IV. METODA PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
Kegiatan penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium Pengembangan'wilayah Fantai (LPWF) Jepara.
Fenelitian ini berlangsung dari hﬁlan figustus

sampai bulan Okiober 1973,

B. Bahan dan Alat

1. Bahan

A

fir media kultur

Chigrine 130 ppm dan natrium thiosulfat 60 ppm

b.
C. Seperangkat pupuk untuk mengkultur Tetraselmis
chuii
d..ﬁquadés
e. Bibit Tetraselmis chuii
f. Bibit Brachionus plicaiilis O.F. Muller
g. Lugol’'s i
2. Alat

Botol kultur berveolume 3,3 L
Sepefaﬁgkat peralatan aerasi
Timbangan elektrik

Gelas ukur

Fipet tetes

Heater 600 watt

Fipet hisap 10 ml

Mikroskop

Hemasitometer




j. SBedgwick Rafter Counting Cell
. Hand Tally Counter

. Plankton net untuk fitoplankton
m. Termometer

n. Refraktosalinometer

o. Kertas pH

'

p. Seperangkat alat untuk mengukur kadar pksigen,

kadar karbon dioksida, dan Ladar ammonia.

g. Lampu neon 40 watt

L. Metoda penelitian

Rancangan Fercobaan | vang digunakan adalah
Raﬁcangan ﬁcak Lengkap. dengan jumlah perlakuan 7 dan
wlangan sebanyak 3 kali.

FParameter vang diamata dan dihitung adalah
kepadatan Brachionus ﬁlicatiIiE g.F. Muller. Sebagai
data pendukung diuvkur kualitas =sir yvang meliputi subu,
%alinitas, pH, kadar Dkgigen, kadar karbon dioksida,

dan kadar amoniak.

D. Cara kerja
1. Persiapan Alat peneslitian
a. Sterilisasi tempat kultur

Tempat vang digunakan adalahn botol

bervolume 3,5 L. Botol tersebut disterilisasi
cterlebih dahulu dengan cara direndam di dalam
larutan chlorine 150 ppm dan kemudian
dinetralisasi dengan natrium thicsulfat &0 ppn

atau sampai bau chlorine hilang (Mujiman, 1984).




5. Sterilisasi Peralatan asrasi

Feralatan aerasi yang digunakan adalah batu

: agrasi L, pengatur aerasi, dan splang aerasi.
Untuk mengusahakan agar tekanan di dalam. botol
kultur sama antara bmtall vang satu dengan
lainnya, maka digunakan batu aerasi yang sauna
ukurannya, dan pengatur aerasi yang dihubunghkan
nléh selang - vang §ama. paniangnya. Sebelum
digunakan pesralatan asrasi tersebut disterilisasi
terlebibh dabulunw dengan cara &irendam di dalam
chlorine 150 ppm  dan kemudian dinetralisasi

dengan natrium thicsulfat &0 ppm.

2. Persiaﬁan RBahan Penelitian
a. Persiapan air media ‘ultur

B meaia kultur vyang digunakan baik untul
5 menghkultur Tetraselmis chuaii maupun untuhk
mangkultur Brachionus plicatiiis g.F.Muller
terdiri dari campuran air laut.dan air tawar. Air
media terssbut diperoleh dari Laboratorium
FPengembangan Wilavah éantai {LFWP} Jepara.
Sebelum digunakan air tersebut disterilisasi
terlisbih dahulu dengan jalan merebus air tersebut
hingga mendidih, kemudian didinginkan, setelab
itu disaring dengan kapas. Sterilisasi  terhadap
air media kultur dimaksudkan untuk menjaga agar
tidak terdapat jamur, ganggang maupun zooplankton
sertx organisme yang lain yang berada dalam air

terezbut. Untuk mengatur =salinitas air media




tultur sesuai dengan salinitas yang diinginkan.
maka dilakukan percampuran air lant dengan éir
tawar yang sudah disterilkan, dengan menggunakan
rUmus §

1.Vl + S2.V2
Sn e

vi + V2

Feterangan 2

ol
[

Salinitas air laut yang diencerkan

9]
k)

Szlinitas air untuk pengeEncEran

Yolume air laut yang diencerkan

<
[

Y2 2 Yolume air tawar untuk pengenceran

{(Anshory ,1988)

Urtuk mendapatkan  air media kultur  yang
salinitasnya benar—benar tepat, maka:aif campuran
vang dipercleh dengan menggunakan rumes terssebut
diatas hasilnya divkur lagi dengan menggunakan
refraktosalinometer.

