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BAB III 

METODE PENELITIAN  

A. Jenis Penelitian 

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimen. Penelitian 

eksperimen adalah penelitian yang dilakukan dengan mengadakan manipulasi 

terhadap objek penelitian serta adanya kontrol (Nazir, 2003). Rancangan 

penelitian ini adalah RAL (Rancangan Acak Lengkap).   

 

B. Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioenergi dan Bioproses, Bidang 

Bioproses, Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI, Jalan Raya Bogor KM 46, 

Cibinong 16911, Bogor, Jawa Barat. Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret  

2011 sampai Oktober 2012.   

 

C. Alat dan Bahan  

1. Alat  

Tabel 3.1 Daftar alat yang digunakan  

Alat Spesifikasi  Jumlah  

Tabung reaksi   Pyrex IWAKI  40  

Erlenmeyer  Pyrex IWAKI  5  

Mikroplate   3 

Beaker glass Pyrex IWAKI 2 

Gelas ukur 1 L dan 25 mL  Pyrex IWAKI 2  

Sonikator   1 

Vortex  Fisher Scientific 

060119004 

1  

Sentrifuge  HITACHI himac CT 

GEL  

1 

Coolroom   1 

Luxmeter   1 

Mikrotube (Ependorf)  4  

Gunting   1 

Pipet Pasteur   20  

Spatula   3  

Mikropipet Pipet Man  1 

Tip 2-20 μL, 1 mL, 5 mL  Secukupnya  
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Botol berukuran 1 L   10  

Alat Spesifikasi Jumlah 

Botol beruuran 500 mL   10  

Autoclave  TOMY ES-315 1 

Ice maker   Scotsman AFE424A-6A 1  

Spektrofotometer  SHIMADZU UV- 1700 1 

Kuvet 3 mL dan 1 mL   Masing-

masing  

1 pasang  

Laminar  ESCO 1  

Waterbath    

Timbangan analitis  Sartorius TE 15025 1  

Hot plate dan magnetik 

stirrer 

IKA RH basic 2  1 

Objek glass dan cover 

glass 

 20 

Mikroskop   1 

Labu ukur  Pyrex IWAKI  1 

pH meter   1 

pH indikator   Secukupnya  

Kamera digital  Sony DSC-W370 1 

Plastik anti panas  Secukupnya  

Selang plastik  Secukupnya  

Parafilm  PM-992  Secukupnya  

Wrap   Secukupnya  

Tissue   Secukupnya  

Aluminium foil   Secukupnya  

Karet gelang   Secukupnya  

Kapas   Secukupnya  
Batu aerasi  Secukupnya  

Saringan   1 

Corong plastik  1 

Corong kaca   1 

Cup dan tutup plastik   25 buah  
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2. Bahan  

Tabel 3.2 Daftar bahan yang digunakan  

Bahan Kegunaan  Jumlah   

Ampas sagu  Substrat kultivasi  83,25 gram  

Media tumbuh AF-6, 

IMK, MBM, dan 

Zarouk   

Media kultur 100x pemekatan 

dalam 1 L aquades 

3 isolat mikroalga  Bibit  0,5 mL dalam 5 mL 

aquades  

Metanol  Analisis lipid dan 

omega-3 

1300 mL 

Kloroform  Analisis lipid  2138 mL 

Aceton 80% Analisis lipid  600 mL  

Etanol  Mencuci syringe 

GC dan analisis 

protein  

30 mL 

Bahan Kegunaan Jumlah 

H2SO4 pekat  Analisis gula total  300 mL  

Phenol 5 % Analisis gula total  50 mL 

Glukosa  Membuat larutan 

standar gula  

0,01 gram  

BSA  Membuat larutan 

standar protein  

0,25 gram  

Coomasie Briliant Blue Membuat larutan 

Bradford  

0,05 gram  

Asam fosfat  Membuat larutan 

Bradford 

50 mL  

Aquades steril dan tidak 

steril  

Pembuatan media 

dan pelarut saat 

reaksi  

20 L 

Alcohol 70% Sterilisasi  3 L  

Buffer fosfat pH 7  Larutan penyangga  1 L 

FeCl3 Flokulasi saat 

pemanenan  

10 gram  

 

D. Populasi dan Sampel  

1. Populasi yang digunakan adalah seluruh mikroalga isolat LIPI-11 di 

Laboratorium Bioenergi, Pusat Penelitian Bioteknologi, Bogor.  

