, sedimen dan tanah. TOC menyediakan sumber karbon organik untuk 

pertumbuhan dan metabolisme pada mikroorganisme, termasuk comammox (Shi et 

al., 2020). Kelarutan amonia pada sistem buatan dapat dipengaruhi oleh TOC 

dimana, karbon organik dapat membentuk kompleks dengan amonia dan dapat 

mengurangi ketersediaan amonia untuk comammox sehingga membuat amonia 

lebih susah diakses oleh comammox (Zhang et al., 2021).  Ketersediaan oksigen 

yang diperlukan oleh comammox dapat dipengaruhi oleh TOC. Pengaruh 

kandungan TOC terhadap kelimpahan comammox tergantung pada kondisi 

lingkungan tertentu (Liu et al., 2020). 
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Menurut Daims et al. (2016) apabila comammox tidak melepaskan nitrit sebagai 

perantara dalam proses nitrifikasi lengkap, maka konsentrasi nitrit biasanya akan 

rendah pada suatu lingkungan atau sistem. Comammox Nitrospira tidak memiliki 

gen untuk proses reduksi asimilasi nitrit yang telah menyebabkan kehilangan 

potensi untuk menggunakan sumber nitrogen nitrit eksternal (Palomo et al., 2018). 

Nitrit bukanlah substrat yang dibutuhkan oleh comammox Nitrospira untuk 

metabolit akhir pada proses nitrifikasi (Sun et al., 2020). Namun, dengan tingginya 

konsentrasi nitrit pada suatu lingkungan atau sistem dapat memberikan sumber 

nitrogen yang cukup untuk bakteri comammox. Pada kondisi ini, comammox 

Nitrospira dapat berkembang dengan baik serta memiliki kemampuan dalam 

mengoksidasi amonia menjadi nitrat. Pertumbuhan serta aktivitas comammox 

Nitrospira didukung oleh konsentrasi nitrit yang tinggi. Apabila konsentrasi nitrit 

rendah maka bakteri comammox akan mengalami keterbatasan nitrogen (Hu & He, 

2017b). Konsentrasi nitrit yang rendah dapat menyebabkan comammox bersaing 

dengan mikroorganisme lain untuk mendapatkan sumber nitrogen yang sama. 

Pertumbuhan bakteri comammox pada konsentrasi yang berbeda tergantung pada 

jenis dan varietasnya. Beberapa jenis comammox dapat lebih toleran terhadap 

konsentrasi nitrit rendah, sedangkan yang lain memerlukan konsentrasi yang lebih 

tinggi (Sun et al., 2020). Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan yaitu 

pada kadar nitrit yang rendah terdeteksi bakteri comammox pada lokasi IPAL Pabrik 

Karet.  

Adanya penurunan nitrit dan nitrat, dapat menyebabkan terjadinya hambatan pada 

keberlangsungan hidup comammox, karena pada lingkungan yang memiliki 

amonium, nitrit, dan nitrat yang rendah, bakteri comammox cenderung lebih 

kompetitif terhadap mikroorganisme lainnya.  

Fosfat memiliki korelasi positif terhadap keberadaan comammox Nitrospira, namun 

korelasi tersebut cenderung lemah, dikarenakan oleh bakteri comammox tersebut 

terjadi pada proses nitrifikasi pada siklus nitrogen (Wang et al., 2022). Fosfor (P) 

yang tersedia pada sedimen memiliki efek signifikan pada komunitas comammox 

Nitrospira. Penelitian sebelumnya juga menemukan bahwa P merupakan faktor 

penting yang membentuk komunitas pengoksidasi amonia kanonik (Chu et al., 

2007; K. Yang et al., 2020) dan comammox Nitrospira (Wang et al., 2019). P sangat 
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penting untuk pertumbuhan mikrob, karena RNA yang kaya P membutuhkan P 

untuk mensintesis protein (He & Dijkstra, 2015). Akumulasi P akan mempercepat 

mineralisasi N dan menyediakan lebih banyak energi untuk biomassa mikrob (Tang 

et al., 2016). Oleh karena itu, P dapat secara tidak langsung memengaruhi oksidator 

amonia dengan mengatur ketersediaan N. 

Ion sulfat merupakan sejenis anion poliatom dengan rumus SO4
2-

 yang terdiri dari 

atom pusat sulfur dikelilingi oleh empat atom oksigen dalam susunan tetrahidron. 

Ion sulfat bermuatan negatif dua dan merupakan basa konjugat ion hidrogen sulfat 

(bisulfat), HSO4
-, yaitu besi konjugat asam sulfat, H2SO4. Tingginya kandungan 

sulfat pada kelima lokasi sampel dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti aktivitas 

manusia, kualitas perairan, serta faktor lingkungan (Hadiarti, 2015). Dalam hal ini 

ion sulfat bertindak sebagai oksidator yang menyumbangkan oksigen dalam proses 

comammox yang terjadi di kelima lokasi sampel (Zhang et al., 2020).  

Dalam menentukan keanekaragaman dan spesies dari comammox sebagai jenis 

bakteri pengoksidasi amonia yang baru ditemukan pada berbagai lingkungan 

penting untuk memahami kontribusinya terhadap siklus nitrogen. 

4.5. Faktor Lingkungan Utama yang Memengaruhi Kelimpahan Bakteri 

Comammox 

Menurut Mehrani et al. (2020), kelimpahan bakteri comammox Nitrospira dalam 

proses penyisihan nitrogen yang terjadi pada IPAL berhubungan dengan beberapa 

parameter penting seperti pH, suhu, DO, dan konsentrasi nitrogen. Berdasarkan 

penelitian yang telah dilakukan oleh Ye et al. (2024) menunjukkan bahwa 

kelimpahan bakteri comammox memiliki korelasi dengan NH4
+-N dan NO3

−-N, 

yang merupakan substrat dan produk nitrifikasi, dan konsentrasinya dapat secara 

langsung memengaruhi pertumbuhan bakteri comammox. Selain suhu, pH dan 

kandungan TN, salinitas juga terdeteksi berkorelasi dengan kelimpahan bakteri 

comammox. Namun hal ini tidak sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan 

oleh Ye et al. (2024), di mana kelimpahan bakteri comammox terbanyak yang 

didapatkan berada pada daerah yang mengandung fosfat yang cukup tinggi. Berikut 

parameter lingkungan yang dapat memengaruhi keberadaan comammox: 
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a. Kandungan Nitrogen 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Mehrani et al. (2022), oksidasi 

amonia lengkap memainkan peran penting (18%) pada tahap awal percobaan 

skala laboratorium, sedangkan pada tahap pertengahan hingga akhir, 

comammox hanya memiliki peran kecil sebesar 25% sebagai jalur konversi 

NH4
+-N. Rendahnya kelimpahan bakteri yang didapatkan disebabkan oleh 

tingginya kandungan amonium dengan SRT yang sangat pendek. Dominasi 

bakteri comammox normalnya terjadi pada konsentrasi nitrit yang rendah 

dengan SRT yang panjang (>40 hari) dengan amonium yang rendah (<15 mg 

N/L) serta kondisi DO yang rendah (<0,5 mg O2/L). 

Secara eksperimental, Mehrani et al. (2022) menyatakan bahwa NH4
+-

N dikonsumsi oleh comammox, sementara NO3
−-N secara bersamaan 

diproduksi dengan rasio NO3
−-N/NH4

+-N hampir 1:1. Di sisi lain, akumulasi 

NO2
−-N sementara yang dihasilkan oleh comammox Nitrospira selama 

oksidasi NH4
+-N sebagai akibat dari transit ekstraseluler selama nitrifikasi 

lengkap. Berbeda dengan nitrifier lainnya, comammox Nitrospira yang 

diketahui saat ini tidak dapat tumbuh hanya NO2
--N yang disebabkan oleh 

rendahnya afitintas nitrit (Koch et al., 2019). 

Menurut Yin et al. (2011), komunitas bakteri comammox dipengaruhi 

secara signifikan oleh NO2
−-N. Struktur komunitas bakteri comammox pada 

tanah dan sedimen dalam suatu sistem yang sama memiliki kedekatan satu 

sama lain. Yin et al. (2011), menyatakan bahwa di dalam tanah, NH4
+-N 

terbukti berasosiasi secara signifikan dengan komunitas bakteri comammox, 

serta menyebabkan pengaruh yang sangat signifikan terhadap komposisi 

komunitas bakteri comammox. Selain itu NH4
+-N secara signifikan 

memengaruhi distribusi komunitas bakteri comammox pada IPAL. Hal ini 

disebabkan oleh bakteri comammox yang kompetitif terhadap NH4
+-N pada 

sedimen di sistem buatan seperti IPAL, IPLT, dan IPL TPA. 

b. Fosfat 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Liu et al. (2024), menyatakan 

bahwa terdapat hubungan negatif antara fosfat dengan bakteri comammox. 

Hal ini menunjukkan bahwa bakteri comammox tidak menyukai lingkungan 

dengan fosfat yang tinggi. Namun, menurut (Sun et al., 2019) bakteri 
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comammox Nitrospira lebih menyukai lingkungan dengan konsentrasi P yang 

lebih tinggi. Dimana dengan penambahan P dapat meningkatkan mineralisasi 

N dan meningkatkan ketersediaan substrat untuk komunitas bakteri 

comammox Nitrospira. 

Menurut Xie et al. (2023), menjelaskan bahwa bakteri comammox 

mungkin dapat beraktivitas pada keadaan amonium yang lebih sedikit serta 

comammox dapat lebih baik beradaptasi pada lingkungan dengan kandungan 

amonium yang lebih rendah. Fosfat merupakan sumber energi penting yang 

dibutuhkan untuk pertumbuhan bakteri comammox serta ketersediaannya 

dapat memberikan pengaruh terhadap bakteri comammox yaitu untuk 

berkembang biak dan memperluas populasi mereka (Barus et al., 2020). 

c. DO 

Dominasi bakteri comammox dibandingkan dengan nitrifier lainnya yang 

diamati  pada sistem penyisihan N berada pada kondisi DO yang terbatas 

(DO<0,5 mg O2/L) (Mehrani et al., 2022). Hal  ini sesuai dengan penelitian 

yang dilakukan oleh Koch et al. (2019), dimana comammox Nitrospira 

menunjukkan keunggulan kompetitif pada konsentrasi O2 terlarut yang 

rendah.  

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Luo et al. (2022), bakteri 

comammox memiliki keunggulan dibandingkan dengan bakteri nitrifikasi 

konvensional pada substrat oligotrofik, yaitu dapat tumbuh pada kondisi 

amonium serta DO yang rendah. Hal ini sejalan dengan Chao et al. (2016) 

yang menyatakan bahwa pada biofilm dalam reaktor aerobik dengan 

konsentrasi DO yang rendah dapat menginduksi pertumbuhan bakteri 

comammox. Menurut Sobotka et al. (2018) berdasarkan studi cross-section 

mengenai distribusi massa dalam sistem biofilm nitrifikasi ditemukan bahwa 

kelimpahan serta pertumbuhan yang cepat pada comammox Nitrospira 

dibandingkan dengan NOB pada ketersediaan DO yang lebih sedikit. Hal ini 

menyatakan bahwa comammox Nitrospira secara implisit beradaptasi lebih 

baik pada kondisi DO terbatas. 

d. pH 

Menurut Takahashi et al. (2020), bakteri comammox paling dominan dalam 

keadaan sedimen yang bersifat asam pada pH 4,0-7,0 dibandingkan dengan 
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komunitas bakteri nitrifikasi lainnya. Berdasarkan penelitian yang dilakukan 

oleh Daims et al. (2015) memperoleh isolat comammox yaitu Nitrospira 

inopinata dari biofilm yang telah disimpan dalam air panas pada pH 7,5.  

