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RINGKASAN 

WINDA KURNIA APRIANI. Skripsi tentang Uji Toksisitas Akut (Lc50-96 Jam) 
Limbah Cair Pabrik Kertas Terhadap Kepadatan Chlorella vulgaris Pada Bak-Bak 
Percobaan (Dibawah bimbingan Dr. Ir Umi Zakiyah, M.Si , Dr. Ir. Muhammad 
Musa, MS) 

 
      Pabrik kertas dalam proses produksinya menggunakan berbagai macam 
bahan-bahan kimia yang dapat menyebabkan limbah cair sebagai sisa hasil 
produksinya mengandung berbagai macam bahan kimia serta logam berat 
seperti Pb dan Cd yang apabila dibuang secara langsung ke dalam perairan 
tanpa adanya pengolahan yang baik maka akan dapat menimbulkan 
pencemaran yang merugikan dan berbahaya bagi organisme yang ada di dalam 
perairan. Dengan adanya kandungan logam berat seperti Pb dan Cd dalam 
limbah cair pabrik kertas, maka perlu dilakukan suatu penelitian untuk menguji 
tingkat toksisitas limbah cair pabrik kertas terhadap organisme, khususnya 
organisme air. 
     Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui nilai Lethal Concentration 
(LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas terhadap Chlorella vulgaris, kepadatan 
Chlorella vulgaris setelah terpapar limbah cair pabrik kertas, serta nilai faktor-
faktor pendukung yang mempengaruhi pertumbuhan Chlorella vulgaris seperti 
pH, suhu, DO, dan intensitas cahaya. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium 
Lingkungan dan Bioteknologi Perairan, Fakultas Perikanan Dan Ilmu Kelautan 
Universitas Brawijaya Malang pada bulan Maret 2016. 
      Metode yang digunakan pada adalah metode eksperimen dengan data 
primer meliputi pengukuran parameter pendukung seperti pH, suhu, DO, dan 
intensitas cahaya. Data sekunder meliputi dokumen-dokumen resmi, buku, serta 
jurnal yang berhubungan dengan penelitian. Penelitian ini terdiri dari 2 tahap 
yaitu uji pendahuluan dan uji sesungguhnya. Pada uji pendahuluan terdapat 5 
perlakuan 2 kali ulangan dengan konsentrasi dosis yang berbeda masing-masing 
0%, 0,09%, 0,9%, 9%, dan 90%. Sedangkan pada uji sesungguhnya terdapat 5 
perlakuan dengan 3 kali ulangan dengan konsentrasi dosis yang berbeda 
masing-masing 0%, 1,215%, 2,16%, 3,78%, 6,75%. Analisis data yang 
digunakan adalah analisis probit dan uji anova. 
      Hasil penelitian menunjukkan nilai Lethal Concentration (LC50-96 Jam) limbah 
cair industri kertas terhadap Chlorella vulgaris adalah sebesar 9,57 ml/l. 
Kepadatan Chlorella vulgaris setelah terpapar limbah cair pabrik kertas selama 
96 jam pada konsentrasi 0% (kontrol) sebesar 9 x 106 , pada konsentrasi 1,215% 
sebesar 0,591 x 106 , pada konsentrasi 2,16% sebesar 0,362 x 106 , pada 
konsentrasi 3,78% sebesar 0,191 x 106, pada konsentrasi 6,75% sebesar 0,075 
x 106 . Nilai kisaran faktor-faktor pendukung yang mempengaruhi pertumbuhan 
Chlorella vulgaris masing-masing sebesar: suhu 29-30, pH 7-8, DO 4,9-5,8, 
intensitas cahaya 5600-5900 lux. 
      Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa nilai Lethal 
Concentration (LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas terhadap Chlorella vulgaris 
adalah sebesar 9,57 ml/l. Semakin besar konsentrasi limbah yang diberikan 
maka mortalitas semaakin besar. Penelitian mengenai uji toksisitas akut limbah 
cair pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris pada bak-bak percobaan 
diharapkan dapat dijadikan acuan bagi pengelola limbah cair pabrik kertas agar 
dilakukan pengolahan yang baik agar limbah cair pabrik kertas yang dibuang ke 
badan perairan sudah memenuhi standar baku mutu limbah cair pabrik kertas 
yang sudah ditetapkan serta tidak melebihi nilai LC50-96 Jam dari limbah cair pabrik 
kertas tersebut. 
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1. PENDAHULUAN 
 
 
 
 

1.1 Latar Belakang 

      Sumber daya perairan seperti sungai, danau, waduk dan rawa memiliki 

beragam potensi dan manfaat baik secara ekologis maupun ekonomis. Secara 

ekologis, ekosistem perairan mempunyai fungsi sebagai tempat hidup 

beranekaragam hayati serta sebagai pengatur keseimbangan alam. Secara 

ekonomis, sumber daya perairan dapat berfungsi untuk kebutuhan irigasi, 

industri, pertanian, transportasi, rumah tangga, perikanan dan pariwisata. Saat ini 

fungsi-fungsi dari sumber daya perairan tersebut mulai terganggu dan mengalami 

perubahan karena adanya masalah-masalah perairan salah satunya adalah 

pencemaran (Sukimin, 2007). Menurut Undang-Undang Republik Indonesia 

Nomor 32 tahun 2009, pencemaran adalah masuk atau dimasukkannya makhluk 

hidup, zat, energi atau komponen lain kedalam lingkungan atau perairan akibat 

kegiatan manusia yang dapat melampaui daya tampung lingkungan serta baku 

mutu lingkungan yang telah ditetapkan. 

      Menurut Rohmad (2013), salah satu kegiatan yang berpotensi menimbulkan 

pencemaran adalah kegiatan industri. Kegiatan industri merupakan salah satu 

kegiatan yang dapat memberikan dampak positif serta dampak negatif. Dampak 

positifnya yaitu dalam hal meningkatkan perekonomian melalui meningkatnya 

penyerapan tenaga kerja, perkembangan teknologi dan meningktanya devisa 

negara. Sedangkan dampak negatifnya yaitu dampak yang merugikan bagi 

lingkungan sekitarnya akibat limbah yang dihasilkan dari sisa proses produksi 

yang apabila tidak dikelola dengan baik dan benar maka akan mengganggu 

keseimbangan lingkungan (Syarifudin, 2011). 
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      Menurut Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 101 Tahun 2014,  

limbah adalah sisa suatu usaha atau kegiatan, limbah juga dapat diartikan 

sebagai suatu zat atau bahan berbahaya dan beracun yang berdasarkan sifat, 

konsentrasi, serta jumlahnya, baik secara langsung maupun tidak langsung 

dapat mencemari atau merusak lingkungan, membahayakan kesehatan serta 

kelangsungan hidup manusia dan makhluk hidup lainnya. Salah satu kegiatan 

industri yang menghasilkan limbah dari sisa proses produksinya adalah pabrik 

kertas (Rohmad, 2013). 

      Pabrik kertas merupakan salah satu bagian dari industri yang banyak 

menggunakan air dalam proses produksinya yang digunakan untuk membilas zat 

kimia dan senyawa yang tidak diinginkan dari pulp (Haryoto dan Ahmad, 2007). 

Dalam setiap proses produksinya, pabrik kertas memerlukan pasokan air 

sebanyak 35 - 220 m3. Kandungan logam berat yang ada dalam limbah cair 

pabrik kertas meliputi Pb, Hg, dan Cd, namun yang lebih dominan adalah Pb dan 

Hg yang dihasilkan dari proses deinking (Gottsching dan Pakarinen, 2000). 

Proses deinking merupakan proses penghilangan tinta dan bahan-bahan non 

serat dari kertas bekas dengan cara melarutkan tinta secara kimia dan 

memisahkan tinta dari pulp secara mekanis (Hayati, 2011). Selain itu, dalam 

proses pengolahannya, pabrik kertas juga menggunakan berbagai macam zat 

kimia diantaranya kalsium karbonat CaCO3, titan dioksida (TiO2), kaolin 

(Al2O3SiO32H2O). Menurut Cahyono (2007), kandungan bahan kimia yang 

terkandung dalam limbah cair pabrik kertas tersebut apabila tidak diolah dengan 

baik maka akan dapat mencemari lingkungan disekitar kawasan pabrik. 

Pencemaran limbah cair pabrik kertas pada badan perairan dapat menyebabkan 

peningkatan TSS (Total Susspended Solid) dan logam berat (Silva et al., 2002). 

Peningkatan kadar TSS (Total Susspended Solid) menyebabkan tingkat 

kekeruhan pada perairan semakin tinggi. Kekeruhan yang tinggi menyebabkan 
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organisme autotrof yang berada dalam perairan dapat mengalami kematian 

karena berkurangnya penetrasi cahaya matahari kedalam perairan (Savin dan 

Butnaru, 2008). Limbah cair pabrik kertas dapat tersebar ke seluruh ekosistem di 

sekitarnya. Dalam percobaan laboratorium yang pernah dilakukan sebelumnya, 

limbah cair yang dihasilkan oleh pabrik kertas menyebabkan penyimpangan 

reproduktif pada zooplankton dan invertebrata yang merupakan makanan dari 

ikan serta kerusakan genetik dan reaksi sistem kekebalan tubuh pada ikan 

(Easton et al., 1997).  

     Menurut Asosiasi Pulp dan Kertas Indonesia (2007), Indonesia tercatat 

memiliki 71 pabrik kertas yang tersebar di seluruh Indonesia. Salah satunya 

berada di Jawa Timur yaitu PT. Adiprima Suraprinta. PT. Adiprima Suraprinta 

merupakan salah satu pabrik kertas yang bergerak dalam bidang 

pendaurulangan kertas (Qonitah dan Sutijo, 2012). Menurut Handayani (2008), 

jenis kertas yang dihasilkan PT. Adiprima Suraprinta yaitu newsprint paper, 

telephone directory paper, dan ground wood paper. PT. Adiprima Suraprinta 

terletak di Desa Sumengko, Kecamatan Wringinanom, Gresik, Jawa Timur 

(Apriliansari, 2012). Dalam proses pembuatan maupun pendaurulangan kertas 

tersebut, PT. Adiprima Suraprinta menghasilkan limbah berupa limbah cair, 

padat, dan gas sebagai hasil samping dari proses produksinya (Cahyono, 2007). 

      Adanya kandungan limbah cair pabrik kertas yang dapat menimbulkan 

dampak yang membahayakan bagi lingkungan perairan, maka dilakukan suatu 

penelitian untuk menguji tingkat toksisitas limbah cair pabrik kertas terhadap 

organisme, khususnya organisme air. Hal ini sesuai dengan Peraturan 

Pemerintah No. 85 tahun 1999 tentang limbah yang mengharuskan dilakukan 

pengujian berbagai limbah secara Toxicity Concentration Leaching Procedure 

(TCLP) dan bioassay untuk menentukan limbah tergolong kedalam Bahan 

Berbahaya dan Beracun (B3) atau bukan. 
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      Menurut Tahir (2012), toksisitas adalah potensi nilai konsentrasi dari sifat 

relatif bahan kimia dalam menimbulkan dampak yang membahayakan bagi 

organisme dalam kurun waktu tertentu. Uji toksisitas merupakan salah satu 

metode penilaian kualitas lingkungan baik pada organisme perairan maupun 

organisme terrestrial yang bertujuan untuk menilai efek akut, sub kronis dan 

kronis serta mencari dosis aman bagi manusia atau mencari kriteria untuk 

standarisasi kualitas lingkungan (Rahmawati, 2008). Uji toksisitas akut dengan 

menggunakan hewan uji merupakan salah satu bentuk penelitian toksikologi 

perairan yang berfungsi untuk mengetahui apakah effluent atau badan perairan 

penerima mengandung senyawa toksik dalam konsentrasi yang menyebabkan 

toksisitas akut. Sehingga uji ini juga dapat digunakan dalam menilai kinerja suatu 

unit pengolahan. Parameter yang diukur berupa perhitungan kepadatan sel 

dalam waktu satu sampai empat hari atau 96 Jam (Esmiralda, 2010). 

      Mikroalga merupakan salah satu organisme yang sesuai untuk 

mendeterminasi dampak beracun dalam suatu badan perairan karena sifatnya 

yang sensitif terhadap berbagai jenis bahan pencemar. Menurut Fukuyo (2000), 

jenis-jenis mikroalga yang dapat menjadi indikator pencemaran dalam perairan 

adalah Phormodium, Pyrobotrys, Oscillatoria, Chlorella, Anacystis, Nitzschia, 

Tetraedron, Phacus, Stigeoclonium, Agemenellum, Lepocinclis, Chlorococcum, 

Ghomponema, Chlamydomonas, Lyngbya, Carteria, Anabaena, Euglena, 

Spyrogyra, Chlorogonium, dan Arthrospira. Adanya kandungan logam berat 

seperti Pb dan Cd dalam limbah cair pabrik kertas dapat menghambat 

pertumbuhan dan kepadatan sel karena adanya pemanfaatan ion logam berat 

oleh organisme (Ting et al.,1990). 

     Chlorella vulgaris hidup di air tawar, laut serta tempat basah lainnya. 

Keberadaan Chlorella vulgaris sangat penting dalam suatu perairan karena dapat 

melakukan fotosintesis dan menghasilkan oksigen bagi organisme. Selain itu, 
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Chlorella vulgaris merupakan sumber pakan alami dalam ekosistem perairan 

(Lestari et al., 2014). 

      Pabrik kertas dalam proses produksinya menggunakan berbagai macam 

bahan-bahan kimia yang dapat menyebabkan limbah cair sebagai sisa hasil 

produksinya mengandung berbagai macam bahan kimia serta logam berat yang 

apabila dibuang secara langsung ke dalam perairan tanpa adanya pengolahan 

yang baik maka akan dapat menimbulkan pencemaran yang merugikan dan 

berbahaya bagi organisme yang ada di dalam perairan. Penelitian tentang uji 

toksisitas ini diharapkan dapat digunakan untuk mengetahui seberapa besar 

tingkat toksisitas limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

      Melihat penjelasan yang telah diuraikan pada latar belakang diatas, maka 

dapat diambil suatu rumusan masalah yang dapat dilihat pada Gambar 1.  

 

 

 

                
  

 

 

 
 
Gambar 1. Bagan Diagram Alir 
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Keterangan: 

a. Meningkatnya aktivitas manusia untuk memenuhi kesejahteraan ekonomi, 

khusunya dalam bidang industri menimbulkan masalah pencemarran 

b. Salah satu kegiatan industri yang berpotensi menimbulkan pencemaran yaitu 

pabrik kertas 

c. Pabrik kertas dalam proses produksinya menghasilkan hasil samping berupa 

limbah padat, cair dan gas 

d. Limbah cair yang dihasilkan pada akhirnya dibuang ke badan perairan 

e. Limbah cair yang dibuang ke perairan berpotensi menimbulkan pencemaran 

dan penurunan kualitas perairan 

f. Pencemaran dan penurunan kualitas perairan akan berdampak pada 

kelangsungan  hidup  organisme  yang  ada  didalamnya,  baik terganggunya 

pertumbuhan maupun kematian dari organisme tersebut 

g. Pertumbuhan yang terhambat dapat dilihat dari jumlah kepadatan organisme 

uji yang dapat menyebabkan menurunnya tingkat produktivitas perairan 

h. Maka perlu dilakukan uji toksisitas akut (LC50-96 Jam) untuk mengetahui 

pengaruh limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris. 

 

Sehingga, dapat ditarik beberapa poin rumusan masalah yaitu sebagai berikut: 

1. Berapa nilai Lethal Concentration (LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas 

terhadap Chlorella vulgaris ? 

2. Berapa kepadatan Chlorella vulgaris setelah terpapar limbah cair pabrik 

kertas ? 

3. Berapa nilai faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan Chlorella 

vulgaris seperti pH, suhu, DO, dan intensitas cahaya ? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

      Adapun tujuan dari penelitian Uji Toksisitas Akut (LC50-96 Jam) limbah cair 

pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris adalah sebagai berikut 

1. Mengetahui nilai Lethal Concentration (LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas 

terhadap Chlorella vulgaris 

2. Mengetahui kepadatan Chlorella vulgaris setelah terpapar limbah cair pabrik 

kertas 

3. Mengetahui nilai faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan Chlorella 

vulgaris seperti pH, suhu, DO, dan intensitas cahaya 

 
 
1.4 Kegunaan 

      Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat 

atau pembaca maupun pihak-pihak terkait akan dampak dan bahaya yang dapat 

ditimbulkan limbah cair Industri kertas terhadap lingkungan. Adapun manfaat 

secara khusus yaitu sebagai berikut 

1. Mahasiswa 

Dapat menambah wawasan, pengetahuan serta informasi mengenai 

pengaruh limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris  

2. Program Studi Manajemen Sumber Daya Perairan 

Dapat digunakan sebagai media informasi dalam bidang keilmuan yang 

berguna untuk penelitian yang lebih lanjut mengenai pengaruh limbah cair 

pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris melalui uji toksisitas akut 

(LC50-96 JAM). Selain itu juga dapat digunakan sebagai kepustakaan yang 

bermanfaat dalam pengembangan ilmu pengetahuan dan peningkatan 

pembekalan di bangku perkuliahan. 
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3. Lembaga Perguruan Tinggi 

Dapat digunakan sebagai media informasi bahan kepustakaan dan wawasan 

dasar untuk penelitian yang lebih lanjut. 

4. Industri kertas 

Dapat digunakan sebagai informasi akan dampak dan bahaya limbah cair 

pabrik kertas terhadap lingkungan perairan sehingga dapat meningkatkan 

kualitas dari pengolahan limbah cair pabrik kertas. 

 
1.5 Waktu dan Tempat 

      Penelitian tentang Uji Toksisitas Akut (LC50-96 Jam) limbah cair  pabrik kertas 

terhadap kepadatan Chlorella vulgaris dilakukan di Laboratorium Lingkungan dan 

Bioteknologi Perairan, Fakultas Perikanan Dan Ilmu Kelautan Universitas 

Brawijaya Malang pada Bulan Maret 2016 . 