2. Sampel yang digunakan adalah mikroalga isolat LIPI-11A1, LIPI-11A2 dan 

LIPI-11A8. 
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E. Pengambilan Sampel  

Sampel diambil dari biakan murni mikroalga Cyanobacteria di Laboratorium 

Bioenergi dan Bioproses, Bidang Bioproses, Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI. 

Jumlah isolat yang digunakan berjumlah 3 isolat yaitu LIPI-11A1, LIPI-11A2 dan 

LIPI-11A8. 

 

F. Prosedur Penelitian  

Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahap, diantaranya sebagai berikut :  

1. Sterilisasi alat dan bahan  

Aquades dan Media kultur disterilisasi menggunakan autoclave. Media 

pertumbuhan dibuat menggunakan aquades sebagai pelarut. Autoclave dijalankan 

pada suhu 121
o
C selama 15 menit.  

Sterilisasi alat berbahan gelas, plastik maupun karet juga menggunakan 

autoclave suhu 121
o
C selama 15 menit. Peralatan tersebut sebelumnya dicuci 

hingga bersih dan ditiriskan. Setelah kering peralatan yang terbuat dari bahan 

gelas ditutup dengan alumunium foil agar uap air tidak bisa masuk selama proses 

sterilisasi. Beberapa alat berbahan gelas dibungkus dengan aluminium foil 

kemudian dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Sedangkan peralatan plastik 

dan karet langsung dibungkus menggunakan plastik tahan panas.  

 

2. Pembuatan media kultur   

Aquades yang digunakan dalam pembuatan media kultur disterilisasi 

bersamaan dengan bahan-bahan komposisi media kultur yang digunakan. 

Penggunaan dalam jumlah yang besar maka media kultur dibuat menjadi 

pemekatan tertentu sesuai kebutuhan. Untuk kepentingan pengenceran juga 

digunakan aquades steril. Mikrolaga dikultur pada galon berukuran 6 L. Volume 

total pengkulturan sebanyak 5 L yang terdiri dari air laut, media dan bibit. Media 

pertumbuhan yang digunakan adalah AF-6. Komposisi media AF-6 dapat dilihat 

pada Tabel 3.3.    
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 Tabel 3.3 Komposisi media AF-6 dalam 1 liter 

Komponen Jumlah (gram) 

NaNO3 
0,14 

NH4NO3 
0,022 

MgSO4. 7H2O 
0,03 

KH2PO4 
0,01 

K2HPO4 
0,005 

CaCl2.2H2O 
0,01 

CaCO3 
0,01 

Fe citrate 
0,002 

Citric acid 
0,002 

Vitamin (mL) 

Biotin  
0,02  mL 

Thiamin HCl 
0,005 mL 

Vitamin B6 
0,01 mL 

Vitamin B12 
0,01 mL 

PIV metals solution  
5 mL 

 

3. Pembuatan stok kultur   

Stok mikroalga LIPI-11A1, LIPI-11A2 dan LIPI-11A8 yang diperoleh dari 

Laboratorium Bioproses, Puslit Biotekonologi Indonesia LIPI Cibinong Bogor 

dilakukan perbanyakan dengan cara bertingkat. Isolat mikrolaga dikultur pada 

volume 5 mL.  

 

 

Gambar 3.1 stok kultur pada volume 5 mL  
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Kemudian dikultivasi di ruang kultur hingga sekitar 2 minggu (14 hari). 

Setelah tumbuh kemudian dikultur kembali di volume lebih besar yaitu 50 mL 

hingga 2 minggu (14 hari). Bila telah tumbuh dilakukan lagi pengkulturan pada 

volume 500 mL. Begitu seterusnya hingga bibit siap dikultur menjadi volume 5 L.  

Pemberian aerasi dilakukan pada tahap kultur volume 500 mL hingga 5 L.  

