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BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 

Tahapan Penelitian

Penelitian studi kinetika penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur hasil isolasi dari limbah industri tekstil ini dilakukan dengan tahapan yang dapat dilihat pada Gambar 3.1
3.2 Persiapan Alat, Bahan dan Mikroorganisme
3.2.1 Alat



Alat- alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

· Jarum Ose yaitu alat untuk mengambil biakan jamur pada media cair untuk dipindahkan pada media agar miring sebagai stock.

· Mikroskop MEIJI yaitu alat untuk melihat dan mengamati jenis jamur yang telah tumbuh.

· Kaca Preparat (Preparat Glass) yaitu alat untuk menyimpan biakan jamur yang akan dilihat dan diamati dengan menggunakan mikroskop.

· Inkubator WTB Binder yaitu alat untuk menginkubasi jamur.

· Pembakar Bunsen yaitu alat untuk memanaskan (mensterilkan) jarum Ose sebelum mengambil biakan jamur.

· Labu Erlenmeyer yaitu tempat aklimatisasi mikroorganisme dengan zat warna Colour Index Reactive Orange 16 (CIRO 16) dan tempat berlangsungnya percobaan secara batch.

· Autoclave made in Cina yaitu untuk mensterilkan alat-alat dan media yang akan digunakan.

· Timbangan analitis merk ACCULAB V1-3 mg yaitu untuk menimbang zat-zat kimia yang diperlukan dalam semua penelitian  

· pH meter LUTRON YK-2001 pH yaitu alat untuk mengukur pH pada media pertumbuhan jamur.

· Oven 105oC International dan 600oC Ney M-525 SERIES II untuk pengukuran VSS.

· Shaker model VRN – 360 merek K untuk mengocok biakan jamur supaya tercampur dengan rata.

· Centrifuge 80-2 yaitu alat untuk memisahkan antara suspensi dengan padatan biomassa.

· Tabung Centrifuge yaitu untuk menyimpan larutan hasil sampling yang akan dipisahkan padatannya dari larutan.

· Spektrofotometer Milton Roy Spectronik 20 D Ex USA yaitu untuk pengukuran absorban dari warna yang akan diteliti.

· Cuvet yaitu untuk pemeriksaan konsentrasi warna dalam spektrofotometer.

· Pipet Ukur untuk mengambil sampel.

· Labu Ukur untuk membuat larutan stok zat warna atau limbah buatan (artifisial).
· Corong yaitu untuk memasukan zat warna yang akan dilarutkan.

· Termometer yaitu alat yang digunakan untuk mengukur temperatur.
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Gambar 3.1 Diagram Alir Metodologi Penelitian
3.2.2 Bahan yang digunakan



Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

· Kentang

· Zat warna CIRO 16

· Dextrose

· NaCl

· Aquadest

· H2SO4 1M

· NaOH 1M

3.2.3 Mikroorganisme yang digunakan


Mikroorganisme yang digunakan dalam penelitian ini adalah kelompok jamur (fungi) dalam kultur tercampur (mixed culture) yang berasal dari Instalasi Pengolahan Air Limbah Tekstil P.T Grantex yang terletak di Jalan Raya Ujung Berung Bandung. Kultur tercampur tersebut terdiri dari jamur jenis Aspergillus sp, Penicillium sp dan Saccharomyces sp yang telah teridentifikasi pada penelitian sebelumnya. Alasan menggunakan mikroorganisme tersebut karena mikroorganisme ini sudah terbiasa dengan limbah yang mengandung zat warna tekstil.

3.2.3.1
Aspergillus sp

Ciri – ciri Aspergillus sp adalah :

· Mempunyai septae, myceliumnya bercabang dan biasanya tidak berwarna.

· Koloninya biasanya membentuk zona-zona.

· Konidiophorenya terdiri dari sel kaki (sel mycelia khusus yang akan menjadi besar dan berdinding tebal).

· Sterigmata dan untaian konidia ini tidak bercabang

· Termasuk kelas Deuteromycetes

· Umumnya berkembang biak secara aseksual dengan spora atau konidia.

· Selnya bersepta (hifa bersepta).

