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BAB III
 METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian kuantitatif dan kualitatif menggunakan metode eksperimental yang meliputi pengambilan sampel, perajangan, pencucian, pengeringan daun singkong, pembuatan serbuk daun singkong pengujian aktivitas antibakteri sampel kemudian serbuk daun singkong diformulasikan menjadi sediaan minuman granul instan dengan metode granulasi basah yang dilakukan dilaboratorium Teknologi Formulasi Sediaan Padat Universitas Muslim Nusantara Al-washliyah Medan.

3.1.1 Variabel Penelitian
Variabel bebas pada penelitian ini adalah simplisia daun singkong, serbuk simplisia daun singkong, granul serbuk simplisia daun singkong, Variasi Konsentrasi kombinasi manitol, sukrosa dan madu. Sediaan granul instan daun singkong (Optimum).Variabel terikatnya adalah Karakteristik Fisik Simplisia, Metabolit Sekunder, Karakteristik fisik serbuk, Aktivitas antibakteri, Mutu Fisik Massa Granul
3.1.2 Parameter Penelitian

Parameter penelitian yang digunakan pada penelitian ini meliputi Makroskopik, Mikroskopik, Kadar air, Kadar abu total, Kadar abu tidak larut asam dan Kadar sari larut air, Alkaloid, Flavonoid, Steroid, Tanin, Saponin, Glikosida dan Steroid/Triterpenoid serbuk simplisia. Organoleptis, mikromiretik dan kelarutan serbuk. Identifikasi bakteri dengan cara pewarnaan gram dan uji aktivitas antibakteri. Penentuan waktu alir, penentuan sudut diam, penentuan indeks tap, waktu melarut, pH, distribusi ukuran granul dan kelembaban granul.

3.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian
3.2.1 Jadwal Penelitian 
Jadwal penelitian dilakukan mulai pada bulan Januari 2024 hingga bulan Juni 2024.
3.2.2 Lokasi Penelitian

Lokasi penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Teknologi dan Formulasi Sediaan Padat Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan.

3.3 Bahan
Bahan – bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah serbuk daun singkong, manitol, sukrosa, madu, essence vanilla, SSG (sodium starch glycolate), mucilago amily dan laktosa.

3.4 Alat

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah : Lemari pengering, beaker glass, tabung reaksi,  batang pengaduk, timbangan analitik, lemari asam, hot plate, corong kaca, erlenmeyer, oven, kertas saring, kertas perkamen, tanur, tang krus, cawan krus, desikator, gelas ukur, water bath, shaving sheeker, moisture analyzer lumpang dan alu, ayakan mesh 14, ayakan mesh 16, blender, statif, ring klem, penggaris, cawan petri, ose dan bunsen.

3.5 Sampel Penelitian
3.5.1 Pengambilan sampel


Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun singkong yang diperoleh dari Pajak Pasar 3 tembung dijalan Datuk kabu tembung pasar 3 kec. Deliserdang, Kota Medan, Sumatera Utara.

3.5.2 Identifikasi sampel

Identifikasi sampel dilakukan di Herbarium Medanense (MEDA) Fakultas Matematika Dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Sumatera Utara Medan. 

3.5.3 Pembuatan Serbuk Daun Singkong

Dicuci dengan air bersih daun singkong segar yang sudah dipotong menjadi dua bagian dengan alat pemotong. Potongan-potongan ini disusun di atas loyang alumunium secara terpisah dan disimpan dalam lemari pengering selama tiga hari. Setelah pengeringan selesai, sampel daun singkong dihaluskan dengan blender ®Phillips hingga menjadi bentuk serbuk. Selanjutnya, ayakan mesh 24 digunakan untuk mengayak serbuk daun singkong. Hasilnya dimasukkan ke dalam wadah tertutup dan disimpan pada suhu ruang hingga digunakan untuk membuat tablet kunyah. 
3.6.Pembuatan Pereaksi

3.6.1 Pereaksi Asam Klorida 2N 

Diambil asam klorida pekat sebanyak 17 ml lalu dimasukkan dalam beaker gelas lalu ditambahkan dengan air suling sampai 100 ml, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Depkes RI, 1995).