Menurut Van Kessel et al. (2015) yang melakukan percobaan pada biofilter 

sistem akuakultur resirkulasi dalam reactor batch sequencing yang 

dioperasikan pada pH 6,9 diperoleh bakteri comammox yaitu Candidatus 

Nitrospira nitrosa dan Candidatus Nitrospira nitrificans. Hal ini sejalan 

dengan pendapat Daebeler et al. (2023), yang melakukan percobaan inkubasi 

dengan pH yang dikontrol menunjukkan comammox dapat tumbuh pada pH 

7,6.  

Takahashi et al. (2020) melakukan percobaan mengenai adaptasi 

terhadap perubahan pH pada aktivitas nitrifikasi sampel dari bioreaktor yang 

diberi amonium dan diuji pada berbagai nilai pH. Berdasarkan penelitian 

tersebut didapatkan pada rentang nilai pH 6,4-9,0 NH3 tidak sepenuhnya 

teroksidasi menjadi NO2
-. Pada kondisi pH yang lebih tinggi (pH>9,0), 

konsentrasi NH3 mengalami peningkatan karena deprotonasi, sehingga dapat 

menghambat aktivitas bakteri comammox untuk berkembang biak. 

Comammox Nitrospira inopinata merupakan salah satu spesies comammox kultur 

murni yang tersedia jarang terdeteksi dalam sistem pengolahan air limbah (Zheng 

et al., 2023). Dengan demikian, bakteri comammox yang ditemukan pada penelitian 

ini adalah Nitrospira nitrosa yang dominan pada lokasi IPAL industri. 

Berdasarkan hal di atas dapat dilihat bahwa keberadaan dan pertumbuhan bakteri 

comammox dapat beradaptasi dalam lingkungan dengan parameter fisikokimia 

seperti kandungan nitrogen, fosfat, DO, serta pH yang beragam.  

4.6 Penyebaran Populasi dan Komunitas Comammox Nitrospira 

Comammox Nitrospira pertama kali ditemukan oleh Daims et al. (2015) dan Van 

Kessel et al. (2015) pada IPAL dan juga spesies lainnya seperti comammox 

Nitrospira clade A ditemukan juga oleh Pjevac et al. (2017) pada IPAL yang sama. 

Namun bakteri comammox Nitrospira inopinata yang ditemukan memiliki 

kelimpahan yang relatif rendah pada lokasi IPAL (Chao et al., 2016). Menurut  Fan 

et al. (2017) yang melakukan penelitian terhadap lumpur aktif pada sistem IPAL 
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diperoleh hasil bakteri comammox Nitrospira dengan jumlah yang sedikit. Hal ini 

sesuai dengan pendapat Pan et al. (2018), yang menyatakan bahwa comammox 

Nitrospira tidak ditemukan dalam jumlah besar di IPAL pada musim dingin  

Sebaliknya pada penelitian Wang et al. (2018) menemukan bahwa comammox 

Nitrospira relatif lebih banyak pada lumpur aktif di beberapa IPAL. Comammox 

Nitrospira juga telah ditemukan pada studi tentang penyisihan nutrisi biologis skala 

besar pada IPAL oleh Annavajhala et al. (2018), yang menunjukkan bahwa 

comammox Nitrospira dapat berperan dalam proses nitrifikasi di IPAL. 

Pada skala laboratorium pengembangan comammox Nitrospira yang juga 

merupakan nitrifier dominan pada proses nitrifikasi dilakukan oleh Camejo et al. 

(2017), dan hasil yang didapatkan yaitu comammox Nitrospira dapat terdeteksi 

pada sampel lumpur aktif yang berasal dari IPAL dengan kadar oksigen terlarut 

rendah dan merupakan spesies Candidatus Nitrospira nitrosa (Keene et al., 2017; 

Wang et al., 2018; Zhao et al., 2019). Selain itu menurut Zheng et al. (2019) telah 

ditemukan keberadaan comammox amoA pada enam dari delapan sampel yang 

berasal dari IPAL. Sebagian besar spesies yang ditemukan adalah Candidatus 

Nitrospira nitrosa yang mungkin merupakan kelompok dominan dari comammox 

Nitrospira yang ditemukan pada IPAL dengan konsentrasi amonium yang relatif 

tinggi. Comammox Nitrospira telah terdeteksi pada beberapa bagian IPAL, salah 

satunya pada kolam aerasi dengan konsentrasi amonium yang relatif lebih tinggi 

(Spasov et al., 2020). 

Menurut Spasov et al. (2020), comammox Nitrospira merupakan pengoksidasi 

amonia dominan yang mampu melakukan oksidasi amonia secara sempurna. Secara 

keseluruhan, kelimpahan yang relatif tinggi dan keragaman genetik dari comammox 

Nitrospira menjadikannya target ideal untuk melakukan upaya budidaya 

berkelanjutan. 

4.7 Kontribusi Penemuan Bakteri Comammox Nitrospira terhadap Sistem 

Buatan 

Penemuan bakteri comammox ini memiliki potensi yang dapat diaplikasikan dalam 

pengolahan limbah di IPAL. Menurut Nainggolan et al. (2015), pada IPAL pabrik 

karet terdapat limbah cair yang mengandung bahan organik dengan nitrogen yang 
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tinggi misalnya protein, amonia, dan fosfat. Amonia yang digunakan sebagai zat 

antikoagulan dalam proses pengolahan dapat menyebabkan kadar amonia tinggi 

pada air limbah tersebut. Kehadiran amonia terhadap suatu ekosistem dapat 

memengaruhi mikrob terutama bakteri yang mampu mendegradasi amonia. Dengan 

adanya kontaminasi dari amonia pada suatu ekosistem dapat meningkatkan 

perkembangan populasi bakteri pendegradasi amonia. 

Dalam limbah cair karet terdapat bakteri yang berpotensi mendegradasi senyawa 

amonia. Bakteri tersebut diperoleh dengan mengisolasi langsung dari limbah cair 

karet yang kemudian dikembangbiakkan serta dimanfaatkan untuk penanganan 

pengolahan limbah secara biologi. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

oleh Nainggolan et al. (2015), diperoleh bahwa karakteristik serta morfologi dari 

mikrob dengan genus yang berbeda yaitu Nitrosomonas, Nitrosolobus, 

Nitrosospira, Nitrosococcus, Nitrospina, Nitrospira dan Nitrococcus mampu 

tumbuh pada lingkungan yang mengandung kadar amonium yang cukup tinggi. 

Beberapa faktor lingkungan yang dapat memengaruhi pertumbuhan bakteri 

pendegradasi amonia diantaranya suhu, pH, dan amonium. Menurut Fawwaz et al. 

(2024), penguraian amonium oleh bakteri nitrifikasi berada pada rentang suhu 25 – 

35℃. Namun jika suhu pertumbuhannya mengalami peningkatan dan berada di atas 

50℃, maka bakteri nitrifikasi akan berhenti untuk melakukan proses penguraian 

amonium. Pada pH 5,5 – 10, siklus pertumbuhan bakteri nitrifikasi akan berjalan 

dengan baik. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Nainggolan et 

al. (2015). Namun, pada pH di bawah 5, pertumbuhan bakteri nitrifikasi menjadi 

terhambat bahkan dapat membunuh mikrob tersebut.  

Bakteri pengoksidasi amonium merupakan bakteri aerob yang membutuhkan 

oksigen serta menjadi salah satu faktor penting dalam proses pertumbuhan. Tidak 

adanya oksigen terlarut dapat menyebabkan tingginya konsentrasi BOD pada suatu 

sistem sehingga menyebabkan tidak adanya pertumbuhan bakteri pendegradasi 

amonium  tersebut. DO merupakan hal yang dibutuhkan oleh bakteri dalam proses 

pertumbuhan dan metabolisme serta sebagai oksidasi bahan-bahan organik dan 

anorganik dalam proses aerobik. Bakteri nitrifikasi memanfaatkan amonia sebagai 

sumber energi dan pembentukan sel. Menurut Nainggolan et al. (2015) kadar 
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amonium tertinggi terdapat pada bak pengendapan III yaitu 20,5 mg/L. Peningkatan 

konsentrasi amonia ini sebagai akibat proses dekomposisi (amonifkasi) bahan-

bahan organik yang berasal dari sisa hasil pengolahan karet dan apabila proses 

nitrifikasi tidak berlangsung baik maka akan terjadi akumulasi amonia pada bak 

pengolahan. Apabila mengalami kelebihan kandungan amonium, maka bakteri 

nitrifikasi tidak terionisasi sehingga dapat menyebabkan toksisitas terhadap bakteri 

tersebut dan menghambat proses nitrifikasi. Pada bak lainnya, kadar amonium yang 

terdeteksi cukup rendah yaitu berkisar antara 0,323 mg/L dan 5,24 mg/L, hal ini 

dapat terjadi karena penggunaan soda api dan tawas dalam jumlah banyak pada 

proses pengolahan sebagai bahan netralisasi keasaman limbah dan kandungan 

amonium, yang menyebabkan tidak adanya sumber energi utama untuk 

pertumbuhan yang diperlukan oleh bakteri nitrifikasi. Genus bakteri yang 

ditemukan oleh Nainggolan et al. (2015) pada bak pengendapan I dan II yaitu 

Nitrosomonas, Nitrosolobus, Nitrosospira, Nitrospina, Nitrospira dan Nitrococcus 

yang dapat tumbuh meskipun kondisi kadar amonium yang terbatas. Hal ini 

disebabkan oleh ketersediaan senyawa organik yang banyak dalam limbah serta 

kondisi lingkungan yang sesuai untuk pertumbuhannya. Tersedianya senyawa 

organik dan substrat yang cukup juga berperan dalam peningkatan jumlah bakteri 

dalam limbah (Ruscalleda Beylier et al., 2019). 

Menurut Lawson & Lücker, (2018) oksigen merupakan faktor kunci lain yang dapat 

memengaruhi metabolisme comammox Nitrospira, yang ditemukan bertahan dan 

berkembang biak di lingkungan dengan DO rendah dalam penelitian sebelumnya. 

Namun, dalam penelitian ini DO dalam sistem pengolahan air limbah memiliki 

pengaruh terhadap bakteri comammox hal ini berbeda dengan penelitian 

sebelumnya (Beach & Noguera, 2019). Perlu dicatat bahwa berbagai faktor yang 

memengaruhi dalam IPAL mungkin bersama-sama memainkan peran penting 

dalam memengaruhi diferensiasi aktivitas dan komposisi komunitas dari mikrob 

tersebut. 