 

 



 
 

2. TINJAUAN PUSTAKA 
 
 
 

 
2.1 Limbah 

     Secara umum, limbah dapat diartikan sebagai sisa dari suatu kegiatan atau 

proses produksi yang mengandung bahan berbahaya dan beracun (B3) karena 

sifat (toxicity, flammability, reactivity, dan corrosivity) serta konsentrasi atau 

jumlahnya baik secara langsung maupun tidak langsung dapat mencemari 

lingkungan, serta membahayakan kesehatan manusia (BAPEDAL ,1995). 

Limbah juga dapat diartikan sebagai suatu bahan sisa atau bahan buangan yang 

dihasilkan dari suatu proses produksi baik industri maupun domestik (rumah 

tangga) yang kehadirannya pada suatu saat dan tempat tertentu tidak 

dikehendaki karena tidak memiliki nilai ekonomis (Kristanto, 2013). Limbah 

industri adalah semua jenis bahan sisa atau bahan buangan yang berasal dari 

suatu proses perindustrian (Palar, 2004). Menurut Setiawan (2011), berdasarkan 

dari wujud limbah yang dihasilkan, limbah dibagi menjadi tiga yaitu limbah padat, 

limbah cair dan gas.  

     Limbah cair adalah air buangan atau sisa dari aktivitas atau kegiatan 

masyarakat, rumah tangga, industri, air tanah, air permukaan serta buangan 

lainnya. Limbah cair mempunyai efek negatif bagi lingkungan karena 

mengandung zat-zat beracun yang dapat mengganggu keseimbangan 

lingkungan dan kehidupan makhluk hidup di dalamnya (Sutapa, 1999). 

 

2.2 Limbah Cair Pabrik Kertas 

2.2.1 Sumber Limbah Cair Pabrik Kertas 

      Pabrik kertas merupakan salah satu bagian dari industri terbesar di dunia 

dengan menghasilkan 178 juta ton pulp, 278 juta ton kertas dan karton, serta 
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menghabiskan 670 juta ton kayu per tahun (Audina, 2015). Proses pembuatan 

kertas berasal dari pulp dengan proses kimia menggunakan sodium sulfat yang 

dikenal sebagai proses Kraft (Kraft Process) (Isyuniarto et al., 2007). Bahan baku 

untuk produksi kertas terdiri dari serat selulosa dari kayu, kertas bekas, bagase, 

jerami padi, jerami goni, jerami rami atau jerami gandum. Sedangkan bahan baku 

non selulose untuk produksi kertas terdiri dari soda kostik, natrium sulfat, kapur, 

klorin, tanah liat, resin, alum, zat pewarna dan getah. Selain itu, sebagai bahan 

penunjang dalam proses produksinya, pabrik kertas juga menggunakan senyawa 

kimia sebagai pelarut ataupun pemutih seperti H2SO3 yang digunakan dalam 

proses pembentukan bubur kertas dari kayu lapis (Vesilind dan Peirce 1993). 

     Proses pembuatan maupun pendaurulangan kertas menghasilkan limbah 

berupa limbah cair, limbah padat, dan limbah gas sebagai hasil samping dari 

proses produksinya (Cahyono, 2007). Bahan pencemar yang terdapat dalam 

limbah cair kertas merupakan sisa bahan kimia yang dipakai pada proses 

pulping. Pulp yang dihasilkan oleh proses ini hanya 40% dari total berat masa 

kayu, sedangkan sekitar 60 % dikeluarkan sebagai limbah bahan organik terlarut 

atau air limbah (Fiedler et al., 1990).  

 

2.2.2 Karakteristik Limbah Cair Pabrik Kertas  

      Industri kertas merupakan industri yang menggunakan air dalam jumlah yang 

sangat besar untuk membilas zat kimia dan senyawa yang tidak diinginkan dari 

pulp (Haryoto dan Ahmad, 2007). Dalam setiap proses produksinya, pabrik 

kertas memerlukan pasokan air sebanyak 35 – 220 m3. Untuk satu ton pulp 

dengan muatan bahan pencemar sebesar 30 m3 (Joyce, 1983). Hal tersebut 

menyebabkan tingginya buangan kadar BOD, COD dan TSS pada limbah cair 

pabrik kertas (Santi, 2004).  
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     Menurut Poter et al., (1994), komponen utama dari limbah cair pabrik kertas 

adalah air dari proses pencucian pulp setelah pemanasan dan pemisahan serat 

secara mekanis serta air dari proses pengelantangan konvensional dengan klor 

dan penghilangan lignin pada pembuatan pulp secara kimiawi. Menurut Sunoko 

(2005), limbah cair pabrik kertas mengandung logam berat seperti Zn (seng), Cd 

(kadmium), Cr (kromium), Cu (tembaga), Pb (timah hitam) dan Hg (air raksa). 

Logam berat Pb dan Cd lebih dominan yang dihasilkan dari proses deinking 

(Gottsching dan Pakarinen, 2000). Proses deinking merupakan proses 

penghilangan tinta dan bahan-bahan non serat dari kertas bekas dengan cara 

melarutkan tinta secara kimia dan memisahkan tinta dari pulp secara mekanis 

(Hayati, 2011). 

     Sebagian besar pabrik kertas menggunakan pemutih yang mengandung 

klorin. Klorin akan bereaksi dengan senyawa organik dalam kayu membentuk 

senyawa toksik seperti dioksin. Dioksin ditemukan dalam proses pembuatan 

kertas, air limbah, bahkan di dalam produk kertas yang dihasilkan. Dioksin 

adalah senyawa organik yang sukar terdegradasi dan konsentrasinya akan 

berlipat ganda jika masuk ke dalam rantai makanan karena adanya proses 

biomagnifikasi (Johnston et al., 1996). Selain itu, pabrik kertas juga 

menggunakan berbagai macam zat kimia seperti kalsium karbonat (CaCO3), titan 

dioksida (TiO2), kaolin (Al2O3SiO3.2H2O) serta bahan kimia lainnya untuk proses 

produksinya. Pada proses pembuatan pulp secara kimia dengan menggunakan 

soda untuk proses pemutihan akan mengeluarkan buangan tersuspensi sebesar 

25-55 lb/ton (pound/ton) produksi dan bahan padat terlarut dengan kadar BOD 

sebesar 45-80 lb/ton produksi, sedangkan tanpa proses pemutihan akan 

mengeluarkan buangan bahan padat tersuspensi sebesar 20-30 lb/ton 

(pound/ton) produksi dan bahan organik dengan BOD sebesar 25-50 lb/ton 

(pound/ton)  produksi (Billings dan Haas,1971).  
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     Buangan limbah cair pabrik kertas pada umumnya berwarna putih susu 

kecoklatan dengan busa yang memenuhi permukaan air limbah. Hal ini 

disebabkan karena limbah cair pabrik kertas mengandung selulosa (bahan dasar 

pulp), bila tertimbun di dasar sungai atau lahan terbuka akan menimbulkan bau 

busuk. Bau telur busuk pada kebanyakan pabrik kertas disebabkan karena 

adanya senyawa sulfur pada limbah cair pabrik kertas  (Isyuniarto et al., 2007). 

 

2.3 Dampak Limbah Cair Pabrik Kertas 

      Akibat yang ditimbulkan oleh limbah dapat bersifat langsung dan tidak 

langsung. Bersifat langsung misalnya, penurunan atau peningkatan suhu dan pH 

akan menyebabkan terganggunya hewan binatang atau sifat fisika atau kimia 

daerah pembuangan, sedangkan akibat tidak langsung adalah defisiensi 

oksigen. Dalam proses perombakan limbah diperlukan oksigen yang ada 

disekitarnya, akibatnya daerah pembuangan limbah kekurangan oksigen 

(Kasmidjo, 1991). Menurut Arisandi (2004), limbah pabrik kertas memiliki nilai 

BOD/ COD yang sangat tinggi sehingga apabila dibuang ke perairan akan 

mengakibatkan degradasi kualitas air yang ditandai dengan matinya ikan dan 

biota air lainnya. Sedangkan Isyuniarto et al., (2007), pada umumnya 

pencemaran lingkungan yang dapat ditimbulkan oleh industri kertas antara lain: 

1. Membunuh ikan, kerang, mikroorganisme, serta organisme akuatik lainnya. 

2. Memasukkan zat kimia karsinogen dan zat pengganggu aktivitas hormon ke 

dalam lingkungan. 

3. Menghabiskan jutaan liter air tawar. 

4. Menimbulkan risiko terpaparnya masyarakat  oleh buangan zat kimia 

berbahaya dari limbah industri yang mencemari lingkungan.   

      Banyaknya zat pencemar pada air limbah dapat menyebabkan menurunnya 

kadar oksigen yang terlarut di dalam air limbah. Dengan demikian akan 
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menyebabkan kehidupan didalam air yang membutuhkan oksigen akan 

terganggu. Selain itu, kehidupan di dalam air juga dapat terganggu dengan 

adanya pengaruh fisik seperti a tempertur tinggi yang di keluarkan oleh industri 

yang memerlukan proses pendinginan. Panasnya air limbah dapat mematikan 

semua organisme apabila tidak dilakukan pendinginan terlebih dahulu sebelum 

dibuang ke dalam saluran air limbah (Santi, 2004). 

 

2.4 Toksisitas 

      Toksisitas adalah sifat relatif toksisikan yang berpotensi mengakibatkan efek 

negatif bagi makhluk hidup. Sifat relatif ini merupakan fungsi dari konsentrasi dan 

durasi pemaparan toksikan. Sebagai sifat relatif maka data toksisitas dipakai 

sebagai perbandingan toksikan. Identifikasi toksikan dilakukan melalui uji 

toksisitas (Samudro dan Mangkoedihardjo, 2009). Toksikan merupakan zat 

(berdiri sendiri atau dalam campuran zat, limbah, dan sebagainya) yang dapat 

menghasilkan efek negatif bagi semua atau sebagian dari tingkat organisasi 

biologis (populasi, individu, organ, jaringan, sel, biomolekul) dengan merubah 

struktur fungsional baik secara akut, kronis maupun sub kronis. Efek tersebut 

dapat bersifat reversible sehingga dapat pulih kembali dan dapat pula bersifat 

irreversible yaitu tidak dapat pulih (Halang, 2004).  

      Tingkat toksisitas dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor yang berkaitan 

dengan toksikan itu sendiri, lingkungan maupun biota lainnya. Menurut Samudro 

dan Mangkoedihardjo (2009), tingkat toksisitas dapat dipengaruhi oleh beberapa 

faktor diantaranya adalah sebagai berikut 

1. Berkaitan dengan toksikan itu sendiri 

Toksisitas toksikan dapat dipengaruhi oleh komposisi toksikan. Ada 

kemungkinan komponen toksikan mempunyai perbedaan toksisitas. Faktor 

lain adalah sifat fisika dan kimia toksikan. 
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2. Berkaitan dengan pemaparan toksitas 

Toksikan akan menghasilkan efek negatif jika mengalami kontak langsung 

dan bereaksi dengan target biota pada konsentrasi tertentu dan waktu 

tertentu. Faktor-faktor yang berkaitan dalam pemaparan toksikan adalah 

sebagai berikut: 

1. Jenis toksikan 

Toksikan hidrofilik (suka air) akan terlarut dalam air dan lebih cepat 

mengadakan kontak reaksi dibanding toksikan hidrofobik bagi biota 

pelagik. 

2. Durasi pemaparan 

Pemaparan jangka pendek (skala waktu jam dan hari) secara umum 

sangat pendek dibandingkan umur reproduksi biota dari toksikan 

(misalnya hidrofilik) dapat memberikan efek akut. Pemaparan jangka 

panjang (skala waktu hari, minggu, bulan dan tahun) secara umum 

meliputi umur generasi biota (misalnya hidrofobik) agar memberi 

kesempatan toksikan mengadakan kontak reaksi dan memberikan efek 

kronis. 

3. Frekuensi pemaparan 

Frekuensi pemaparan bisa sekali, berulang atau kontinu. 

4. Konsentrasi toksikan 

Pada umumnya berkaitan dengan frekuensi pemaparan. Pemaparan 

sekali terjadi pada konsentrasi tinggi dan menurun untuk pemaparan 

berulang  hingga kontinu. 

3. Berkaitan dengan lingkungan 

Sifat-sifat lingkungan yang mempengaruhi toksikan yang telah diuraikan di 

atas juga mempengaruhi toksisitas toksikan. 
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4. Berkaitan dengan biota 

Toksisitas toksikan berbeda untuk berbagai spesies biota karena adanya 

perbedaan ketahanan dan kemudahan spesies biota uji dalam menerima 

respon toksikan. Perbedaan diantara spesies biota tersebut berkaitan 

dengan faktor-faktor  genetik, umur dan status kesehatan. 

 

2.5 Uji Toksisitas 

      Uji toksisitas merupakan uji hayati yang berguna untuk menentukan tingkat 

toksisitas dari suatu zat atau bahan pencemar dan digunakan juga untuk 

pemantauan rutin suatu limbah (Husni dan Esmiralda, 2010). Uji toksisitas juga 

dapat diartikan sebagai suatu uji yang digunakan untuk mengevaluasi besarnya 

konsentrasi toksikan dan durasi pemaparan yang dapat menimbulkan efek toksik 

pada jaringan biologis suatu organisme (Pararaja, 2008). 

      Penelitian toksikologi dalam perairan dilakukan untuk mengetahui atau 

mengidentifikasi apakah effluent dan badan air penerima mengandung senyawa 

toksik dalam konsentrasi yang menyebabkan toksisitas akut atau toksisitas 

kronis. Selain itu, penelitian toksikologi juga dapat digunakan untuk menentukan 

toksisitas suatu senyawa spesifik yang terdapat dalam effluent (Soemirat, 2005). 

Parameter yang diukur berupa kematian hewan uji yang hasilnya dinyatakan 

sebagai konsentrasi yang menyebabkan 50% kematian hewan uji (LC50-96 JAM) 

dalam waktu yang relatif pendek yaitu berkisar satu sampai empat hari atau 96 

jam (Husni dan Esmiralda, 2010). 

     Uji toksisitas dilakukan pada kondisi tertentu dan tetap, yang dapat diulang 

secara konsisten sehingga memungkinkan pembandingan antar toksikan yang 

diuji (Samudro dan Mangkoedihardjo, 2009). Uji toksisitas dapat dilakukan di 

laboratorium dengan ijin dari yang berwenang (EPA, 1992). Salah satu biota 

yang dapat digunakan untuk hewan uji pada penelitian toksisitas adalah 
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mikroalga. Syarat penggunaan mikroalga sebagai biota uji dalam uji toksisitas 

adalah spesies fitoplankton yang bersel tunggal. Hal ini dikarenakan 

pertumbuhan fitoplankton selama kegiatan uji dapat diketahui dengan melakukan 

perhitungan kepadatan selnya (Lestari et al., 2014). 

      Menurut Guthrie dan Perry (1980), beberapa istilah yang dapat digunakan 

untuk menggambarkan dampak yang diakibatkan oleh toksikan adalah sebagai 

berikut: 

1. Akut 

Merupakan respon terhadap stimulus yang menimbulkan efek parah yang 

terjadi secara cepat dan singkat. Pada ikan dan organisme air biasanya 

pengujian dilakukan dalam waktu 4 hari (96 jam). Jumlah kematian pada 

hewan uji digunakan untuk menentukan seberapa besar pengaruh bahan 

toksik tersebut. 

2. Sub Akut 

Merupakan respon terhadap stimulus yang efeknya tidak terlalu parah jika 

dibandingkan dengan respon akut. Perlu waktu yang lebih lama sehingga 

menjadi kronis. 

3. Kronis 

Merupakan respon terhadap stimulus yang terjadi secara terus menerus 

dalam waktu yang lama, yaitu sekitar 1%-10% dari total waktu hidup 

organisme. Untuk tujuan bioassay uji kronis untuk organisme air, biota uji 

diteliti pada seluruh siklus hidupnya untuk menentukan efek terhadap 

pertumbuhan, reproduksi, dan perkembangan. Tingkatan selanjutnya akan 

menjadi letal atau sub letal. 

4. Lethal 

Merupakan respon suatu stimulus dan konsentrasi yang menyebabkan 

kematian secara langsung. 
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5. Sub Lethal 

Merupakan respon terhadap suatu stimulus dari konsentrasi dibawah level 

letal.  

 

2.6 Lethal Concentration (LC50-96 Jam) 

      Lethal Concentration atau LC50-96 Jam merupakan suatu besaran statik yang 

bertujuan untuk menyatakan konsentrasi suatu senyawa yang diperkirakan dapat 

mematikan atau menimbulkan efek toksik sebanyak 50% hewan uji setelah diberi 

perlakuan selama 96 jam (Jenova, 2009). Hal tersebut juga sesuai dengan 

pernyataan dari Klaassen (1986), bahwa LC50-96 Jam adalah jumlah konsentrasi 

dari suatu zat yang dapat menyebabkan mortalitas hewan uji sebesar 50% yang 

dilakukan dalam perlakuan secara inhalasi atau percobaan toksisitas dalam 

media air. 

      Pada umumnya, (LC50-96 Jam) dapat ditentukan dalam jangka waktu 96 jam 

pemaparan. Namun juga dapat dilakukan dalam jangka waktu pemaparan 24, 48 

dan 72 jam (Boyd, 2005). Menurut Sprague (1969), nilai LC (Lethal 

Concentration) menentukan nilai ambang batas di suatu lingkungan. Uji toksisitas 

menggunakan mikroalga berguna untuk menentukan tokisisitas suatu toksikan 

terhadap mikrolaga yang ditentukan oleh nilai kepadatan sel (Rand dan 

Petrocelli, 1987). Salah satu syarat penggunaan alga sebagai biota uji dalam uji 

toksisitas adalah spesies fitoplankton yang bersel tunggal, karena 

pertumbuhannya selama kegiatan uji dapat diketahui dengan melakukan 

perhitungan kepadatan selnya (Lestari et al., 2014). 

      Penentuan (LC50-96 Jam) dapat dilakukan dengan beberapa cara, antara lain 

dengan grafik probit log konsentrasi, metode grafik, serta perhitungan secara 

matematik. Penentuan metode grafik probit konsentrasi dilakukan dengan 
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menempatkan persentase respon dari tiap kelompok hewan pada ordinat dan 

logaritma konsentrasi yang diberikan secara absis (Loomis, 1987). 

