BAB IV
METODE PENELITIAN

4.1. Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini dibagi menjadi dua yaitu
bahan baku dan bahan kimia untuk keperluan analisa.
1. Bahan Baku
Bahan baku yang digunakan adalah daun beluntas ruas daun nomor
satu hingga enam dari pucuk. Daun beluntas yang digunakan diperoleh
dari beberapa tempat disebabkan karena keterbatasan jumlah daun
beluntas dari masing-masing lokasi, anatara lain Perumahan Pakuwon
City Laguna; Taman Bendul Merisi Selatan, Kelurahan Bendul Merisi;
Kelurahan Keputih, Kecamatan Sukolilo; dan Perumahan Babatan
Pratama Wiyung yang berada di daerah Surabaya serta di Desa
Lambang Kuning, Kecamatan Kertosono, Kabupaten Nganjuk.
2. Bahan Kimia untuk Analisa
Bahan kimia yang digunakan untuk analisa daun beluntas adalah
metanol (Fulltime), etanol (J.T.Baker), etil asetat (J.T.Baker), heksana
(J.T'Baker), Kkloroform (Merck), amoniak (Mallinckrodt), H>SO4
(Merck), HgCl, KI (Merck), I, (Merck), NaOH (Merck), eter, asam
asetat glasial (Merck), HCI (Merck), n-amil alkohol (Merck), serbuk Mg
(Merck), FeCls (Merck), Na-K-tartrat tetrahidrat (Sigma-Aldrich),
CuxSO4, NayCOs (Riedel-deHaén), asam galat (Riedel-deHaén), folin-
ciocalteu (Merck), NaNO, (Merck), AICl; (Schuchardt OHG), (+)-
katekin (Sigma), buffer fosfat yang terdiri dari sodium dihidrogen fosfat
dihidrat (Merck) dan di-sodium hidrogen fosfat dihidrat (Merck), kalium
ferri sianida (Merck), asam trikloroasetat (Riedel-deHaén), FeCls
(Merck), akuades (PT Megah Sejahtera Scientific), kertas saring kasar,
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keras saring Whatmann No.40 (Macherey-Nagel, @ 125 mm), kertas

lensa, dan aluminium foil.

4.2. Alat Penelitian
Alat penelitian yang digunakan meliputi alat untuk penepungan
daun beluntas, alat untuk ekstraksi, dan alat untuk analisa.

a. Alat yang digunakan dalam penepungan daun beluntas adalah chopper
(Phillips), ayakan 45 mesh (Retsch), dan solet plastik.

b. Alat yang digunakan untuk ekstraksi daun beluntas adalah seperangkat
alat Soxhlet apparatus (Schoot Duran) dan heater (Mantle). Alat yang
digunakan untuk menguapkan pelarut setelah diekstraksi adalah (Btichi
Waterbath B-480 dan Biichi Rotavapor R-124) serta heat exchanger
(Jeio Tech).

c. Alat yang digunakan untuk analisa adalah spektrfotometer UV-Vis
(Shimadzu UV 1800 Pharmaspee), kuvet (Hellma, 10mm), seperangkat
alat AAS (Atomic Absoption Spectrosopy), tabung sentrifus 15 mL
(Greiner), eksikator (Schoot Duran), oven (Binder), oven vakum
(Binder), akuades purifier (Branstead), neraca analitis (Mettler Toledo),
vortex (GSA MX-S), vial/ microcup, mikro pipet (Eppendorf), bulb
(D&N), lemari asam, spot plate, rak tabung reaksi, sendok tanduk,
penangas, bunsen LPG, kaki tiga, botol semprot, refrigerator (LG),
freezer (LG), dan seperangkat alat gelas (RRC, Schoot Duran, dan
Pyrex).

4.3. Metode Penelitian

Metode penelitian meliputi tempat, waktu, dan rancangan penelitian.