Fengaﬁaan Tetraselmis chuii

ﬂetraseimis chuii yang akan diéunakan
smbagai pakan Brachionus plicatiiis O.F- Muller
dikultur terlebih dahulu untuk mendapatkan stok

Tetraselmis chuii. Untuk mengkultur Tetraselmis

chuii ini digunakan pupuk vang terdiri :

tirea 84 ppm
TSP 20 ppm
ZH 13 pRm
FECIS‘ 2 ppm

EDTA b= ppm




Yit B12 D,S ppm

Yit Bl 0,9 ppm

(Anonymus, 19990)

Adapun cara — pembuatan Iarutan pupuk yang

diperlubkan dalam penelitién ini menggunakan

rumus
£ = 3 g
e

Ketérangan

@ : BEerat bahan yang akan dilarutkan (mg)

Y  : WYolume pelarut atau aguades {(ml)

F : Volume penggunazn {(mil L)

¥ : ¥onsentrasi pupuk yang diketabhul (mg/ml)
{(Fagg .19465)

&dapun cara membudidayakannya adalah :

1.

Botol kultur‘dan peralatan aerasi vyang telah
disterilkan, disiapkan terleﬁih dabhulu.

Media kultur vyang telah disterilisasi dan
mempunyai salinitas 23 per mil dimasukkan di
dalamkbotal kultur

Dipasang asrasi yang merata ﬁi dalam botol
Eultur.

Pupuk dimasukkan satu per satu ke dalam air
media kultur =ampai semua melarut sempurna.
Setelah pupuk‘larut di dalam air media kultur,
bibit Tetraselmis chuii dengan kepadatan

200.000 sel/ml, Lemudian dimasukkan ke

dalamnvya.
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&. Botol—botol kultur ditempatkan pada rak dalam
ruangan terituwtup.

7. Sebagai sumber anergl urituk fotosintesa
dipasang lampu TL 40 watt.

8. Setelah 5  hari pemeliﬁaraan, baru dapat
diberikan sebagai makanan Brachionus

plicatilis.

c. Pengadaan bibit Brachionus plicatilis
Bibhit Brachionus plicatiiis O.F. Muller yang
digunakan dalam penelitian ini dipercleh dari
Labnratnriuﬁ Makanan Alami Budidaya #Air Fayau
J=para. Bibit tersebut berupa kuldtur murni

Brarhignus plicatilis 0.F. Muller.

Penebaran 7Tetraselmis chuii
Tetraselmis chuii yang ditebar diambil dari
=tok Tetraselmis chuii vyang telah dipersiapkan
terlebih daiula . =ebelum penelitian dimulai.
Kepadatan fétraselmis chuii vyang diberikan sebagai
pakan Qraahianus piicatiiis O.F. Muller merupakan
par-lakuan dalam penelitian ini. Ada b= macam
perlakuan s
& : Pemberian makanan berupa Tetraselmis chuii
dengan kepadatan 250.000 sel/ml
B : Pemberian makanan berupa Tetraselmis chuii
dengan kepadatan 500.000 sel/ml
C : Pemberizn makanan berupa Tetraselmis chuii
dengan kepadatan 750.000sel/ml

D : Pemberian makanan berupa Tetraselmis chuii
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kepadatan 1.000.000 sel/ml
E :‘Pembérian makanan berupa Tetraselmis chuii dengan

kepadatan 1.250.000 sel/ml.