Jamur Aspergillus dapat menghasilkan enzim cellulase yang dapat menguraikan selulosa, sehingga jamur juga berperan dalam mendegradasi air buangan. Pada Gambar 3.2 berikut ini dapat dilihat bentuk dari jamur Aspergillus sp.
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Gambar 3.2 Jamur Aspergillus sp

Aspergillus banyak tersebar di mana-mana, banyak diantaranya terdapat dalam makanan yang telah basi. Bentuk koloninya padat dan pertumbuhannya lambat (garis tengah koloninya hanya 28 mm dalam waktu 8 hari). Warna koloninya mula-mula putih kemudian berubah menjadi hijau keabu-abuan. A. niger merupakan spesies terbesar dan terdapat di mana-mana. Bila dilihat dengan mikroskop, ujung spora tampak besar, terbungkus rapat, bentuk bulat hitam atau coklat tua (Andayaningsih & Rossiana,2006).
3.2.3.2
Penicillium sp
Ciri- ciri Penicillium sp adalah :

· Mempunyai septae, mycelium becabang dan tidak berwarna.

· Hifa dimana tempat spora melekat, bentuknya khas menyerupai sapu dan disebut “Penicillius”

· Berkembang biak secara aseksual dengan konidia.

· Konidianya melekat pada sterigmata yang berbentuk seperti botol, sedangkan sterigmata melekat pada ujung metulae dan membentuk rangkaian seperti sapu. Metulae ini melekat pada cabang konidiophore.

· Termasuk kelas Deuteromycetes.

Bentuk dari jamur Penicillium sp dapat dilihat pada Gambar 3.3 dibawah ini.
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Gambar 3.3 Jamur Penicillium sp

Tersebar di mana-mana terutama pada makanan, koloninya tumbuh dengan cepat (dalam waktu 8 hari, diameter koloninya mencapai 50 mm), mula-mula berwarna putih, kemudian berubah menjadi hijau ke biru-biruan (Andayaningsih & Rossiana,2006).  

3.2.3.3
Saccharomyces sp
Ciri – ciri Saccharomyces sp adalah :

· Pada umumnya bersel tunggal.

· Termasuk kelas Ascomycetes.

· Selnya berbentuk bulat, bulat telur atau memanjang dengan ukuran 6 µm (Pelczar,1993).

· Berkembang biak secara aseksual dengan cara budding.

Bentuk dari Saccharomyces sp dapat dilihat pada Gambar 3.4 dibawah ini.
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Gambar 3.4 Jamur Saccharomyces sp

Pada umumnya genus ini merupakan tumbuhan bersel tunggal, yang hanya dapat dilihat dengan mikroskop. Tubuhnya ada yang bulat, bulat telur, atau memanjang. Saccharomyces terdapat di mana-mana, terutama dalam cairan yang mengandung gula. Perkembangbiakannya dengan cara budding (Andayaningsih & Rossiana,2006).
3.3 Penyiapan Substrat Pertumbuhan

Substrat yang digunakan untuk pertumbuhan jamur adalah PDA (Potato Dextrose Agar) dan PDC (Potato Dextrose Cair).

3.3.1 PDA (Potato Dextrose Agar)

Komposisi media padat terdiri dari :

· 200 gr kentang yang telah diiris.

· 10 gr dextrose.
· 14 gr agar.
· 1000 ml aqudest.

Cara kerja Pembuatan PDA :
1. Memasukkan kentang yang telah diiris halus kedalam gelas kimia 1000 ml kemudian menambahkan aquadest sebanyak 1000 ml.

2. Rebus diatas kompor listrik selama 1 jam (dihitung 1 jam setelah mendidih) dan volume aquadest dijaga konstan 1000 ml. 

3. Saring, sehingga filtrat terpisah dari larutan.

4. Memasukan 10 gr dextrose dan 14 gr agar agar pada larutan kentang yang sudah disaring tadi kemudian diaduk hingga larut. Atur pH 4,5 dengan penambahan H2SO4.
5. Setelah itu didistribusikan kedalam beberapa tabung reaksi sebanyak 4 ml dan tutup dengan kapas lemak, disterilkan dalam autoclave pada tekanan 1,5 atm selama 15 menit.

