IV. HETODE PENELITIAN

A. Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini
meliputi
Bibit murni C. caleitrans ysng dipercleh dari hagian
,kultur makanan slsmi Balai Budidays Air Favan Jepars;
Media kultur, berupa campuran sir laut dan air tawar,
bersalinitas 25 ©/oo; KHOg 100 ppm; HaHoP04 10 ppm:
FeClg 1 ppm; Nas5i03 3 ppm, 6 ppm, 9 ppm, 12 ppmj EDTA
5 ppm: Khlorin 150 ppn; Na28203 40 ppm; HaoC0q 0,045 N;
'Indikaﬁor PP; MnSO04; Sulfanmie ‘Acid; HaS0y pekat@

Nag555,05 0,025 N; Indikstor Amylum; NaOH + RI; Deterjen.

Sedangksn slat-alast yvang digunaksn adalah
Botol tembus cahays berkapasitas 3,5 liter; Lampu TL 40
watt; Luxmeter; Refraktometer; Termometer; pH paper;
Haemocytometer; Hand tally counter; Mikroskop; Kertas
saring Whatman Ashless 20; Timbangan elektrik
Sartorius; Selang serssi; Pipet; Gelas ukur:; Alst
titrasi; Botol BOD; Erlenmeyer; Oveﬁ; Desikator; Coroné

plastik; Kapas; Label.

B. Cara Kerja
1. Air laut dan sir tswar dissring terlebih dalmln
dengsan menggunakan kapas. Kemudian digterilkan
dengsn Jjalsn merebus air tersebut hingga mendidib

selama kurang lebih 10 menit. Untunk mengatuyr osdgar
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galinitas media kﬁltur sesusi dengan vang
diinginkan, maka dilakukan pencampuran antara 81w
laut  dan air tawar vyang  telah disterilkan.
Pencampurasn ini berdssarkan rumus dari Svedrup
(18423, yaitu apsbila =2 liter air laut vang
salinitasnys Sl‘ permil, aksn diencerkan dengan

menambshksn n liter air tawar, mska salinitasnya

menjadi
8..51
52 = ‘ (Svedrup, 1842)
(n + 3)
dimana, 54 . wslinitas air laut mole-muls (permil)
82 . galinitas air cawmpuran (permil)
a : volume sir mals-mala 84 (Liter)
n . volume air tawar vang digunshkan antuk

pengencersn (liter)

(n+8) : volume air campuran (liter)

Untuk mendapatkan medis kaltur vyang @alinitasnﬁa
benar~benar~tepat, maks &ir esmpuran vang diperoleh
dengan menggunskan rumus diatas, hasilnya diuakar
1agi dengsn memakai alst refraktometer. |

Alat-alat yvang befupa botol tembus cahaya, selang
aerasi, pipét, gelaé nkur dan corong plastik Juga
disterilksn, dengan cafa dicuci dengan detérjeﬁ dan
dibilss dengan air sampai bersih. Kemndisn dibilas
dengsn larutsn khlorin 150 ppm dan dibisrkan kering

seiama hurang 1ebihl 1 jam. Lalu dibilas dendan



larutaﬁ Nap8503 40 ppm, dan dibilss dengan air tawar
éampai hilang bau khlorinnya. Kemudian dikeringhﬂn.
Bﬁtol diisi dengan medis kultnr bersalinitas
25%/00 yvang telah disterilkan sebanysk 3 litev. dan
ditambahkan senyawa ENOz 100 ppn, HaloP0O4 10 ppm,
FeCly 1 ppm, EDTA 5 ppm. | | |
Perlaknan terdiri dari lims macam, yaitn
Perlskuan A tanpa senyawa ﬂa28105 (0} ppm}
Perlakuan B ditambahkan senyvawa Hap5i0z 3 ppm
Perlakuan € ditambshkan senyawa Na25i03 8 ppm
Perlakuan D ditambahkanrsenyawa_ﬂa25103 9 ppm
Perlakuan E ditambahkan Senyaws Na28103 12 ppm
Pengulsngan untuk masing—masiné peflakuan' adslah
empat kali.
Botol tempat media kultur diberi aerasi, kemudian
- ditebari bibit murni‘c. calcitrans sebanyﬁk 100.000
sel/ml. Untuk menghitung berspa volume hibit
(inokulum) yang diperlukén, digunskan rumus sebagal
berikut |
, Vo x No
Vy = — (Hnjiman, 1988)
Ny
dimsna, Vq @ volume inokulum yeng dibutuhkan (ml)
Ny @ kepadatan‘éel inokulum per ml (sel/ml)
Vo @ volunme air yvang dikultur (ml>
No : kepadatan awal yvang diinginkan {ael/ml}
Botol disinari lampu TL dengan kekuatan raba-rata

4.000 lux.
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6. Perlakuan diamsti Selama.a hari. Tisp haril dihitung
| jumlsh selnys dengan‘alat haemocytbometer dan diamati
dibawah mikroskop, dibantu dengan slat hand tally
counter. Pengambilsn sampel dari tisp-tiap botol

dilakukan dalam wasktn wvang =ams dengsan wekln

]
-

penebaran bibhit &, ecaleitirans.
Hesemocyvtometer bhernpa lempengan kars yvang berbeobnk
empat persegl panjang. Luss permmbsan bergoris darid

2 dan kedalsmarmysn 0.1 .

haemocytometer ysitn 1 mm
Maks volume sir diatas permnkasn bergaris adslinrh
1 mm? x 0,1 mm = 0,1 mm3 stan 00,0001 ml.