3.6.2 Pereaksi Mayer 

Ditimbang 1,569 g Raksa (II) klorida lalu dilarutkan dengan air suling hingga 60 ml. Dalam wadah lain, ditimbang 5 g kalium iodide lalu dilarutkan dalam 10 ml air suling. Kedua larutan dicampur, ditambahkan air suling hingga 100 ml, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Depkes RI, 1995).

3.6.3 Pereaksi Bouchardat

 Ditimbang kalium iodide sebanyak 4g kemudian dilarutkan dengan air suling, lalu ditambahkan 2g iodium sedikit demi sedikit lalu dicukupkan dengan air suling hingga 100 ml, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Depkes RI, 1995).

3.6.4 Pereaksi Dragendorff

 Ditimbang bismut (III) nitrat sebanyak 8 g, lalu dilarutkan dalam 20 mL asam nitrat pekat. Ditimbang 27,2g kalium iodida lalu dilarutkan dalam 50 mL air suling pada wadah yang lain. Kedua larutan dicampurkan dan didiamkan sampai memisah sempurna. Larutan yang jernih diambil dan diencerkan dengan air suling hingga volume larutan 100 mL, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Ditjen POM, 1979). 

3.6.5 Pereaksi Timbal (II) Asetat 0,4M

Ditimbang sebanyak 15,17g timbal (II) asetat dan dilarutkan dalam air suling bebas CO2 hingga 100 ml, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Ditjen POM,1979). 

3.6.6 Pereaksi Molish

 Ditimbang sebanyak 3g α-naftol dan dilarutkan dalam asam nitrat 0,5N hingga 100 ml, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Ditjen POM,1979). 

3.6.7 Pereaksi FeCl3 1%

 Ditimbang 1g Besi (Ⅲ) klorida, kemudian dilarutkan dengan air suling di dalam labu tentukur 100 ml hingga tanda batas, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Depkes RI, 1995).

3.6.8 Pereaksi Liebermann-Burchard

 Sebanyak 5 mL asam asetat anhidrat dicampur perlahan dengan 5 mL asam sulfat pekat dan ditambahkan etanol hingga 50 mL, disimpan dalam wadah bertutup rapat (Ditjen POM, 1979)

3.6.9 Larutan NaOH 1M

Ditimbang 0,2 g NaOH lalu dilarutkan kedalam 50 ml aquadest dan diaduk hingga homogen.

3.7 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan meliputi pemeriksaan senyawa golongan alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan steroid/triterpenoid. 

3.7.1 Pemeriksaan Alkaloid

Ditimbang sebanyak 0,5 g sampel kemudian ditambahkan 1 mL asam klorida 2N dan 9 mL air suling, lalu dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat yang diperoleh dipakai untuk percobaan berikut: 

a. Diambil filtrat sebanyak 3 tetes lalu ditambahkan 2 tetes larutan Mayer maka akan terbentuk endapan berwarna putih atau kuning.

b. Diambil filtrat sebanyak 3 tetes lalu ditambahkan 2 tetes larutan Bouchardat maka akan terbentuk endapan berwarna coklat hitam. 

c. Diambil filtrat sebanyak 3 tetes lalu ditambahkan 2 tetes larutan Dragendorff maka akan terbentuk endapan berwarna merah atau jingga. 

Pemeriksaan alkaloid dinyatakan positif jika terjadi endapan paling sedikit dua atau tiga dari percobaan di atas (Depkes RI, 1995).

3.7.2 Pemeriksaan Flavonoid 

Ditimbang sampel sebanyak 0,5 g kemudian ditambahkan 10 ml air panas, dididihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas lalu diambil 5 ml filtrat lalu ditambahkan serbuk magnesium 0,1 g , 1 ml asam klorida pekat dan 2 ml amil alkohol kemudian dikocok dan dibiarkan memisah. Pemeriksaan Flavonoid dinyatakan positif jika terbentuk warna merah kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol (Depkes RI, 1989). 

3.7.3 Pemeriksaan Tanin

Ditimbang sampel sebanyak 0,5 g lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer lalu direndam dengan 10 ml aquadest selama 30 menit, kemudian disaring. Filtrat yang diperoleh kemudian diencerkan dengan air sampai tidak berwarna. Diambil larutan sebanyak 2 ml lalu ditambahkan 1-2 tetes pereaksi FeCl3 1%. Pemeriksaan Tanin dinyatakan positif jika terbentuk warna biru atau hijau kehitaman Depkes RI, 1989). 