 

2.7 Chlorella vulgaris 

2.7.1 Klasifikasi 

       Chlorella vulgaris merupakan mikroalga yang dominan di wilayah perairan 

darat Indonesia (Dianursanti, 2012) yang merupakan salah satu spesies 

fitoplankton bersel tunggal yang memenuhi persyaratan sebagai bioindikator 

pencemaran  perairan  serta  mudah dibudidayakan (Arifin, 1997). Chlorella 

vulgaris diketahui telah hidup di bumi sejak 2,5 milyar tahun yang lalu dengan 

sifat genetik yang tidak mengalami mutasi hingga sekarang (Wirosaputro, 2002). 

      Adapun klasifikasi Chlorella vulgaris menurut Kumar dan Singh (1976) adalah 

sebagai berikut: 

Divisi  : Chlorophyta  

Kelas  : Chlorophyceae 

Ordo  : Chlorococcales 

Sub-ordo : Autosporinaceae  

Familia  : Chlorellaceae 

Genus  : Chlorella 

Spesies : Chlorella vulgaris   

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Chlorella vulgaris 
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2.7.2 Morfologi 

      Menurut Suriawiria (1987), Chlorella vulgaris berbentuk bulat atau bulat telur 

dengan diameter sel berkisar antara 2-8 µm, berwarna hijau dan hidup secara 

soliter. Warna hijau pada Chlorella vulgaris disebabkan karena adanya 

kandungan klorofil a dan b dalam jumlah yang besar (Volesky,1990). Kandungan 

pigmen klorofil-a, klorofil-b, klorofil-c, karoten dan xantofil dalam menyebabkan 

Chlorella vulgaris dapat melakukan fotosintesis. Pigmen hijau (klorofil) yang 

terkandung dalam sel Chlorella vulgaris berfungsi sebagai katalisator dalam 

proses fotosintesis (Sachlan, 1982). Chlorella vulgaris merupakan organisme 

autotrof dan eukariotik. Autotrof berarti jenis tumbuhan yang belum mempunyai 

akar, batang dan daun sebenarnya, tetapi sudah memiliki klorofil. Sedangkan 

eukariotik artinya telah mengandung inti sel dan organel-organel lain.  

      Struktur sel Chlorella vulgaris terdiri dari dinding sel, mitokondria, kloroplast 

dan inti sel (Bold dan Wynne, 1985). Dinding sel Chlorella vulgaris berbentuk 

keras terdiri dari selulosa dan pektin, tiap-tiap selnya memiliki satu buah inti sel 

dan satu kloroplast serta protoplasma berbentuk cawan yang diliputi oleh suatu 

membran yang sangat selektif terhadap apa saja yang masuk kedalam sel. 

Kloroplast pada Chlorella vulgaris memiliki sigma yang sensitif terhadap cahaya 

(Djarijah, 1995). Mitokondria terletak didalam sitoplasma, didalam mitokondria 

terjadi proses pembentukan energi untuk kelangsungan hidup sel dan aktivitas 

sehari-hari (Hansakul, 1991). Chlorella vulgaris mempunyai cadangan makanan 

yang terbuat dari polisakarida (Labina, 1994). Chlorella vulgaris dapat bergerak 

tetapi sangat lambat sehingga pada pengamatan seakan-akan tidak bergerak 

(Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995). Hal tersebut disebabkan karena Chlorella 

vulgaris tidak memiliki flagella (Kumar dan Singh, 1976). Struktur sel Chlorella 

vulgaris dapat dilihat pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Struktur Sel Chlorella vulgaris 

      Chlorella vulgaris merupakan alga yang kosmopolit, terdapat di air payau, air 

laut dan air tawar (Lin wu et al., 2000), dengan salinitas 0-35 ppt dengan suhu 

optimum berkisar antara 25⁰-30⁰C serta dapat tumbuh baik pada pH 9-9,5 

dengan intensitas cahaya berkisar antara 1000-10.000 lux (Hirata, 1980 dalam 

Balai Budidaya Laut Lampung, 2002). 

 

2.7.3 Pertumbuhan Chlorella vulgaris 

      Pertumbuhan dapat didefinisikan sebagai pertumbuhan secara teratur pada 

semua komponen yang ada didalam sel hidup. Pada organisme multiseluler, 

yang disebut pertumbuhan adalah peningkatan jumlah sel per organisme serta 

bertambahnya ukuran sel menjadi lebih besar. Pada organisme uniseluler (ber 

sel tunggal) pertumbuhan adalah pertambahan jumlah sel yang berarti juga 

pertambahan jumlah orgaisme, misalnya pertumbuhan yang terjadi pada suatu 

kultur jasad renik. 

      Pertumbuhan fitoplankton ditandai dengan bertambah besarnya ukuran sel 

atau bertambah banyaknya jumlah sel. Chlorella vulgaris berkembangbiak 

dengan cara aseksual, yaitu dengan membelah diri membentuk autospora atau 

dalam arti lain dengan mengeluarkan beberapa spora yang dinamakan 

apinanospora dari sel induknya. Dalam kondisi normal pembelahan sel terjadi 
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sekali dalam sehari (Afandi, 2003). Puncak pertumbuhan Chlorella vulgaris dapat 

dilihat pada hari ke 3-4 dan setelah hari ke 5-6 Chlorella vulgaris dapat dipanen. 

      Menurut Prescott (1970), Chlorella vulgaris memilki empat fase atau siklus 

dalam hidupnya, yaitu fase pertumbuhan (growth), fase pematangan awal (early 

revening), fase pematangan akhir (late revening) dan fase autospora (autospora 

liberation). 

1. Fase pertumbuhan (growth) 

Fase pertumbuhan (growth) adalah fase awal dimana autospora mengalami 

periode perkembangan aktif sel massa menjadi besar. Pada saat autospora 

mencapai ukuran maksimal maka autospora akan masuk pada fase 

pematangan awal (early revening). 

2. Fase pematangan awal (early revening) 

Fase pematangan awal (early revening) adalah fase dimana autospora yang 

telah tumbuh menjadi besar mengalami peningkatan sintesa untuk persiapan 

membagi selnya menjadi sel-sel baru. 

3. Fase pematangan (late revening) 

Pada akhir fase pematangan (late revening) sel-sel yang baru mengadakan 

pembelahan menjadi 2, 4, 8 hingga 16. 

4. Fase autospora (autospora liberation) 

Fase autospora (autospora liberation) merupakan fase akhir dimana induk 

akan pecah dan akhirnya terlepas menjadi sel-sel baru. Tahapan 

pembentukan autospora Chlorella sp. dapat dilihat pada Gambar 4. 
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       Gambar 4. Tahapan pembentukan spora 
 
      Sedangkan menurut Martosudarmo dan Wulan (1990), pertumbuhan 

fitoplankton secara umum ditandai dengan llima tahap terpisah yaitu sebagai 

berikut: 

1. Fase Induksi 

Fase induksi merupakan tahap adaptasi terhadap lingkungan baru. Dimana 

pada fase ini sel menyesuaikan diri dengan media kultur yang sudah diberi 

nutrien. Fase ini ditandai dengan perubahan ukuran sel sesaat setelah 

inokulasi ke dalam media. Namun pembelahan belum terjadi sehingga 

kepadatan sel belum meningkat dan populasi tidak mengalami perubahan 

dan populasi tidak mengalami perubahan.  

2. Fase Eksponensial/ Logaritmik 

Fase ini diawali dengan pembelahan sel dengan laju pertumbuhan yang 

tetap. Pada kultur yang optimum, laju pertumbuhan pada fase ini mencapai 

tahap maksimum. Laju pertumbuhan Chlorella vulgaris mengalami fase 

eksponensial selama 4 hari, kemudian pertumbuhan berlangsung lambat 

dan memasuki fase stasioner hingga hari ke-11. 

3. Fase Perlambatan Pertumbuhan 

Kecepatan tumbuh mulai melambat, faktor yang berpengaruh adalah 

kekurangan nutrient, laju suplai CO2 atau O2 serta perubahan nilai pH. 
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4. Fase Stasioner 

Pada fase ini terjadi penurunaan kecepatan perkembangan secara bertahap, 

dimana laju reproduksi sama dengan laju kematian. 

5. Fase Kematian 

Pada fase ini, tingkat kematian lebih tinggi dari tingkat perkembangan. 

Jumlah sel menurun secara geometrik. 

Adapun pola pertumbuhan Chlorella vulgaris dapat dilihat pada Gambar 5. 

 

 

 

 

 

 
 
   Gambar 5. Pola Pertumbuhan Chlorella vulgaris 

 

2.8 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan Chlorella vulgaris 

2.8.1 Suhu 

      Suhu merupakan faktor pembatas yang penting untuk kehidupan organisme 

karena setiap organisme memiliki kemampuan yang berbeda dalam merespon 

perubahan suhu yang terjadi pada lingkungan sekitarnya. Organisme akan 

tumbuh baik pada suhu optimalnya. Kondisi suhu dibawah atau diatas optimal 

dapat menyebabkan terhambatnya proses pertumbuhan dan perkembangan 

organisme. Bahkan pada suhu yang ekstrim dapat menyebabkan kematian pada 

biota (Wahyudi, 1999). Suhu mempengaruhi aktivitas enzim dalam sel alga. 

Penyerapan pada tingkat fotosintesis maksimum akan meningkat seiring dengan 

meningkatnya suhu. 
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      Chlorella vulgaris dapat dikatakan mempunyai kemampuan yang tinggi dalam 

menyesuaikan diri dengan lingkungannya. Hal ini terlihat dari habitatnya yang 

sangat luas. Menurut Sutamihardja (1975), Chlorella vulgaris mampu hidup dan 

tumbuh pada kisaran suhu 5-35⁰C. Suhu optimalnya berkisar antara 23-30 ⁰C 

(Wahyudi, 1999). 

 

2.8.2 pH 

      pH atau derajat keasaman merupakan indikator intensitas asam basa suatu 

perairan atau jumlah konsentrasi ion hidrogen dalam perairan. pH merupakan 

salah satu faktor yang berpengaruh secara langsung terhadap produksi dan 

pertumbuhan fitoplankton. Kecepatan pertumbuhan alga akan menurun pada 

saat pH melampaui batas optimum (Pescott, 1970). 

      Beberapa alga melakukan fotosintesis pada pH 7-8. Pada pH diatas 8 proses 

fotosintesis akan terhambat sehingga penyerapan nutrien dan pertumbuhan juga 

terhambat (Afandi, 2003). Secara umum, alga hijau dapat tumbuh baik pada pH 

8-9. Diluar kisaran tersebut, alga masih dapat hidup namun pertumbuhannya 

tidak optimal. 

 

2.8.3 DO 

      Oksigen merupakan unsur fital yang sangat diperlukan dalam proses 

respirasi dan metabolisme semua organisme perairan termasuk fitoplankton dan 

alga. Oksigen yang diperlukan organisme air adalah dalam bentuk oksigen 

terlarut atau DO (Dissolved Oxygen). Sumber oksigen didalam perairaan berasal 

dari udara yang masuk kedalam perairan dengan cara difusi, hasil fotosintesis 

alga serta adanya gerakan air (Smith et al., 1987). Adapun faktor yang sangat 

mempengaruhi kadar oksigen dalam perairan adalah suhu dan salinitas 
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(Subarijanti, 1990). Semakin tinggi suhu, salinitas dan tekanan gas-gas yang 

terlarut dalam air, maka kelarutan oksigen akan semakin berkurang 

(Labina,1994). 

 

2.8.4 Intensitas Cahaya 

      Pertumbuhan fitoplankton sangat tergantung pada intensitas cahaya. Dimana 

intensitas cahaya diperlukan oleh alga untuk berfotosintesis. Selain itu, intensitas 

cahaya juga mempengaruhi alga dalam mengabsorbsi nutrisi terutama nitrogen. 

Penyerapan nitrat dan nitrit oleh alga membutuhkan intensitas cahaya yang lebih 

tinggi (Afandi, 2003). Proses fotosintesis Chlorella vulgaris membutuhkan 

intensitas cahaya rata-rata 5000-10000 lux (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995). 

 

2.8.5 Nutrien 

      Nutrien atau unsur hara merupakan parameter pendukung yang penting bagi 

pertumbuhan mikroalga selain cahaya, oksigen terlarut, salinitas, pH dan suhu 

(Sen et al., 2005). Secara umum defisiensi nutrien pada mikroalga dapat 

mengakibatkan penurunan protein, pigmen fotosintesis, serta kandungan produk 

karbohidrat dan lemak (Healey 1973).  

      Nutrien atau unsur hara yang dibutuhkan untuk pertumbuhaan alga terdiri 

dari unsur makro dan mikro. Makronutrien yaitu unsur-unsur yang dibutuhkan 

dalam jumlah yang besar meliputi C, H, O, N, P, K, Si, S, Ca dan Cl. 

Makronutrien adalah unsur yang dibutuhkan dalam jumlah sedikit dan merupakan 

koenzim meliputi Fe, Zn, Cu, dan Mg.  Menurut Eyster (1978), kandungan 

makronutrien yang dibutuhkan Chlorella vulgaris antara lain N, P, Ca, K dan S 

dimana masing-masing berperan penting dalam pertumbuhan Chlorella vulgaris. 

Mikronutrien yang dibutuhkan dalam jumlah kecil antara lain Fe, Mg, Cu, Zn dan 
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Mn. Diantara nutrien tersebut, N dan P sering dijadikan faktor pembatas 

pertumbuhan mikroalga. 

      Sumber nitrogen dimanfaatkan alga dalam pembentukan protein yang 

dibutuhkan adalah dalam bentuk amonium dan nitrat. Fosfor dimanfaatkan alga 

sebagai sumber energi universal dalam melakukan aktivitas di dalam sel baik 

dalam proses fotosintesis, respirasi maupun pembentukan protein,  

perbandingan kebutuhan nitrogen dan fosfor antara 15 :1 hingga 30 : 1 

(Reynolds 1990). Pengaruh nutrien terhadap mikroalga ditentukan dengan laju 

pertumbuhan spesifik mikroalga yang diketahui dari pertambahan densitas 

mikroalga. (Kawaroe et al., 2009). 

 

2.9 Mekanisme Logam Berat Masuk Kedalam Sel Mikroorganisme 

      Penyerapan logam berat oleh mikroorganisme terjadi dalam dua tahap. 

Tahap awal berupa penyerapan pasif yang berlangsung cepat, diikuti oleh 

penyerapan aktif yang berlangsung lambat. Tingkat selular penyerapan pasif 

berawal ketika logam berinteraksi dengan dinding sel. Dinding sel mengandung 

enzim ekstraselular yang berfungsi dalam penyerapan unsur-unsur yang 

dibutuhkan sel. Pada penyerapan aktif, logam berat tersebut ditransportasikan 

melalui membran sel menuju sitoplasma (Ting dalam Purbonegoro, 2008). 

Proses masuknya logam berat melintasi membrane sel dapat terjadi jika logam 

berat tersebut bersifat lipofilik (mudah larut dalam lipid atau lemak) (Lu, 1995).  

Lapisan membrane sel terbentuk dari dua lapisan lipid (lipid bilayer). Logam berat 

yang bersifat lipofilik tersebut akan larut dalam lipid dan berikatan dengan protein 

sel (Darmono, 1995). Membran sel bersifat sukar dilalui (impermeable) oleh ion-

ion yaitu natrium (Na+) dan kalium (K+), serta ion-ion logam berat seperti 

tembaga (Cu), seng (Zn), dan cadmium (Cd). Untuk dapat melintasi membrane 

sel, ion logam berat tersebut mengalami proses difusi terfasilitasi (facilitated 
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diffusion). Dalam proses tersebut, ion logam berat mendapat bantuan suatu 

enzim di dalam membran sel yang disebut permease. Enzim permease adalah 

suatu protein membrane sel yang berikatan dengan ion logam berat sehingga ion 

logam berat tersebut dapat melintasi lapisan lipid bilayer membrane sel (Kimball, 

1998). 

     Selain itu, menurut Ridhowati (2013), mekanisme logam berat masuk kedalam 

sel mikroorganisme adalah melalui 2 tahap yaotu passive uptake yaitu proses ini 

terjadi ketika ion logam berat terikat pada dinding sel biosorben. Mekanisme 

passive uptake dapat dilakukan dengan dua cara, pertama dengan cara 

pertukaran ion di mana ion pada dinding sel digantikan oleh ion-ion logam berat; 

dan kedua adalah pembentukan senyawa kompleks antara ion-ion logam berat 

dengan gugus fungsional seperti karbonil, amino, thiol, hidroksi, fosfat, dan 

hidroksi-karboksil secara bolak balik dan cepat. Kedua, Aktif uptake merupakan 

mekanisme masuknya logam berat melewati membran sel sama dengan proses 

masuknya logam esensial melalui sistem transpor membran, hal ini disebabkan 

adanya kemiripan sifat antara logam berat dengan logam esensial dalam hal sifat 

fisika-kimia secara keseluruhan. Proses aktif uptake pada mikroorganisme dapat 

terjadi sejalan dengan konsumsi ion logam untuk pertumbuhan dan akumulasi 

intraselular ion logam.  

 



 
 

3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 
 
 
 
 

3.1 Materi Penelitian 

      Materi dalam penelitian ini adalah LC50-96 Jam limbah cair pabrik kertas PT. 

Adiprima Suraprinta, kepadataan Chlorella vulgaris dan faktor-faktor yang 

mempengaruhi pertumbuhan Chlorella vulgaris seperti pH, suhu, DO, dan 

intensitas cahaya. Penelitian ini menggunakan metode uji toksisitas akut (LC50-96 

Jam) untuk mengetahui kepadatan Chlorella vulgaris yang dipapar oleh limbah cair 

pabrik kertas. Uji toksisitas akut dilakukan untuk mengetahui konsentrasi limbah 

cair pabrik kertas dalam wadah yang mampu membunuh 50% organisme uji 

(Chlorella vulgaris). 

      Penelitian uji toksisitas akut (LC50-96 Jam) ini menggunakan Chlorella vulgaris 

sebagai mikroorganisme uji, karena Chlorella vulgaris merupakan salah satu 

fitoplankton yang merupakan pakan alami bagi organisme yang ada di perairan, 

khususnya ikan herbivor dan zooplankton. Selain itu, keberadaan Chlorella 

vulgaris sangat penting dalam suatu perairan karena dapat melakukan 

fotosintesis dan menghasilkan oksigen bagi organisme. Pada penelitian ini juga 

dilakukan pengukuran kualitas air pendukung yang meliputi parameter fisika dan 

kimia air. Parameter fisika berupa suhu. Parameter kimia berupa pH, suhu, dan 

DO (Disolved Oxygen). 