6. Setelah steril tabung reaksi didiamkan hingga memadat dalam keadaan miring.

7. Kemudian disimpan pada kulkas ± 5oC sampai akan digunakan.

3.3.2 PDC (Potato Dextrose Cair)

Komposisi media cair terdiri dari : 

· 200 gr kentang yang telah diiris.
· 10 gr dextrose.
· 1000 ml aquadest.
Cara kerja pembuatan PDC :

1. Memasukkan kentang yang telah diiris halus kedalam gelas kimia 1000 ml kemudian menambahkan aquadest sebanyak 1000 ml.

2. Rebus diatas kompor listrik selama 1 jam (dihitung 1 jam setelah mendidih) dan volume aquadest dijaga konstan 1000 ml.

3. Saring, sehingga filtrat terpisah dari larutan.

4. Memasukkan 10 gr dextrose pada larutan kentang yang sudah disaring tadi kemudian diaduk hingga larut. Atur pH 4,5 dengan penambahan H2SO4.
5. Setelah itu didistribusikan kedalam beberapa labu erlenmeyer sebanyak 135 ml dan tutup dengan kapas lemak, di strilkan dalam autoclave pada tekanan 1,5 atm selama 15 menit.


Komposisi dari kentang adalah 12 sampai 20% kanji (tajin), 70 sampai 80% air dan sisanya protein (Degremont,1991 dikutip dari Isnaniar,2001). Sedangkan penambahan dextrose bertujuan untuk memenuhi kebutuhan gula dalam medium. Menurut Pelczar  (1993), konsentrasi gula dalam media untuk pertumbuhan jamur adalah 4-5%. Dextrose yang digunakan dalam pembuatan PDC (Potato Dextrose Cair) sebanyak 1 gr/100 ml substrat.

3.4 Persiapan Penelitian

3.4.1 Pembuatan larutan stock zat warna CIRO 16 dengan konsentrasi 1000 mg/l


Zat warna yang dipergunakan pada penelitian ini adalah zat warna Colour  Index Reactive Orange (CIRO 16). Zat warna tersebut diperoleh dalam bentuk bubuk, kemudiaan dibuat limbah tekstil buatan (limbah artificial). Adapun cara kerja pembuatan larutan stock zat warna CIRO 16 dengan konsentrasi 1000 mg/l adalah sebagai berikut :

1. Menyiapkan zat warna tekstil CIRO 16 (dalam bentuk bubuk) yang akan ditimbang.
2. Menyalakan neraca analitik digital dan nolkan (menekan tombol tare).

3. Meletakkan kertas timbang pada neraca dan biarkan alat membaca berat kertas timbang tersebut. Setelah itu nolkan (menekan tombol tare).
4. Lalu mengambil zat warna CIRO 16 dengan menggunakan spatula dan meletakan diatas kertas timbang yang telah berada di neraca dan biarkan alat membaca berat zat warna sehingga didapatkan berat zat warna yang diinginkan. Dalam hal ini konsentrasi warna yang dibuat 1000 mg/l sehingga berat zat warna yang ditimbang adalah 1 gr.

5. Setelah didapat zat warna yang diinginkan (1 gr), lalu masukkan zat warna tersebut pada labu ukur 1000 ml dan bilas dengan aquadest zat warna yang masih tersisa pada kertas timbang sampai bersih.

6. Kemudian menambahkan aquadest pada labu ukur tadi hingga tanda batas.

7. Konsentrasi limbah warna artificial yang telah dibuat adalah 1000 mg/l.

8. Apabila akan membuat limbah tekstil artificial dengan konsentrasi warna yang diinginkan, maka digunakan rumus pengenceran dibawah ini :

Rumus Pengenceran :


V1 . K1 = V2 . K2
Dimana:


V1 = Volume kerja yang akan digunakan.

V2 = Volume zat warna yang akan diambil dari larutan stock (yang dicari)

K1 = Konsentrasi zat warna yang akan dibuat.
         K2 = Konsentrasi zat warna pada larutan stock (1000 mg/l).
Contoh perhitungan: 
Mencari volume zat warna yang akan diambil dari larutan stock untuk proses aklimatisasi konsentrasi zat warna 10 mg/l : 

150 ml x 10 mg/l = V2 x 1000 mg/l → V2 = 1,5 ml.