3.7.4 Pemeriksaan Saponin 

Ditimbang 0,5 g sampel lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 10 mL air suling panas, didinginkan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik, akan timbul busa yang mantap tidak kurang dari 10 menit setinggi 1-10 cm. Ditambahkan 1 tetes larutan asam klorida 2N. Pemeriksaan Saponin dinyatakan positif apabila buih tidak hilang (Depkes RI, 1995).

3.7.5 Pemeriksaan Steroid/Triterpenoid 

Ditimbang sampel sebanyak 1 g kemudian dimasukkan ke dalam Erlenmeyer lalu ditambahkan n-heksana sampai terendam, dibiarkan minimal 2 jam. Disaring lalu diambil 10 ml filtrat kemudian dimasukkan ke dalam cawan porselin dan diuapkan sampai kering, sisa hasil penguapan ditambahkan pereaksi Lieberman-Bouchard (yaitu asam asetat anhidrat 3 tetes dan asam sulfat pekat 3 tetes). Pemeriksaan Steroid/Triterpenoid dinyatakan positif jika terbentuknya warna ungu atau merah yang berubah menjadi biru-hijau (Depkes RI, 1989).

3.7.5 Pemeriksaan Glikosida 

3 g serbuk simplisia dengan 30 ml campuran 7 bagian volume etanol (95%) P dan 3 bagian volume air dalam alat pendingin alir balik selama 10 menit, dinginkan, saring. Pada 20 ml filtrat ditambahkan 25 ml air dan 25 ml timbal (II) asetat 0,4 M, kocok, diamkan selama 5 menit, saring. Sari filtrat 3 kali, tiap kali dengan 20 ml campuran kloroform dan isopropanol(P) 3:2 bagian. Kemudian ditambahkan natrium sulfat anhidrat p, saring dan uapkan pada suhu tidak lebih dari 50oC. Larutkan sisa dengan 2 ml methanol(P). Kemudian diambil 0,1 ml larutan percobaan kedalam tabung reaksi, uapkan diatas penagas air. Pada sisa tambahkna 2ml air dan 5 tetes larutan molish. Tambahkan hati-hati 2 ml asam sulfat(P), terbentuk cincin berwarna ungu pada batas cairan, menunjukkan adanya ikatan gula (Depkes RI, 1989).

3.8 Pemeriksaan Karakteristik Spesifik
3.8.1 Uji Makroskopik

Uji makroskopik dilakukan dengan melakukan pengamatan secara langsung berdasarkan ciri-ciri organoleptik yang meliputi bau, rasa, warna dan bentuk dari serbuk simplisia (Y. P. Utami, 2020).

3.8.2 Uji Mikroskopik

Meletakkan sedikit serbuk simplisia di atas objek glass, ditetesi kloralhidrat, ditutup dengan cover glass, difiksasi di atas lampu spiritus , diamati di bawah mikroskop (Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2017).

3.8.3 Penetapan Kadar air

Untuk penetapan kadar digunakan air digunakan metode gravimetri dengan cara ditimbang saksama lebih kurang 2 g sampel, masukkan ke dalam wadah yang telah ditara. Keringkan pada suhu 105° selama 5 jam, dan timbang. Lanjutkan pengeringan dan timbang pada selang waktu 1 jam sampai perbedaan antara dua penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25% (Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2017).

3.8.4 Penetapan Kadar abu total

Sebanyak 2 gram simplisia ditimbang dalam krus yang telah ditara dan dipijarkan. Simplisia kemudian dipijarkan hingga arang habis, didinginkan dan ditimbang. Apabila dengan cara ini arang tidak habis ditambahkan air panas dan sirasing melalui kertas saring bebas abu. Residu dan kertas saring dipijarkan dalam krus yang sama. Filtrat diuapkan, dipijarkan hingga bobot tetap dan ditimbang. Kadar abu dihitung terhadap simplisia yang dikeringkan di udara (Silverman et al., 2023)
3.8.5 Penetapan Kadar abu tidak larut asam