Di masa depan, diharapkan untuk terus mengeksplorasi efek serta pengaruh dari 

berbagai faktor lingkungan terhadap mikroorganisme oksidasi atau nitrifikasi 

amonia. Oleh karena itu, penambahan pada parameter lingkungan lainnya dalam 

mengetahui hubungannya dengan bakteri comammox dapat ditambahkan sebagai 
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acuan untuk menyelidiki keberadaan mikroorganisme pengoksidasi amonia yang 

terdapat pada area IPAL, IPLT, dan IPL TPA. Penelitian-penelitian di atas dapat 

memberikan ide-ide baru untuk mengeksplorasi kontribusi mikroorganisme 

pengoksidasi amonia serta faktor yang dapat memengaruhinya. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Rentang konsentrasi TOC yaitu berkisar antara 1,59 % -15,14 %; pH 

sedimen sebesar 5,1-5,8; fosfat 58,12 mg/L-220,20 mg/L; amonium 10,95 

mg/L-51,79 mg/L; nitrit 0,63 mg/L-153,58 mg/L; dan nitrat 19,28 mg/L-

50,01 mg/L; serta sulfat 19,19 mg/L-43,28 mg/L pada lokasi sampel 

sedimen IPAL, IPLT dan IPL TPA Kota Padang. 

2. Bakteri comammox yang ditemukan di sistem buatan yaitu hanya terdapat 

pada lokasi sampel IPAL Pabrik Karet yaitu sebesar 0,245%, sedangkan 

pada IPAL RSP UNAND, saluran pembuangan air limbah Pabrik Tahu, 

IPLT, dan IPL TPA Air Dingin tidak ditemukan bakteri comammox, 

berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, kelimpahan bakteri 

comammox pada sistem buatan kota Padang memiliki karakteristik 

parameter fisikokimia terkait yaitu fosfat dengan konsentrasi sebesar 155,71 

mg/L. 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan untuk 

penelitian selanjutnya adalah sebagai berikut: 

1. Dalam pengambilan sampel dilakukan pada lokasi dengan karakteristik 

yang berbeda agar dapat dijadikan sebagai acuan serta perbandingan dalam 

memahami karakteristik lingkungan yang memengaruhi keberadaan 

comammox. 

2. Dalam melakukan penelitiannya selanjutnya dapat ditambahkan parameter 

musim untuk melihat perbedaan musim pada lokasi yang sama untuk 

melihat kecenderungan terhadap kelimpahan bakteri comammox. 

3. Melakukan perbandingan serta pengujian terhadap perbedaan kelimpahan 

comammox antar lokasi pengambilan sampel agar dapat melihat 

kecenderungan bakteri comammox pada masing-masing lingkungan. 
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Lampiran 1 Analisis Mikrobiologi 

1. Persiapan Percobaan 

Berikut merupakan peralatan yang digunakan dalam penelitian ini: 

1.1 Ekstraksi DNA 

1) FastDNA SPIN Kit for Soil 

2) Alkohol  

1.2 PCR DNA dan persiapan konsentrasi primer 

1) Pipettor (100 µL, 20 µL, 10 µL, 2,5 µL) 

2) Chip with filter 

3) Wadah untuk membuang chip  

4) Tabung 1,5 mL (Untuk menghomogenkan PCR reactor solution) 

5) Tabung PCR (Untuk mengencerkan DNA) 

6) 5 tabung dan tutup 

7) Rak tabung 1,5 mL 

8) Cooling box 

9) Cooling rack untuk tabung PCR 

10) Ultra pure water 

11) 5 Primer star GXL Buffer 

12) dNTP Mixture 

13) Forward primer (515 F) disesuaikan 10 pmol/ µL 

14) Reserve primer (806 F) disesuaikan 10 pmol/ µL 

15) Primer STAR GXL polymerase 

16) DNA template (sampel DNA) 

17) Positive control DNA template 

18) Negative control DNA template 

1.3 Agarose gel electrophoresis 

1) Agarose gel 

2) Alat Electrophoresis 

3) Micro pipettor (200 µL, 10 µL) 

4) Chip with filter (200 µL, 10 µL) 

5) No filter chip (200 µL, 10 µL) 
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6) Parafilm (untuk menghomogenkan sampel PCR dengan pewarna) 

7) Pulpen (convenient for fixing parafilm) 

8) PCR product 0f 3.1 

9) Dyeing agent (midori green direct or Syber green direct) 

10) DNA ladder Marker 100bp 

11) 1 × TAE 

1.4 DNA Purification after first and second PCR 

1) Micro Pipette (200 µL, 10 µL) 

2) Micro Pipette tips (with and without filters) 

3) Ultrapure water 

4) Ampure PX liquid 

5) 70 % Ethanol 

6) Sampel (hasil PCR Pertama) 

2. Ekstraksi DNA 

1) Persiapan sampel. Sampel dipindahkan dari botol ke tabung 50 mL; 

2) Sampel ditambahkan PBS hingga 40 mL dan homogenkan dengan mesin 

centrifuge pada 8.000 × g selama 5 menit; 

3) Ambil tabung Lysing Matrix E yang dibutuhkan dari DNA Extraktion kit dan 

tambahkan sampel; 

4) Beri tanda berurutan; 

5) Tambahkan 950 µL Sodium Phosphate Buffer ke sampel dalam tabung Lysing 

Matrix E; 

6) Tambahkan 122 µL MT Buffer; 

7) Homogenkan di FastPrep instrument; 

Atur alat dengan kecepatan 4500 rpm dalam waktu 20 detik dan lakukan dua 

kali dengan kondisi yang sama; 

Hidupkan mesin → tekan tombol power → ubah kondisi menjadi 4500 rpm 

dan 20 detik → tekan tombol start → setelah selesai, tekan tombol open → 

keluarkan sampel → tutup mesin. 

Hal yang terjadi : Gangguan Gerakan pada dinding sel menyebabkan lepasnya 

nucleic acids ke protective buffer. 
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8) Masukkan ke mesin centrifuge pada 14.000 × g selama 6 menit; 

Hal yang terjadi : pellet insoluble cellular material and lysing matrix particles. 

Hidupkan mesin → tekan tombol open → buka penutup → masukkan sampel 

(pastikan seimbang) tutup penutup → tutup mesin → ubah kondisi menjadi 

4500 rpm dan 20 detik → tekan tombol start → setelah selesai, tekan tombol 

open → keluarkan sampel → tutup mesin. 

9) Pindahkan endapan ke tabung microcentrifuge 2 mL; 

10) Tambahkan 250 µL PPS (Protein Precipitation Solution) dan homogenkan 

dengan membalikkan tabung sebanyak 10 kali; 

Hal yang terjadi : pemisahan nucleic acid yang terlarut dari lysing matrix. 

11) Masukkan ke mesin centrifuge pada 14.000 × g selama 5 menit untuk 

memisahkan endapan dan supernatant. Pindahkan supernatant ke tabung 

microcentrifuge 15 mL; 

12) Suspensikan Kembali dengan Binding Matrix sebanyak 1,0 mL ke supernatant 

di tabung 15 mL; 

13) Balikkan dengan tangan kurang lebih selama 2 menit; 

14) Diamkan selama 3 menit agar nucleic acid terikat silica matrix; 

15) Sisihkan 800 µL supernatant dan hindari Binding Matrix. 

16) Suspensikan Kembali Binding Matrix dengan supernatant yang tersisa; 

17) Pindahkan hingga 600 µL mixture ke SPINTM filter; 

18) Masukkan ke mesin centrifuge pada 14,000 × g selama 1 menit; 

19) Kosongkan tabung dibawah filter; 

20) Tambahkan sisa mixture pada tabung 15 ml ke SPIN filter dan masukkan ke 

mesin centrifuge pada 14,000 × g selama 1 menit; 

21) Kosongkan tabung di bawah filter; 

22) Tambahkan 450 µL SEWS-M dan suspensikan dengan pipet agar lebih banyak 

protein yang terlarut; 

23) Masukkan ke mesin centrifuge pada 14,000 × g selama 1 menit. Kosongkan 

tabung penangkap dan ganti; 

24) Tanpa tambahan larutan, Masukkan ke mesin  centrifuge pada 14,000 × g 

selama 2 menit “mengeringkan” residu matrix dari wash solution; 

25) Lepaskan dan ganti tabung penangkap dengan yang baru; 
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26) Biarkan tabung selama 5 menit pada suhu ruangan agar menyisihkan residu 

dari ethanol; 

27) Suspensikan Kembali Binding Matrix (di atas SPIN Filter) dengan 50 µL of 

DES (DNase/Pyrogen – Free Water); 

28) Siapkan water bath dan inkubasi pada suhu 550 C selama 3 menit; 

29) Tambahkan 50 µL of DES dan inkubasi sampel 3 menit agar dapat 

mempurifikasi nucleic acids dari silica; 

30) Masukkan ke mesin centrifuge pada 14,000 × g selama 1 menit untuk 

mengeluarkan DNA ke tabung yang bersih; 

31) Keluarkan SPIN Filter; 

32) Hitung konsentrasi dengan Biophotometer, 

Hidupkan mesin → masukkan kuvet ke alat → keluar hasil berupa konsentrasi 

dan rasio absorban DNA pada sampel. 

33) DNA siap digunakan untuk PCR dan kegiatan lanjutan lainnya; 

34) Simpan pada suhu -200 C. 

3. PCR Pertama 

1) Hidupkan ruang sinar UV selama 30 menit sebelum digunakan; 

2) Letakkan alat – alat yang akan digunakan yaitu : pipettor, chip with filter, 

container for throws the chip, tabung1,5 ml (untuk mencampurkan PCR 

Reaction solution), rak tabung 1,5 ml. dari freezer : cooling box, cooling rack 

untuk tabung PCR, ultra pure water (untuk kelarutan), 10 × PCR buffer, dNTP 

mic 2,5 ml, 515  F (10 µm), 806 R (10 µm), hot star tag plus polymerase; 

Tabel 1. Larutan PCR Pertama 

No  Komponen 
Each 

sample 

X + NTC + α 

(0.2) 

Doublicate  (2 

sampel + 

NTC) 

Final 

Concentration 

1 Distilled water 18.13 108.78 217.56  

2 10 × PCR Buffer 2.5 15 30.00 1 × 

3 
2.5 mM dNTP 

mix 
2 12 24.00 0.2 nM 

4 515F (10 µm) 0.5 3 6.00 0.2 µm 

5 806R (10 µm) 0.5 3 6.00 0.2 µm 
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6 
HotStar Taq plus 

DNA polymerase 
0.125 0.75 1.50 1 Unit 

7 Sample  1.25    

Total  25.00 142.53 285.06   

    23.75       

3) Sampel diencerkan berdasarkan konsentrasi yang didapat dari Biophotometer; 

4) Pindah ke ruangan sinar UV dan siapkan larutan yang akan dicampurkan; 

5) Setelah larutan pencampuran selesai, pindahkan 20 ml masing – masing; 

6) Siapkan satu tabung untuk negative control dengan ultra pure water; 

7) Homogenkan sampel dan larutan yang telah dicampurkan; 

8) Hidupkan mesin PCR Therm Cycler dan atur seperti berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar : Suhu PCR Pertama 

9) Setelah selesai ambil sampel dan simpan dalam kulkas pada suhu 4 derajat ; 

4. Agarose Gel Electrophoresis 

1) Siapkan gel eletrophoresis di dalam eletroporesis tank; 

2) Masukkan 1 × TAE hingga diatas gel; 

3) Siapkan Midori green direct sebagai pewarna: 

4) Ambil 0,2 mL pewarna dan 0,5 mL sampel lalu dihomogenkan dengan pipet; 

5) Sampel yang telah dihomogenkan dimasukkan ke dalam gel; 

6) Hidupkan mesin dengan baterai dan atur pada 100 V, biarkan selama 30 menit; 

7) Pindahkan gel ke EtBr (Ethium Bromide) dan letakkan di atas shake, biarkan 

selama 30 menit; 

            

950 C           

5 Min   940 C         

   30 s    720 C  720 C   

       1 min  10 min   

     550 C       

     30 s       

          100 C 

  25 cycles    Inf 
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8) Letakkan gel di atas papan plastic dan letakkan di LED transilluminator. 