Untuk mendapatkan kepadatan Tetraselmis chuii
sEsial deﬁgan perlakuan maka perlu  dilakukan hal—-hal
sphagai berilkut :

Z.i. Dinhitung terlehih‘ dahulu kepadatan Tetraselmis
chuii pada stok Tetraselimis chuii. Untuk
menghitung kepadatan Teiraselmis chuii -digunakan
hemasitaﬁeter vang dibantu nléh - Hand tally
Counter. Hemasitometer ini berupa gelas obyek
atau gelas prepatrat yang mampunyati kedalaman'yang
telah tertulis pada gelas tersebut seﬁesar 0,100
mm- . Fada permukaan vang rendah terdapat
garis—aaris yang kalau dibesarkan akan terlihat

seperti gambar berikut ini :
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' Bambar 05. Penampang Hemositometsr {Mujiman,1784)
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'Setelah diketahui kepadatan Teitraselmis chﬁii,

L
0

Untuk menghitung jumlah sel Tetraselmis chuaii, i
pertama—tama sampel vyang telah diberi lugol’s
diambil dengan pipet dan diteteskan diatas
permubkaan gelag preparat di baéian tengah,
kemudian ditutup dengan gélas penutup. Sampel
tersebut akan menutupi permukaan gelas vyang
bergaris. Karena luas permukaan yang bergaris
sudah diketahui vaitu I mm dan kedalamannya
juga sudah diketahui vyaitu 0,100 mm, maka
volume sampel di atas permukaan bergaris sama
dengan 1 mm kali 0,100 mm yaitu 0,1 mm atau
00,0001 cc. Jika Jjumlah ==l vyang teﬁhitung
adalah M, berarti jumlah sel Tetraseimis Chuii

per cc adalah N o 16? se1.

selaniutnya dilakukan pengenceran agar
kepadatannya sesual dengan perlakuan.
FPengsnceran tersebut dilakukan berdasarkan

rumus pengenceran sebagai berikut s

Vi =

Feterangan :

N1 : Kepadatan sel inokulum (kepadatan stok
Tetraselmis chuii)

&2 H Kepadatan awal vang diinginkan

{kepadatan perlakuan}

Y1 : VYolume inokulum vyang dibotuhkan {(volume



i
B

stok Teotraselmis chuaii)
Y2 oz Volume air media kultur

{ Erliina dan BSastuti 5_1986 )]

0

4. Pencharan Brachionus plicatilis GL.F. Muller

Setelah botol—-bhotol kultur diberi Tetraselmis
chﬁii dengarn kepadatan sesuai perlakuan. maka
Brachicnus plicatilis O.F. Muller dapat diinchkulasikan

Le dalammya. &dapun  kepadatan Brachionus plicatilis

e

0.F. Mullier yang diinckulasikan adalah 10 individu/ml.

T

Ferawatan =sslama penelitian
&a. BErasi
ferasi diberikan sSecara terus @Enerus selama
penelitian. Femberian aerasi ini menggunakan batu
aerasi dan s2iang aérasi vang dimasukkan ke ﬂalam
botol kultur Brachionus plicatilis O.F. Muller dan
diuvsgahakan aerasi  ini merata dalam botol kultur;
5. Fenambahan makanan =setiap hari
FPenambaban makanan vyang berupa Tetraselmis
chuii diberikan satu  kali  seiiap harinya. Untuk
mengetahui volume stok Teiraselmis chuii yang ékan
ditambahkan, maka dilakukan perhitungan sebagail
perikut 2
1. Mula—mula dihitung kepadatan sisa Tetraselmis
chuii yang masih &ada di  dalam m@media kultur

Brachionus plicatilis O.F. Muller. Sehingga




dapat diketabhui kepadatan Tetraseimis chuill
yang dikehendaki untuk ditambahkan di dalam

kultur Brachionus plicatilis J.F. HMuller.

‘Kepadatan vyang dikehendaki untuk diberikan

adalah kepadatan perlakuaﬁ dikurangi kepadatan
sisa Teitraselmis chuii yang masih ada di dalam
kultur Brachionus licatilis O.F. Mueller.
Kemudian dihitung qua kepadatan Teitraselimis
chuii di dalam stok Tetraselmis chuii. Setelan
diketahui kepadatan Tetraselmis chuii vyang
hendak ditambahbkan ke dalam kultur Brachicnus

plicatilis O.F- Muller dan kepadatan

‘TetraseimiE rhuii di dalam =tok Tetraselmis

chuii, kemudian dilakukan perhitungan volume
stok Tetraselimis chuii yang hendak ditambabkan

ke dalam kultur Srachionus plicatilis OG.F.