4.3.1. Tempat Penelitian
Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Fakultas Teknologi

Pertanian Universitas Katolik Widya Mandala Surabaya, yaitu: Laboratorium
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Kimia, Laboratorium Kimia-Biokimia Pangan dan Gizi, Laboratorium
Teknologi Pengolahan Pangan, Laboratorium Analisa Pangan, serta

Laboratorium Penelitian.

4.3.2.  Waktu Penelitian
Penelitian pendahuluan dilakukan pada bulan Mei sampai dengan
Oktober 2013. Penelitian utama dilaksanakan pada bulan November sampai

dengan Desember 2013.

4.3.3.  Rancangan Penelitian

Faktor penelitian ini terdiri atas lima perlakuan yaitu perbedaan jenis
pelarut ekstraksi tepung daun beluntas kering yang terdiri dari lima perlakuan
yaitu ekstrak daun beluntas dengan pelarut air, ekstrak daun beluntas dengan
pelarut metanol, ekstrak daun beluntas dengan pelarut etanol, ekstrak daun
beluntas dengan pelarut etil asetat, dan ekstrak daun beluntas dengan pelarut
heksana. Masing-masing perlakuan dilakukan ulangan sebanyak lima kali
sehingga secara keseluruhan diperoleh 25 unit eksperimen. Rancangan
percobaan dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Penelitian ini menggunakan parameter uji adalah pengujian
rendemen, pengujian sifat fitokimia secara kualitatif, pengujian kadar
antioksidan secara kuantitatif meliputi total fenol dan total flavonoid, serta
pengujian kemampuan antioksidan ekstrak daun beluntas dalam mereduksi
ion besi (Fe*") dari ekstrak daun beluntas, serta parameter pendukung yaitu
pengujian kadar air dan kadar Fe dari tepung daun beluntas. Data yang ada
akan dihitung standar deviasi dan rata-ratanya untuk analisis kemampuan

mereduksi ion besi (Fe®*).



33

Tabel 4.1. Rancangan Penelitian

Perlakuan Jenis Pelarut
P1 Air
P2 Metanol
P3 Etanol
P4 Etil Asetat
Ps Heksana

Tabel 4.2. Matriks Perlakuan dan Ulangan

Ulangan Jenis Pelarut (P)
) P1 P2 P3 P4 Ps
U, Ui Py U:P; Ui P3 Ui P4 U1 Ps
U, Uz Py Ux Py Uz P3 U2 P4 U2 Ps
Us UsPy U3 P, U3 Ps3 U3 Py U3 Ps
Uy Us Py U4 P2 Uy Ps3 Uy P4 U4 Ps
Us Us Py Us P, Us P3 Us Py Us Ps
Keterangan:

U;P1= ekstraksi tepung daun beluntas dengan pelarut air dan merupakan
ulangan pertama dari lima ulangan.

UsP,= ekstraksi tepung daun beluntas dengan pelarut metanol dan merupakan
ulangan ketiga dari lima ulangan.

UsPs= ekstraksi tepung daun beluntas dengan pelarut heksana dan merupakan
ulangan kelima dari lima ulangan.

4.3.4. Unit Eksperimen

Daun beluntas yang diperoleh dari masing-masing daerah
dikeringkan selama tujuh hari pada suhu ruang, kemudian dilakukan
penepungan hingga diperoleh tepung daun beluntas berukuran 45 mesh.
Tepung daun beluntas kering yang diperoleh sebayak 250 gram dan diaduk
dengan sendok plastik selama dua menit agar homogen. Tepung daun
beluntas dibagi menjadi lima bagian sebanyak 50 gram untuk setiap
perlakuan. Masing-masing tepung daun beluntas kering dikemas dalam
plastik PE (polyethylene) yang di seal, kemudian dilapisi dengan alumunium
foil. Penyimpanan tepung daun beluntas kering pada suhu 4-5°C. Ekstraksi

dilakukan dengan menimbang 10 gram tepung daun beluntas dari setiap
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plastik sesuai dengan perlakuannya. Unit eksprimen dalam penilitian ini
ditunjukkan pada Tabel 4.3.
Tabel 4.3. Unit Eksperimen