3.4.2
Pembenihan jamur secara batch pada PDC steril

Pembenihan (seeding) dilakukan untuk memperoleh biomassa jamur yang cukup untuk melakukan proses biosorpsi zat warna CIRO 16 dengan variasi konsentrasi tertentu.

Cara kerja pembenihan jamur :

1. Menyiapkan labu erlenmeyer yang berisi 135 ml PDC steril.

2. Menginokulasikan 10% v/v (15 ml) suspensi jamur kedalam erlenmeyer tersebut.

3. Menginkubasikan pada suhu ruangan (26 – 30 oC) dalam waktu 2 sampai 3 hari.

3.4.3   Aklimatisasi jamur pada zat warna dengan konsentrasi 10 sampai 100 mg/l.
Setelah pembenihan selesai dilanjutkan dengan proses aklimatisasi dengan tujuan memberikan kesempatan pada jamur untuk menyesuaikan diri dengan limbah tekstil yang akan diolah. Konsentrasi zat warna orange yang diberikan adalah 10 – 100 mg/l dengan pertimbangan bahwa pemberian konsentrasi zat warna secara bertahap dapat mempercepat proses adaptasi jamur. Aklimatisasi dimulai dengan konsentrasi 10 mg/l yang kemudian dilanjutkan dengan konsentrasi 20 mg/l hingga 100 mg/l. Untuk komposisi zat warna stock (ml), inokulum jamur (ml) dan PDC (ml) dapat dilihat pada Tabel 3.1 berikut ini. 

Tabel 3.1 pembuatan konsentrasi warna dengan stock warna 1000 mg/l

	No
	Konsentrasi zat warna CIRO 16 (Mg/l)
	Stock zat warna yang diberikan (ml)
	Vol. jamur

10% v/v (ml)
	Vol. air rebusan kentang (ml)
	Dextrose

(gr)

	1
	10
	1,5
	15
	133,5
	1,335

	2
	20
	3
	15
	132
	1,32

	3
	30
	4,5
	15
	130,5
	1,305

	4
	40
	6
	15
	129
	1,29

	5
	50
	7,5
	15
	127,5
	1,275

	6
	60
	9
	15
	126
	1,26

	7
	70
	10,5
	15
	124,5
	1,245

	8
	80
	12
	15
	123
	1,23

	9
	90
	13,5
	15
	121,5
	1,215

	10
	100
	15
	15
	120
	1,20


Sumber: Hasil Perhitungan

3.4.4   Pemeriksaan konsentrasi zat warna CIRO 16 dengan menggunakan spektrofotometer

  
Sebelum melakukan pemeriksaan konsentrasi warna yang akan digunakan untuk pembuatan kurva kalibrasi maka terlebih dahulu harus ditentukan panjang gelombang dari zat warna CIRO 16 itu sendiri. Pencarian panjang gelombang maksimum untuk zat warna CIRO 16 dilakukan dengan menggunakan UV Vis Scan Spektrofotometri (Sudarjanto,1998). Hasil yang diperoleh memperlihatkan bahwa panjang gelombang maksimum warna CIRO 16 yang didapat yaitu 491 nm.
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Gambar 3.5 Panjang gelombang maksimum untuk CIRO 16 (Sudarjanto,1998)

Kemudian dengan menggunakan panjang gelombang 491 nm dilakukan pemeriksaan zat warna CIRO 16 dengan konsentrasi 10 hingga 100 mg/l sehingga diperoleh data sebagai berikut :
Tabel 3.2
Hasil pemeriksaan zat warna CIRO 16 konsentrasi 10 Hingga 100 mg/l dengan panjang gelombang 491.

	Konsentrasi warna (mg/l)
	Absorbant

	0
	0

	10
	0,22

	20
	0,47

	30
	0,68

	40
	0,94

	50
	1,15

	60
	1,4

	70
	1,6

	80
	1,8

	90
	1,9

	100
	2

	Sumber : Hasil Pengamatan
	


3.4.5
Membuat kurva kalibrasi zat warna CIRO 16



Dari data Tabel 3.2 konsentrasi dan nilai absorban hasil dari pemeriksaan mengunakan spektrofometer dengan panjang gelombang 491 nm, kemudian dibuat kurva kalibrasi zat warna CIRO 16 yang merupakan persamaan linier. Kurva kalibrasi tersebut dapat dilihat pada Gambar 3.6 berikut ini.
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Gambar 3.6 kurva kalibrasi zat warna CIRO 16

Dari kurva kalibrasi zat warna CIRO 16 yang telah dibuat diperoleh hasil sebagai berikut : warna CIRO 16 memberikan persamaan garis Y = 0,0218x dengan faktor kepercayaan (R2) sebesar 0,987 dimana Y adalah nilai absorban dan x adalah konsentrasi zat warna (mg/l).