Apabila berhasil maka akan terlihat band pada gel yang menandakan PCR 

berhasil atau tidak. 

5. Purifikasi PCR Pertama 

1) Tambahkan 45 mL AMPurePX ke dalam sampel; 

2) Homogenkan dengan pipet dan diamkan selama 5 menit; 

3) Pindahkan ke magnetic plate dan diamkan selama 2 menit; 

4) Homogenkan sampel dengan pipet tanpa mengganggu flok; 

5) Diamkan selama 2 menit dan sisihkan semua AMPurePX pada sampel; 

6) Basuh sampel dengan alcohol 70% sebanyak 2 kali sebanyak 180 mL; 

7) Biarkan selama 30 detik lalu diamkan selama 5 menit; 

8) Ambil sampel dan tambahkan ultrapure water sebanyak 45 mL; 

9) Diamkan sampel selama 2 menit di magnetic plate untuk penyisihan senyawa 

lain; 

10) Ambil semua cairan (sampel DNA) lalu simpan dalam kulkas 40 C. 

6. PCR Kedua 

1) Hidupkan ruangan sinar UV selama 30 menit sebelum digunakan; 

2) Letakkan alat – alat yang akan digunakan yaitu : pipettor, chip with filter, 

container for throw the chip, tabung 1,5 ml (untuk mencampurkan PCR 

Reaction Solution), rak tabung 1,5 ml. Dari freezer : cooling box, cooling rack 

untuk tabung PCR, ultra pure water (untuk melarutkan), 10× PCR buffer, 

dNTP mic 2,5 ml, 515 F (10 µm), 806 R ( 10 µm ), hot star tag plus polymerase; 

 

Tabel 2. Larutan PCR Kedua 

No Component 
 Each Sample 

(µl) 

5 + NTC + 

α(0.2) 

Final 

Concentration 

1 Distilled water  14,4 89,28  

2 
2 x KAPAHiFu 

Hotstar ReadyMix 

 
20 124 1× 

3 
Forward Primer (10 µl 

) 

 
1,2 7,44 0,2 mM 

4 
Reserve Primer (10 

µl) 

 
1,2 7,44 0,2 uM 



 

90 
 

No Component 
 Each Sample 

(µl) 

5 + NTC + 

α(0.2) 

Final 

Concentration 

5 Template DNA  3,2 19,84 0,2 uM 

     40     

3) Sampel diencerkan berdasarkan konsentrasi yang didapat dari Biophotometer; 

4) Pindah ke ruangan sinar UV dan siapkan larutan yang akan dicampurkan; 

5) Setelah larutan pencampuran selesai, pindahkan 20 ml masing – masing; 

6) Siapkan satu tabung untuk negative control dengan ultra pure water; 

7) Homogenkan sampel dan larutan yang telah dicampurkan; 

8) Hidupkan mesin PCR Therm Cycler; 

 

 

 

 

 

 

Gambar : Suhu PCR Kedua 

9) Setelah selesai ambil sampel dan simpan dalam kulkas pada suhu 40. 

7. Purifikasi PCR Kedua 

1) Tambahkan 45 mL AMPurePX ke dalam sampel; 

2) Homogenkan dengan pipet dan diamkan selama 5 menit; 

3) Pindahkan ke magnetic plate dan diamkan selama 2 menit; 

4) Homogenkan sampel dengan pipet tanpa mengganggu flok; 

5) Diamkan selama 2 menit dan sisihkan semua AMPurePX pada sampel; 

6) Basuh sampel dengan alkohol 70% sebanyak 2 kali sebanyak 180 mL; 

7) Biarkan selama 30 detik lalu diamkan selama 5 menit; 

8) Ambil sampel dan tambahkan ultrapure water sebanyak 45 mL; 

9)  980 C     

950 C 20 s     

5 min      

   720 C 720 C  

   1 min 10 min  

  600 C    

  15 s    

      

   100 C 

 11 cycles  Inf 
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9) Diamkan sampel selama 2 menit di magnetic plate untuk menyisihkan senyawa 

lain; 

10) Ambil semua cairan (sampel DNA) lalu simpan dalam kulkas 40 C. 

8.  Bioanalisis 

1) Biarkan gel dye mix di luar selama 30 menit sebelum digunakan; 

2) Masukkan 350 µl ke cleaner chip perlahan; 

3) Letakkan Cleaner chip dan tutup alat; 

4) Diamkan selama 30 detik dan ulangi proses; 

5) Tunggu 10 detik agar tutup kering; 

6) Ambil chip baru; 

7) Ambil 9 µl dye mix gel dan tambahkan ke G 

8) Sesuaikan jarum suntik ke posisi terendah untuk DNA 1000 sebanyak 1 mL; 

9) Masukkan chip dengan pewarna ke dasar da tutup; 

10) Tekan jarum suntik ke bawah dengan kecepatan yang sama lalu diamkan 

selama 1 menit; 

11) Ambil chip dan tambahkan 9 µl pada masing-msaing lubang G; 

12) Ambil penanda DNA 5 µl dan tambahkan ke semua lubang kecuali Gs; 

13) Ambil DNA Ladder 1 µl ke ladder well; 

14) Ambil sampel 1 µl dan tambahkan ke sample wells; 

15) Putar chip pada kecepatan 2.400 rpm selama 1 menit; 

16) Hidupkan laptop dan masukkan chip ke dalam mesin lalu hidupkan analyzer; 

17) Setelah analisis bersihkan elektroda sebanyak dua kali 

18) Hasil akan keluar lalu cetak hasil tersebut. 

9.  Next Generation Sequencing 

1) Siapkan botol 5 mL; 

2) Tambahkan 1 mL Rnase Free Ultrapure Water; 

3) Tambahkan 40 µl 0,5 M Tris-cl; 

4) Tambahkan 20 µl Tween20 10% 

5) Tambahkan 94 µl Rnase Free Ultrapure Water; 

6) Homogenkan campuran larutan; 



 

92 
 

7) Siapkan Phix library, Sample DNA library, Phix + DNA Library; 

8) Hasil akan keluar dan datanya dapat diolah. 
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Lampiran 2 Analisis Parameter Lingkungan 

1. pH (Balai Penelitian Tanah Departemen Pertanian) 

Alat-alat: 

• Botol kocok 100 ml 

• Dispenser 50 ml/gelas ukur 

• Mesin pengocok 

• Labu semprot 500 ml 

• pH meter 

Pereaksi: 

• Larutan buffer pH 7,0 dan pH 4,0 

• KCl 1 M 

• Larutkan 74,5 g KCl p.a. dengan air bebas ion hingga 1 L 

Cara kerja: 

1) Timbang 10,00 g contoh tanah sebanyak dua kali, masing-masing 

dimasukkan ke dalam botol kocok. 

2) Ditambah 50 ml air bebas ion ke botol yang satu (pH H2O) dan 50 ml KCl 

1 M ke dalam botol lainnya (pH KCl). 

3) Kocok dengan mesin pengocok selama 30 menit. 

4) Suspensi tanah diukur dengan pH meter yang telah dikalibrasi menggunakan 

larutan sangga pH 7,0 dan pH 4,0. 

5) Laporkan nilai pH dalam satu desimal. 

 

2. TOC (Balai Penelitian Tanah Departemen Pertanian) 

Alat-alat : 

• Neraca analitik 

• Spektrofotometer 

• Labu ukur 100 ml 

• Dispenser 10 ml  

Pereaksi : 

• Asam sulfat pekat 

• Kalium dikromat 1 N 
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Dilarutkan 98,1 g kalium dikromat dengan 600 ml air bebas ion dalam piala 

gelas, ditambahkan 100 ml asam sulfat pekat, dipanaskan hingga larut 

sempurna, setelah dingin diencerkan dalam labu ukur 1 ldengan air bebas 

ion sampai tanda garis. 

• Larutan standar 5.000 ppm C 

Dilarutkan 12,510 g glukosa p.a. dengan air suling di dalam labu ukur 1 l 

dan diimpitkan. 

Cara Kerja: 

1) Ditimbang 0,500 g contoh tanah ukuran < 0,5 mm, dimasukkan ke dalam 

labu ukur 100 ml. 

2) Ditambahkan 5 ml K2Cr2O7 1 N, lalu dikocok. 

3) Ditambahkan 7,5 ml H2SO4 pekat, dikocok lalu diamkan selama 30 menit. 

4) Diencerkan dengan air bebas ion, biarkan dingin dan diimpitkan. 

5) Keesokan harinya diukur absorbansi larutan jernih dengan spektrofotometer 

pada Panjang gelombang 561 nm. 

6) Sebagai pembanding dibuat standar 0 dan 250 ppm, dengan memipet 0 dan 

5 ml larutan standar 5.000 ppm ke dalam labu ukur 100 ml dengan perlakuan 

yang sama dengan pengerjaan contoh. 

Perhitungan : 

Kadar C-organik (%) 

= ppm kurva x ml ekstrak/1.000 ml x 100/mg contoh x fk 

= ppm kurva x 100/1.000 x 100/500 x fk 

= ppm kurva x 10/500 x f 

Keterangan: 

ppm kurva  = kadar contoh yang didapat dari kurva hubungan antara kadar 

deret standar dengan pembacaannya setelah dikoreksi blanko. 