4. Kultivasi mikroalga  

Proses kultivasi mikroalga dalam penelitian ini dilakukan selama 30 hari. 

Tempat yang digunakan adalah galon berukuran 6 L, namun volume kultur total 

hanya 5 L. Bibit yang digunakan sebesar 5% dari volume kultur total. Media 

dibuat dalam stok pemekatan 100x maka hanya diperlukan 50 mL media, 4450 

mL aquades steril, dan 500 mL bibit siap inokulasi.  

Alga yang telah dikultivasi diamati pertumbuhannya berupa kepadatan selnya 

dengan cara diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang   

680 nm setiap hari di waktu yang sama. Pengambilan sampel untuk uji kandungan 

nutrisi di lakukan setiap 5 hari sekali meliputi uji kandungan karbohidrat (gula 

total), protein, dan lipid. Uji kandungan karbohidrat (gula total), berat kering, 

protein dan lipid diperlukan sampel masing-masing 10 mL.  

5. Pengamatan pertumbuhan mikroalga 

Pertumbuhan mikroalga diamati setiap hari sampai hari ke-30 menggunakan 

spektrofotometer pada absorbansi 680 nm. Sampling dilakukan setiap pagi hari 

pukul 08.00 WIB. Volume sampling sebanyak 3,5 mL untuk tiga kali 

pengulangan.  

Metode lain yang juga dipakai untuk pengamatan pertumbuhan pada 

penelitian ini yaitu pengukuran berat biomassa kering. Waktu sampling juga 

dilakukan di pagi hari pukul 08.00 WIB dengan volume 10 mL. Sampel kemudian 

disaring dengan kertas saring GF/C yang telah diketahui beratnya. Kertas saring 

dan hasil panen kemudian dikeringkan di bawah sinar matahari selama 3 hari 

kemudian ditimbang sampai konstan. Berat kering mikroalga didapat dari 

mengurangi berat kering kertas saring ditambah mikroalga dengan berat kertas 

saring.  
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6. Pemanenan kultur mikroalga  

Pemanenan kultur mikrolaga yang telah selesai dikultivasi dilakukan dengan 

dua cara, yaitu penyaringan dan flokulasi. Penyaringan dilakukan dengan 

menyaring biomassa secara langsung tanpa ditambahkan zat apapun. Mikrolaga 

dalam media langsung dituang ke dalam saringan. Biomassa akan tersaring 

disaringan, sedangkan media akan lolos dari saringan. Biomassa yang didapat 

dikumpulkan dalam wadah untuk dikeringkan.  

Mikroalga yang bisa dipanen menggunakan cara ini biasanya yang bentuk 

selnya panjang (filamen) dan di dalam media berkoloni membentuk serabut-

serabut. Pada penelitian ini hanya mikroalga LIPI-11A1 yang bisa dipanen dengan 

cara ini. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Pemanenan mikroalga LIPI-11A1 menggunakan saringan 

 

Metode flokulasi menggunakan ferric chloride (FeCl3). Proses flokulasi 

menginduksi meningkatnya nilai pH medium yang dapat menambah efisiensi 

panen hingga 90% (Zhang et al., 2012). Bahan kimia yang digunakan untuk 

koagulasi mikroalga tidak mempengaruhi komposisi dan tidak menghasilkan efek 

toksik  (Danquah, 2009).  

Kultur yang telah selesai diflokulasi kemudian disaring menggunakan kertas 

saring. Biomassa yang tersaring dipindah ke tempat lain untuk dikumpulkan. 

Biomassa yang didapat dikeringkan dengan cara dijemur di bawah sinar matahari 

selama beberapa hari yaitu sekitar 3  hari.  
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Gambar 3.3 Pemanenan mikroalga LIPI-11A2 dan LIPI-11A8 

menggunakan metode flokulasi FeCl3 

 

7. Pengukuran parameter lingkungan  

Dalam penelitian ini dilakukan juga pengukuran parameter lingkungan. 

Faktor lingkungan berupa faktor abiotik juga  ikut berperan dalam menentukan 

pertumbuhan mikroalga. Faktor lingkungan yang diukur yaitu temperature air, pH 

air dan intensitas cahaya pada pagi, siang dan sore hari. Pengukuran pH dilakukan 

dengan menggunakan pH meter Portable HORIBA. Sensor yang ada pada alat 

dicelupkan ke dalam air media kemudian akan terlihat nilai pH di dalam layar. 