Muller. Ferhitungan tarsebut dengan

menggunakan rumus pengenceran.

Adapun Ccara penambabhan Tetraselmis chuaii
satiap hari, adalah sebagai berikuat @

T—traseimis chuizi ditambahkan beserta air
media kulturnya. ‘Supaya volume air media
Eultur Brachionus plicatilis O.F. Muller

tetap., maka sebelum Tetraseimis chuii

- ditambankan, air media kultur Brachionus

plicatilis O.F. Muller dikurang terlabih
dahulu sebanyak vplume Tetraselmis chuii yang

akan ditambahkan. Dan pada waktu pengurangan




air media kultur Erachionus plicatilis 0.

F.

Muller tersebut disaring dengan plankton net

untulk fitoplankion.

&. Pengamatan

(=

¥epadatan Brachionus plicatiliis D.F. Muller

Pengambilan sampel untuk pengamatan

dilakukan sebelum pemberian pakan. Adapun carsa

pengamatannya adalah sebagai berikut =

Mula—mula media kultur EBrachionus plicatilis

O.F. HMuller diaduk secara merata. femudian -

diambil secarsa acak dengan pipet hisap.

Setelah itu dinitung jumlah Brachionus

plicatilis O.F. Muller menggunakan Sedgwick

Rafter Counting Cell. Eepadatan Hrachionus

m

plicatilis O.F. Muller dihitung dengan rumus

individu per m1 = 1 ® — x 7

Katsrangan =

i ¢ Jumlah individu terhitung
a = jumlah kotak Sedgwick
b = Jumlah kotak vang diamati

Volume fTilltrat

c

d : Volume air sampel

{Brezsnberg, Lonnors, and Jenkins, 1981} .

b-

Sshagai data pendukung adalah kualitas air
Yualitas air vyang diukur pada penelitian indi

adalah 12
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Suhu . Fengamatan dilakuwkan 2 kali sehari
pada pukul 06.00 dan pukul 18.00. Pengamatan
dilakukan dengan termometer air raksa yvang
mempunyali ketelitian o"C. Cara pemakaian alat
tersebut adalah dengan memésukkan ujung bawah
termometer ke dalam kulituwr dan memegangi tali

vang diikatkan pada uwjung atas termometer.

—

Salinitas -« Salinitas diamati Z kali sehardi

pada puokul 06.1% dan 18.15. Pengukuran dilakukan
ﬁengan mangounakanrefrakipsalinometesr yarg
mempunyal keteiitian 0,5 per mil. Cara pemaksian
alat tersebut adalah sebagal berikut =

Setetes air media kultur Brachionus p;icaﬁiIiS
g.F. Muller ditempatkan pada prisma alat
tersebut, kemudian bagian prisma diarahkan ke
rahaya vyang cukup terang dengan maksud untuk
melihat bidang perbatasan gelap daﬁ térané yang
menunjukkan besarnya salinitas.

E&L'. pH diuvkur 2 kalzi sehari pada pukul
06.30 dan 18.30. FPengukuran dilakukan -dengan
ménggunakan ke%tas lakmus Yarg mEmpuUnyai
ketelitian sSatu 1. Cara péngukurannya adalah
sebagai berikut =
Mula—-mula kertas lakmus dimasukkan ks dalaﬁ air
media kultur Brachianﬁs plicatiiis O.F. Muller,
Lemudian warna vyang terjadi dicocokhkan dengah

warna pH standard.
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Kandungan Oksigen Terlarut. Pengukuran

randungan cksigen terlarut (D0O) dengan  menggunakan

modifikasi metoda _Ninkler. Cara Ipengukurannya

adalaﬁ sebagail beribkut :

1. Air sampel dipindahkan ke botol BOD wvolume 60
ml sampai meluap {iangan sampai terjadi
gelembung udaral, kemudian ditutup kembali
dengan rapata.

