
Dya Puspita Khansa, 2018 
PENGARUH pH DAN ZAT ADITIF TERHADAP STABILITAS FIKOSIANIN Spirulina 

sp. DAN APLIKASINYA PADA MODEL MINUMAN 

Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu 

 
10 

 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

1.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilakukan dari bulan Februari sampai bulan Juli 2018 

di Laboratorium Riset dan Laboratorium Kimia Instrumen Departemen 

Kimia Fakultas Pendidikan Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Pendidikan Indonesia (FPMIPA UPI). 

 

1.2 Alat dan Bahan 

1.2.1 Alat 

Pada penelitian ini digunakan bebereapa alat diantaranya: botol 

vial 75 mL, falcon tube 15 mL, prop karet, batang pengaduk, corong kaca, 

spatula, batang magnet, tabung reaksi 15 cm (Pyrex), labu ukur 1 L, labu 

erlenmeyer 250 mL, gelas kimia 400 mL, gelas ukur 100 mL, termometer 

(alkohol, 0-100°C), mikropipet (Mettler Toledo), magnetic stirrer, 

centrifuge (H-103n Kokusan), pH meter (Mettler Toledo), neraca analitik, 

sonikator ultrasonic cleaner Honda W-211, waterbath (NTS 

Thermoshaker) dan Shimadzu UV-Mini 1240 dan Spectronic 20. 

1.2.2 Bahan 

Sampel Spirulina sp. diperoleh dari Departemen Biologi 

Universitas Padjajaran. Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah yaitu aquades, natrium hidroksida (NaOH, teknis, PT. Bratachem), 

disodium bifosfat (Na2HPO4, teknis, PT. Bratachem), natrium klorida 
(NaCl, teknis, Sakura), natrium klorida (NaCl, teknis, PT. Bratachem), 

(NaCl, p.a , PT. Bratachem), mononatrium fosfat (NaH2PO4, teknis, PT. 

Bratachem), EDTA, ammonium sulfat ((NH4)2SO4), teknis, PT. 

Bratachem), sukrosa (C12H22O11, teknis, PT. Bratachem) asam sitrat 

(C6H8O7, teknis, Subur Kimia Jaya), alumunium foil, metanol teknis dan 

air destilasi. Semua bahan yang digunakan langsung tanpa pemurnian 

terlebih dahulu.  
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1.3 Prosedur Penelitian 

Penelitian ini terdiri dari empat tahap, yaitu; 1) Ekstraksi dan 

pemurnian pigmen, 2) Pengaruh pH pada stabilitas fikosianin, 3) 
Pengaruh zat aditif terhadap stabilitas fikosianin, 4) Stabilitas pengaruh 

pH dalam aplikasinya pada minuman komersial dan model minuman. 

Prosedur yang dilakukan ditunjukkan secara skematika pada Gambar 3.1. 
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Gambar 3. 1 Prosedur Penelitian 

+ (NH4)2SO4 padat 
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1.3.1 Ekstraksi dan Pemurnian Ekstrak Kasar dari Spirulina 

sp.  

1.3.1.1 Ekstraksi Pigmen Fikosianin 

Ekstraksi fikosianin dilakukan menggunakan metode dari 

Minkova (2003) yang dimodifikasi pada beberapa tahapannya. Tahapan 

ini dilakukan menggunakan buffer PBS 10X 0.1 M dengan tambahan 

EDTA 10% sebagai pelarut. Ekstraksi dilakukan dengan rasio biomassa 
2:100 (massa biomassa: volume pelarut). Ekstraksi dilakukan dua kali 

untuk mengambil ekstrak kasar dan ekstrak fikosianin. 

Sonikasi dilakukan selama 1 menit bertujuan untuk 

menghancurkan dinding sel dan yang lainnya, sehingga biomolekul yang 

diharapkan dapat larut dalam pelarut. Gelombang ultrasonik diberikan 

untuk mengurangi kadar gas dalam larutan. Pengadukan dilakukan selama 

± 4 jam dengan tujuan untuk menghomogenkan biomassa dalam pelarut. 