Pengukuran pH dan temperatur dilakukan sekali dalam sehari. Sedangkan untuk 

mengukur intensitas cahaya menggunakan luxmeter dilakukan pada pagi, siang 

dan sore hari.  

8. Pengukuran kandungan karbohidrat (Phenol-Sulphuric acid method) 

a. Pembuatan kurva baku standar glukosa  

  Membuat larutan standar konsentrasi 100 ppm dengan cara menimbang 

glukosa sebanyak 0,01 gram/100 mL kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 

dan ditambahkan dengan aquades sampai 100 mL. Dihomogenkan dengan cara 

dikocok perlahan. Mencampur larutan standar dengan aquades hingga masing-

masing konsentrasi yang diinginkan. Sebanyak 5% fenol dimasukkan ke dalam 

larutan yang telah dibuat dan ditambahkan 2,5 mL H2SO4 pekat ke dalam masing-

masing tabung dengan konsentrasi larutan berbeda. Divortex kemudian didiamkan 

Selama sepuluh menit pada suhu kamar. Diinkubasi pada suhu 40
o
C selama 20 
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menit menggunakan waterbath. Langkah terakhir adalah diukur menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 490 nm. Kemudian dicari nilai 

regresinya. Nilai gula total didapat dari persamaan :  

Y = ax + b  

Keterangan : Y = nilai absorbansi 

a dan b = nilai pada persamaan regresi larutan standar 

x = kadar gula yang dicari (ppm) 

b. Pengukuran kandungan karbohidrat sampel  

Pengukuran kadar karbohidrat menggunakan metode Phenol-Sulphuric acid 

dilakukan setiap lima hari sekali selama 30 hari masa kultivasi. Metode yang 

digunakan adalah metode phenol asam sulfat. Sebanyak 10 mL sampel diambil 

kemudian disentrifugasi 6000 rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang dan 

ditambahkan 10 mL buffer fosfat pH 7. Disonikasi selama 4 x 1 menit. Kemudian 

sampel diambil sebanyak 0,5 mL ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 0,5 mL 

phenol dan 2,5 mL asam sulfat. Divortex agar homogen kemudian didiamkan 

selama 10 menit pada suhu ruang. Tabung reaksi di simpan di waterbath suhu 

40
o
C selama 20 menit.  

Blangko menggunakan 0,5 mL aquades ditambah phenol dan asam sulfat 

dengan jumlah yang sama pada sampel. Kandungan gula total sampel diukur 

menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 490 nm.  

 

9. Pengukuran kandungan protein (Metode Bradford)  

a. Pembuatan kurva baku standar protein  

Membuat larutan standar konsentrasi 100 ppm dengan cara menimbang BSA 

sebanyak 0,25 gram/250 mL kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur dan 

ditambahkan dengan aquades sampai 100 mL. Dihomogenkan dengan cara 

dikocok perlahan. Mencampur larutan standar dengan aquades hingga masing-

masing konsentrasi yang diinginkan. Ditambahkan 1 mL larutan Bradford. 

Divortex untuk meghomogenkan. Didiamkan selama 15 menit dan diukur di 

spektrofotometer pada λ 595 nm.  
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 Kemudian dicari nilai regresinya. Nilai protein didapat dari persamaan :  

Y = ax + b  

Keterangan : Y = nilai absorbansi 

a dan b = nilai pada persamaan regresi larutan standar 

x = kadar protein yang dicari (ppm) 

 

b. Pengukuran kandungan protein sampel  

Metode Bradford digunakan untuk menganalisis kadar protein yang dilakukan 

setiap lima hari sekali selama 30 hari masa kultivasi. Sampel sebanyak 10 mL 

disentrifugasi 6000 rpm 15 menit untuk diambil peletnya. Kemudian dicuci 

dengan buffer fosfat pH 7 sebanyak 10 mL  dikocok dan disentrifugasi kembali. 