2. Ditambahﬁan asam sulifamic S tetes dengan  pipet,
ditutup dan diaduk dengan memﬁclak—halik botol.

Z. BDitambahkan ﬂn5D4 dan pereaksi oKksigen
masing-masing 10 tztes dengan pipet. Bitutup
dengan hati—hati dan diaduk dengan
membolak-balik botol, sampai terbentuk  endapan
coklat.

4. Ditambahkan H2$B4 pekat dengan pipet, ditutup

hati-hati darn diaduk hingga sndapan semua larut.

Lh

gir sampel tersebut kemudian dipindahbkan ke
dalam erlenmevyer, diusahakan jangan' sampai
terijadi zsrasi.

&. &ir sampel {No.3) dititrasi dengan Naéthicsulfét
hingga t=rjadi peruvbahan warna dari  kuning tua
menjadi kuning muda.

7. Selanjutnya 5 sampai & tetess amilum ditambahkan
ke dalam air sampel tersebuil, sehingga terbentuk

WAFTA biru. Kemudian dititrasi dengan
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—~thiosulfat dilanjutkan sampai air =zampel
tersebut tidak berwarna.
Perhitungan Oksigen terlarut :

{ml titran) = 9,023M « 8 »n 1000

mg O,/L =
= {ml smpl)(ml btl BOD — ml reagen)
mi btl BCD
{ Hariyadi, 1992 )
Kandungan CO_.. rangungan Larbondioksida

2

diukur dengan metoda Winkler. Cara pengukurannys

adalah sebagai berikut :

fAir sampel diambil 100 co kemudian dimasukkan ke
dalam gelas erlenmevyer. Ditambahkan S tetes
indikator FPhenolphtalin. Jika terjadi perubahan
warna menjadi merah jambu  berarti  tidak terdapat
Larbhon dioksida di dalam air sampel tersebut. Bila
air sampel ditambah 5 tetes phenolphtalin warna air
tetap jernih, maka harus dititrasi dengan larutan
natrium carbonat (NEECDS) 2,045 N dan  titrasi  itu
dihentikan seteslah teriadi warna merah Jambu.

Kandungan karbon dicksida dalam air contoh tersebut

dapat dihitung =

‘ - ar a 15
mltitran ® Ntitran w 44/2 w 1000

Co, mg/L =
- volume sampel

{Hariyadi, 1992}
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Kandungan Ammonia. Cara pengukuran  kandungan

ammonia adalah sebagai berikut 2

i. Pibuat larutan blanko, dengan menggunakan 30 ml
aﬁuabidest ditambah 2 mil thnnl {20 gr FPhenoi <+

é 2060 ml Alkohol éﬁ %3y ditambah 2 mil Na.
nitropruside {1 gr Na. nitropruside + 200 ml
aquabideét) ditzambah & ml larutan oksidasi.

Z. Dibaca iarutan hianko pada £40 nm {untuk
standarisasi}.

3. Dimasukbkan 50 mi sampel dalam erienmeyer .
Ditambahﬁan é ml Phenol, 2 ml hNa. MNitropruside,
S mi lar. pksidasi. Kemudian dikocok danr
didiambkan.

4. Botol erlenmeyer ditutup dan didiamkan selama 1

jam.

5. Dibaca pengukuran pada Spektrofotometer pada
skala &40 nm (= al}

&. Metode 5 -~ 3 dilakukan lagi, tetapi ditambah 30
ml larutan amonia kalibrasi.

7. Dibaca pengukuran pada &40 nm (= azy.

! : Rumus @
: F = 3/ aZ
F o2 al x» BM NHE
C (ppm NH )} = -
= 1000

{ Ancnim, 1994}




41

E. fAnalisa Data
Data  vyang diperoleh dari perhitungan kepadatan

Brachicnus plicatilis 0.F. Muller pada puncak populasi

dianalisa dengan analisa varians menggunakan uwji F.

remudian dilanjutkan dengan uii LSD.