 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat 

      Adapun alat-alat beserta fungsinya yang digunakan dalam penelitian uji 

toksisitas akut (LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella 

vulgaris disajikan pada Lampiran 1.  
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3.2.2 Bahan 

      Adapun bahan-bahan beserta fungsinya yang digunakan dalam penelitian uji 

toksisitas akut (LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella 

vulgaris disajikan pada Lampiran 2. 

 

3.3 Metode Penelitian 

      Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode percobaan atau 

eksperimen. Menurut Jaedun (2011), metode percobaan atau eksperimen 

merupakan penelitian terhadap sebuah variabel dengan melakukan pemberian 

perlakuan tertentu terhadap subjek penelitian yang kemudian diamati dampaknya 

dimana dampak tersebut dijadikan sebuah data hasil penelitian yang belum ada 

sebelumnya. Suyanto dan Jihad (2013), menjelaskan bahwa metode percobaan 

memiliki kelebihan antara lain peneliti lebih percaya terhadap sebuah kebenaran 

atau penelitian berdasarkan percobaan yang dilakukan sendiri, peneliti dapat 

lebih mengembangkan sikap untuk mengadakan studi eksplorasi tentang ilmu 

dan teknologi serta dengan metode percobaan maka sumber daya manusia akan 

lebih baik karena dapat membawa terobosan baru melalui penemuannya dari 

hasil percobaan. 

      Metode percobaan atau eksperimen dalam penelitian ini adalah penelitian 

tentang uji toksisitas akut (LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas terhadap 

kepadatan Chlorellla vulgaris.  

 

3.3.1 Data Primer 

      Menurut Narimawati (2008), yang dimaksud data primer adalah data yang 

diperoleh secara langsung dari sumber aslinya atau yang biasa disebut dengan 

sumber pertama. Data primer tidak tersedia dalam bentuk kompilasi maupun 

dalam bentuk file. Data primer pada penelitian ini dilakukan dengan cara 
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observasi secara langsung yaitu dengan mengamati secara langsung uji 

pendahuluan serta uji sesungguhnya. Observasi pada penelitian uji toksisitas 

akut (LC50-96 Jam) ini yaitu dengan melihat kepadatan Chlorella vulgaris dari tiap 

toples yang sudah diberi konsentrasi yang berbeda-beda serta pengukuran 

kualitas air serta faktor yang mempengaruhi pertumbuhan fitoplankton seperti 

pH, suhu, DO, dan intensitas cahaya di Laboratorium Ilmu-Ilmu Perairan dan 

Bioteknologi Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya, 

Malang. 

 

3.3.2 Data Sekunder 

      Data sekunder adalah data atau informasi yang dikumpulkan dan dilaporkan 

oleh seseorang untuk suatu tujuan tertentu maupun sebagai pengetahuan ilmiah. 

Data ini biasanya diperoleh dari pustaka-pustaka atau dari laporan-laporan 

penelitian terdahulu. Menurut Sugiyono (2008) yang dimaksud data sekunder 

adalah sumber data yang tidak langsung memberikan data kepada pengumpul 

data. Data sekunder ini merupakan data yang sifatnya mendukung keperluan 

data primer seperti buku literatur dan bacaan. Data yang diperoleh melalui 

sumber lain secara tidak langsung (data sekunder) diperoleh melalui dokumen-

dokumen resmi, buku-buku perpustakaan, dokumentasi dan keterangan lain 

yang berhubungan dengan penelitian. Data sekunder dalam penelitian ini 

diperoleh dari instansi terkait, jurnal, buku-buku, serta laporan skripsi yang 

digunakan untuk melengkapi literatur atau pustaka dalam tinjauan pustaka dan 

metode penelitian dalam penelitian ini. 

 

3.4 Lokasi Pengambilan Sampel 

      Pengambilan sampel limbah cair kertas didapatkan dari saluran akhir unit 

proses produksi kertas (inlet Instalasi Pengolahan Air Limbah) PT. Adiprima 
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Suraprinta yang berlokasi di Desa Sumengko, Kecamatan Wringinanom, Gresik, 

Jawa Timur. Sedangkan Chlorella vulgaris didapatkan dari hasil kultur di 

Laboratorium Ilmu-Ilmu Perairan dan Bioteknologi Fakultas Perikanan Dan Ilmu 

Kelautan Universitas Brawijaya, Malang. 

 

3.5 Rancangan Penelitian 

      Penelitian ini menggunakan percobaan dengan metode Rancangan Acak 

Lengkap (RAL). Rancangan Acak Lengkap dapat didefinisikan sebagai 

rancangan percobaan dengan menggunakan beberapa perlakuan pada seluruh 

unit percobaan yang disusun secara acak. Rancangan Acak Lengkap digunakan 

karena percobaan dilakukan di Laboratorium dan kondisi lingkungan dapat di 

kontrol (Nazir, 2003).  

      Rancangan percobaan pada penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) dengan perlakuan perbedaan konsentrasi (a) sebanyak 5 konsentrasi dan 

ulangan perlakuan (n) sebanyak 3 kali ulangan. Rumus Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) yang digunakan pada penelitian ini adalah rumus Rancangan 

Acak Lengkap (RAL) menurut Loomis (1978), yaitu sebagai berikut: 

Yij = µ + Ti + εij 

 
Keterangan: 
Yij = Nilai pengamatan pada perlakuan ke-i dan ulangan ke j. 
µ = Nilai tengah umum 
Ti = Pengaruh perlakuan ke-i 

εij = Kesalahan (galat) percobaan pada perlakuan ke-I dan ulangan ke-j  

 

      Percobaan dilakukan menurut EPA (2002), dan EPA (1996) untuk uji 

toksikologi Chlorella vulgaris di laboratorium Lingkungan dan Bioteknologi 

Perairan, Fakultas Perikanan Dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang. 

Peletakkan bak-bak percobaan diatur secara acak (random). Pengacakan 
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dilakukan agar analisis data menjadi lebih akurat. Adapun beberapa metode 

yang digunakan antara lain (a) diundi (lotre), (b) daftar angka acak, (c) 

menggunakan software. Adapun denah bak percobaan yang dilakukan pada uji 

inti uji toksisitas akut (LC50-96 Jam) limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan 

Chlorella vulgaris dengan menggunakan metode pengundian (lotre) dapat dilihat 

pada Gambar 6. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 6. Denah Penelitian 
 

Keterangan: 

A = Konsentrasi 0% Limbah Cair Pabrik kertas (Kontrol) 

B = Konsentrasi 0,09% Limbah Cair Pabrik kertas  

C = Konsentrasi 0,9% Limbah Cair Pabrik kertas 

D = Konsentrasi 9% Limbah Cair Pabrik kertas 

E = Konsentrasi 90% Limbah Cair Pabrik kertas 

 

3.6 Tahapan Penelitian 

      Penelitian ini terdiri dari tiga tahap yaitu tahap preparasi penelitian, uji 

pendahuluan, serta uji sesungguhnya. 

 

 

A1 B2 C1 E1 D3 

D2 E2 C3 B1 A2 

B3 C2 A3 E3 D1 



33 
 

3.6.1 Preparasi Penelitian 

a.      Pemasangan Lampu 

      Pemasangan lampu dilakukan sebelum melakukan eksperimen. Lampu yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah lampu jenis tubular lamp (TL) dengan daya 

36 watt. Lampu tersebut dipasang tepat diatas kayu yang telah disediakan untuk 

penelitian. Lampu ini berfungsi sebagai penerangan atau sumber cahaya yang 

dibutuhkan Chlorella vulgaris. Pada pemeliharaan Chlorella vulgaris penyinaran 

merupakan faktor  yang sangat penting. Pada skala laboratorium, penyinaran 

pada saat pemeliharaan mikroalga biasanya menggunakan lampu Tubular Lamp 

(TL) dengan daya minimal 20 watt. Lama penyinaran dilakukan berturut hingga 

eksperimen selesai (Setyaningsih et al., 2012). 

 

b. Sterilisasi Media 

      Kegiatan eksperimen atau percobaan jenis apapun harus terlebih dahulu 

diawali dengan sterilisasi alat dan bahan. Sterilisasi alat dan bahan adalah suatu 

perlakuan untuk menjadikan suatu alat atau bahan yang bebas dari 

mikroorganisme yang tidak diinginkan (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995). 

Adapun tahapan dalam sterilisasi yang pertama adalah sebagai berikut: 

1. Mencuci toples hingga bersih 

2. Mengeringkan toples hingga benar-benar kering 

3. Menyemprot toples dengan larutan alkohol 75% 

4. Mengeringkan toples kembali menggunakan tissue hingga benar-benar 

kering 

5. Memasukkan 2 liter air tawar yang akan digunakan sebagai media hidup 

Chlorella vulgaris ke dalam toples. 

6. Memasukkan 2 ml chlorine ke dalam air sebagai larutan sterilisasi media dari 

mikroba dan bakteri 
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7. Menghomogenkan hingga larutan tercampur seluruhnya dengan air. 

8. Mendiamkan selama satu hari satu malam. 

9. Memasukkan 4 ml larutan Natrium tiosulfat ke dalam media sebagai pengikat 

chlorine 

10. Menghomogenkan dengan menggunakan spatula. 

 

c. Pengadaptasian Chlorella vulgaris 

       Aklimatisasi merupakan hal yang penting untuk menyesuaikan kondisi bahan 

uji dengan lingkungan yang baru. Aklimatisasi dilakukan selama tujuh hari pada 

setiap uji pendahuluan maupun uji sesungguhnya (EPA, 1996). Sebelumnya, 

Chlorella vulgaris yang akan digunakan berasal dari Laboratorium Nutrisi 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang. Adapun 

langkah-langkah dalam aklimatisasi organisme uji adalah sebagai berikut 

1. Menyiapkan toples-toples percobaan berkapasitas 3 liter 

2. Mengisi toples dengan air sebanyak 1,5 liter 

3. Membiarkan selama satu hari agar kotoran mengendap 

4. Memasukkan 500 ml Chlorella vulgaris yang diambil dari tempat yang sama.  

5. Memelihara Chlorela sp. yang akan digunakan sebagai organisme uji selama 

± 7 hari 

6. Memberi 2 ml pupuk walne (berbentuk cair) dan 2 ml vitamin (berbentuk cair) 

sebanyak 1 kali sehari yaitu pada pukul 12.00 WIB. 

     Adapun komposisi pupuk walne dan vitamin yang digunakan adalah Na2EDTA 

45 gr, NaH2PO4.H2O 20 gr, FeCl3.6H2O 1,5 gr, H3BO3 33,6 gr, MnCl2 0,36 gr, 

NaNO3 100 gr, tracemetal solution 1 ml, vitamin ml, dan akuades 1 liter. 
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d. Persiapan Konsentrasi Limbah Cair Pabrik kertas 

      Penelitian ini dilakukan dalam 2 tahap yaitu uji pendahuluan dan uji 

sesungguhnya yaitu dengan menghitung kepadatan Chlorella vulgaris setelah 

terpapar limbah cair pabrik kertas dengan konsentrasi yang berbeda-beda. Pada 

penelitian ini, baik pada uji pendahuluan maupun uji sesungguhnya 

menggunakan 5 perlakuan. Pada uji pendahuluan dilakukan dengan pemberian 5 

perlakuan konsentrasi yang berbeda dengan 2 kali ulangan yaitu pada perlakuan 

A, B, C, D, dan E masing-masing dengan dosis limbah cair sebanyak 0%, 0,09%, 

0,9%, 9%, dan 90%. Pada uji sesungguhnya, dilakukan dengan pemberian 5 

perlakuan konsentrasi yang berbeda dengan 3 kali ulangan yaitu pada perlakuan 

A, B, C, D, dan E masing-masing dengan dosis limbah cair sebanyak 0%, 

1,215%, 2,16%, 3,78%, dan 6,75%. Penentuan dosis pada uji sesungguhnya 

didasarkan pada hasil uji pendahuluan yang telah dilakukan sebelumnya yaitu 

dari hasil ambang atas dan ambang bawah yang diperoleh. 

      Penentuan konsentrasi limbah cair tersebut didasarkan pada penelitian yang 

telah dilakukan sebelumnya tetang uji toksisitas dengan dosis yang digunakan 

pada uji toksisitas menggunakan limbah cair untuk organisme uji adalah 0%, 

0,01%, 0,1%, 1%, 10%, 100% dari media. Sedangkan menurut Syafriadiman 

(2007), konsentrasi limbah yang digunakan pada uji toksisitas yang menggunkan 

fitoplankton sebagai hewan uji disesuaikan dengan bentuk fitoplankton yang 

digunakan pada pengujian. Bentuk padat menggunkan konsentrasi maksimal 

100%, sedangkan bentuk cair menggunakan konsentrasi maksimal <100%. 

      Persiapan konsentrasi limbah cair pabrik kertas untuk uji pendahuluan 

menggunkan konsentrasi yang berbeda-beda yaitu sebagai berikut:  

Terdapat 5 perlakuan, yaitu: 

Perlakuan A = kontrol (0%) limbah cair pabrik kertas 

Perlakuan B = 0,09 % limbah cair pabrik kertas  
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Perlakuan C = 0,9 % limbah cair pabrik kertas 

Perlakuan D = 9 % limbah cair pabrik kertas 

Perlakuan E = 90 % limbah cair pabrik kertas 

      Sehingga apabila dihitung didapatkan hasil konsentrasi limbah cair pabrik 

kertas dari masing-masing perlakuan yaitu sebagai berikut: 

Volume media = 1 liter = 1000 ml 

Perlakuan A = 0 %  

         =  x 1000 ml 

         = 0 ml 

Perlakuan B = 0,09 %  

         =  x 1000 ml 

         = 0,9 ml 

Perlakuan C = 0,9 %  

         =  x 1000 ml 

         = 9 ml 

Perlakuan D = 9 %  

         =  x 1000 ml 

         = 90 ml 

Perlakuan E = 90 %  

         =  x 1000 ml 

         = 900 ml 

     Penentuan konsentrasi pada uji pedahuluan uji toksisitas akut (LC50-96 Jam) 

pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris diambil berdasarkan baris 

angka pada skala logaritmik kolom 1 (Rand, 1960). Adapun penjelasan dari 

penggunaan konsentrasi-konsentrasi diatas adalah sebagai berikut: 
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Perlakuan A : Konsentrasi bahan uji 0% (1000 ml larutan terdiri dari: 100 ml 

(Kontrol)   kultur Chlorella vulgaris + 900 ml air media) 

Perlakuan B : Konsentrasi bahan uji 0,09% (1000 ml larutan terdiri dari: 

  100 ml kultur Chlorella vulgaris + 899,1 ml air media + 0,9 

  ml limbah cair pabrik kertas) 

Perlakuan C : Konsentrasi bahan uji 0,9 % (1000 ml larutan terdiri dari:  

  100 ml kultur Chlorella vulgaris + 891 ml air media + 9 ml 

  limbah cair pabrik kertas) 

Perlakuan D : Konsentrasi bahan uji 9 % (1000 ml larutan terdiri dari: 

  100 ml kultur Chlorella vulgaris + 810 ml air media + 90 ml 

  limbah cair pabrik kertas) 

Perlakuan E : Konsentrasi bahan uji 90 % (1000 ml larutan terdiri dari:  

  100 ml kultur Chlorella vulgaris + 900 ml limbah cair pabrik 

  kertas) 

      Uji pendahuluan dilakukan sebanyak 5 kali perlakuan dengan konsentrasi 

tersebut selama 96 jam dengan 2 kali ulangan. 

     Setelah didapatkan nilai ambang atas dan ambang bawah pada uji 

pendahuluan yaitu (0,9% dan 9%), selanjutnya dilakukan persiapan konsentrasi 

limbah cair pabrik kertas untuk uji sesungguhnya, yaitu sebagai berikut: 

      Konsentrasi yang digunakan diperoleh berdasarkan skala logaritmik yang 

terdapat pada tabel Rand pada kolom 4 (Lampiran 3). Sehingga apabila dihitung 

didapatkan hasil konsentrasi limbah cair pabrik kertas dari masing-masing 

perlakuan untuk uji penelitian yang terdiri dari 5 perlakuan, yaitu: 

A = 0% dari volume media (Kontrol) 

B = 1,215 % dari volume media 

C = 2,16 % dari volume media 

D = 3,78 % dari volume media 
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E = 6,75 % dari volume media 

Dengan perhitungan sebagai berikut: 

Perlakuan A = 0 %  

(Kontrol) =  x 1000 ml 

= 0 ml 

Perlakuan B = 1,215 %  

         =  x 1000 ml 

         = 12,15 ml 

Perlakuan C = 2,16 %  

         =  x 1000 ml 

         = 21,6 ml 

Perlakuan D = 3,78 %  

         =  x 1000 ml 

         = 37,8 ml 

Perlakuan E = 6,75 %  

         =  x 1000 ml 

         = 67,5 ml 

      Adapun penjelasan dari penggunaan konsentrasi-konsentrasi diatas adalah 

sebagai berikut: 

Perlakuan A (Kontrol) : 1000 ml terdiri dari 900 ml air media + 100 ml Chlorella 

      vulgaris. 

Perlakuan B : 1000 ml terdiri dari 887,85 ml air media + 100 ml 

  Chlorella vulgaris + 12,15 ml limbah cair pabrik kertas. 

Perlakuan C : 1000 ml terdiri dari 878,4 ml air media + 100 ml 

  Chlorella vulgaris + 21,6 ml limbah cair pabrik kertas. 

Perlakuan D : 1000 ml terdiri dari 862,2 ml air media + 100 ml 
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  Chlorella vulgaris + 37,8 ml limbah cair pabrik kertas. 

Perlakuan E : 1000 ml terdiri dari 832,5 ml air media + 100 ml 

  Chlorella vulgaris + 67,5 ml limbah cair pabrik kertas. 