Ulangan Jenis Pelarut (P)
(V) Py P, P3 P4 Ps
Uy 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram
U 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram
Us 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram
Uy 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram
Us 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram 10 gram
4.4. Pelaksanaan Penelitian

4.4.1. Ekstraksi Daun Beluntas
Metode ekstraksi yang digunakan untuk mengekstrak daun beluntas

adalah metode Soxhlet. Prinsip dari metode Soxhlet adalah melarutkan
komponen-komponen yang terkandung dalam daun beluntas dengan pelarut
organik dengan berbagai tingkat kepolaran, sehingga diperoleh campuran
komponen yang terlarut dalam masing-masing pelarut. Diagram alir ekstraksi
daun beluntas dapat dilihat pada Gambar 4.2. Tahapan ekstraksi daun
beluntas terdiri dari beberapa tahap, yaitu sebagai berikut:
1. Pengeringan daun beluntas

Pengeringan daun beluntas ruas nomor satu hingga enam dikeringkan
pada suhu kamar selama tujuh hari (Widyawati dkk., 2010). Tahapan ini
bertujuan untuk menurunkan kadar air daun beluntas sehingga
mempermudah dalam proses penepungan.
2. Penepungan daun beluntas

Daun beluntas yang telah kering kemudian dilakukan pengecilan
ukuran dengan chopper hingga lolos ayakan 45 mesh (Widyawati dkk., 2010

dengan modifikasi). Tahapan ini bertujuan untuk mengecilkan ukuran daun
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beluntas sehingga dapat memperluas kontak antara bahan dan pelarut pada
proses ekstraksi.
3. Ekstraksi daun beluntas

Daun beluntas yang lolos ayakan 45 mesh diekstrak dengan beberapa
macam pelarut yang berbeda tingkat kepolarannya (air, metanol, etanol, etil
asetat, dan heksana). Ekstraksi yang dilakukan menggunakan metode
ekstraksi Soxhlet pada titik didih masing-masing pelarut selama tiga jam.
Titik didih pelarut dapat dilihat pada Tabel 4.4. Perbandingan berat tepung
daun beluntas dengan pelarut adalah 1:15 (b/v), yang berarti 10 gram tepung
daun beluntas diekstrak dengan 150 mL pelarut.

Tabel 4.4. Titik Didih Pelarut

Pelarut Titik Didih (°C)
Air 100
Metanol 64,7
Etanol 78,32
Etil Asetat 77
Heksana 69

Sumber: Perry (1984); Munawaroh dkk., (2010)

Tabung ekstraksi Soxhlet yang digunakan dalam penelitian dapat
dilihat pada Gambar 4.1. Tabung ekstraksi Soxhlet yang digunakan ada empat
buah dan tidak dapat dikendalikan homogenitasnya karena keterbatasan alat
yang tersedia. Masing-masing tabung ekstraksi memiliki karakteristik
sebagai berikut:

a. Panjang sifon tabung ekstraksi Soxhlet A, B, C, dan D secara berurutan
adalah 9,2cm; 6¢cm; 10cm; dan 10,2cm.

b. Diameter atas tabung ekstraksi Soxhlet A adalah 5,5cm dan diameter
atas tabung ekstraksi Soxklet B, C, dan D adalah 4,5cm.

c. Diameter bawah tabung ekstraksi Soxhlet A, B, C, dan D adalah 2cm.
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d. Jumlah sirkulasi tabung ekstraksi Soxhlet B tiga kali lebih cepat
dibandingkan dengan sirkulasi tabung ekstraksi Soxhlet A, C, dan D.