3.5
Penelitian Utama.

Penyisihan zat warna CIRO 16 melalui biosorpsi oleh jamur merupakan penelitian utama dengan maksud mempelajari pola dan kinetika penyisihan zat warna CIRO 16 karena biosorpsi tersebut. Penelitian utama dilakukan setelah persiapan yang berupa pembenihan jamur dan aklimatisasi pada zat warna hingga mencapai konsentrasi 100 mg/l. Adapun penelitian utama yang akan dilakukan adalah sebagai berikut :
a. Penentuan nilai pH optimum dengan variasi pH (3, 4 dan 5) dalam proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur.

b. Mengamati pengaruh fase logaritmik pertumbuhan jamur terhadap proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur dengan pH optimum hasil dari percobaan pertama.

c. Mengamati pengaruh penggunaan biomassa yang berumur tua terhadap proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur dengan pH optimum hasil dari percobaan pertama.

d. Mengamati pengaruh lingkungan (asin) atau adanya garam-garam terhadap proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur dengan pH optimum hasil dari percobaan pertama.

3.5.1 Penentuan nilai pH optimum dengan variasi pH (3, 4 dan 5) dalam proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur

· Dilakukan secara batch pada labu erlenmeyer bervolume 250 ml.

· Menginokulasikan 10% (v/v) inokulum jamur yang berumur 24 jam yang telah teraklimatisasi pada zat warna dengan konsentrasi 100 mg/l pada limbah artificial steril (dengan variasi konsentrasi zat warna 60, 80 dan 100 mg/l serta variasi pH 3, 4 dan 5) dilabu erlenmeyer bervolume 250 ml.

· Volume kerja sebesar 150 ml.

· Menginkubasikan labu erlenmeyer tersebut pada shaker dengan rotasi 100-125 rev/menit pada suhu kamar selama 72 jam.

· Melakukan pengambilan sampel setiap 6 jam.

· Pemeriksaan dilakukan secara triplo.

· Parameter yang diperiksa adalah konsentrasi zat warna, VSS, pH dan suhu.

· Membuat 2 labu kontrol yang berisi limbah artificial zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur yang dilarutkan dengan aquadest dan limbah artificial zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur yang dilarutkan dengan PDC.

3.5.2 Mengamati pengaruh fase logaritmik pertumbuhan jamur terhadap proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur dengan pH optimum hasil dari percobaan pertama.

· Dilakukan secara batch pada labu erlenmeyer bervolume 250 ml.
· Menginokulasikan 10% (v/v) inokulum jamur yang berumur ± 24 jam yang telah teraklimatisasi pada zat warna dengan konsentrasi 100 mg/l pada media PDC (tanpa zat warna) dilabu erlenmeyer bervolume 250 ml dengan nilai pH optimum.
· Menginkubasikan labu erlenmeyer tersebut pada shaker dengan rotasi 100-125 rev/menit pada suhu kamar selama 18 jam.
· Menambahkan kedalam labu erlenmeyer yang ada pertumbuhan jamur tersebut, zat warna CIRO 16 dengan variasi konsentrasi (60, 80 dan 100 mg/l).
· Menginkubasikan kembali pada shaker dengan rotasi 100-125 rev/menit pada suhu kamar selama 72 jam.
· Melakukan Pengambilan sampel setiap 6 jam.
· Pemeriksaan dilakukan secara triplo.
· Paramater yang diperiksa adalah konsentrasi zat warna, VSS dan suhu.
· Membuat 2 labu kontrol yang berisi limbah artificial zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur yang dilarutkan dengan aquadest dan limbah artificial zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur yang dilarutkan dengan PDC.
3.5.3 Mengamati pengaruh penggunaan biomassa yang berumur tua terhadap proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur dengan pH optimum hasil dari percobaan pertama.