Ekstraksi dilanjutkan dengan maserasi selama 15 jam untuk 

meningkatkan perolehan fikosianin. Sentrifugasi dilakukan untuk 

menghilangkan serpihan sel dan senyawa-senyawa lain yang tidak larut 

dalam buffer. Tahapan ekstraksi fikosianin ditunjukkan secara diagram 
pada Gambar 3.2. 

• Ekstraksi Fikosianin (Minkova, 2003) 

•  

 

- Ditimbang 2 gram 

- Ditambahkan 100 mL larutan penyangga 

- Disonikasi selama 1 menit 

- Diaduk selama 4 jam  

- Dimaserasi selama 15 jam 

- Disentrifugasi pada x 2000 g selama 15 menit 

 

 
 

- Diencerkan 1 : 10 

- Dianalisis Spektrofotometri 

 

Biomassa Kering 

Spektra Ektrak Fikosianin 

Supernatan/ekstrak kasar Filtrat 

Gambar 3. 2 Tahap Ekstraksi Ekstrak Kasar Fikosianin 
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1.3.1.2 Pemurnian Pigmen Fikosianin 

Pada tahapan pemurnian fikosianin, hal ini dilakukan dengan 

fraksinasi ammonium sulfat dan prosesnya ditunjukan pada Gambar 3.3. 

Proses pemurnian merujuk pada Minkova (2003) dengan beberapa 

penyesuaian dan penyederhanaan. Pada dasarnya pemurnian dilakukan 

melalui dua tahap; 1) Penjenuhan ammonium sulfat 25%, dan 2) 

Penjenuhan ammonium sulfat 50%. Kedua tahapan tersebut menjadi satu 

langkah yang selanjutnya diulangi sebanyak tiga kali. Proses penjenuhan 

pertama (25% jenuh) akan menghasilkan endapan berwarna kehijauan 

dan supernatan berwarna biru. Supernatan akan diambil dan digunakan 
untuk proses selanjutnya. Pada tahap berikutnya (penjenuhan 50%) akan 

diperoleh endapan berwarna biru dan supernatan tidak berwarna. Tahapan 

pemurnian fikosianin ditunjukkan secara diagram pada Gambar 3.3. 

• Pemurnian Fikosianin (Minkova, 2017) 

 

 

- Ditambahkan (NH4)2SO4 padat hingga 25% jenuh 

- Disentrifugasi selama 15 menit pada 2000 x g 

 

 

- Ditambahkan (NH4)2SO4 padat hingga 50% jenuh 
- Disentrifugasi selama 15 menit pada 2000 x g 

 

 

 

- Dilarutkan dalam larutan penyangga 

 

 

 

 

 

Endapan biru yang didapat, setelah itu dilarutkan  pada larutan 

penyangga Na-fosfat 0.1 M. Konsentrasi fikosianin ditentukan secara 
spektroskopi melalui persamaan berikut (Chaiklahan et al., 2012).  

Ekstrak Kasar 

Supernatan 

Ekstrak Fikosianin 

Filtrat 

Supernatan Filtrat 

Gambar 3. 3 Tahap Pemurnian Fikosianin 

3x 
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Konsentrasi fikosianin (mg/mL) = 
𝑨𝟔𝟐𝟎−𝟎.𝟒𝟕𝟒(𝑨𝟔𝟓𝟐)

𝟓,𝟑𝟒
 

 

 

1.3.2 Pengaruh pH dan Zat Aditif pada Stabilitas Fikosianin 

serta Aplikasinya dalam Model Minuman 

1.3.2.1 Pengaruh pH 

Pada pengaruh pH dilakukan inkubasi larutan fikosianin 

sebanyak 10 mg fikosianin padat dalam 10 ml buffer masing-masing 

dengan pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 merujuk pada Wu (2016). Setelah itu dilakukan 

uji spektro UV pada panjang gelombang 620 nm dan 652 nm. 