100 = konversi ke % 

Fk = faktor koreksi kadar air = 100/(100 – % kadar air) 

 

3. Amonium (SNI 06-2479-1991)  

Alat-alat: 

• Timbangan 
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• Gelas Piala 

• Kertas Saring 

• Gelas Ukur 

• Labu Penyulingan 

• Erlenmeyer 

• Platik Wrab 

• Pipet ukur  

• spektrofotometer UV-Vis 

Pereaksi : 

• Aguadest 

• NaCl 1 N 

• MgO 

• Parafin Cair 

• HCl 0,02 N 

Cara kerja : 

Pembuatan ekstrak sedimen untuk pengujian amonium dilakukan dengan 

tahapan sebagai berikut: 

1) Ditimbang 25 g sampel sedimen kering dan dimasukkan ke dalam gelas 

beaker glass 100 mL; 

2) Ditambahkan 100 mL NaCl 1 N; 

3) Dikocok dengan kecepatan 120 rpm selama 30 menit, dan biarkan selama 

30 menit; 

4) Larutan disaring dengan kertas saring, hasil saringan ditampung dalam gelas 

ukur 500 mL; 

5) Dicuci larutan uji yang terdapat di dalam gelas piala dengan larutan NaCl 1 

N sampai hasil saringan menunjukkan volume 500 mL; 

6) Hasil saringan dipindahkan ke labu penyulingan, ditambahkan 3 g MgO dan 

sedikit parafin cair; 

7) Dilakukan penyulingan, hasil sulingan ditampung pada labu erlenmeyer 250 

mL yang telah berisi 10 mL HCl 0,02 N; 

8) Penyulingan dihentikan apabila hasil sulingan telah menunjukkan volume 

150 mL, hasil sulingan merupakan ekstrak sedimen. 
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Ekstrak sedimen yang telah dibuat selanjutnya digunakan untuk pengukuran 

kandungan amonium dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan 

tahapan sebagai berikut: 

1) Disiapkan erlenmeyer 50 mL untuk blanko yang kemudian diisi 25 mL 

aquades, lalu diberi plastik wrap; Disiapkan erlenmeyer 50 mL untuk sampel 

yang kemudian diisi 25 mL dari hasil ekstraksi, lalu diberi plastik wrap; 

2) Dipipet 1 mL reagen garam dan Nessler ke dalam masing-masing 

erlenmeyer blanko dan sampel, diberi plastik wrap; 

3) Larutan blanko dan sampel dimasukkan ke dalam kuvet spektro dan 

kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 420 nm. 

 

4. Nitrit (SNI 06-6989.9-2004) 

Alat-alat : 

• Spektrofotometer sinar tampak dengan kuvet silica; 

• Labu ukur 50 ml; 250 ml; 500 ml dan 1000 ml; 

• Pipet volumetrik 1 ml; 2 ml; 5 ml; 10 ml dan 50 ml; 

• Pipet ukur 5 ml; 

• Gelas piala 200 ml dan 400 ml; 

• Erlenmeyer 250 ml; 

• Neraca analitik. 

Pereaksi : 

• Air suling bebas nitrit. 

Buat air suling bebas nitrit dengan salah satu cara di bawah ini: 

1) Dengan cara ozonisasi terhadap air demineralisasi. 

2) Ke dalam 1000 mL air suling tambahkan sedikit kristal KMnO4 (±5 mg) 

dan Ba(OH)2 atau Ca(OH)2 (±5 g). Destilasi dengan menggunakan gelas 

borosilikat. Buang 50 mL destilat pertama lalu tampung destilat. Destilat 

harus bebas permanganat (tes dengan menambahkan larutan DPD (N,N-

Dietil-p-Phenilendiamin), warna merah menunjukkan adanya 

permanganat. 
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3) Ke dalam 1000 mL air suling tambahkan 1 mL H2SO4 p dan 0,2 mL 

larutan MnSO4 (36,4 g MnSO4.H2O / 100 mL air suling). Tambahkan 1-

3 mL larutan KMnO4 (400 mg KMnO4 / 1000 mL air suling) Destilasi 

seperti no. 3.2 a) 2) di atas. 

• Glass wool. 

• Kertas saring bebas nitrit berukuran pori 0,45 µm 

• Larutan sulfanilamida, H2NC6H4SO2NH2. Larutkan 5 gram sulfanilamida 

dalam campuran 300 mL air suling dan 50 mL HCl pekat. Encerkan dengan 

air suling sampai 500 mL. 

• Larutan NED Dihidroklorida. Larutkan 500 mg N-(1-naphthyl)- ethylene 

diamine dihydrochloride (NED Dihidroklorida) dalam 500 mL air suling. 

Simpan dalam botol gelap dalam refrigerator. Ganti setiap bulan atau bila 

berwarna coklat. 

• Larutan natrium oksalat, Na2C2O4 0,05 N. Larutkan 3,350 g Na2C2O4 dalam 

air suling bebas nitrit dan tepatkan sampai 1000 mL. g) Larutan ferro 

ammonium sulfat (FAS) 0,05 N. Larutkan 19,607 g Fe(NH4)2 (SO4)2. 6H2O 

dalam air suling bebas nitrit, tambahkan 20 mL H2SO4 pekat dan tepatkan 

sampai 1000 mL. 

• Larutan induk nitrit, 250 mg/L NO2-N. Larutkan 1,232 gram NaNO2 dalam 

air suling bebas nitrit dan tepatkan sampai 1000 mL. Awetkan dengan 1 mL 

CHCl3. 

• Larutan kalium permanganat, KMnO4 0,05 N. Larutkan 1,6 g KMnO4 

dalam 1000 mL air suling. Biarkan sedikitnya 1 minggu, saring dengan 

glass wool dan simpan dalam botol berwarna coklat. 

Persiapan dan pengawetan contoh uji 

Persiapan contoh uji : 

• Saring air suling dengan kertas saring bebas nitrit yang berukuran pori 0,45 

µm, tampung hasil saringan. Larutan ini digunakan sebagai blanko 

penyaringan. 

• Saring contoh uji dengan kertas saring bebas nitrit yang berukuran pori 0,45 

µm. 

• Masukkan contoh uji ke dalam botol gelas berwarna gelap bebas dari 

kontaminasi nitrit. 
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Pengawetan contoh uji : 

Contoh uji disimpan pada pendingin 4 oC dengan waktu simpan tidak lebih dari 48 

jam. 

Persiapan Pengujian 

Pembakuan larutan induk nitrit, 250 mg/L NO2-N 

a) Pipet 50 mL larutan KMnO4 0,05 N, masukkan kedalam erlenmeyer 250 

mL. 

b) Tambahkan 5 mL H2SO4 pekat. 

c) Pipet 50 mL larutan induk nitrit, masukkan kedalam larutan KMnO4 dengan 

cara ujung pipet berada dibawah permukaan larutan KMnO4 

d) Homogenkan/goyangkan dan panaskan pada temperatur 700 oC sampai 

dengan 800 oC di atas pemanas. 

e) Hilangkan warna permanganat dengan penambahan larutan natrium oksalat 

0,05 N dengan penambahan secara bertahap sebanyak 10 mL. 

f) Titar kelebihan Na2C2O4 dengan larutan KMnO4 0,05 N sampai sedikit 

warna merah muda sebagai titik akhir.  

Catatan: Jika digunakan larutan FAS sebagai pengganti Na2C2O4, tidak 

perlu dilakukan pemanasan tetapi memerlukan waktu reaksi selama 5 menit 

sebelum titrasi akhir dengan KMnO4. 

g) Hitung kandungan NO2-N dari larutan induk dengan rumus berikut: 

 

dimana: 

C adalah kadar NO2-N dalam larutan induk, mg /mL NO2-N; V1 adalah 

jumlah mL total larutan KMnO4 yang digunakan; N1 adalah 

normalitas larutan KMnO4; 

V2 adalah jumlah mL total larutan Na2C2O4 atau jumlah mL total larutan 

FAS; 

N2 adalah normalitas larutan Na2C2O4 (atau jumlah mL total larutan FAS); 

V3 adalah jumLah mL larutan induk NO2-N yang diambil (dititar). 
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Pembakuan larutan kalium permanganat, KMnO4 0,05 N 

a) Timbang 100 mg sampai dengan 200 mg Na2C2O4 anhidrat, masukkan ke 

dalam gelas piala 400 mL. 

b) Tambahkan 100 mL air suling, aduk sampai larut. 

c) Tambahkan 10 mL H2SO4 1:1. 

d) Panaskan sampai temperatur 900 oC sampai dengan 950 oC. 

e) Titrasi dengan segera dengan larutan KMnO4 sampai warna merah 

muda (selama titrasi temperatur dijaga tidak kurang dari 850 oC). 

f) Lakukan langkah pada butir c) sampai dengan e) terhadap air suling 

sebagai blanko. 

g) Hitung normalitas KMnO4 dengan rumus: 

 

Dimana  

W adalah berat Na2C2O4, g; 

A adalah volume larutan KMnO4 untuk titrasi Na2C2O4, mL; 

B  adalah volume larutan KMnO4 untuk titrasi blanko, mL. 

Pembuatan larutan intermedia nitrit, 50 mg/L NO2-N 

a) Hitung volume larutan induk nitrit, NO2-N yang diperlukan untuk 

membuat 250 mL larutan intermedia nitrit, 50 mg/L NO2-N. 

b) Persiapkan larutan intermedia setiap akan digunakan. 

c) Untuk menghitung larutan intermedia adalah sebagai berikut: 

( D ) x ( C ) = ( 250 ) x ( 50 ) 

Dimana  

B adalah kadar NO2-N dalam larutan induk; 

C adalah volume larutan induk nitrit yang diperlukan untuk membuat 

250 mL, 50 mg/L NO2-N. 

Pembuatan larutan baku nitrit, 0,50 mg/L NO2-N 

a) Encerkan 10 mL larutan intermedia dengan air suling sampai volume 

1000 mL. 



 

100 
 

b) Persiapkan setiap hari atau setiap akan digunakan. 

Pembuatan larutan kerja nitrit, NO2-N 

a) Pipet 0,0 mL; 1,0 mL; 2,0 mL; 5,0 mL; 10,0 mL; 15,0 mL dan 20,0 mL 

larutan baku nitrit (0,5 mg/L ) masing masing ke dalam labu ukur 50 mL. 

b) Tambahkan air suling sampai tepat tanda tera sehingga diperoleh kadar 

nitrit, NO2-N 0,00 mg/L; 0,01 mg/L; 0,02 mg/L; 0,05 mg/L; 0,10 mg/L; 

0,15 mg/L dan 0,20 mg/L. 

Pembuatan kurva kalibrasi 

a) Optimalkan spektrofotometer sesuai petunjuk penggunaan alat. 

b) Ke dalam masing-masing 50 mL larutan kerja tambahkan 1 mL larutan 

sulfanilamida, kocok dan biarkan 2 menit sampai dengan 8 menit. 

c) Tambahkan 1 mL larutan NED dihidrochlorida, kocok dan biarkan selama 

10 menit dan segera lakukan pengukuran absorbansi (pengukuran tidak 

boleh dilakukan lebih dari 2 jam). 

d) Baca masing-masing absorbansinya pada panjang gelombang 543 nm. 

e) Buat kurva kalibrasinya. 

Prosedur 

a) Pipet 50 mL contoh uji, masukkan kedalam gelas piala 200 mL. 

b) Tambahkan 1 mL larutan sulfanilamida, kocok dan biarkan 2 menit 

sampai dengan 8 menit. 

c) Tambahkan 1 mL larutan NED dihidrochlorida, kocok biarkan selama 10 

menit dan segera lakukan pengukuran (pengukuran tidak boleh dilakukan 

lebih dari 2 jam). 

d) Baca absorbansinya pada panjang gelombang 543 nm. 