Jika juﬁlah sel vang dihitong dalam ruang Lersebnt
adalsh N, berarti jumlsh sel €. caleitrans. per ml

adalah N x 10% (Mujiman, 19893.

|
{

.,
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Gembar 3. Alst Haemocviometer (Muniimsn, 1989).

Keterangan : Penghitungan sel C. eslcitrans dilaku-
kan psda kotzksn yvang bertsnds panah,
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7. Tiap.hari juga dihitung berat Lering selg Adapnn
coranys adalsh sebsgai berikut
Air medis digsring sebanyak 10 ml dengan kértns
saring.
Kemudian dibilas dengan aguades dan dikeringhkan 13
oven psds suhu 105°C =melsms kurseng lebih 2 dawn,
hingga beratnyva konstan. Sebelum ditimbang, herlnz
saring didinginkan dslam desikator.
Berst kering sel dihitung dengan rumns
Ba - ( Bk + K )

B = x 1000
| C

(Taras dan Greenberg, 1971).
dimans, B : berst kering sel (gr/1)
Ba : berst kertss safing dan sel algs (1)
Bk : berst kertas saring (grj
¢ : Jjumlsh sir medis (ml)

K : faktor koreksi

rFaktor horeksi (K) didapsi dari menyafing air vang
sglinitasnya sama dengan. air medisa. Kemndian
dibilas dengan aquades, dsn dioven pads suhu 105°C
selama kursng lebih 2 jam; hinggé heratnya

konstan.

K = berst skhir - berat kerlss saring
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- Dari kepadatan populasi dan berat kering sel
didapatksn nilsi bobot jeniz (mg/sel).
berat hering sel

Hilsi bobot jenis = -
kepadatan populasi

(Tarazs dan Greenberg, 1671,

Selams penelitian ‘berlangsung,‘ iuds dilakukan

penguknran kuslitas air &ang méliputi ; sﬁhu,

salinitas, pH, kandungan Op terlarut dan handungan

COy bebas. |

" Suhn dan salinites diuvknr setisp hari, aedanghksan pH,

kandungan O terlarut dan kandungsn CO, bebsas dinkur

pada swal dan skhir penelitisan.

Adapun pengukursn handungan 0o térlarut adalah

sebagal berikut

8. Botol BOD diisi air ssmpel sampsil penuh, hkemundian
ditutup kembzali.

b. Ditémbahkan 1l ml Sulfamic Acid dengsn pipet
dibawah permukaan, ditutup dan diaduk dengsn mem-

bolak-bzlik botol.

o

Ditsmbahkan 2 ml Mn80, dan 2 ml HaOH +'KI dengsn

memésukkan pipet dibawsh permakssn sir dslan
botol. Ditutup dengan hati-hati dan diaduak dengan
membolsk-balik ‘botol ‘kurang lebih 20 kali.
Dibiarkﬁn bebseraps saét hingga endapan  colilal
terbéntuk dengsan seppurna.

d. Ditambahkan 2 ml H,804 pekat dengan hali-hati,

disduk dengan cars yang sama bhiinggs semun endapan




terlarut. Kslan endapan belum larnt SEmua,
ditambahkan lagi 0.5 ml H4530,4 pekat.

Dismbil 100 ml air dari botol BOD  tersebnt dan

- dimasukhkan kedalsm erlenmeyver.

Dititrasi dengan Nao550g5 0,025 H hinggs Leriadi
perubahsn warns dari kuning tua ke haning  wade,
Ditambahkan 5 - 8 tetes indikakor ampylow  hingds
terbentuk wasrna birn., Dititrssi lagi idergnn
HepB,05 hingga tepat tidak berwarna (bening).
Kadar O, terlarnt dihitung dengsn rumas

' ml titran x N titran x 8 x 1000
Radar 0y = -

(ppm)~ (ml btl BOD - ml resmgen)
ml sampel

ml boitol BOD

(Harivadi, Survadiputra dan Widigdo, 1882).

Sedengkan metode pengukursn kandungan COq bebas

adslsh sebagail berikut

8.

25 ml air ssmpel dimssukkan kedalam erlenmeyer
dengan hati-hati.

Ditambahkan 3 - 4 tetes indikstor PP. Jikas ber-
warns pink bersrti tidak ads COp. Jika tidak ber-
berﬁarna berarﬁi ada COp dan dilanjulhkan ke
prosedur c.

Dititrasi segera dengan Ha,COgz 0,045 N Teampsl

terbentuk warna pink vang stabil selswa 30 debik.
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Kadar COg bebas dihitung dengan rumus

m} titran % B titran % 44,2 x% 1000

Kadar CO; =
(ppm) ml =ampel

(Hariyadi, dkk, 19922.

C. Rancangan Percobaan dan Analisis Data
Percobasn dengan menggunaksn pola tnnggal  dengan
rancangsn dasar adak lengksp, jumlah perlakuan Lima <dan
masing-masing perlskuan empat kali nlangsn.

Hodel matematis adalah aebsgai berikuk

Yij = Y+ a4 ﬁij (Srigandono, 1283).
Keterangsn

Y35 = jumlah sel per ml / berat‘hering gel / bobot

| jeﬁis pada puncak populasl dengan _perlainan
pemberian‘senyawa Ha,5i03 ke i nlangsn ke 3

4L | = nilai tengah dari seluruh perlakuam

a3 = efek pemberisn senyswa 225103 ke 1

Bij = efek galat pads pemberisn senyvawa Ha 03103

ke i ulsngan ke J

Untuk menunjukkan perlakuan  yang herheds nyata

dilakukan nji lanjutan dengaﬁ BHT {Beda Hyata

Terkeecil).