Selanjutnya, dilakukan pengujian setelah inkubasi pada waterbath dengan 
suhu 60ºC. Dilakukan pengujian pada suhu 60℃ sebagai contoh 

aplikasinya dalam pemrosesan makanan. Setelah itu dilakukan 

penambahan beberapa konsentrasi fikosianin pada masing-masing buffer 

pH 3 hingga 8. Kemudian, dilakukan pengukuran spektrofotometer 

dengan panjang gelombang 620 nm dan 652 nm. Tahapan pengaruh pH 

terhadap stabilitas fikosianin ditunjukkan secara diagram pada Gambar 

3.4. 

• Pengaruh pH (Wu, 2016)  
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1.3.2.2 Pengaruh Zat Aditif 

Pada pengaruh penambahan zat aditif, merujuk pada 

Chaiklahan (2012), ekstrak fikosianin diencerkan dengan perbandingan 

(1:10) yaitu ekstrak (fikosianin: buffer fikosianin). Kemudian, diambil 10 

mL larutan fikosianin, dan ditambahkan masing-masing zat aditif yaitu, 

NaCl (garam), asam sitrat (C6H8O7) dan sukrosa (C12H22O11) sebanyak 

5%, 10%, 15%, dan 20%. Setelah itu dilakukan pengujian 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 620 nm dan 652 nm 

dengan kuvet. Setelah itu dihitung konsentrasi fikosianin yang terdapat 

pada larutan. Larutan fikosianin yang telah ditambah zat aditif, diinkubasi 

dalam waterbath selama 30 menit pada suhu 60ºC. Setelah itu dihitung 

konsentrasi fikosianin yang terdapat pada larutan. Pengujian pada suhu 

60℃ dilakukan sebagai perumpamaan pada saat pemrosesan makanan. 
Tahapan pengaruh zat aditif terhadap stabilitas fikosianin ditunjukkan 

secara diagram pada Gambar 3.5. 

Gambar 3. 4 Tahapan Pengaruh pH Pada Stabilitas Fikosianin 
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• Pengaruh Zat Aditif (Chaiklahan, 2012) 

 
 

 

1.3.2.3 Pengaruh pH dalam Aplikasinya Pada Minuman Model 

Pada pengaruh pH dalam aplikasinya pada minuman model, 

dilakukan pembuatan buffer sitrat, kemudian ditambah zat aditif yang 

telah diuji paling optimum pada langkah kerja sebelumnya. Minuman 

yang digunakan terdiri atas dua macam, yaitu minuman komersial dan 

minuman model. Minuman komersial yang digunakan adalah minuman 

yang telah diketahui komposisi dan pH nya. Kemudian, pada minuman 

model, dibuat berdasarkan Chung (2017). Pembuatan minuman model 

dilakukan pada pH 3 dan 4. Hal ini dilakukan karena pH minuman 

komersial berada pada rentang pH 3 dan 4. Tahapan pengaruh pH 

terhadap stabilitas fikosianin dalam aplikasinya pada model minuman 

ditunjukkan secara diagram pada Gambar 3.6. 

• Pengaruh pH dalam Aplikasinya pada Model Minuman 

(Chung, 2017) 

Ekstrak Fikosianin 

Ditambahkan  

asam sitrat  

Ditambahkan  

Sukrosa  

Ditambahkan  

NaCl  

Spektra Fikosianin 

- Diencerkan 1:10 

- Diambil 10 mL 

- Diuji spektrofotometer 

pada panjang gelombang 

620 nm dan 652 nm 

Gambar 3. 5 Tahapan Pengaruh Zat Aditif Pada Stabilitas Fikosianin 
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Gambar 3. 6 Tahapan Pengaruh pH Pada Stabilitas Fikosianin dalam 

Aplikasinya Pada Model Minuman 