Perhitungan 

Kadar nitrit 

a) Masukkan hasil pembacaan absorbansi contoh uji kedalam kurva 

kalibrasi. 

b) Kadar nitrit adalah hasil pembacaan larutan konsentrasi contoh uji dari 

kurva kalibrasi. 
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Persen temu balik (%Recovery)  

Pembuatan spike matrix: 

a) 40 mL contoh uji ditambah 10 mL larutan baku NO2-N 0,5 mg/L. 

b) Lakukan langkah pada butir 3.6 b) sampai dengan 3.6 d). 

dimana: 

D adalah kadar contoh uji yang di spike, mg/L; 

E adalah kadar contoh uji yang tidak di spike, mg/L; 

F adalah kadar standar yang ditambahkan (target value), mg/L; 

 

G = ( y )( z ) / v 

dimana: 

y adalah volume larutan baku yang ditambahkan, mL; 

z adalah kadar larutan baku; 

v adalah volume akhir contoh uji yang di spike, mL. 

5. Nitrat (APHA 2017) 

Alat-alat : 

• Timbangan 

• Erlenmeyer 

• Gelas ukur 

• Kertas saring 

• Plastic Wrap 

• Pipet ukur 

• Spektrofotometer UV 

Pereaksi : 

• Aquadest 

• kuprisulfat (CuSO4) 

• Ca(OH)2 

• MgCO3
- 

• HCl 1 N 

Cara kerja : 

Pembuatan ekstrak sedimen untuk pengujian nitrat dilakukan dengan tahapan 
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sebagai berikut: 

1) Ditimbang 25 g sampel sedimen kering, dimasukkan ke dalam labu 

erlenmeyer 500 mL; 

2) Ditambahkan 250 mL larutan pengekstrak kuprisulfat (CuSO4), kemudian 

kocok pada kecepatan 120 rpm selama 10 menit; 

3) Dibiarkan mengendap selama beberapa menit; 

4) Enap-taungkan dan larutkan dalam gelas ukur 250 mL; 

5) Diukur 150 mL larutan tadi dan dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer 250 

mL yang telah diisi 0,2 g Ca(OH)2 dan 0,5 g MgCO3
- 

6) Dikocok pada kecepatan 120 rpm selama 5 menit dan saring dengan kertas 

saring, hasil saringan merupakan ekstrak sedimen. 

Ekstrak sedimen yang telah dibuat selanjutnya digunakan untuk pengukuran 

kandungan nitrat dengan menggunakan spektrofotometer UV- Vis dengan tahapan 

sebagai berikut: 

1) Disiapkan erlenmeyer 50 mL untuk blanko yang kemudian diisi 25 mL 

aquades, lalu diberi plastik wrap; 

2) Disiapkan erlenmeyer 50 mL untuk sampel yang kemudian diisi 25 mL dari 

hasil ekstraksi, lalu diberi plastik wrap; 

3) Dipipet 1 mL reagen HCl 1 N ke dalam masing-masing erlenmeyer blanko 

dan sampel, diberi plastik wrap; 

4) Larutan blanko dan sampel dimasukkan ke dalam kuvet spektro dan 

kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV- Vis pada 

panjang gelombang 220 nm. 

 

6. Fosfat (SNI 06-6989.31-2005) 

Alat-alat: 

• Timbangan 

• Kertas saring 

• Botol kocok 

• spektrofotometer UV-Vis 

• Tabung reaksi  

• Pengekstrak Bray dan Kurt I 
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• Pengekstrak Olsen  

Cara kerja : 

Pembuatan ekstrak sedimen untuk pengujian fosfat dengan pH < 5,5 dilakukan 

dengan tahapan sebagai berikut: 

i. Ditimbang 2,5 g sampel sedimen kering; 

ii. Ditambah 25 mL pengekstrak Bray dan Kurt I, kemudian dikocok selama 

5 menit; 

iii. Disaring apabila larutan keruh, hasil saringan merupak ekstrak sedimen. 

Pembuatan ekstrak sedimen untuk pengujian total fosfat dengan pH > 5,5 dilakukan 

dengan tahapan sebagai berikut: 

1) Ditimbang 1 g sampel sedimen kering, dimasukkan ke dalam botol kocok; 

2) Ditambahkan 20 mL pengekstrak Olsen, dikocok selama 30 menit; 

3) Disaring apabila larutan keruh, hasil saringan merupak ekstrak sedimen. 

Ekstrak sedimen yang telah dibuat selanjutnya digunakan untu pengukuran 

kandungan total fosfat dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan 

tahapan sebagai berikut: 

1) Dipipet 2 mL ekstrak sedimen ke dalam tabung rekasi; 

2) Disiapkan deret standar; 

3) Ekstrak dan deret ditambahkan 10 mL pereaksi pewarna fosfat, dikocok 

hingga homogen dan dibiarkan 30 menit; 

4) Absorbansi larutan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada Panjang 

gelombang 889 nm. 

 

7. Sulfat (SNI 6989.20:2009)  

Alat-alat :  

• Spektrofotometer, digunakan pada panjang gelombang 420 nm dengan 

ukuran kuvet (light path) 1 cm atau 2,5 cm sampai 10 cm atau Nepelometer 

(turbidimeter); 

• Labu ukur 100,0 ml dan 1000,0 ml;  

• Pipet volumetrik 5,0 ml; 10,0 ml; 15,0 ml; 20,0 ml; 25,0 ml dan 50,0 ml;  

• Labu Erlenmeyer 250 ml atau gelas piala 250 ml;  
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• Stopwatch;  

• Magnetic stirrer atau alat pengaduk mekanis; 

• Sendok penakar kapasitas 0,2 ml sampai 0,3 ml; dan  

• Timbangan analitik dengan ketelitian 0,1 mg. 

Pereaksi : 

• air bebas mineral; 

• kertas saring; 

• barium klorida kristal (BaCl2);  

• larutan baku sulfat 100 mg SO4
2-/L (1 mL = 100 µg SO4

2-); Larutkan 0,1479 

g natrium sulfat (Na2SO4) anhidrat dalam air bebas mineral dan encerkan 

sampai 1000 mL.  

• larutan buffer A: Larutkan 30 g magnesium klorida heksahidrat 

(MgCl2.6H2O), 5 g natrium asetat trihidrat (CH3COONa.3H2O), 1 g kalium 

nitrat (KNO3), dan 20 mL asam asetat pekat (CH3COOH 99%) dalam 500 

mL air bebas mineral dan tepatkan sampai 1000 mL.  

• larutan buffer B: Larutkan 30 g magnesium klorida heksa hidrat 

(MgCl2.6H2O), 5 g natrium asetat trihidrat (CH3COONa.3H2O), 1 g kalium 

nitrat (KNO3), 0,111 g natrium sulfat anhidrat, dan 20 mL asam asetat pekat 

(CH3COOH 99%) dalam 500 mL air bebas mineral dan tepatkan sampai 

1000 mL.  

Persiapan pengujian :  

1) Pembuatan larutan kerja sulfat Buat deret larutan kerja dari larutan baku sulfat 

dengan 1 (satu) blanko dan minimal 3 (tiga) kadar yang berbeda secara 

proporsional dan berada pada rentang pengukuran.  

2) Pembuatan kurva kalibrasi  

a) Operasionalkan dan optimalkan spektrofotometer atau turbidimeter sesuai 

dengan petunjuk penggunaan alat;  

b) Pindahkan masing-masing 100 ml larutan kerja ke dalam labu erlenmeyer 

250 ml atau gelas piala 250 ml;  
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c) Tambahkan 20 ml larutan buffer a, aduk dengan alat pengaduk pada 

kecepatan konstan. Selama pengadukan tambahkan 1 (satu) sendok takar 

kristal BaCl2, pengadukan diteruskan selama 60 ± 2 detik terhitung dari 

penambahan BaCl2; 

d) Ukur serapannya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm 

atau ukur turbiditasnya dengan turbidimeter pada waktu 5 ± 0,5 menit;  

e) Buat kurva kalibrasi atau tentukan persamaan garis regresinya. 

Prosedur 

1) pipet 100 mL contoh uji atau sejumlah contoh uji yang telah diencerkan 

menjadi 100 mL, masukkan ke dalam labu Erlenmeyer 250 mL atau gelas 

piala 250 mL; 

2) tambahkan 20 mL larutan buffer A, aduk dengan alat pengaduk pada 

kecepatan konstan. Selama pengadukan tambahkan 1 (satu) sendok takar 

kristal BaCl2, pengadukan diteruskan selama 60 ± 2 detik terhitung dari 

penambahan BaCl2;   

3) ukur serapannya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm 

atau ukur turbiditasnya dengan turbidimeter pada waktu 5 ± 0,5 menit;  

4) catat serapannya atau turbiditasnya; 

Perhitungan : 

Kadar sulfat (mg SO4
2-/L) = C x f 

Keterangan: 

C = kadar sulfat yang diperoleh dari kurva kalibrasi, dinyatakan dalam mg/L 

f = faktor pengenceran 
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Lampiran 3 Hasil Analisis Mikrob 

>ASV_41_(4.182%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTACAGGGTGTG

TAGGCGGTTTGGTAAGCCTTCTGTTAAAGCTTCGGGCCCAACCCGGAA

AGCGCAGAGGGTACTGCCAGGCTAGAGGGTGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATACCTGACGCTGAGACACGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>NZ_CAJNBJ010000003.1:63897-64149 Nitrospira defluvii isolate Candidatus 

Nitrospira sp. ZN2, whole genome shotgun sequence 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTACAGGGTGTG

TAGGCGGTTTGGTAAGCCTTCTGTTAAAGCTT 

CGGGCCCAACCCGGAAAGCGCAGAGGGTACTGCCAGGCTAGAGGGTG

GGAGAGGAGCGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTG 

AAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGTGGCGAAGGCGGCGCTCT

GGAACATACCTGACGCTGAGACACGAAAGCGTG 

GGGAGCAAACAGG 

>NZ_OUNR01000021.1:53721-53973 Nitrospira lenta isolate N. lenta BS10, 

whole genome shotgun sequence 

CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGAAATGTTCCAGA

GCGCCGCCTTCGCCACCGGCCTTCCTCCCGA 

TCTCTACGCATTTCACCGCTACACCGGGAATTCCGCGCTCCTCTCCCAT

CCTCTAGCTGAGCAGTCCCCTCTGCACTTTC 

CGGGTTAGGCCCGGAGATTTCACGGAGGGCTTACCCAACCGCCTACGC

TCCCTGTACGCCCAGTGAATCCGAACAACGCT 

TGCCACCTTCGTA 

>NZ_CZPZ01000003.1:129006-129258 Candidatus Nitrospira nitrificans isolate 

COMA2, whole genome shotgun sequence 

CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGAAATGTTCCAGA

GCGCCGCCTTCGCCACCGGCCTTCCTCCCGA 
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TCTCTACGCATTTCACCGCTACACCGGGAATTCCGCGCTCCTCTCCCAT