 

3.6.2 Uji Pendahuluan 

      Uji pendahuluan dilakukan untuk menentukan batas kisaran kritis (critical 

range test) yang menjadi dasar dari penentuan konsentrasi yang digunakan 

dalam uji lanjutan atau uji toksisitas sesungguhnya, yaitu konsentrasi yang dapat 

menyebabkan kematian terbesar mendekati 50% dan kematian terkecil 

mendekati 50% (Husni dan Esmiralda, 2012). 

      Adapun prosedur dalam uji pendahuluan adalah sebagai berikut: 

1. Menyiapkan dan memasang lampu Tubular Lamp (TL) dengan daya 36 watt 

sebanyak 3 buah. 

2. Menyiapkan 5 toples berkapasitas 3 liter dengan diameter 29 cm, tinggi 28 cm 

dan diisi air tawar untuk 4 konsentrasi dan 1 kontrol. 

3. Memasukkan organisme uji yaitu 100 ml Chlorella vulgaris yang berasal dari 

kultur atau tempat yang sama 

4. Memasukkan limbah cair pabrik kertas dengan konsentrasi yang sudah 

didapat dari perhitungan ke dalam masing-masing toples. 

5. Memberi aerasi sampai dasar untuk memberikan suplai oksigen selama 

pengujian. 

6. Mengamati organisme uji setiap 8 jam sekali yaitu pada pukul 05.00 WIB, 

13.00 WIB, dan 21.00 WIB selama 96 jam untuk mengetahui mortalitas 

organisme uji tersebut. 

7. Menghitung kepadatan Chlorella vulgaris dengan mikroskop okuler dengan 

metode perhitungan duplo. 
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8. Mencatat hasil pengamatan mortalitas Chlorella vulgaris pada masing-masing 

konsentrasi untuk penentuan konsentrasi pada uji sesungguhnya sesuai 

dengan skala Rand. 

 

3.6.3 Uji Sesungguhnya 

     Uji sesungguhnya dilakukan selama 4 hari (96 Jam) yang bertujuan untuk 

mengetahui pengaruh konsentrasi limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan 

Chlorella vulgaris. Perlakuan menggunakan konsentrasi yang didapatkan dari uji 

pendahuluan. Perlakuan pada uji sesungguhnya yaitu satu perlakuan tanpa 

pemberian limbah cair pabrik kertas (kontrol) dan empat perlakuan dengan 

pemberian limbah cair pabrik kertas yang berbeda-beda. 

      Adapun prosedur dari uji sesungguhnya adalah sebagai berikut: 

1. Menghitung konsentrasi limbah cair pabrik kertas yang telah diperoleh dari 

hasil ambang atas dan ambang bawah pada uji pendahuluan. 

2. Memasukkan Chlorella vulgaris yang telah diaklimatisasi ke dalam toples-

toples percobaan masing-masing sebanyak 100ml. 

3. Memasukkan limbah cair dengan konsentrasi yang telah dihitung dari hasil 

ambang atas dan ambang bawah yang diperoleh dari uji pendahuluan yang 

telah dilakukan sebelumnya. 

4. Selama penelitian berlangsung, toples diberi pencahayaan, aerasi, dan diberi 

vitamin dan pupuk 1 kali saat pertama kali Chlorellla vulgaris dimasukkan. 

5. Menghitung kepadatan Chlorella vulgaris menggunakan mikroskop okuler 

setiap 8 jam sekali dengan metode duplo disertai dengan pengukuran 

parameter kualitas air (pH, suhu, DO). 

6. Mencatat hasil pengamatan mortalitas Chlorella vulgaris serta kualitas air 

yang meliputi pH, suhu, dan DO pada masing-masing konsentrasi. 
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3.7 Analisis Data 

3.7.1 Analisis Probit 

      Analisis probit merupakan model non linier yang digunakan untuk 

menganalisis hubungan antara satu variabel respon dan beberapa variabel 

bebas, dengan variabel respon berupa data kualitatif dikotomi yaitu bernilai 1 

untuk menyatakan keberadaan sebuah karakteristik dan bernilai 0 untuk 

menyatakan ketidakberadaan sebuah karakteristik (Wulandari dan Sutanto, 

2009). Model regresi ini pertama kali diperkenalkan oleh Chester Bliss pada 

tahun 1935. Analisa probit digunakan dalam pengujian biologis untuk mengetahui 

respon subjek yang diamati dan diteliti oleh adanya stimuli limbah atau bahan 

pencemar dengan mengetahui respon berupa mortalitas (Umniyati, 1990) 

      Nilai LC (Lethal Concentration) ditentukan dengan tujuan penelitian nilai 

ambang batas yang layak disuatu lingkungan perairan (Sprague, 1969). Menurut 

Wardlaw (1985), langkah-langkah melakukan analisa probit nilai LC50-96 Jam 

adalah sebagi berikut : 

1. Membuat tabel probit  

2. Memasukkan nilai konsentrasi perlakuan (ppm) 

3. Memasukkan nilai log 10 konsentrasi perlakuan 

4. Memasukkan jumlah sampel atau organisme uji yang digunakan 

5. Memasukkan jumlah mortalitas hewan uji pada setiap konsentrasi perlakuan 

6. Mempersentase jumlah mortalitas (Mobs) 

7. Memasukkan jumlah nilai organisme uji dalam bak percobaan (Mcont) 

8. Menghitung nilai koreksi mortalitas dengan rumus Abbot’s) : 

       
–

–
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9. Menstansformasikan nilai koreksi mortalitas ke dalam tabel trasformasi 

probit, dengan syarat hanya tiga nilai konsentrasi terbawah yang digunakan 

dalam penentuan nilai LC50-96 Jam 

10. Membuat grafik regresi untuk nilai LC50-96 Jam, sumbu Y merupakan nilai 

transformasi probit sedangkan sumbuh X adalah bilangan log 10 konsentrasi 

perlakuan. Selanjutnya dari grafik tersebut ditentukan rumus regresi yaitu :  

Y = ax + b 

Nilai antilog X merupakan nilai LC50-96 Jam 

Dengan  Y = nilai probit  

  X = konsentrasi perlakuan 

  Y = 5,00 

      (5,00 diasumsiikam kematian 50%, karena penelitian ini 

                  mencari LC50 atau Lethal Concentration 50%) 

      LC50-96 Jam ditentukan dengan analisis probit pada taraf kepercayaan 95%. 

Gambar  grafik probit dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

 

 

 

Gambar 7. Model Grafik Hasil Analisa Probit 

 

3.7.2 Analisis Statistik 

      Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan software SPSS (Statistical 

Product and Service Solution) 16.0. Analisis pengaruh pemberian perbedaan 

konsentrasi limbah cair pabrik kertas terhadap mortalitas Chlorella vulgaris pada 

tiap perlakuan menggunakan analisis ANOVA satu arah (one-way ANOVA) 

karena bertujuan untuk memberikan informasi mengenai ada tidaknya pengaruh 
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perbedaan pemberian konsentrasi limbah cair pabrik kertas terhadap mortalitas 

Chlorella vulgaris. Menurut Santoso (2009), prosedur One Way Anova atau 

merupakan salah satu analisis statistik ANOVA (Analysis of variance) yang 

bersifat satu arah. Alat uji ini digunakan untuk menguji 2 populasi atau lebih yang 

independen, memiliki rata-rata sama atau tidak sama. Teknik anova akan 

menguji variabilitas dari observasi masing-masing group dan variabilitas antar 

mean group. Melalui kedua estimasi variabilitas tersebut, akan dapat ditarik 

kesimpulan mengenai mean populasi.  

      Sedangkan analisis pengaruh pemberian konsentrasi limbah cair pabrik 

kertas yang berbeda terhadap mortalitas Chlorella vulgaris menggunakan 

Independent T- Test, karena bertujuan untuk mengetahui apakah ada perbedaan 

rata-rata (mean) antara perbedaan konsentrasi terhadap mortalitas Chlorella 

vulgaris. Setelah pengujian dapat diambil hipotesis berdasarkan t hitung dan t -

tabel atau nilai probabilitasnya. Hal ini sesuai dengan pendapat Jainuri (2014), 

uji-T atau T-Test adalah salah satu test statistik yang dipergunakan untuk 

menguji kebenaran atau kepalsuan hipotesis nol/nihil (Ho) yang menyatakan 

bahwa di antara dua buah mean sampel yang diambil secara random dari 

populasi yang sama tidak terdapat perbedaan yang signifikan. Penarikan 

kesimpulan dalam pengujian hipotesis selain dengan membandingkan nilai t 

hitung dengan nilai pada tabel t, di SPSS juga bisa menggunakan nilai Sig, jika 

Sig > 0,05 maka Ho diterima dan jika Sig < 0,05 maka Ho ditolak. 

 

3.8 Teknik Pengukuran Sampel 

3.8.1 Oksigen Terlarut 

      Adapun langkah-langkah pengukuran DO menggunakan DO meter menurut 

Salmin (2005), adalah sebagai berikut: 

1. Mengkalibrasi alat sensor pada DO meter dengan menggunakan aquadst 
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2. Mengeringkan alat sensor pada DO meter dengan menggunakan tissue 

3. Memasukkan sensor DO meter kedalam sampel yang akan diuji 

4. Menyalakan DO meter dengan menekan tombol ON 

5. Menunggu hingga muncul tulisan “READY” untuk pertama kali  

6. Mencatat hasil penelitian sebagai mg/L 

7. Mematikan DO meter dengan menekan tombol OFF 

 

3.8.2 Suhu 

      Adapun langkah-langkah pengukuran suhu menggunakan DO meter menurut 

Salmin (2005) adalah sebagai berikut 

1. Mengkalibrasi alat sensor pada DO meter dengan menggunakan aquadest 

2. Mengeringkan alat sensor DO meter dengan tissue 

3. Memasukkan sensor DO meter ke dalam sampel yang akan diuji 

4. Menyalakan DO meter dengan menekan tombol ON 

5. Menunggu hingga muncul tulisan “READY” yang pertama kali 

6. Mencatat hasil pengukuran dalam satuan ⁰C 

7. Mematikan DO meter dengan menekan tombol OFF 

 

3.8.3 pH 

      Adapun langkah-langkah pengukuran pH menggunakan pH meter menurut 

Kiwol (2008) adalah sebagai berikut: 

1. Mengkalibrasi pH meter dengan menggunakan aquadest 

2. Mengeringkan pH meter dengan tissue 

3. Merendam pen (elektroda) ke dalam sampel contoh selama kurang lebih 1 

menit 

4. Mengeringkan pen (elektroda) dengan tissue 
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5. Merendam pen (elektroda) kedalam sampel contoh sampai pH meter 

menunjukkkan pembacaan angka yang tetap 

6. Memasukkan pen (elektroda) kedalam sampel yang akan diukur hingga pH 

meter menunjukkan nilai berhenti beberapa detik atau stabil 

7. Mencatat hasil pengukuran pH 

 

3.8.4 Intensitas Cahaya 

      Adapun langkah-langkah pengukuran intensitas cahaya menurut SNI No : 16-

7062-2004 (2004) dalam Yanuar (2011) menggunakan Lux meter adalah sebagai 

berikut : 

a. Menghidupkan luxmeter yang telah dikalibrasi dengan membuka penutup 

sensor. 

b. Membawa Lux meter ke tempat cahaya yang akan di ukur.  

c. Menutupi sensor cahaya dengan penutup sensor yang telah disediakan. 

d. Menggeser tombol “Range Switch” ke posisi Lux 2000. 

e. Menekan tombol “Zero button” sampai layar menampilkan nilai angka nol 

f. Memindahkan penutup sensor apabila telah selesai. 

g. Memilih unit atau tempat pengukuran yang diingankan dengan menekan 

tombol “LUX/FC”. Layar akan menunjukkan pilihan satuan LUX atau Ft-cd. 

h. Menentukan jenis pencahayaan (tungssen/matahari, neon (TL), mercury 

lamp) dengan menekan tombol “Light Source Select Button”. 

i. Memilih nilai maksimum dengan menggunkan “Range Switch” 

j. Memposisikan sensor cahaya tepat langsung di bawah sumber cahaya 

utama. 

k. Membaca hasil pengukuran pada layar monitor setelah menunggu beberapa 

saat sehingga didapat nilai angka yang stabil. 
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l. Mencatat hasil pengukuran untuk intensitas cahaya yang diperoleh dengan 

satuan “LUX”. 

m. Mematikan luxmeter setelah selesai digunakan dengan menekan tombol 

“Power Off”. 

 

3.8.5 Perhitungan Kelimpahan Chlorella vulgaris 

      Adapun perhitungan kepadatan plankton menurut SNI (2004) dalam 

Herniwati (2012) dilakukan dengan menggunakan Haemocytometer secara 

duplo. Adapun langkah-langkah dalam perhitungan kepadatan plankton adalah 

sebagai berikut. 

1. Menyiapkan haemocytometer yang akan digunakan. 

2. Membersihkan permukaan haemocytometer dan cover glass dengan 

menggunakan tissue kering. 

3. Menutup bagian tengah haemocytometer menggunakan cover glass. 

4. Mengambil fitoplankton yang akan dihitung kepadatannya dengan 

menggunakan pipet tetes.  

5. Menambahkan lugol/formalin apabila alga bergerak aktif. 

6. Meneteskan satu tetes fitoplankton ke salah satu sisi cekungan 

haemocytometer hingga merata. 

7. Meneteskan satu tetes lagi ke sisi lainnya hingga merata. 

8. Memasukkan fitoplankton ke dalam haemocytometer secara hati-hati (jangan 

sampai berlebih) dan jangan sampai ada gelembung udara. 
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9. Meletakkan dan mengamati fitoplankton dibawah mikroskop dengan 

perbesaran 100X. 

10. Membagi bidang pandang menjadi 5 bagian 

 

 

 

 

 

Keterangan:  
W = W-box (White Blood Cells)  
R  = R-box (Red Blood Cells) 
 
 
11. Menghitung jumlah fitoplankton dari 5 bidang pandang tersebut. 

12. Perhitungan fitoplankton dilakukan hanya pada fitoplankton yang berada 

dalam bidang pandang  

 

 

 

 

 

 

 

13. Menghitung jumlah total sel fitoplakton pada kelima bidang pandang 

kemudian di rata-rata dan dihitung sebagai (n) 

14. Menghitung total kepadatan fitoplankton dihitung dengan rumus sebagai 

berikut: 

 
 
 
 

    
 

 
  

 

 
         

 
 
 
 
 
 
 
 
Luas Kotakan 1 mm2 
Kedalaman 0,1 mm 
Volume 0,1 mm3 atau 0,0001 cm3 
(atau 0,0001 ml) 

 



 
 

4. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 
 
 

4.1 Kandungan Limbah Cair Pabrik Kertas 

             Pabrik kertas merupakan salah satu pabrik yang menghasilkan limbah cair 

dalam proses produksinya. Penggunaan bahan-bahan kimia yang digunakan 

pada proses produksinya serta adanya proses deinking pada proses 

produksinya, membuat limbah cair pabrik kertas mengandung logam berat dan 

bahan pencemar yang cukup tinggi. Kandungan limbah cair pabrik kertas 

diantaranya BOD, COD, TSS, serta Pb . 

      Adapun hasil pengujian limbah cair pabrik kertas sebelum diolah adalah 

sebagai berikut kandungan BOD llimbah cair pabrik kertas sebelum diolah adalah 

sebesar 936 ppm, COD sebesar 1370 ppm, TSS sebesar 1750 ppm, dan Pb 

sebesar 3,25 ppm. Hasil tersebut sudah pasti melampaui batas baku mutu 

limbah cair pabrik kertas yang sudah ditetapkan menurut Peraturan Gubernur 

Jawa Timur karena llimbah cair yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

limbah cair yang belum diolah atau limbah cair yang baru saja keluar dari proses 

produksi sebelum masuk inlet Instalasi Pengolahan Air Limbah. Hal tersebut 

dilakukan dengan tujuan agar mengetahu kandungan limbah cair pabrik kertas 

yang benar-benar masih murni sehingga dapat diketahui seberapa besar tingkat 

toksisitasnya terhadap Chlorella vulgaris. Sehingga diharapkan setiap pabrik 

kertas dapat melakukan pengolahan limbah cairnya dengan lebih baik sehingga 

limbah cair yang akan dibuang sesuai dengan baku mutu limbah cair pabrik 

kertas yang sudah ditetapkan. 

     Adapun baku mutu limbah cair pabrik kertas menurut Peraturan Gubernur 

Jawa Timur nomor 72 Tahun 2013 adalah BOD sebear 150 ppm, COD 350 ppm, 

TSS 150 ppm, dan Pb 0,1 ppm. 
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4.2 Uji Pendahuluan 

Uji pendahuluan merupakan rangkaian uji yang dilakukan dengan tujuan 

untuk mencari nilai kisaran konsentrasi yang akan digunakan pada uji 

sesungguhnya (Husni dan Esmiralda, 2010). Nilai kisaran konsentrasi yang 

dimaksud adalah nilai ambang atas dan ambang bawah. Dimana nilai ambang 

atas adalah konsentrasi yang dapat menyebabkan kematian terbesar mendekati 

50%, sedangkan ambang bawah merupakan konsentrasi yang dapat 

menyebabkan kematian terkecil mendekati 50%. Dalam penelitian ini, telah 

dilakukan uji pendahuluan mengenai Uji Toksisitas Akut (LC50-96 jam) Limbah Cair 

Pabrik Kertas Terhadap Kepadatan Chlorella vulgaris Pada Bak-Bak Percobaan 

dan telah didapatkan hasil rata-rata dari 2 kali ulangan yang dapat dilihat pada 

Tabel 1. Hasil tersebut selanjutnya digunakan untuk menentukan kisaran 

konsentrasi pada uji sesungguhnya. Konsentrasi uji pendahuluan ditentukan 

sesuai dengan skala logaritmik yang dapat dilihat pada Lampiran 3. 