· Dilakukan secara batch pada labu erlenmeyer bervolume 250 ml.

· Menginokulasikan 10% (v/v) inokulum jamur yang berumur ± 24 jam yang telah teraklimatisasi pada zat warna dengan konsentrasi 100 mg/l pada media PDC (tanpa warna) dilabu erlenmeyer bervolume 250 ml dengan nilai pH optimum.

· Menginkubasi labu erlemeyer tersebut pada shaker dengan rotasi 100 – 125 rev/menit pada suhu kamar selama 55 jam.

· Menambahkan kedalam labu erlenmeyer yang ada pertumbuhan jamur tersebut, zat warna CIRO 16 dengan variasi konsentrasi (60, 80 dan 100 mg/l).

· Menginkubasikan kembali pada shaker dengan rotasi 100 - 125 rev/menit pada suhu kamar selama 72 jam.

· Melakukan pengambilan sampel setiap 6 jam.

· Pemeriksaan dilakukan secara triplo.

· Parameter yang diperiksa adalah konsentrasi zat warna, VSS dan suhu.

· Membuat 2 labu kontrol yang berisi limbah artificial zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur yang dilarutkan dengan aquadest dan limbah artificial zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur yang dilarutkan dengan PDC.
3.5.4 Mengamati pengaruh lingkungan (ASIN) atau adanya garam-garam terhadap proses penyisihan zat warna CIRO 16 oleh jamur dengan pH optimum hasil dari percobaan pertama.

· Dilakukan secara batch pada labu erlenmeyer bervolume 250 ml.
· Menginokulasikan 10% (v/v) inokulum jamur yang berumur ± 24 jam yang telah teraklimatisasi pada zat warna dengan konsentrasi 100 mg/l pada limbah artificial steril yang terdiri dari variasi konsentrasi zat warna (60, 80, dan 100 mg/l) + 1 % (b/v) NaCl dilabu erlenmeyer bervolume 250 ml dengan nilai pH optimum.

· Volume kerja sebesar 150 ml.

· Menginkubasikan labu erlenmeyer tersebut pada shaker dengan rotasi 100-125 rev/menit pada suhu kamar selama 72 jam.

· Melakukan pengambilan sampel setiap 6 jam.

· Pemeriksaan dilakukan secara triplo.

· Parameter yang diperksa adalah konsentrasi zat warna, VSS dan suhu.

· Membuat 2 labu kontrol yang berisi limbah artificial zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur dan garam NaCl yang dilarutkan dengan aquadest serta limbah zat warna CIRO 16 tanpa inokulum jamur dan garam NaCl yang dilarutkan dengan PDC.

3.6 Analisa Paramater atau Data untuk masing-masing Percobaan.

· Menghitung efisiensi penyisihan warna (dalam %) untuk masing-masing percobaan.
· Melihat hubungan antara penyisihan zat warna CIRO 16 dengan VSS dan pH (dengan grafik).
· Melihat pengaruh umur jamur terhadap penyisihan zat warna CIRO 16.
· Melihat pengaruh adanya 1% NaCl terhadap penyisihan zat warna CIRO 16 (dengan grafik).
· Memplotkan pada grafik In (C/Co) terhadap fungsi waktu t dimana C adalah konsentrasi zat warna CIRO 16 yang tertinggal pada waktu t dan Co adalah konsentrasi awal zat warna CIRO 16. Hasil plot akan memperoleh k (yang merupakan konstanta laju penyisihan), dimana k tergantung pada faktor abiotis dan faktor biotis. Kemudian menghitung k untuk masing-masing percobaan.
3.6.1 Parameter yang diukur.