CCTCTAGCCGAGCAGTCCCCTCCGCACTTTC 

CGGGTTAGGCCCGGAGATTTCACGAAGGGCTTACCCAACCGCCTACGC

TCCCTGTACGCCCAGTAAATCCGAACAACGCT 

TGCCACCTTCGTA 

>NZ_LN885086.1:1779460-1779712 Candidatus Nitrospira inopinata isolate 

ENR4 chromosome 1, complete sequence 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTC 

CGGGCCTAACCCGGAAAGTGCGGAGGGGACTGCTTGGCTAGAGGATG

GGAGAGGAGCGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTG 

AAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGTGGCGAAGGCGGCGCTCT

GGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTG 

GGGAGCAAACAGG 

>ASV_116_(1.178%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCAGAGGGGACTGCTCAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>NZ_CP011801.1:1275639-1275891 Nitrospira moscoviensis strain NSP M-1 

chromosome, complete genome 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTC 

CGGGCCTAACCCGGAAAGTGCAGAGGGGACTGCTCGGCTTGAGGATG

GGAGAGGAGCGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTG 

AAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGTGGCGAAGGCGGCGCTCT

GGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTG 

GGGAGCAAACAGG 

>ASV_52_(0.934%) 



 

108 
 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCGGAGGGGACTGCTTAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>NZ_CZQA01000015.1:65999-66251 Candidatus Nitrospira nitrosa isolate 

COMA1, whole genome shotgun sequence 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTC 

CGGGCCTAACCCGGAAAGTGCGGAGGGGACTGCTCGGCTAGAGGATG

GGAGAGGAGCGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTG 

AAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGTGGCGAAGGCGGCGCTCT

GGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTG 

GGGAGCAAACAGG 

>ASV_372_(0.499%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGATAAGCCCTCCGTGAAATCTCCAGGCTTAACCTGGAA

AGTGCAGAGGGGACTGTTCAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>NZ_LT828648.1:2388528-2388780 Nitrospira japonica isolate Genome 

sequencing of Nitrospira japonica strain NJ11 chromosome I, complete sequence 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGATAAGCCCTCCGTGAAATCTC 

CAGGCTTAACCTGGAAAGTGCAGAGGGGACTGTTCAGCTAGAGGATG

GGAGAGGAGCGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTG 

AAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGTGGCGAAGGCGGCGCTCT

GGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTG 

GGGAGCAAACAGG 

>ASV_461_(0.224%) 
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TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCGGGGGGGACTGCTTAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_553_(0.208%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTTCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCGGGGGGGACTGCTTAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_647_(0.245%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCGGAGGGGACTGCTCGGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_672_(0.456%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGGGCGGAGGGGACTGCTCGGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGA

ATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGG

TGGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_1156_(0.118%) 

TACGAAGGTGGCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCACG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCTCTTGGGAAAGCTCCCGGCTTAACCGGGAA

AGGTCGAGGGGAACTACTCAGCTAGAGGACGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACGTACCTGACGCTGAGGTGCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_1412_(0.113%) 
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TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTTCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCGGAGGGGACTGCTTGGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_1439_(0.107%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTAGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCGGAGGGGACTGCTTAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_1575_(0.315%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTCGGTAAGCCCTCTGTGAAATCTCCAGGCTTAACCTGGAA

CAGTCGGAGGGGACTGCTGAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_1672_(0.118%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTAGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCAGAGGGGACTGCTTGGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_1932_(0.209%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCAGGCTTAACCTGGAA

AGTGCAGAGGGGACTGCTCGGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_2331_(0.075%) 
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TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGTGTG

TAGGCGGTTCGGTAAGCCCTCTGGGAAATCTCTGGGCTCAACCCAGAA

AGGTCAGAGGGGACTGCCGTGCTAGAGGACGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACGTACCTGACGCTGAGACACGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_3037_(0.038%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTACAGGGTGTG

TAGGCGGTTTGGTAAGCCCTCTGTGAAAGCTTCGGGCTCAACCCGGAA

AGCGCAGGGGGGACTGCCAGGCTAGAGGACGGGAGAGGAGCGCGGA

ATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGG

TGGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACGTACCTGACGCTGAGACACGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_3133_(0.178%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTTGGTAAGCCCTCCGGGAAATCTTCGGGCTTAACCCGGAA

AGTTCAGAGGGGACTGCCAGGCTAGAGGACGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACGTTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_3408_(0.049%) 

TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTTGGGTAAGCCCTCCGTGAAATCTCCAGGCTCAACCTGGAA

AGTGCAGAGGGGACTGCTTAGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_3592_(0.168%) 

GACAGAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGGGTGCG

TAGGTGGTTAGGTAAGACCTGTGGGAAAGACCTGGGCTTAACCCAGG

AAGGTCGCAGGTGACTGCCTAGCTAGAGGGCGGGAGAGGAGCGCGGA

ATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGG

TGGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACGTTCCTGACACTGAGGCACGAAAG

CGTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_4965_(0.035%) 
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TACGAAGGTGGCAAGCGTTGTTCGGATTCACTGGGCGTACAGGGAGCG

TAGGCGGTCAGGTAAGCCCTTCGTGAAATCTCCGGGCCTAACCCGGAA

AGTGCGGAGGGGACTGCTTGGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAA

TTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGGT

GGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>ASV_6085_(0.168%) 

GACAGAGGTGGCGAGCGTTGTTCGGAGTTACTGGGCGTAAAGAGCAC

GTAGGCGGCCGGGTAAGTCCCATGTAAAATCCCCCTGCTTAACAGGGG

AACGTCGTGGGTGACTGCCTGGCTAGAGGACGGGAGAGGAGAGCGGA

ATTCCCGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAAGGCCGG

TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGAACGTCCCTGACGCTGAGGTGCGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGG 

>HE793388.1 uncultured Nitrospira sp.  

AAACAAAACCGCTGGCGGCGCCGCCTAAACATTGCAAGTCGAGGAGA

ATCCGGGGCAAGCCGGTAGTAAA 

GTGGCAAACGGGGGAGGAATACATGGGTAACCTACCTTGAGAAGGGA

ATAACCCGCCGAAAGTGAGCTAA 

TACCCTATACGCTTTACTCTTCATGGAGAGTAAAGGAAAGTTAAGCCG

TGGGCTTGGCACTCAAGGAGGG 

GCTCATGTCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCTA

CGACGGGTAGCTGGTCTGAGAG 

GATGATCAGCCACACTGGCACTGAGATACGGGCCAGACTCCTACGGG

AGGCAGCAGTGAGGAATATTGCG 

CAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGT

TTTCGGATTGTAAACCCCTTTTG 

TGAGGAAAGATAAAGTGGGTAACCACTTAGACGGTACCTCAAGAAAA

AGCCACGGCTAACTTCGTGCCAG 

CAGCCGCGGTAATACGAAGGTGGCGAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGC

GTAAAGAGCACGTAGGCGGTTG 

GGTAAGCCTCTTGGGAAAGCTCCCGGCTTAACCGGGAAAGGTCGAGG

GGAACTACTCAGCTAGAGGACGG 
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GAGAGGAGCGCGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATC

GGGAAGAAGGCCGGTGGCGAAGG 

CGGCGCTCTGGAACGTACCTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG

CAAACAGGATTAGATACCCTGGT 

AGTCCACGCCCTAAACGATGTGCACTAAGTGTCGGCGGTTTACCGCCG

GTGCCGCAGCTAACGCAGTAAG 

TGCACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATT

GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG 

GAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCCAGGTTG

GACATGCTCGTGGTACGAACCT 

GAAAAGGCGAGGACTCTGAAAGGAGAGCGAGCTCAGGTGCTGC 

>HM485587.1 Nitrospira enrichment culture 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCGCGCCTAATACA

TGCAAGTCGAGCGAGAAGGCGG 

GGCAACCTGCATGTAAAGCGGCGAACGGGTGAGGAATACATGGGTAA

CCTACCCTCGAGTGGGGAATAAC 

CAGCCGAAAGGTTGGCTAATACCGCGTACGCTTCCCGGACTGCGGTTC

GGGAAGGAAAGCGATACCATGG 

GTATCGCGCTCAAGGATGGGCTCATGTCCTATCAGCTTGTTGGTGAGG

TAACGGCTCACCAAGGCTACGA 

CGGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGCACTGCGACA

CGGGCCAGACTCCTACGGGAGGC 

AGCAGTAAGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACG

CCGCGTGGGGGATGAAGGTCTTC 

GGATTGTAAACCCCTTTCGGGAGGGAAGATGGAACGGGCAACCGTTC

GGACGGTACCTCCAGAAGCAGCC 

ACGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGTGGCAAGC

GTTGTTCGGATTTACTGGGCGCA 

CAGGGAGCGTAGGCGGTTTGGTAAGCCCCTCGGGAAAGCTTCGGGCTT

AACCCGGAAAGTTCGGGGGGGA 
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CTGCCAGGCTAGAGGATGGGAGAGGAGCGCGGAATTCCCGGTGTAGC

GGTGAAATGCGTAGAGATCGGGA 

GGAAGGCCGGTGGCGAAGGCGGCGCTCTGGAACATTTCTGACGCTGA

GGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAA 

CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCTTAAACGATGGACACTAAG

TGTCGGCGGGTTACCGCCGGTG 

CCGCAGCTAACGCAGTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG

GTTGAAACTCAAAGGAATTGACG 

GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGC

GAAGAACCTTACCCAGGCTGGAC 

ATGCAGGTAGTAGGAGGGTGAAAGCCCGACGAGGTAGCAATACCAGC

CTGCTCAGGTGCTGCATGGCTGT 

CGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA

ACCCCTGTCTTCAGTTGCTACC 

GGGTCATGCCGAGCACTCTGGAGAGACTGCCCAGGAGAACGGG 

>MT790492.1 Uncultured Nitrospira sp.  

CAGGCAGCCGTTTGGTGCCACATTGAGCATCACGGGACTCCTCGTCGG

GAAGTGGATCACGATTGTATTT 

GCTTGGTATTGGTGGGCTAACTTCCCAGCAAACTTTGTTATGCCAGCCA

CTATGGTCGGCAGTGCACTGA 

TTCTCGACTGTACCCTGCTGCTGACTCGGAGCTGGATGCTCACAGCAA

TATTCGGGGTATGGGCGTTTGC 

AATGGTGTTCAACCCAACACAATACGCCATATTTGGTTACAGCCACCA

ACCAGTAGTCGTGGACGGACAG 

CTGCTCTCGCTGGCCGACTACATGGGTTTCACCTTTGTTCGTACAGGGA

CGCCTGAATATATCCGGATCA 

TCGAGGTGGGATCGCTCCGTACGTTCGGCGGG 

>LC456850.1 Uncultured Nitrospira sp.  