Didihkan abu yang diperoleh pada Penetapan Kadar Abu Total dengan 25 mL asam klorida encer LP selama 5 menit. Kumpulkan bagian yang tidak larut dalam asam, saring melalui kertas saring bebas abu, cuci dengan air panas, pijarkan dalam krus hingga bobot tetap pada suhu 800±25º. Kadar abu yang tidak larut dalam asam dihitung terhadap berat bahan uji, dinyatakan dalam % b/b (Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2017)
3.8.6 Penetapan Kadar Sari Larut Air

Serbuk simplisia sebanyak 5 gram dimaserasi selama 24 jam dengan 100 mL campuran air dan kloroform (0,25 mL kloroform dalam aquadest 97,5 mL) dalam wadah tertutup selama 6 jam pertama. Sambil dikocok sesekali, diamkan selama 18 jam kemudian disaring hingga didapatkan 20 mL filtrat, diuapkan di atas penangas air sampai kering, sisa filtrat dipanaskan dalam oven dengan suhu 105oC hingga diperoleh bobot tetap. Kadar sari larut air dihitung dengan rumus : (Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2017).
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3.8.7 Penetapan Kadar Sari Larut Etanol 

Serbuk simplisia sebanyak 5 gram dimaserasi dengan 100 mL etanol 70% selama 24 jam menggunakan labu bersumbat sambil berkali-kali dikocok selama 6 jam pertama, diamkan selama 18 jam. Disaring cepat untuk menghindari penguapan etanol, 20 mL filtrat diuapkan dalam cawan di atas penangas air hingga kering, dipanaskan sisa filtrat menggunakan oven dengan suhu 105OC hingga diperoleh bobot tetap. Kadar sari larut etanol dihitung dengan rumus (Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2017).
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3.9 Karakteristik Fisik Serbuk
3.9.1 Organoleptis

Pada penelitian ini dilakukan uji sifat organoleptik yang diujikan terhadap yaitu meliputi pemeriksaan bentuk, aroma, rasa dan warna (Rahim et al., 2020)
3.9.2 Uji Kelarutan

Sampel ditimbang sebanyak 2,5 gram dikocok dengan lebih kurang 100 ml air selama 10 menit, disaring melalui kertas saring whatman no.42 kedalam Erlenmayer  yang telah ditara W1, uapkan diatas tangas uap hingga kering, dan dikeringkan pada suhu 105°C selama 1 jam kemudian dinginkan dan ditimbang W2. Perbedaan berat antara residu dan beaker glass kosong tidak boleh lebih dari 12,5 mg (0,25%). Zat larut air (Za) dihitung berdasarkan persamaan berikut:


Za=[image: image4.png]w2-wi1
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 x 100%

3.9.3 Uji Distribusi ukuran partikel

Penentuan partikel dilakukan distribusi dengan ukuran metode mikromeritik (ayakan). Pengayak yang sudah ditimbang disusun mulai dari atas, yaitu ayakan dengan mesh terkecil (40 mesh) dan yang terbesar (100 mesh). Sejumlah 25 gram serbuk sampel agar dimasukkan pada pengayak dengan mesh terkecil kemudian alat dinyalakan selama 10 menit dengan kecepatan 15 rpm (Utami et al., 2022). Masing-masing pengayak berisi serbuk yang ditimbang. Setelah itu dicari persentase berat serbuk dan dibuat kurva distribusi ukuran partikelnya (Kurniawan et al, 2016). 
3.10 Pemeriksaan Aktivitas Antibakteri  

3.10.1 Prosedur Identifikasi Bakteri

Identifikasi bakteri dilakukan dengan cara pewarnaan gram yang bertujuan untuk mengetahui bakteri termasuk dalam bakteri gram positif yang ditandai dengan warna ungu atau bakteri gram negatif yang ditandai dengan warna agak merah. Pewarnaan gram dilakukan dengan cara bakteri difiksasi diatas nyala bunsen menggunakan larutan fisiologis. Pewarnaan pertama diberi larutan kristal violet selama 1 menit, iodin selama 1 menit, etanol 90% selama 30 detik, dan safranin selama 1 menit, kemudian diamati biakan bakteri dibawah mikroskop dengan pembesaran 40 dan 100 (Amin et al., 2023).