Pengambilan sampel dilakukan setiap 6 jam dan dilakukan pemeriksaan secara triplo agar diperoleh data yang akurat. Adapun parameter yang diukur pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

· Volatile Suspended Solid (VSS)

VSS merupakan parameter yang menunjukkan jumlah organik dalam air buangan yang dapat menguap pada suhu tinggi (600oC). Pengukuran VSS ini untuk mengetahui pertumbuhan mikroorganisme pada berbagai kondisi pengolahan. Pengukuran yang dilakukan untuk konsentrasi biomassa tersuspensi dilakukan dengan metoda gravimetri menggunakan standar method.
Cara kerja pengukuran VSS :

1. Cawan krus kosong dicuci menggunakan deterjen biar bersih dan dibilas  menggunakan Asam (H2SO4) 1M agar tidak ada sisa-sisa zat organik dan setelah itu dibilas kembali menggunakan aquadest.
2. Kemudian Cawan krus tersebut dikeringkan terlebih dahulu.
3. Ambil 10 ml sampel, disentrifuge dengan kecepatan 4000 rpm selama 15 menit agar diperoleh endapan yang baik. Kemudian endapan tersebut dimasukkan kedalam cawan krus kosong yang sudah steril.
4. Cawan tersebut dikeringkan dalam oven 105oC sampai beratnya konstan. Kemudian didinginkan dalam desikator selama 15 hingga 20 menit untuk menstabilkan berat dan temperaturnya. Setelah itu ditimbang berat cawan tersebut maka didapat (a gram).
5. Cawan yang telah ditimbang tersebut dimasukkan kedalam oven 600oC selama 2 jam, kemudian didinginkan dalam desikator selama 15 hingga 20 menit. Kemudian ditimbang beratnya maka didapat (b gram). 
Rumus perhitungan :
                                (a-b) x 103

VSS (mg/l) =   

                          ml sampel

Dimana :

a = berat cawan sebelum pengabuan (oven 105oC), mg.

b = berat cawan setelah pengabuan (oven 600oC), mg.

· Konsentrasi zat warna

Sampel yang akan diperiksa konsentrasi warnanya disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 15 menit. Sentrifugasi dilakukan agar terjadi pemisahan antara cairan dengan padatan organik sehingga hasil yang diukur merupakan konsentrasi warna yang sesungguhnya.  Setelah proses sentrifugasi selesai cairan digunakan untuk pengukuran warna. Pemeriksaan konsentrasi warna dilakukan dengan metode spektrofotometri pada panjang gelombang zat warna CIRO 16 yaitu 491 nm. Konsentrasi warna dibaca sebagai absorban yang selanjutnya dikonversikan dalam satuan mg/l dengan menggunakan persamaan regresi linier pada penentuan kurva kalibrasi zat warna CIRO 16.

Prosedur penggunaan spektrofotometer :

1. Menyalakan spektrofotometer dan memanaskannya ± selama 15 menit.

2. Memutar tombol panjang gelombang disesuaikan dengan larutan yang akan diukur dalam hal ini panjang gelombang untuk zat warna CIRO 16 adalah 491 nm.

3. Atur transmittance, jarum harus tepat berada di garis nol.

4. Memasukkan blanko (garis pada kuvet harus sejajar dengan garis pada spektrofotometer) permukaan luar kuvet harus kering dan bersih. 

5. Atur kembali transmitan, sehingga jarum berada pada garis 100%

6. Memilih parameter yang akan digunakan (transmitan atau absorban).

7. Mengganti blanko dengan sampel yang akan diukur.

8. Membaca nilai absorbannya.

9. Melihat konsentrasi larutan berdasarkan absorban yang didapat, pada kurva kalibrasi larutan tersebut.
· pH


Merupakan istilah umum yang menyatakan derajat keasaman atau basa suatu larutan, sehingga merupakan parameter penting dalam pengolahan air buangan secara biologis. Dalam sistem ini, pH harus dikontrol agar memenuhi rentang yang cocok bagi kehidupan organisme tertentu yang dilibatkan, sehingga mencapai pengolahan yang optimum.

Prosedur pengukuran pH :

1. Mencuci elektroda dengan aquadest kemudian mengeringkannya dengan kertas hisap.

2. Mengkalibrasi pH meter dengan larutan buffer pH 4.0 dan buffer pH 9.0

3. Mencelupkan elektroda kedalam sampel yang akan diukur.

4. Menyalakan pH meter, Read-out pH meter akan menunjukkan nilai pH sampel tersebut.

· Suhu


Pengukuran suhu dilakukan dengan cara mencelupkan termometer pada sampel.
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