Diameter
Atas

Sifon

Diameter
Bawah

Gambar 4.1. Tabung Ekstraksi Soxhlet yang Digunakan

4. Penguapan pelarut hasil ekstraksi daun beluntas

Penguapan pelarut hasil ekstraksi dilakukan dengan menggunakan
rotary evaporator. Suhu penguapan yang digunakan dibawah titik didih
masing-masing pelarut yang digunakan, serta tekanan 200-300 bar dan
kecepatan putaran 60 rpm. Tahapan ini bertujuan untuk menguapkan pelarut
sehingga diperoleh ekstrak pekat.
5. Penyimpanan ekstrak

Ekstrak pekat hasil penguapan pelarut disimpan didalam
vial/microcup dengan volume 2 mL sebanyak dua vial. Ekstrak tersebut yang
digunakan sebagai sampel untuk berbagai macam analisa dan disimpan pada
suhu 4°C.



Daun Beluntas (ruas 1-6)

Pengeringan (suhu kamar,7 hari)

y

Penepungan (45 mesh)

)
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Analisa:
Tepung Daun Beluntas - - _ g,darAir
l - Kadar Fe
Penimbangan 10 gram
Ekstraksi (metode Soxhlet, 3 jam)
1 1
i :
| v ! { I
! Air Metanol Etanol Etil Asetat Heksana | 1
! (100°C) (64,7°C) (78,32°C) (77°C) (69°C) !
1 1
1 1
Penguapan (Rotary Evaporator)
Ekstrak Daun Beluntas
Penyimpanan dalam vial - Analisa:

- Rendemen

- Senyawa Fitokimia

- Total Fenol

- Total Flavonoid

- Kemampuan

Mereduksi Ion Besi

Gambar 4.2. Diagram Alir Penelitian Ekstraksi Daun Beluntas
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4.42. Metode Analisa
Analisa yang dilakukan dalam penelitian ini terdiri atas:

4.4.2.1. Analisa Kadar Air Tepung Daun Beluntas (AOAC, 2005)
Analisa kadar air tepung daun beluntas mengunakan metode
gravimetri. Prinsip analisa kadar air dengan metode gravimetri adalah
menguapkan air yang terkandung dalam tepung daun beluntas dengan cara
dipanaskan dalam oven vakum. Penggunaan oven vakum memiliki suhu
lebih rendah dari oven biasa, selain itu penggunaan oven vakum juga
diimbangi dengan tekanan tertentu. Kadar air diperoleh dari perhitungan
selisih berat akhir sampel setelah pemanasan (berat akhir yang telah konstan)
dengan berat awal sampel dibagi dengan berat awal sampel untuk %wb (wet
basis) atau dibagi dengan berat akhir sampel yang telah konstan %db (dry

basis).

4.4.2.2. Analisa Kadar Fe Tepung Daun Beluntas (AOAC, 2005)
Analisa kadar Fe tepung daun beluntas menggunakan metode
spektrofotometri serapan nyala/ atomic absorption spectroscopy (AAS).
Prinsip analisa kadar Fe dengan metode AAS adalah atomisasi Fe dalam
sampel dan absorbsi radiasi sinar yang melewati sampel yang telah

diatomisasi, yang diukur pada panjang gelombang tertentu (385,8 nm).

4.4.2.3. Analisa Rendemen (Ljubuncic ef al., 2005)
Prinsip analisa rendemen ekstrak tepung daun beluntas berdasarkan
metode gravimetri yaitu membandingkan berat ekstrak daun beluntas yang

diperoleh dengan berat sampel yang digunakan untuk ekstraksi.
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4.4.2.4. Analisa Senyawa Fitokimia Daun Beluntas (Harborne, 1996
dengan modifikasi)

Analisa senyawa fitokimia daun beluntas meliputi analisa alkaloid,
analisa flavonoid dan fenolik, analisa triterpenoid dan sterol, analisa
flavonoid, saponin, dan tanin, serta analisa kardiak glikosida (uji Fehling).
Analisa senyawa fitokimia dilakukan secara kualitatif dengan mengamati
perubahan warna sampel yang terjadi. Tujuan analisa senyawa fitokimia

untuk mengetahui senyawa fitokimia yang terdapat dalam daun beluntas.