Tabel 1. Data Rata-Rata Mortalitas Chlorella vulgaris pada Uji Pendahuluan 
 

Konsen 
-trasi 
(%) 

Kepadatan 
Awal 

(sel/ml) 

Kepadatan Chlorella vulgaris 
(sel/ml) Mortalitas 

(sel/ml) 

% 
Morta 
-litas 

24 
Jam 

48 
Jam 

72 
Jam 

96 
Jam 

0 1.35 x 106 1.625 
x 106 

2.225 
x 106 

2.762 
x 106 

3.6 
x 106 

0 0 % 

0.09 1.35 x 106 0.825 
x 106 

1.175 
x 106 

1.275 
x 106 

1.312 
x 106 

0.038 x106 2 % 

0.9* 1.35 x 106 1.10 
 x 106 

0.925 
x 106 

0.80 
x 106 

0.725 
x 106 

0.625 x106 46.29 
% 

9 * 1.35 x 106 0.625 
x 106 

0.387 
x 106 

0.225 
x 106 

0.037 
x 106 

1.313 x106 97.25 
% 

90 1.35 x 106 0.512 
x 106 

0.275 
x 106 

0.075 
x 106 

0 1.35 x 106 100 % 

Keterangan :  * = ambang batas bawah 
  **  = ambang batas atas 
 
     Berdasarkan data hasil rata-rata mortalitas Chlorella vulgaris pada uji 

pendahuluan pada tabel 1, dapat diketahui bahwa pada konsentrasi 0 % (kontrol) 

tidak terjadi kematian atau hasil persen mortalitas yang didapat adalah sebesar 
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0%, pada konsentrasi 0,09 % persen mortalitas Chlorella vulgaris yang didapat 

adalah sebesar 2%, pada konsentrasi 0,9 % persen mortalitas Chlorella vulgaris 

sebesar 46,29%, pada konsentrasi 9 % persen mortalitas Chlorella vulgaris yang 

didapat sebesar 97,25%. Sedangkan pada konsentrasi 90 % persen mortalitas 

Chlorella vulgaris yang didapatkan adalah sebesar 100%. Dari hasil uji 

pendahuluan, maka dapat ditentukan kisaran konsentrasi yang akan digunakan 

untuk penelitian inti yaitu antara 0,9 % dengan 9 %, dimana konsentrasi 0,9 % 

sebagai ambang bawah dan 9 % sebagai ambang atas. 

     Menurut Guthrie dan Perry (1980), penentuan konsentrasi untuk penelitian 

didasarkan pada skala logaritmik yang berkisar antara ambang atas dan ambang 

bawah yang diperoleh dari uji pendahuluan. Penentuan dosis yang akan dipakai 

pada penelitian dilakukan secara progressive bisection yang dapat dilihat pada 

Lampiran 3. 

 

4.3 Uji Sesungguhnya 

      Pada uji sesungguhnya, konsentrasi limbah yang digunakan ditentukan 

berdasarkan hasil konsentrasi yang diperoleh dari hasil uji pendahuluan yaitu 

dengan menggunakan kisaran dari ambang atas dan ambang bawah. Dimana 

ambang atas adalah kematian terbesar di waktu yang paling singkat mendekati 

50% dan ambang bawah adalah kematian terbesar di waktu yang paling lama 

mendekati 50%. Ambang atas yang diperoleh adalah 0,9 % sedangkan ambang 

atas yang diperoleh adalah 9 %, sehingga berdasarkan skala logaritmik yang 

terdapat pada Tabel Rand pada kolom 4, konsentrasi yang digunakan yaitu 1,215 

%, 2,16 %, 3,78 % dan 6,75 %. Hasil penelitian mengenai Uji Toksisitas Akut 

(LC50-96 jam) Limbah Cair Pabrik Kertas Terhadap Kepadatan Chlorella vulgaris 

Pada Bak-Bak Percobaan dapat dilihat pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Data Rata-Rata Mortalitas Chlorella vulgaris pada Uji Sesungguhnya 

 
      Berdasarkan dari uji sesungguhnya yang telah dipaparkan pada Tabel 2, 

dapat dilihat bahwa terjadi perbedaan kepadatan Chlorella vulgaris pada masing-

masing konsentrasi limbah cair pabrik kertas. Dimana pada konsentrasi 0 % 

(kontrol) dari  semua toples tidak terjadi adanya penurunan kepadatan Chlorella 

vulgaris dan cenderung mengalami peningkatan. Sedangkan pada konsentrasi 

1,21% dari ketiga toples rata-rata terjadi penurunan kepadatan yaitu dari 

kepadatan awal 1,25 x 106 menjadi 0,591 x 106. Hal tersebut berarti bahwa pada 

konsentrasi 1.21% terjadi mortalitas sebesar 0,658 x 106 atau sebesar 52,67%. 

Pada konsentrasi 2,16% dari ketiga toples rata-rata terjadi penurunan kepadatan 

yaitu dari kepadatan awal 1,25 x 106 menjadi 0,362 x 106. Hal tersebut berarti 

bahwa pada konsentrasi 2,16% terjadi mortalitas sebesar 0,888 x 106 atau 

sebesar 71,04%. Pada konsentrasi 3,78% dari ketiga toples rata-rata terjadi 

penurunan kepadatan yairtu dari kepadatan awal 1,25 x 106 menjadi 0,191 x 106. 

Hal tersebut berarti bahwa pada konsentrasi 3,78 % terjadi mortalitas sebesar 

1,058 x 106 atau sebesar 88,67 %. Dan yang terakhir pada konsentrasi 6,75 % 

dari ketiga toples rata-rata terjadi penurunan kepadatan yairtu dari kepadatan 

 
Kon 
-sen 
-trasi 
(%) 

 
Kon 
-sen 
-trasi 
(ml/l) 

Kepa 
-datan 
Awal 
(sel/m

l) 

Kepadatan Chlorella vulgaris 
(sel/ml) Morta 

-litas 
(sel/ml) 

% 
Morta 
-litas 

24 
Jam 

48 
Jam 

72 
Jam 

96 
Jam 

0 0 1.25 x 
106 

1.783 
x 106 

2.2 
x 106 

5.066 
x 106 

9 
x 106 

0 0 

1.215 12.15 1.25 x 
106 

1.091 
x 106 

0.85 
x 106 

0.683
x 106 

0.591 
x 106 

0.658 
x 106 

52.64 

2.16 21.6 1.25 x 
106 

0.766 
x 106 

0.583 
x 106 

0.458 
x 106 

0.362 
x 106 

0.888 
x 106 

71.04 

3.78 37.8 1.25 x 
106 

0.758 
x 106 

0.558 
x 106 

0.375 
x 106 

0.191 
x 106 

1.058 
x 106 

88.67 

6.75 67.5 1.25 x 
106 

0.558 
x 106 

0.383 
x 106 

0.266 
x 106 

0.075 
x 106 

1.175 
x 106 

94 
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awal 1,25 x 106 menjadi 0,075 x 106. Hal tersebut berarti bahwa pada konsentrasi 

6,75% terjadi mortalitas sebesar 1,175 x 106 atau sebesar 94 %. 

     Pada hasil penelitian dapat dilihat semakin tinggi konsentrasi limbah yang 

diberikan maka dapat menyebabkan jumlah kepadatan chlorella vulgaris semakin 

menurun. Hal ini disebabkan karena adanya kandungan timbal dan kadmium 

dalam limbah cair kertas. Menurut Ting et al., (1990), logam berat timbal dan 

kadmium mampu menghambat kepadatan sel karena adanya pemanfaatan ion 

logam berat oleh organisme dalam sistem kultur yang terjadi dalam dua tahap, 

yaitu sistem pasif dan sistem aktif. Penyerapan pasif terjadi ketika logam berat 

berinteraksi dengan dinding sel dan penyerapan aktif berarti logam berat tersebut 

ditransportasi melalui membran sel menuju sitoplasma. Proses aktif ini dapat 

terjadi jika logam berat tersebut bersifat lipofilik. Karena kadmium dan timbal 

termasuk logam yang susah larut dalam lipid (Darmono, 1995) maka ion logam 

tersebut mengalami proses difusi terfasilitasi. Setelah ion logam berat melewati 

membran sel, maka enzim dan organel sel menjadi tujuan ion logam berat 

tersebut dimana secara struktural sel-sel ini mengalami kehilangan banyak 

karbohidrat, penurunan jumlah vakuola, penegangan dinding sel dan pengaruh 

yang paling nyata adalah gangguan pada kloroplas (Wang et al., 1997). 

     Selain itu, kadmium dan timbal yang berlebih akan berpengaruh terhadap 

kloroplas, hal ini akan terjadi pada struktur dan proses metabolisme di dalamnya. 

Dimana akan menyebabkan degradasi membran tilakoid, dimana tilakoid adalah 

satu bagian dari kloroplas yang menerima cahaya matahari. Degradasi membran 

tilakoid akan menyebabkan terhambatnya reaksi kimia (Setiawati, 2009). 
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4.4 Analisis Probit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Grafik Analisa Probit 

     Analisis menggunakan anilis probit merupakan model perhitungan non linier 

yang dapat digunakan untuk menganalisis hubungan antara satu variabel respon 

dengan beberapa variable bebas. Variabel respon berupa data kualitatif yaitu 

data yang bernilai 1 untuk menyatakan ketidakberadaan sebuah karakteristik. 

Dalam penentuan LC50-96 jam dapat diketahui total keatian hewan uji pada 

penelitian. Dalam penelitian ini, penentuan morrtalitas hewan uji didasarkan pada 

perhitungan jumlah kepadatan awal hewan uji dikurangi dengan jumlah 

kepadatan akhir hewan uji yang telah diberi perlakuan selama 96 jam yang telah 

disajikan pada Tabel 2. Selanjutnya, data yang diperoleh dianalisis 

menggunakan analisis probit yang disajikan pada Lampiran 4. Perhitungan probit 

dilakuka dengan cara memasukkan nilai konsentrasi perlakkuan (mg/l) yang 

kemudian memasukkan nilai Log10 dari tiap konsentrasi perlakuan. Selanjutnya 

memasukkan data jumlah kepadatan akhir hewan uji pada tiap konsentrasi  

setelah diperoleh data, kemudian membuat grafik regresi untuk menentukan nilai 

LC50-96 jam . Dimana sumbu y merupakan nilai transformasi probit. Sedangkan 

sumbu x merupakan Log10 dari konsentrasi perlakuan. Dari grafik tersebut dapat 

y = 1.9664x + 2.9611 
R² = 0.9933 
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ditentukan rumus regresi yaitu y = ax + b hasil dari rumus tersebut di anti Log 

dan didapatkan nilai LC50-96 jam. 

     Sehingga, dari hasil perhitungan analisis probit didapatkan nilai LC50-96 jam  

sebesar 9,57 ml/l. Dari hasil analisis probit tersebut dapat dilihat bahwa pada 

konsentrasi 9,57 ml/l dapat menyebabkan kematian sebessar 50% hewan uji 

dalam waktu 96 jam pemaparan. Sehingga, dapat disimpulkan pula bahwa 

limbah cair kertas bersifat toksik dan dapat menyebabkan pengaruh letal 

terhadap hewan uji serta dapat disimpulkan pula bahwa semakin tinggi 

konsentrasi yang diberikan maka semakin besar pula kematian hewan uji.  

 

4.5 Analisis Statistik 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9. Grafik Hasil Analisis One Way Anova 

      Hasil analisis Anova menunjukkan pada konsentrasi 0% diperoleh hasil mean 

dan standar deeviasi sebesar 0,000±0,000. Pada konsentrasi 1,215% sebesar 

65,333±7,6376. Pada konsentrasi 2,16% sebesar 91,333±4.0415. Pada 

konsentrasi 3,78% sebesar 105,667±6,0277. Pada konsentrasi 6,75% sebesar 
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117,500±3,5355. Serta nilai F hitung sebesar 233,477 dan nilai sig (probabilitas) 

sebesar 0,000. Hasil tersebut menunjukkan perbedaan pemberian konsentrasi 

memberikan pengaruh yang signifikan terhdap mortalitas Chlorella vulgaris. Hal 

tersebut dibuktikan dengan menggunkan analisis One Way Anova yang 

menunjukkan bahwa F hitung (233,477) > F tabel (3,48) dan juga dibuktikan 

dengan analisis Independent T-Test menunjukkan nilai probabilitas (0,000) < 

0,05 (Lampiran 6). Hal ini menjadikan Ho ditolak, sehingga dapat disimpulkan 

bahwa ada perbedaan antara nilai mortalitas Chlorella vulgaris pada pemberian 

konsentrasi limbah cair pabrik kertas yang berbeda dengan taraf kepercayaan 

95%. 

      Menurut Jainuri (2012), uji-T atau T-test adalah salah satu test statistik yang 

digunakan untuk menguji kebenaran atau kepalsuan hipotesa nol/nihil (Ho) yang 

menyatakan bahwa diantara dua buah mean sampel yang diambil secara 

random dari populasi yang sama tidak terdapat perbedaan yang signifikan. 

Penarikan kesimpulan dalam pengujian hipotesis selain dengan membandingkan 

nilai t hitung dengan nilai pada tabel 1 pada software SPSS juga bias 

menggunakan nilai Sig. jika Sig > 0,05 maka Ho diterima dan jika Sig < 0,05 

maka Ho ditolak. 

 

4.6 Parameter Pendukung 

     Pada penelitian Uji Toksisitas Akut (LC50-96 jam) Limbah Cair Pabrik Kertas 

Terhadap Kepadatan Chlorella vulgaris Pada Bak-Bak Percobaan ini, parameter 

kualitas air yang diukur meliputi suhu, pH, DO, dan intensitas cahaya yang dapat 

dilihat pada Tabel 3. 

 
 
 
 



56 
 

Tabel 3. Tabel Hasil Pengukuran Parameter Pendukung 
 

Parameter Pendukung Hasil Pengamatan 

Suhu (0C) 29 – 30 

Ph 7 – 8 

DO (mg/l) 4.9 – 5.8 

Intensitas Cahaya (lux) 5600 – 5900 

 
 
 
4.6.1 Suhu 

     Suhu merupakan faktor fisika yang sangat berpengaruh terhadap kondisi air 

diperairan. Menurut Wardoyo (1992), setiap organisme mempunyai toleransi 

suhu maksimum, optimum dan juga minimum untuk kelangsungan hidupnya. 

Selain itu Supiyati et al., (2012), juga menjelaskan bahwa suhu merupakan suatu 

hal yang sangat penting dalam perairan, dimana peranan suhu diperairan dapat 

berpengaruh terhadap kehidupan dan juga pertumbuhan biota air. Kelarutan 

berbagai jenis gas didalam air serta seluruh aktivitas biologis didalam perairan 

sangat dipengaruhi oleh suhu. Dapat diketahui juga bahwa meningkatnya suhu 

sebesar 100C akan meningkatkan laju metabolisme sebesar 2 – 3 kali lipat. 

     Pada suatu perairan suhu memegang peranan penting dalam siklus materi, 

yang akan mempengaruhi sifat fisik kimia dan biologi perairan. Suhu 

berpengaruh terhadap kelarutan oksigen dalam air, proses metabolisme dan 

reaksi-reaksi kimia dalam perairan. Kenaikan suhu dalam perairan dapat 

meningkatkan metabolisme tubuh organisme termasuk bakteri pengurai, 

sehingga proses dekomposisi bahan organik juga meningkat. Proses ini 

menyebabkan kebutuhan akan oksigen terlarut menjadi tinggi yang selanjutnya 

kandungan oksigen terlarut di dalam air menjadi menurun ( Sastrawijaya, 1991). 

     Berikut adalah Grafik pengukuran kualitas air berupa suhu dapat dilihat pada 

Gambar 8 dan Tabel pengukuran suhu dapat dilihat pada Lampiran 8.  
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Gambar 10. Grafik Suhu 

 

      Berdasarkan Grafik pengukuran parameter kualitas air diatas, suhu yang 

diperoleh pada saat penelitian yaitu berkisar antara 29-30oC. Dari hasil 

pengukuran suhu tersebut menunjukkan bahwa suhu dalam perlakuan masih 

dalam kisaran yang normal dimana menurut Sutamihardja (1975), suhu optimum 

bagi kehidupan Chlorella vulgaris adalah berkisar antara 5-35⁰C dengan suhu 

optimalnya berkisar antara 23-30⁰C (Wahyudi, 1999). 

4.6.2 pH 

      Berdasarkan pengukuran parameter kualitas air, pH yang diperoleh pada 

saat penelitian yaitu berkisar antara 7-8. Hasil dari pengukuran pH tersebut 

menunjukkan bahwa pH pada saat perlakuan masih dalam kisaran yang normal 

dimana menurut Ekawati  (2005), kisaran pH untuk budidaya alga adalah 

berkisar antara 7-9, dengan kisaran optimal 8,2-8,7. Berikut adalah Grafik 

pengukuran kualitas air berupa pH dapat dilihat pada Gambar 9 dan Tabel 

pengukuran pH dapat dilihat pada Lampiran 9.  
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Gambar 11. Grafik pH 
 
 

     Berdasarkan Grafik pengukuran pH diatas dapat dilihat bahwa nilai rata-rata 

pH yang terukur selama penelitian pada setiap perlakuan berbeda - beda. 

Kisaran pH yang berbeda disebabkan karena perbedaan pemberian konsentrasi 

limbah cair pabrik kertas disetiap perlakuan. Dapat dilihat pula bahwa semakin 

bertambahnya konsentrasi limbah cair pabrik kertas yang diberikan maka 

semakin basa pula nilai derajat keasamannya. Hal ini diakibatkan karenlimbah 

cair pabrik kertas mengandung bahan anorganik seperti NaOH, Na2SO4 dan 

klorin (Cahyono, 2007). 

      Derajat keasaman (pH) adalah ukuran untuk menentukan sifat asam dan 

basa. Perubahan pH di suatu perairan sangat berpengaruh terhadap proses 

fisika, kimia, maupun biologi dari organisme yang hidup di dalamnya. Derajat 

keasaman diduga sangat berpengaruh terhadap daya racun bahan pencemaran 

dan kelarutan beberapa gas, serta menentukan bentuk zat didalam air. pH suatu 

cairan merupakan kepekatan ion hidrogen yang ada didalam zat cair tersebut 

(Afrianto dan Liviawaty, 1991). Menurut Sugiharto (1987), konsentrasi ion 

hidogen adalah ukuran kualitas air maupun limbah, adapun kadar yang baik 
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adalah kadar dimana masih memungkinkan kehidupan biologis di dalam air 

berjalan dengan baik. 