3.10.2 Pembuatan NaCl 0,9%

Larutan NaCl 0,9% dibuat dengan melarutkan sejumlah 0,9 gram NaCl dalam akuades sampai volume 100 ml.

3.10.3 Pembuatan Suspensi Bakteri

Larutan suspensi bakteri dibuat dengan diambil 1 ose bakteri, dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 10 ml larutan NaCl 0,9%, dengan biakan murni didalam tabung reaksi dan dikocok sampai homogen, kemudian disamakan dengan standar Mc Farland (Utomo et al., 2018). 

3.10.4 Pembuatan Larutan Mc Farland 0,5

Larutan Mc Farland dipakai sebagai standar kekeruhan suspensi bakteri uji. Larutan Mc Farland 0,5 dibuat dengan melarutkan larutan BaCl2 1 % sebanyak 0,05 ml dan larutan H2SO4  1 % sebanyak 9,95 ml. Larutan kemudian di vortex sampai tercampur sempurna (Utomo et al., 2018).

3.10.5 Pembuatan Media MHA

Media MHA (Muller Hinton Agar) dibuat dengan menimbang sejumlah 38 g sesuai dengan komposisi pada kemasan (2g beef extract; 17,5 g casein hydrolysate; 1,5 g starch; 17 g agar) kemudian dilarutkan dalam 1 L akuades, bila perlu dengan bantuan pemanasan. Selanjutnya media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit. Media MHA dituangkan pada cawan petri steril, didiamkan pada suhu kamar hingga memadat (Utomo et al., 2018).
3.10.6 Pembuatan Inokulasi Bakteri

Inokulasi bakteri adalah menumbuhkan bakteri dalam cawan petri pada media agar yang telah dibuat. Pembuatan stok bakteri ini dilakukan untuk peremajaan dan memperbanyak bakteri. Diambil 1 ose bakteri dan digoreskan dimedia agar, lalu diinkubasi dalam inkubator suhu 37° C selama 24 jam (Utomo et al., 2018).

3.10.7 Prosedur Uji Aktivitas Antibakteri

Disiapkan petri yang sudah steril lalu, setelah itu medium MHA dituang secara aseptis pada cawan petri sebanyak 20 ml sambil digoyang-goyangkan secara teratur sehingga membentuk lapisan yang homogen dan dibiarkan setengah memadat kemudian dituang 3 ml suspensi bakteri uji kedalam cawan petri. Dipasang 4 Blank disk yang sudah terendam larutan uji dengan konsentrasi (50, 25, 12,5 dan 6,25%) pada media tersebut dan didiamkan selama beberapa menit agar media tersebut memadat sempurna. Dipipet Larutan Kontrol (tanpa ekstrak) dan dimasukkan ke dalam blank disk yang telah terpasang pada media uji hingga blank disk penuh. Diinkubasi selama 1×24 jam pada suhu 37°C. Setelah itu amati dan ukur diameter zona terang yang terbentuk disekitar cakram disk dengan menggunakan jangka sorong (Wahyuni & Karim, 2020). Kontrol positif yang digunakan yaitu Sp troches (dequalinium chloride) 0,25%. Sedangkan kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO 10%.
3.11 Pembuatan Granul Instant Daun Singkong

3.11.1 Prosedur Pembuatan Granul Instant Daun Singkong

Pada penelitian ini, dilakukan penentuan formula. Untuk sediaan granul instan  dengan komposisi bahan-bahan seperti yang terlihat pada tabel 3.1
Tabel 3.1 Tabel Komposisi Granul Instan Daun Singkong
	Komposisi
	Jumlah (% b/b)
	Kegunaan

	Serbuk Daun Singkong
	12,5
	Zat aktif

	Sukrosa
	2 - 5,4
	Pemanis

	Manitol
	10,6 - 14
	Pemanis

	Madu
	2,6- 6
	Pemanis

	Mucilago amily
	10
	Pengikat

	SSG
	4
	Pengancur

	Essence Vanilla
	1
	Pengaroma

	Laktosa  ad
	100
	Pengisi


Komposisi bahan aktif daun singkong dalam granul instan yang digunakan adalah 12,5%. Pengikat yang digunakan adalah mucilage amily sebanyak 10%. Penghancur yang digunakan adalah sodium starch glycolate (SSG) sebanyak 4% dan Pengaroma adalah essence vanilla sebanyak 1%. Pemanis yang digunakan adalah manitol, sukrosa dan madu. Manitol yang digunakan dengan konsentrasi berbeda – beda yaitu 10,6 – 14%. Sukrosa digunakan dengan konsentrasi  2 – 5,4% dan madu yang digunakan dengan range 2,6 – 6%  kemudian data range komposisi di input ke dalam aplikasi sofware Design Expert® versi 13.