4.4.2.5. Analisa Kadar Antioksidan berdasarkan Uji Kualitatif
4.4.2.5.1. Analisa Total Fenol (Kumar et al., 2008)

Analisa kadar total fenol menggunakan metode kolorimetri Folin
Ciocalteu (FC). Prinsip analisa kadar total fenol adalah reaksi reduksi antara
senyawa fenolik yang terdapat dalam ekstrak sampel dengan reagen FC yang
terkandung senyawa asam fosmolibdat dan asam fosfotungstat, menghasilkan
senyawa kompleks dari tungsten dan molibdenum oksida yang berwarna biru.
Warna biru yang dihasilkan diukur pada panjang gelombang 765 nm. Reaksi
antara senyawa fenol dengan reagen FC dapat dilihat pada Gambar 4.3.
Intensitas absorbsi berbanding lurus dengan konsentrasi fenol (Waterhouse,
2002; Mediyaningsih, 2009). Standar yang digunakan adalah asam galat
dengan berbagai konsentrasi, sehingga kadar total fenol dinyatakan dalam
Gallic Acid Equivalent (GAE).

OH O
+ HO0 4 HPO Moyl —— + HgiPMoyz040)
3 Reagen Folin-Cioleakeu kompleks Molybdenum-blue
Senvawa Fenol o
Kumon

Gambar 4.3. Reaksi antara Senyawa Fenol dengan Reagen Folin-Ciolcalteu
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Sumber: Hardianta dkk. (2012)
4.4.2.5.2. Analisa Total Flavonoid (Kumar ez al., 2008)

Analisa kadar total flavonoid menggunakan metode kolorimetri
alumunium klorida. Prinsip analisa kadar total flavonoid adalah penambahan
AICl; pada sampel yang mengandung senyawa flavonoid sehingga terbentuk
kompleks asam yang stabil dengan C-4 gugus keto, C-3 atau C-5 gugus
hidroksil membentuk kompleks asam yang labil dengan gugus orto
dihidroksil pada cincin A atau B dari flavonoid (Fessenden dan Fessenden,
1986 dalam Ukieyana, 2012). Reaksi dalam penentuan total flavonoid dapat
dilihat pada Gambar 4.4. Senyawa komplek yang dihasilkan berwarna merah
dan diukur pada panjang gelombang 510 nm. Standar yang digunakan adalah
(+)-katekin dengan berbagai konsentrasi, sehingga kadar total flavonoid
dinyatakan dalam Catechin Equivalent (CE).
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Gambar 4.4. Reaksi antara Senyawa Flavonoid dalam Penentuan Total
Flavonoid dengan Pereaksi AIC]; dalam Suasana Basa (NaOH)
Sumber: Zarnia dan Tan (2013)

4.4.2.6. Analisa Aktivitas Antioksidan dalam Mereduksi Ion Besi (Fe*")
(Jayanthi dan Lalitha, 2011 dengan modifikasi)
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Analisa aktivitas antioksidan dalam mereduksi ion besi
menggunakan metode Ferric Reducing Power (FRP). Prinsip analisa
aktivitas antioksidan dalam mereduksi ion besi adalah uji kolorimetri
berbasis reaksi reduksi. Kekuatan mereduksi dilakukan berdasarkan
kemampuan antioksidan untuk mereduksi ion Fe** menjadi ion Fe?*, hal ini
ditandai dengan perubahan warna dari kuning menjadi hijau atau biru.
Metode ini menggunakan kompleks Fe(CN)e* sebagai pereaksi (Koksal et al,
2011). Reaksinya dapat dilihat pada Gambar 4.5.

Fe(CN)e* + A-OH > Fe(CN)s* + A=O
Fe(CN)e4'+ FeCls>Fes[Fe(CN)e]s

Gambar 4.5. Reaksi Reduksi lon Besi (Fe®**) dengan Metode Ferric Reducing
Power (FRP) Sumber: Koksal et al. (2011)

Senyawa komplek yang dihasilkan berwarna biru prusian dan diukur pada

panjang gelombang 700 nm.
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