 

4.6.3 DO (Dissolved Oxygen) 

      Hasil pengukuran parameter kualitas air DO (Dissolved Oxygen) yang 

diperoleh pada saat penelitian yaitu berkisar antara 4.9 – 5.8 mg/l. Dimana hasil 

pengukuran DO (Dissolved Oxygen) tersebut menunjukkan bahwa DO 

(Dissolved Oxygen) masih dalam kisaran normal. Kadar oksigen terlarut pada 

perairan alami biasanya kurang dari 10 mg/l. Sumber oksigen terlarut dapat 

berasal dari difusi oksigen dan aktivitas fotosintesis oleh tumbuhan air dan 

fitoplankton (Novotny dan Olem, 1994). 

       Grafik pengukuran kualitas air berupa DO dapat dilihat pada Gambar 10 dan 

Tabel pengukuran DO dapat dilihat pada Lampiran 10. 

  

Gambar 12. Grafik DO (Dissolved Oxygen) 

 

Oksigen terlarut (DO) dibutuhkan untuk proses respirasi, metabolisme atau 
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dan perkembangbiakan. Oksigen terlarut (DO) juga dibutuhkan untuk oksidasi 

bahan organik dan anorganik dalam proses aerobik (Salmin, 2005). Menurut 

Effendi (2003), jika perairan terpapar oleh limbah dengan kadar yang cukup 

tinggi maka kadar oksigen terlarut diperairan akan cepat mengalami 

pengurangan. Perairan dengan kadar oksigen terlarut yang rendah maka akan 

berbahaya bagi organisme perairan. Hal tersebut juga sesuai dengan pendapat 

Tjokrokusumo (1999), bahwa pada umumnya badan air yang telah tercemar 

memiliki kandungan oksigen yaang sangat rendah, karena oksigen terlarut di 

dalam air digunakan untuk mendegradasi bahan organik yang terkandung dalam 

badan air menjadi bahan yang mudah menguap. Semakin banyak bahan organik 

yang terkandung dalam badan perairan, maka semakin sedikit oksigen terlarut 

yang ada di dalam perairan tersebut. 

 

4.6.4 Intensitas Cahaya 

     Salah satu faktor yang penting bagi pertumbuhan fitoplankton adalah cahaya. 

Menurut Harnadiemas (2012), cahaya memegang peranan yang penting dalam 

pertumbuhan organisme yang bersifat fotoautotrof seperti halnya Chlorella 

vulgaris. Cahaya dibutuhkan oleh Chlorella vulgaris untuk melakukan 

fotosintesis. Selain itu cahaya juga dibutuhkan Chlorella vulgaris untuk 

melakukan pembelahan. 

     Pengukuran intensitas cahaya pada penelitian ini dilakukan setiap hari sekali 

tepatnya pada pukul 13.00 WIB. Alat yang digunakan untuk pengukuran 

intensitas cahaya pada penelitian ini adalah Lux meter. Adapun data hasil 

pengukuran intensitas cahaya pada uji toksisitas akut (LC50-96 Jam) limbah cair 

pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris adalah pada hari pertama 

sebesar 5875 lux, hari kedua sebesar  5765 lux, hari ketiga sebesar 5735 lux, 

serta hari keempat sebesar 5695 lux. 
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     Hal tersebut sesuai degan pendapat dari Tjahyo et al., (2002), bahwa 

intensitas cahaya yang mempengaruhi pertumbuhan Chlorella vulgaris adalah 

berkisar antara 2000-8000 lux. Sedangkan menurut Sachlan 1982, intensitas 

cahaya yang dapat mendukung fotosintesis Chlorella vulgaris adalah berkisar 

antara 2000-8000 lux. 

 

4.6.5 BOD (Biological Oxygen Demand) 

     Kandungan Biological Oxygen Demand (BOD) dalam limbah cair 

menunjukkan jumlah oksigen yang dibutuhkan mikroorganisme untuk 

mendegradasi senyawa organik (Bosnic et al.,2000). Berdasarkan sampel limbah 

yang dianalisis menunjukkan kadar BOD yang terkandung di dalam limbah cair 

pabrik kertas adalah sebesar 936 mg/L, hal tersebut sudah jelas melebihi kadar 

maksimum yang diperbolehkan berada dilingkungan yaitu hanya sebesar 150 

mg/L. Hal tersebut sudah jelas terjadi karena limbah cair pabrik kertas yang 

digunakan dalam penelitian ini merupakan limbah cair  pabrik kertas yang belum 

diolah. 

     Tingginya nilai BOD diduga karena tingginya aktifitas mikroba pada perairan. 

BOD5 merupakan gambaran kadar bahan organik, yaitu jumlah oksigen yang 

dibutuhkan oleh mikroba aerob untuk mengoksidasi bahan organik menjadi 

karbondioksida dan air. Apabila nilai BOD yang tinggi dibuang ke perairan maka  

mikroorganisme yang terdapat dalam perairan akan mulai mendegradasi bahan 

organik dalam limbah tersebut. Proses ini akan menghabiskan oksigen dalam 

perairan. Bila kadar oksigen berkurang maka akan mengganggu kelangsungan 

hidup biota dalam perairan tersebut. Selain itu, semakin tinggi jumlah COD yang 

terkandung di dalam sampel maka nilai LC50 semakin rendah (Sjafei et al., 2002).  
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4.6.6 COD (Chemical Oxygen Demand) 

      Hasil pengujian yang dilakukan menunjukkan kadar COD yang ada dalam 

limbah cair pabrik kertas adalah sebesar 1370 mg/L, jumlah ini juga jelas 

melebihi batas maksimal kandungan COD yang ada dilingkungan yang hanya 

sebesar 350 mg/L karena limbah cair pabrik kertas yang digunakan dalam 

penelitian ini merupakan limbah cair  pabrik kertas yang belum diolah. Menurut  

Clare (2002), kandungan COD yang tinggi dalam limbah bukan menjadi 

penyebab kematian mikroorgaanisme, karena mikroorganisme seperti Chlorella 

vulgaris diketahui memiliki kemampuan mensintesis hemoglobin untuk bertahan 

hidup dalam kondisi lingkungan yang rendah kadar oksigen. 

     Pada air buangan limbah cair menunjukkan bahwa nilai COD lebih tinggi 

dibandingkan nilai BOD. Hal ini menunjukkan bahwa kandungan senyawa 

organik dalam air limbah tersebut sangat tinggi. Hal ini dikarenakan kandungan 

limbah dalam perairan tersebut tidak dapat didegradasi oleh mikroorganisme. Hal 

tersebut sesuai dengan pernyataan Sjafei et al.,(2002), bahwa dalam kandungan 

limbah cair apabila memiliki nilai COD yang tinggi namun nilai BOD rendah hal ini 

menunjukkan bahwa dalam limbah tersebut mengandung senyawa--senyawa 

yang tidak terurai secara biologis. Chlorella vulgaris mampu berkembang dengan 

baik meskipun dalam kandungan BOD5 dan COD yang tinggi pada air limbah 

tersebut. Hal ini dikarenakan Chlorella vulgaris mampu menyerap kandungan 

BOD5 dan COD dalam limbah cair. 

     Menurut Sriharti (2004), Chlorella vulgaris mampu mereduksi kadar COD dan 

BOD5 sebesar 56,24% dalam kandungan limbah cair. Limbah cair yang 

diintroduksi oleh Chlorella vulgaris dapat meningkatkan pertumbuhan sel, 

biomassa, dan kandungan klorofil. Semakin tinggi nilai COD akan menyebabkan 

turunnya nilai oksigen terlarut. Semakin menurunnya kadar oksigen terlarut akan 

mengakibatkan kematian hewan uji (Effendi, 2003). 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian mengenai uji 

toksisitas akut limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan Chlorella vulgaris 

pada bak-bak percobaan maka diperoleh kesimpulan sebagai berikut : 

1. Nilai Lethal Concentration (LC50-96 Jam) limbah cair industri kertas terhadap 

Chlorella vulgaris adalah sebesar 9,57 ml/l. 

2. Kepadatan Chlorella vulgaris setelah terpapar limbah cair pabrik kertas 

selama 96 jam pada konsentrasi 0% (kontrol) sebesar 9 x 106 sel/ml, pada 

konsentrasi 1,215% sebesar 0,591 x 106 sel/ml, pada konsentrasi 2,16% 

sebesar 0,362 x 106 sel/ml, pada konsentrasi 3,78% sebesar 0,191 x 106 

sel/ml, pada konsentrasi 6,75% sebesar 0,075 x 106 sel/ml. Semakin besar 

konsentrasi limbah cair pabrik kertas yang diberikan maka semakin besar 

pula prosentase mortalitas dari hewan uji atau tingkat kepadatannya semakin 

menurun. 

3. Nilai kisaran faktor-faktor pendukung yang mempengaruhi pertumbuhan 

Chlorella vulgaris masing-masing sebesar: suhu 29-30⁰C, pH 7-8, DO 4,9-5,8 

mg/l, intensitas cahaya 5600-5900 lux. 

  

5.2 Saran 

Penelitian mengenai uji toksisitas akut limbah cair pabrik kertas terhadap 

kepadatan Chlorella vulgaris pada bak-bak percobaan diharapkan dapat 

dijadikan acuan untuk pengolahan limbah cair pabrik kertas yang lebih baik agar 

limbah yang dibuang ke badan perairan sudah memenuhi standar baku mutu 

limbah cair pabrik kertas serta tidak melebihi nilai LC50-96 Jam dari limbah cair 

pabrik kertas tersebut. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas 
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akut limbah cair pabrik kertas terhadap kepadatan mikroalga maupun organisme 

lain yang berada diperairan. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Alat dan Fungsi 

Alat Fungsi 

Toples Kaca 
Kapasitas 3 Liter  

Sebagai wadah eksperimen perlakuan 
mikroalga 

Aerator Sebagai penyuplai oksigen didalam media 

Selang aerasi Sebagai jalan masuknya udara dari aerator 

Batu aerasi Sebagai pembuat gelembung oksigen 

Gelas ukur 1000 ml Sebagai wadah untuk mengukur larutan atau 
bahan 

Gelas ukur 100 ml Sebagai wadah untuk mengukur larutan atau 
bahan  

Beaker glass 1000 ml Sebagai wadah takaran limbah yang 
digunakan pada toples percobaan 

Beaker glass 250 ml Sebagai wadah takaran limbah yang 
digunakan pada toples percobaan 

Pipet tetes Sebagai alat untuk mengambil larutan dalam 
skala kecil 

Mikroskop okuler Sebagai alat untuk mengamati kepadatan 
atau jumlah mikroalga Chlorella 
vulgarisdengan perbesaran 40x dan 10x 

Haemositometer Sebagai tempat untuk meletakkan objek yang 
akan diamati 

Cover glass Sebagai penutup objek yang akan diamati 
pada mikroskop 

DO meter Sebagai alat untuk mengukur kaadar 
oksigeen terlarut dan suhu pada media 

pH meter Sebagai alat untuk mengukur derajat 
keasaman  
pada media 

Lux meter Sebagai alat ukur untuk mengukur intensitas 
cahaya pada saat penelitian 

Lampu tubular (Tubular Lamp) 
36 Watt 

Sebagai sumber cahaya bagi mikroalga 
Chlorellla vulgaris 

Papan kayu Sebagai alat untuk peletakkan lampu 

Nampan Sebagai tempat untuk meletakkkan alat dan 
bahan 

Spatula Sebagai alat untuk menghomogenkan larutan 

Botol semprot Sebagai wadah aquades 

Dirigen kapasitas 5 liter Sebagai wadah sementara limbah cair pabrik 
kertas 

Timbangan digital Sebagai  alat untuk mengukur sampel Na 
tiosulfat 

Sprayer Sebagai wadah alkohol 75% 

Kabel roll Sebagai sumber listrik 
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Lampiran 2. Bahan dan Fungsi 

Bahan Fungsi 

Chlorella vulgaris  Sebagai objek penelitian yang akan diamati 

Kertas label Sebagai bahan untuk memberi tanda pada 
sampel perlakuan 

Air tawar Sebagai media hidup Chlorella vulgaris 

Aquades Sebagai larutan untuk mengencerkan larutan 
serta kalibrasi alat 

Tissue Sebagai bahan untuk membersihkan alat 

Alkohol 75% Sebagai larutan sterilisasi awal pada tempat 
media   

Plastik Sebagai bahan untuk penutup toples 

Karet Sebagai bahan untuk mengikat plastic pada 
toples 

Trash Bag Sebagai bahan untuk menutup perlakuan 

Chlorine Sebagai larutan untuk sterilisasi media 

Natrium tiosulfat Sebagai larutan untuk menetralkan chlorine 

Pupuk walne Sebagai pakan untuk pertumbuhan Chlorella 
vulgaris 

Vitamin Sebagai nutrisi tambahan untuk Chlorella 
vulgaris 

Limbah cair pabrik kertas Sebagai bahan pencemar yang diuji 
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Lampiran 3. Tabel Skala Logaritmik 

  

 Menurut Guthrie dan Perry (1980), skala konsentrasi yang dapat 

digunakan untuk menentukan variasi konsentrasi pada perlakuan suatu bioassay 

adalah interval progressive bisection pada suatu skala logaritmik. Adapun skala 

variasi konsentrasi perlakuan yang diperoleh dari uji pendahuluan Uji Toksisitas 

Limbah Cair Kertas Terhadap Kepadatan Chlorella vulgaris Pada Bak-Bak 

Percobaan adalah sebagai berikut 

 

  

Kolom 

1 2 3 4 5 

9 - - - - 

- - - - 7.83 

- - - 6.75 - 

- - - - 5.85 

- - 5.04 - - 

- - - - - 

- - - 3.78 - 

- - - - 3.33 

- 2.88 - - - 

- - - - 2.52 

- - - 2.16 - 

- - - - 1.89 

- - 1.62 - - 

- - - - 1.395 

- - - 1.215 - 

- - - - 1.035 

0.9 - - - - 
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Lampiran 4. Analisa Probit 

 

 Adapun tabel hasil analisa probit Chlorella vulgaris hasil uji sesungguhnya 

dari Uji Toksisitas Limbah Cair Kertas Terhadap Kepadatan Chlorella vulgaris 

Pada Bak-Bak Percobaan yang dipapar oleh limbah cair kertas selama 96 jam 

adalah sebagai berikut 

Konsen 

-trasi 

(%) 

Konsen 

-trasi 

(ml/l) 

Log10 

Konsentrasi 

Kepadatan 

Awal 

(sel/ml) 

Mortalitas 

(sel/ml) 

% 

Mortalitas 
Probit 

0 0 0 1.25 x 106 0 0 0 

1.215 12.15 1.08 1.25 x 106 0.658 x 106 52.64  5.06 

2.16 21.6 1.3 1.25 x 106 0.888 x 106 71.04 5.58 

3.78 37.8 1.58 1.25 x 106 1.058 x 106 84.64 6.01 

6.75 67.5 1.83 1.25 x 106 117.5 x 106 94 6.58 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

y = 1.9664x + 2.9611 
R² = 0.9933 

0

1
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Dari grafik probit diatas diperolah rumus regresi sebagai berikut 

y = 2.0325x +2,9611 

diasumsikan nilai probit 5, maka: 

y  = 1,9664x +2,9611 

5  = 1,9664x +2,9611 

5 – 2,9611 = 1,9664x 

2,00389 = 1,9664x 

x  = 
      

       
 

x  = 0,98129139 

LC50-96Jam  = antilog x 

   = antilog 0,98129139 

= 9,57 ml/l. 

 Darii hasil perhitungan diatas, maka dapat dikatakan bahwa kepadatan 

Chlorella vulgaris akan menurun atau mengalami mortalitas sebesar 50%, 

setelah dipapar oleh limbah cair pabrik kertas selama 96 jam pada konsentrasi 

9,57 ml/l. 
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Lampiran 5. Tabel Transformasi Probit (Finney, 1992) 
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Lanjutan Lampiran 5. Tabel Transformasi Probit (Finney, 1992) 
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Lampiran 6. Hasil Uji Anova 

 

Descriptives 

Mortsalitas Chlorella vulgaris        

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum  Lower Bound Upper Bound 

Konsentrasi 0% 3 .000 .0000 .0000 .000 .000 .0 .0 

Konsentrasi 1,215 % 3 65.333 7.6376 4.4096 46.360 84.306 57.0 72.0 

Konsentrasi 2,16 % 3 91.333 4.0415 2.3333 81.294 101.373 87.0 95.0 

Konsentrasi 3,78 % 3 105.667 6.0277 3.4801 90.693 120.640 100.0 112.0 

Konsentrasi 6,75 % 2 117.500 3.5355 2.5000 85.734 149.266 115.0 120.0 

Total 14 73.000 43.4724 11.6185 47.900 98.100 .0 120.0 
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ANOVA 

Mortsalitas Chlorella vulgaris     

 
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between 

Groups 
24333.500 4 6083.375 233.477 .000 

Within Groups 234.500 9 26.056   

Total 24568.000 13    
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Grafik Hasil Uji Anova 
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Lampiran 7. Tabel Pengamatan Kepadatan Chlorella vulgaris setiap 8 Jam Sekali 

Konsentrasi 

(%) 

Kepadatan Chlorella vulgaris (sel/ml) 

Jam ke- 

Mortalitas 

(sel/ml) 