Supernatan dibuang, ditambahkan aceton 80% sebanyak 10 mL. sampel 

disonikasi (4 x 1 menit). Kemudian disentrifugasi 6000 rpm selama 10 menit. 

Ambil 0,1 mL supernatan. Ditambahkan 1 mL larutan Bradford. Divortex untuk 

meghomogenkan sampel dan larutan. Didiamkan selama 15 menit dan diukur di 

spektrofotometer pada λ 595 nm.   

 

10. Pengukuran kandungan lipid (Metode Bligh and Dyer) 

Pengukuran kadar lipid total pada penelitian ini menggunkan metode Bligh 

and Dyer, (1959) yang telah dimodifikasi. sampel sebanyak 10 mL disentrifugasi 

6000 rpm selama 15 menit. Untuk ekstraksi minyak ditambahkan metanol 

sebanyak 3 mL. Disonikasi 4 x 1 menit. Ditambahkan 6 mL kloroform. Shaker 

selama 1 jam. Kemudian ditambahkan aquades sebanyak 10 mL dan shaker 

kembali selama 15 menit. Hasil shaker tersebut didiamkan sebentar agar terpisah 

fase air dan minyaknya. Minyak berada di bagian bawah campuran air dan 

kloroform. Perbandingan antara metanol, kloroform dan aquades adalah 1 : 1 : 1.  

Minyak mikroalga yang masih bercampur dengan kloroform diambil 

menggunakan pipet pasteur ke dalam tabung reaksi yang telah ditimbang 

beratnya. Tabung reaksi tersebut disimpan di tempat terbuka agar kloroform 



 

26 

 

Sari Lestari, 2013 
PROFIL PERTUMBUHAN DAN ANALISIS KANDUNGAN KARBOHIDRAT, PROTEIN, DAN LIPID MIKROALGA 
HIJAU-BIRU PADA MEDIUM AF-6 DENGAN PENAMBAHAN SUBSTRAT LIMBAH AMPAS SAGU  
Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu 

menguap dan hanya minyak yang tertinggal. Perhitungan % berat total lipid 

menggunakan rumus berikut :  

% lipid = (A x B)  

      C 

Keterangan : A = berat minyak (gram) 

B = kadar larutan (ml) 

C = berat biomassa (gram) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

x 100% 
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G. Alur Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Gambar 3.4 Diagram alir penelitian  

 

Seminar proposal 

Persiapan penelitian :  

1. Sterilisasi alat dan bahan 

2. Pembuatan stok media 

3. Pembuatan stok kultur mikroalga   

(bibit) 

 

Penyusunan proposal 

Perlakuan penelitian :  

1. Kultivasi mikroalga dengan 

penambahan limbah sagu selama 30 

hari.  

2. Pengambilan sampel untuk beberapa 

pengujian kandungan mikroalga 

Pengukuran parameter 

lingkungan : 

- Temperatur air 

- pH air 

- intensitas cahaya  

Pertumbuhan : 

- Optical density 

680 nm 

- Berat biomassa 

kering 

 

Pengujian kandungan 

nutrisi  : 

- Gula total  

- Protein  

- Lipid  

 

Pengumpulan data 

Analisis data  

Laporan   
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H. Analisis Data   

Data hasil pengamatan dianalisis dengan menggunakan analisis statistik. data 

dianalisis menggunakan ANAVA. Untuk mengetahui beda nyata di antara 

perlakuan menggunakan uji Duncans Multiple Range Test (DMRT) pada taraf uji 

5%. Anava yang digunakan merupakan two-way ANOVA karena penelitian ini 

terdiri dari beberapa variabel bebas.  

Data pertumbuhan ketiga isolat yang ditumbuhkan dengan beberapa 

konsentrasi ampas sagu (kontrol, 50 ppm, 500 ppm dan 5000 ppm) pada medium 

pertumbuhan dilakukan pengukuran dengan dua kali pengulangan sehingga 

terdapat sebanyak 56 unit data penelitian. Sedangkan kandungan nutrisi 

(karbohidrat, protein dan lipid) pada masing-masing isolat terdiri dari 168 unit 

data penelitian dengan pengulangan sebanyak dua kali.  

 

 

 