ATGCCGCCAGAGGCGTCGCATGTCCAGGCACATCGATCACATCTATTT

CATCCCGATTTTGTTCATCACC 
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ATCGTCGGAACCTTCCATATGCATACCGACCTTCTGTGCGGAGACTGG

GATTTCTGGATTGATTGGAAGG 

ATCGGCAGTGGTGGCCGATCGTGACCCCAGTTACAACAATTACCTTCT

GTGCTGCCCTTCAGTACTACAA 

TTGGGTTAACTATCGGCAGCCTTTTGGCGCAACCATTACAATTCTGGCA

TATGCATTCGGCAAGTGGATC 

GCGGTATACACTTCGTGGTGGTGGTGGTCTAACTATCCGCCAAACTTC

GTTATGCCTGCGACGTTAATTC 

CTGGTGCGCTGGTTTTGGACATCACGCTCCTATTGACCAGGAACTGGA

CCATAACGGCTGTTATTGGGGC 

ATGGATGTTTGCCATTCTGTTTTACCCAAGCAACTGGCCTATTTTTGGC

TATAGCCACACGCCACTCGTG 

GTGGATGGTGCGTTGCTCTCATGGGCTGACTACATGGGATTCATGTAT

GTCAGGACCGGGACACCTGAAT 

ACATCCGAATGATCGAGGTTGGTTCGCTGCGTACTTTCGGTGGTCACA

GCACCATGATCTCGGCCTTCTT 

CTCTGCGTTTGCATCCTCTCTGATGTACGTCCTCTGGTGGCAGTTTGGT

AAGTTCTTCTGTACATCATAC 

TTCTACTTCACGGATGACAGACAGAGAACGGTGAAGGTTTATGACGTC

TTCGCCTACGGC 

>NEWT02000001.1 MAG: Nitrospira sp.  

ACATTCTACGTTTTCGCGTCAGTCTGTTCCATGCCTGAGAGGGGTGTCT

TTCGGGAGGAGCTCACCTTGC 

CGTGATGAATCTTATATACGGATGGCGAGCTGGGAAGAAAGTCAGCTG

ACGTTCATGATTTATCTCAACG 

AAGGGATGACAGGTGGGGAGACGCGTTTCTTCGCCGACATGGAACAG

ACATTCCTACAACATCCCTACCT 

GTCTGTAGAGCCGAAAGAAGGGATGGCACTCGTGTTCATGCATTCCAT

CTGGCATGAAGGTGCTGTCGTA 

TCCAGTGGCGAAAAGTATGTGCTGCGCACGGATATCATGTATAGGCAG

GTCTTGAAGCTATAGCCAGGAG 
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TATTAGGGGGGAGGGAATGCTTATGAAAAACCGTTCGACCCGCCAGG

CATCTTGGAATGTATGATCCCAA 

TGCTGTCCCCATGCGTCTCGATTGAAATGTTGGACATTTTTCACGCTTC

TCCAATGTAGCATTACAAGAC 

TTGACGTTTATTAGTCTGCCGTTATGTGAAGGGGCTGCCATACAGCCA

ATTCAGCTGAGTTGCGCGTAGA 

AACATCTAGCAGCAAACAATGAACCCCTTAAGCCATTGGATTTATTAT

CCCTGTGCCCACTCTCATTGCT 

CCGTAGGTTTGGTCGAAGAATTGCTCTTCCGTTGTATGGACGTTCGGCC

CTAGGCATCGAACACGATCTC 

CCACATAGGTGCGTGTGATAGTCAAAGTGAAACAACCATAGGGTCGTT

CACGAGACGCTCAACGAAAGAT 

AATAATCTATGGAAATGCGTTCGACGATTAAACGATGTTTCAGCATTC

CGTCGACACCACATGACCATCG 

TGCTCAGGTGGCATACCAAGATCAGGTACGAATTGTAGTTGGAACTGC

AGAAGGTCGGTGCAATGGCTGG 

ATCTCTACGGACAAGAATCAGTTCAATTTATCTCAAGAAACCGATTGG

GCCCATCAGTTTAAGTCAAATT 

CGGTGGATGCCATTTTAGCTGAGCATGTTTGGGAACACCTCGATTGCTT

TGCAGCGGTCTTGGCGGCGCA 

GAACTGCTTCGAGTATCTGAAGCCGGGTGGATACATGAGAGTGGCGGT

GCCGGATGGATGGCACCCGAAT 

AAAGATTATATTGATTGTGTGAAGCCGGGTGGATGGGGTGAAGGGGC

AAGAGATCATCAGGTACTGTATA 

CGTACAGAAGCTTGAGAACAGTATTTGCCTTGGTCGGGTTTGATATTCT

GTTTCTTGAATATTTTGATGA 

ACGCAGGGCTTTTCACTATCTGGACTGGTCTCCGGCTGACGGGATGAT

CAAGCGATCGAAACGATTCGAC 

AGCAGGAATCTTACTCACGCATTGGCCTATACCTCTATTATTCTAGATG

CCAGAAAACCAGTGTAGATGA 
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TTGAGAGATGCCGGCCCTGTATCACTCCTTCACGGTAACGCTGAGCGG

GTGTTGGCAAACCGACTTTATG 

TGAACGAGAATCTTCATCGGACACCTCGCTGCTTCCTTCCCTCCCGTGC

ATCATCTTTTTCTTTCCCCAT 

AGATTGCCTTCATAACCCCTTGGCGTACGGACTCCTTCTTATTATTCTC

TTTCGCCGAATACCTCGTAGC 

TTCCCGCCTTCGCAGCTGAAGCGACTGCTTCGGCGGAGTAGGCTGCTA

CGGGGATGAAGGCGAGGAGAAC 

CCTCCGTAGCCTTGGCGAAGGAGGGTCA 
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Lampiran 4 Parameter Lapangan 

 

  

No. Lokasi 

Sampling 

pH 

Air 

DO 

(mg/L) 

Suhu 

(℃) 

Salinity 

(ppt) 

Warna 

Air 

Cuaca Titik 

Koordinat 

1. IPLT  6,8 6,2 34 0,8 Hitam  Cerah 0°53'22'' S 

100°22'27'' T 

2. IPAL Pabrik 

Karet 

6,7 3,9 30 0 Keruh Cerah 0°57'55'' S  

100°23'11'' T 

3. IPAL RSP 

UNAND 

6,5 2,7 30,4 0,3 Keruh  Cerah 0°54'55'' S  

100°27'29'' T 

4. Saluran 

pembuangan 

air limbah 

Pabrik Tahu 

6,6 2,9 32,1 0 Hitam  Cerah 

0°50'9'' S  

100°19'42'' T 

5. TPA Air 

Dingin  

5,5 7,5 30,5 0 Hitam  Cerah 0°49'25''     S  

100°22'53'' T 
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Lampiran 5 Data Lengkap Hasil Pengukuran 

Hasil Pengukuran Konsentrasi TOC 

Sampel 
Konsentrasi (%) Konsentrasi 

Final (%) 

Standar 

Deviasi Uji 1 Uji 2 Uji 3 

IPLT 8.449 8.449 8.520 8.472 0.041 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 5.379 5.378 5.380 

5.379 

0.001 

IPAL RSP 

UNAND 15.246 15.028 15.149 
15.141 

0.109 

TPA Air Dingin 1.530 1.580 1.665 1.592 0.068 

IPAL Pabrik 

Karet 5.664 5.699 5.744 
5.702 

0.040 

Hasil Pengukuran pH Sedimen 

Sampel 
Konsentrasi (mg/L) Konsentrasi 

Final (mg/L) 

Standar 

Deviasi Uji 1 Uji 2 Uji 3 

IPLT 5.6 5.5 5.5 5.5 0.058 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 5.4 5.2 5.5 

5.4 

0.153 

IPAL RSP 

UNAND 5.9 5.8 5.6 
5.8 

0.153 

TPA Air Dingin 5.2 5.3 5.2 5.2 0.058 

IPAL Pabrik 

Karet 5.2 5.1 5.1 
5.1 

0.058 

Hasil Pengukuran Konsentrasi Fosfat 

Sampel 
Konsentrasi (mg/L) Konsentrasi 

Final (mg/L) 

Standar 

Deviasi Uji 1 Uji 2 Uji 3 

IPLT 194.034 246.310 220.261 220.202 26.138 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 62.226 54.509 57.630 58.122 3.882 

IPAL RSP 

UNAND 68.363 83.188 55.266 68.939 13.970 

TPA Air Dingin 176.441 189.119 185.719 183.760 6.562 

IPAL Pabrik 

Karet 155.876 152.413 158.852 155.714 3.223 
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Hasil Pengukuran Konsentrasi Amonium 

Sampel 
Konsentrasi (mg/L) Konsentrasi 

Final (mg/L) 

Standar 

Deviasi Uji 1 Uji 2 Uji 3 

IPLT 50.947 50.584 53.849 51.793 1.789 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 27.219 27.144 26.843 27.069 0.199 

IPAL RSP 

UNAND 34.491 32.497 36.179 34.389 1.843 

TPA Air Dingin 11.124 11.552 10.160 10.945 0.713 

IPAL Pabrik 

Karet 21.810 21.015 22.492 21.772 0.740 

Hasil Pengukuran Konsentrasi Nitrit 

Sampel 
Konsentrasi (mg/L) Konsentrasi 

Final (mg/L) 

Standar 

Deviasi Uji 1 Uji 2 Uji 3 

IPLT 1.531 1.612 1.044 1.396 0.307 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 59.783 60.119 61.197 60.366 0.739 

IPAL RSP 

UNAND 77.835 78.659 77.148 77.881 0.756 

TPA Air Dingin 152.906 155.015 152.810 153.577 1.246 

IPAL Pabrik 

Karet 0.698 0.189 1.003 0.630 0.411 

Hasil Pengukuran Konsentrasi Nitrat 

Sampel 
Konsentrasi (mg/L) Konsentrasi 

Final (mg/L) 

Standar 

Deviasi Uji 1 Uji 2 Uji 3 

IPLT 20.360 20.595 16.894 19.283 2.072 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 32.485 33.606 30.974 32.355 1.321 

IPAL RSP 

UNAND 48.654 49.151 52.232 50.013 1.938 

TPA Air Dingin 42.230 40.911 40.287 41.143 0.992 

IPAL Pabrik 

Karet 20.517 22.506 21.696 21.573 1.000 
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Hasil Pengukuran Konsentrasi Sulfat 

Sampel 
Konsentrasi (mg/L) Konsentrasi 

Final (mg/L) 

Standar 

Deviasi Uji 1 Uji 2 Uji 3 

IPLT 19.32 19.20 19.06 19.194 0.109 

Saluran 

pembuangan air 

limbah Pabrik 

Tahu 25.44 25.48 25.29 25.402 0.078 

IPAL RSP 

UNAND 23.45 23.40 22.95 23.266 0.221 

TPA Air Dingin 43.01 45.03 42.11 43.385 1.219 

IPAL Pabrik 

Karet 44.00 40.76 41.09 41.950 1.456 
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Lampiran 6 Dokumentasi 

 
Pengambilan Sampel menggunakan 

Ekman Grab Sampler. 

 
Pengeringan Sampel 

 

 
Pengayakan Sampel 

 
Sampel yang akan dibawa ke 

Kanazawa University 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Analisis pH 

 
Analisis TOC 

 
Analisis Kandungan Nitrogen dan 

Fosfat 
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