% 

Morta 

-litas 

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 
  

0 (A) 
1.25 

x 10
6
 

1.275 

x 10
6
 

1.35 

x 10
6
 

1.50 

x 10
6
 

1.85 

x 10
6
 

2.00 

x 10
6
 

2.10 

x 10
6
 

2.20 

x 10
6
 

2.50 

x 10
6
 

3.95 

x 10
6
 

6.625 

x 10
6
 

7.75 

x 10
6
 

9.00 

x 10
6
 

0 0 

0 (B) 
1.25 

x 10
6
 

1.55 

x 10
6
 

1.725 

x 10
6
 

1.80 

x 10
6
 

1.90 

x 10
6
 

1.975 

x 10
6
 

2.025 

x 10
6
 

2.50 

x 10
6
 

3.575 

x 10
6
 

5.75 

x 10
6
 

7.00 

x 10
6
 

8.75 

x 10
6
 

9.50 

x 10
6
 

0 0 

0 (C) 
1.25 

x 10
6
 

1.725 

x 10
6
 

1.8 

x 10
6
 

2.05 

x 10
6
 

2.175 

x 10
6
 

2.35 

x 10
6
 

2.475 

x 10
6
 

3.25 

x 10
6
 

4.75 

x 10
6
 

5.50 

x 10
6
 

6.75 

x 10
6
 

7.25 

x 10
6
 

8.50 

x 10
6
 

0 0 

1.215 (A) 
1.25 

x 10
6
 

1.225 

x 10
6
 

1.20 

x 10
6
 

1.15 

x 10
6
 

1.10 

x 10
6
 

0.925 

x 10
6
 

0.875 

x 10
6
 

0.80 

 x 10
6
 

0.725 

x 10
6
 

0.70 

x 10
6
 

0.65 

x 10
6
 

0.60 

x 10
6
 

0.575 

x 10
6
 

0.675 x 10
6
 54 

1,215 (B) 
1.25 

x 10
6
 

1.175 

x 10
6
 

1.15 

x 10
6
 

1.10 

x 10
6
 

0.95 

x 10
6
 

0.875 

x 10
6
 

0.80 

x 10
6
 

0.725 

x 10
6
 

0.65 

x 10
6
 

0.625 

x 10
6
 

0.60 

x 10
6
 

0.55 

x 10
6
 

0.525 

x 10
6
 

0.725 x 10
6
 58 

1,215 (C) 
1.25 

x 10
6
 

1.20 

x 10
6
 

1.175 

x 10
6
 

1.025 

x 10
6
 

1.00 

x 10
6
 

0.925 

x 10
6
 

0.875 

x 10
6
 

0.805 

x 10
6
 

0.775 

x 10
6
 

0.725 

x 10
6
 

0.705 

x 10
6
 

0.65 

x 10
6
 

0.675 

x 10
6
 

0.575 x 10
6
 46 
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2.16 (A) 
1.25 

x 10
6
 

0.95 

x 10
6
 

0.875 

x 10
6
 

0.80 

x 10
6
 

0.725 

x 10
6
 

0.65 

x 10
6
 

0.60 

x 10
6
 

0.55 

x 10
6
 

0.50 

x 10
6
 

0.45 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.325 

x 10
6
 

0.30 

x 10
6
 

0.95 x 10
6
 76 

2,16 (B) 
1.25 

x 10
6
 

0.975 

x 10
6
 

0.85 

x 10
6
 

0.775 

x 10
6
 

0.705 

x 10
6
 

0.675 

x 10
6
 

0.625 

x 10
6
 

0.55 

x 10
6
 

0.525 

x 10
6
 

0.50 

x 10
6
 

0.45 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.375 

x 10
6
 

0.875 x 10
6
 70 

2,16 (C) 
1.25 

x 10
6
 

0.875 

x 10
6
 

0.805 

x 10
6
 

0.725 

x 10
6
 

0.675 

x 10
6
 

0.60 

x 10
6
 

0.525 

x 10
6
 

0.475 

x 10
6
 

0.45 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.40 

x 10
6
 

0.375 

x 10
6
 

0.325 

x 10
6
 

0.925 x 10
6
 74 

3.78 (A) 
1.25 

x 10
6
 

0.90 

x 10
6
 

0.85 

x 10
6
 

0.775 

x 10
6
 

0.705 

x 10
6
 

0.675 

x 10
6
 

0.55 

x 10
6
 

0.475 

x 10
6
 

0.375 

x 10
6
 

0.30 

x 10
6
 

0.275 

x 10
6
 

0.25 

x 10
6
 

0.125 

x 10
6
 

1.125 x 10
6
 90 

3,78 (B) 
1.25 

x 10
6
 

0.875 

x 10
6
 

0.805 

x 10
6
 

0.775 

x 10
6
 

0.725 

x 10
6
 

0.705 

x 10
6
 

0.625 

x 10
6
 

0.575 

x 10
6
 

0.50 

x 10
6
 

0.475 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.30 

x 10
6
 

0.25 

x 10
6
 

1.0 x 10
6
 80 

3,78 (C) 
1.25 

x 10
6
 

0.80 

x 10
6
 

0.775 

x 10
6
 

0.725 

x 10
6
 

0.675  

x 10
6
 

0.575 

x 10
6
 

0.50 

x 10
6
 

0.45 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.35 

x 10
6
 

0.30 

x 10
6
 

0.25 

x 10
6
 

0.20 

x 10
6
 

1.05 x 10
6
 84 

6.75 (A) 
1.25 

x 10
6
 

0.650 

x 10
6
 

0.60 

x 10
6
 

0.55 

x 10
6
 

0.475 

x 10
6
 

0.45 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.37 

x 10
6
 

0.30 

x 10
6
 

0.25 

x 10
6
 

0.15 

x 10
6
 

0.125 

x 10
6
 

0.10 

x 10
6
 

1.15 x 10
6
 92 

6,75 (B) 
1.25 

x 10
6
 

0.675 

x 10
6
 

0.625 

x 10
6
 

0.575 

x 10
6
 

0.50 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.35 

x 10
6
 

0.325 

x 10
6
 

0.30 

x 10
6
 

0.275 

x 10
6
 

0.10 

x 10
6
 

0.075 

x 10
6
 

0.05 

x 10
6
 

1.2 x 10
6
 96 

6,75 (C) 
1.25 

x 10
6
 

0.625 

x 10
6
 

0.575 

x 10
6
 

0.55 

x 10
6
 

0.475 

x 10
6
 

0.40 

x 10
6
 

0.375 

x 10
6
 

0.35 

x 10
6
 

0.30 

x 10
6
 

0.275 

x 10
6
 

0.20 

x 10
6
 

0.175 

x 10
6
 

0.075 

x 10
6
 

1.175 x 10
6
 94 
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Lanjutan Lampiran 7. Tabel Pengamatan Rata-rata Kepadatan Chlorella vulgaris setiap 8 Jam Sekali 

 

Konsentrasi 

(%) 

Kepadatan Chlorella vulgaris (sel/ml) 

Jam ke- 

Mortalitas 

(sel/ml) 

% 

Morta 

-litas 

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 
  

0 
1.25 

x 10
6
 

1.516 

x 10
6
 

1.625 

x 10
6
 

1.783 

x 10
6
 

1.975 

x 10
6
 

2.108 

x 10
6
 

2.2 

x 10
6
 

2.65 

x 10
6
 

3.608 

x 10
6
 

5.066 

x 10
6
 

6.791 

x 10
6
 

7.916 

x 10
6
 

9 

x 10
6
 

0 0 

1.215 
1.25 

x 10
6
 

1.2 

x 10
6
 

1.175 

x 10
6
 

1.091 

x 10
6
 

1.016 

x 10
6
 

0.908 

x 10
6
 

0.85 

x 10
6
 

0.776 

x 10
6
 

0.716 

x 10
6
 

0.683 

x 10
6
 

0.651 

x 10
6
 

0.6 

x 10
6
 

0.591 

x 10
6
 

0.658 x 10
6
 52.64 

2.16 
1.25 

x 10
6
 

0.933 

x 10
6
 

0.843 

x 10
6
 

0.766 

x 10
6
 

0.701 

x 10
6
 

0.641 

x 10
6
 

0.583 

x 10
6
 

0.525 

x 10
6
 

0.491 

x 10
6
 

0.458 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.375 

x 10
6
 

0.362 

x 10
6
 

0.888 x 10
6
 71.04 

3.78 
1.25 

x 10
6
 

0.858 

x 10
6
 

0.81 

x 10
6
 

0.758 

x 10
6
 

0.701 

x 10
6
 

0.651 

x 10
6
 

0.558 

x 10
6
 

0.5 

x 10
6
 

0.433 

x 10
6
 

0.375 

x 10
6
 

0.333 

x 10
6
 

0.267 

x 10
6
 

0.191 

x 10
6
 

1.058 x 10
6
 84.64 

6.75 
1.25 

x 10
6
 

0.65 

x 10
6
 

0.6 

x 10
6
 

0.558 

x 10
6
 

0.483 

x 10
6
 

0.425 

x 10
6
 

0.383 

x 10
6
 

0.348 

x 10
6
 

0.3 

x 10
6
 

0.266 

x 10
6
 

0.15 x 

10
6
 

0.125 

x 10
6
 

0.075 

x 10
6
 

1.175 x 10
6
 94 
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Lampiran 8. Data Hasil Pengukuran Kualitas Air 

 

Data Hasil Pengukuran Suhu (oC) 

 

 

 

Konsentrasi (%) 
Jam Ke- 

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 

0 (A) 29.1 29.5 29.5 29.1 29.9 29.8 30.6 29.8 30.0 29.6 30.0 30.2 30.2 

0 (B) 29.8 29.6 30.2 29.8 29.3 30.2 30.1 30.7 30.9 29.9 30.3 29.2 30.1 

0 (C) 30 29.7 30.2 30.0 30.4 30.3 29.0 30.7 30.9 29.9 29.1 29.8 30.5 

1.215 (A) 29.7 29.1 30.4 29.5 30.2 30.0 28.4 30.5 29.7 29.7 30.5 30.4 30.1 

1.215 (B) 30.8 29.9 29.8 30.2 30.0 30.9 30.8 30.8 30.3 30.6 30.1 30.9 29.8 

1.215 (C) 30.1 29.5 30.4 29.6 30.3 29.3 30.0 30.9 30.7 29.8 29.6 30.9 29.7 

2.16 (A) 29.5 29.3 30.3 29.4 30.3 30.0 30.2 30.5 30.3 28.9 30.5 29.3 30.7 

2.16 (B) 30.2 29.7 30.5 30.0 30.2 30.4 31.2 30.5 30.5 30.7 30.7 30.5 29.7 

2.16 (C) 29.6 29.1 29.9 30.2 30.4 30.2 29.5 30.5 30.4 29.7 29.6 30.6 30.6 

3.78 (A) 29.4 29.5 30.0 30.2 30.1 30.3 30.6 30.7 30.5 29.7 30.9 30.8 29.7 

3.78 (B) 30 29.4 30.4 30.3 30.4 30.7 30.5 30.9 30.7 30.2 30.2 30.5 29.8 

3.78 (C) 30.2 29.6 30.8 29.3 30.9 30.5 28.4 30.7 29.3 30.2 30.9 30.9 30.9 

6.75 (A) 30.2 29.7 30.9 29.7 30.9 30.8 30.5 30.2 30.1 30.5 30.1 30.2 29.5 

6.75 (B) 30.3 29.7 30.6 30.8 30.8 30.6 30.7 31.0 29.7 30.3 30.2 30.0 29.4 

6.75 (C) 29.3 29.0 29.9 30.1 30.1 30.0 29.6 30.4 30.4 29.6 30.4 30.6 30.0 
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Lanjutan Lampiran 9. Data Hasil Pengukuran Kualitas Air 

 

Data Hasil Pengukuran pH 

 

 

 

Konsentrasi (%) 
Jam Ke- 

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 

0 (A) 7.15 7.40 7.34 7.14 7.15 7.47 7.50 7.34 7.38 7.24 7.43 7.45 7.23 

0 (B) 7.16 7.23 7.25 7.16 7.04 7.31 7.21 7.18 7.20 7.31 7.29 7.30 7.15 

0 (C) 7.19 7.18 7.19 7.14 7.10 7.35 7.01 7.03 7.15 7.43 7.20 7.25 7.24 

1.215 (A) 7.45 7.60 7.57 7.25 7.67 7.78 7.57 7.55 7.57 7.50 7.68 7.70 7.54 

1.215 (B) 7.52 7.54 7.39 7.24 7.56 7.69 7.51 7.41 7.55 7.49 7.59 7.67 7.37 

1.215 (C) 7.65 7.60 7.65 7.21 7.58 7.76 7.44 7.52 7.54 7.39 7.64 7.65 7.34 

2.16 (A) 7.89 7.70 7.65 7.45 7.58 7.89 7.86 7.67 7.69 7.67 7.78 7.82 7.89 

2.16 (B) 7.64 7.67 7.67 7.40 7.67 7.80 7.86 7.63 7.64 7.89 7.69 7.75 7.65 

2.16 (C) 7.98 7.71 7.87 7.46 7.85 7.89 7.82 7.81 7.65 7.68 7.74 7.82 7.76 

3.78 (A) 8.00 7.92 8.09 7.67 8.01 8.08 7.89 7.89 7.90 7.89 7.99 8.04 7.98 

3.78 (B) 8.02 7.96 8.02 7.78 7.94 8.11 7.82 7.89 7.90 7.91 8.00 8.09 7.89 

3.78 (C) 8.04 8.10 8.04 7.71 7.99 8.17 7.91 7.98 7.99 7.95 8.11 8.15 7.91 

6.75 (A) 7.15 7.40 7.34 7.14 7.15 7.47 7.50 7.34 7.38 7.24 7.43 7.45 7.23 

6.75 (B) 7.16 7.23 7.25 7.16 7.04 7.31 7.21 7.18 7.20 7.31 7.29 7.30 7.15 

6.75 (C) 7.19 7.18 7.19 7.14 7.10 7.35 7.01 7.03 7.15 7.43 7.20 7.25 7.24 
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Lanjutan Lampiran 10. Data Hasil Pengukuran Kualitas Air 

Data Hasil Pengukuran DO (Oksigen Terlarut) 

 

 

 

 

Konsentrasi (%) 
Jam Ke- 

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 

0 (A) 4.22 5.19 5.79 5.09 5.50 5.70 4.86 5.29 5.44 6.00 4.94 5.38 5.28 

0 (B) 5.23 5.19 6.44 5.31 5.07 5.80 5.03 5.81 4.14 4.53 4.88 4.75 5.11 

0 (C) 5.25 5.28 6.11 5.38 6.18 5.66 5.22 4.80 4.16 4.48 4.87 4.82 4.87 

1.215 (A) 4.21 5.72 6.22 5.32 4.38 4.12 5.17 5.96 5.04 4.84 4.94 5.51 5.47 

1.215 (B) 4.41 5.27 5.92 5.27 5.89 5.45 5.10 5.36 5.45 5.11 4.31 4.51 5.13 

1.215 (C) 4.47 5.15 6.02 5.10 4.72 6.08 5.16 6.57 5.44 5.85 5.06 5.12 4.86 

2.16 (A) 4.20 5.43 6.23 4.51 5.93 4.21 5.00 4.51 5.61 5.76 4.64 5.99 5.91 

2.16 (B) 4.56 5.32 6.15 5.24 6.65 4.61 4.89 5.65 4.92 5.48 4.15 4.17 5.30 

2.16 (C) 4.59 4.71 6.39 5.51 5.74 5.64 5.06 6.37 5.49 4.99 4.76 4.85 4.64 

3.78 (A) 5.18 5.35 6.45 4.47 5.53 5.96 5.31 5.77 4.43 5.12 4.62 5.15 5.14 

3.78 (B) 4.54 5.38 6.01 5.60 5.95 5.37 5.06 6.60 5.36 4.03 5.94 4.01 5.85 

3.78 (C) 4.70 4.34 6.16 5.40 5.42 4.61 4.86 4.37 5.29 6.01 4.70 4.97 4.44 

6.75 (A) 5.04 5.88 6.11 5.24 5.88 5.58 4.78 5.38 4.86 5.28 4.74 5.05 5.55 

6.75 (B) 4.42 6.48 6.00 5.31 5.62 5.68 5.01 5.77 5.50 5.04 4.78 5.43 5.00 

6.75 (C) 4.89 5.23 6.06 5.43 5.43 5.12 5.64 6.04 5.04 5.76 4.75 4.45 4.68 
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Lampiran 11. Hasil Uji Limbah Cair Pabrik Kertas 
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Lampiran. 12 Baku Mutu Limbah Cair Kertas  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

91 
 

 

 

 

  



 

92 
 

Lampiran 13. Hasil Kultur Chlorella Vulgaris 

 

 

 

KULTUR STOK 1 

Pengamatan Hari 
Ke- 

Kepadatan Chlorella vulgaris (sel/ml) 

Toples 1 Toples 2 

0 6,5 x 105 4,25 x 105 

1 7,25 x 105 7,25 x 105 

2 1,475 x 106 2,25 x 106 

3 4,72 x 106 4,5 x 106 

4 6,92 x 106 6,5 x 106 

5 1,145 x 107 1,125 x 107 
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Lanjutan Lampiran 13. Hasil Kultur Chlorella Vulgaris 

 

 

 

KULTUR STOK 2 

Pengamatan 
Hari Ke- 

Kepadatan Chlorella vulgaris (sel/ml) 

Toples 1 Toples 2 Toples 3 Toples 4 

0 4,5 x 105 3,5 x 105 5,5 x 105 5,0 x 105 
1 7,5 x 105 7,0 x 105 8,5 x 105 7,25 x 105 
2 1,4 x 106 2,375 x 106 3,45 x 106 2,25 x 106 
3 3,375 x 106 6,975 x 106 6,275 x x 106 4,075 x 106 

4 6,75 x 106 1,145 x 107 1,265 x 107 7,60 x 106 

5 1,2475 x 107 1,435 x 107 1,5325 x 107 1,525 x 107 
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Lanjutan Lampiran 13. Hasil Kultur Chlorella Vulgaris 

 

 

 

KULTUR STOK 3 

Pengamatan Hari 

Ke- 

Kepadatan Chlorella vulgaris (sel/ml) 

Toples 1 Toples 3 Toples 4 

0 3,25 x 105 2,25 x 105 2,25 x 105 

1 7,5 x 105 1,225 x 106 1,55 x 106 

2 1,525 x 106 3,10 x 106 2,175 x 106 

3 3,225 x 106 6,35 x 106 3,7 x 106 

4 4,625 x 106 9,5 x 106 4,675 x 106 

5 1,025 x 107 1,365 x 107 1,155 x 107 
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Lanjutan Lampiran 13. Hasil Kultur Chlorella Vulgaris 

 

 

 

KULTUR STOK 4 

Pengamatan 
Hari Ke- 

Kepadatan Chlorella vulgaris 
(sel/ml) 

Toples 2 Toples 3 

0 3,75 x 105 3,0 x 105 
1 1,125 x 106 7,75 x 105 
2 2,975 x 106 2,25 x 106 
3 6,8 x 106 5,5 x 106 

4 9,075 x 106 8,275 x 106 

5 1,132 x 107 1,125 x 107 
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Lampiran 14. Dokumentasi 
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