3.11.2 Optimasi Formula Dengan Simplex Lattice Design 

Optimasi formula granul instan dilakukan dengan menggunakan software Design Expert® versi 13 dimana nilai lower dan upper limit dari Manitol, sukrosa dan madu dimasukkan kedalam software sehingga diperoleh sebanyak 6 run formula. Formula dibuat sesuai variasi yang ditentukan oleh software dan kemudian formula yang didapat dibuat secara konvensional. Formula pada tiap run dapat dilihat pada tabel 3.2.

Tabel 3.2 Formulasi Granul Instant Berdasarkan Simplex Lattice Design
	Komposisi 
	Run  (% b/b)

	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI

	Zat Aktif Serbuk Daun Singkong
	12,5
	12,5
	12,5
	12,5
	12,5
	12,5

	Sukrosa
	5,4
	2
	5,4
	3,7
	5,4
	3,7

	Manitol
	14
	14
	12,3
	12,3
	10,6
	14

	Madu
	2,6
	6
	4,3
	6
	6
	4,3

	Mucilago amily 30%
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	SSG
	4
	4
	4
	4
	4
	4

	Essence Vanilla
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	Laktosa  ad
	100 
	100 
	100 
	100 
	100 
	100


3.11.4  Prosedur pembuatan granul instan

Pembuatan granul instan serbuk daun singkong digunakan metode granulasi basah dengan prosedur sebagai berikut :

Ditimbang semua bahan yang dibutuhkan sesuai resep dan hasil optimum dari Sofware design expert. Dimasukkan sukrosa, manitol dan essence vanilla kedalam lumpang kemudian digerus hingga halus. Setelah halus masukkan bahan lainnya seperti zat aktif, SSG dan laktosa, kemudiaan gerus dan aduk hingga homogen. Dibuat mucilago amily dengan cara menambahkan amilum dengan air kemudian dipanaskan dan diaduk hingga terbentuk massa kanji. Setelah itu dimasukkan mucilago amily dan madu kedalam lumpang dan digerus kuat. Lalu dilakukan pengayakan dengan mesh 14 dan diletakkan pada lemari pengering selama 1 hari. Setelah kering granul di ayak kembali dengan mesh 16. Kemudian dilakukan uji evaluasi sediaan granul.
3.12 Uji Evaluasi Sediaan
3.12.1 Laju Alir

Dimasukkan 100 gram granul ke dalam corong yang telah dirangkai, permukaannya diratakan. Stopwatch dihidupkan saat penutup bawah dibuka. Stopwatch dihentikan tepat saat granul keluar dari corong, dan waktu alirnya dicatat. Syarat waktu alir granul tidak lebih dari sepuluh detik (Voight, 1995).

3.12.2 Sudut Diam

Sudut diam (ϴ) dihitung dengan cara corong dan kerucut. Timbang serbuk 100 gram, masukkan ke dalam corong yang dirangkai, lalu ratakan permukaannya. Stopwatch dihidupkan saat penutup bawah dibuka. Saat serbuk keluar dari corong, stopwatch berhenti. Sebuah serbuk dengan daya alir bebas akan memiliki sudut diam antara 20-40o  (Lachman, 1994). Diameter dasar kerucut serbuk rata-rata dapat dihitung dengan menggunakan persamaan berikut: 
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Diketahui :
ϴ = sudut diam



h = tinggi dimbunan



d = diameter timbangan granul 
3.12.3 Indeks Tap

Sebanyak 25 gram granul dimasukkan kedalam gelas ukur 100 ml atau 50 ml dan dicatat volumenya (Vo) kemudian dilakukan pengetukan dengan sebanyak 20 kali ketukan secara kuat dan dicatat volume ketukan ke 20 sebagai (V1). Ukur volume granul setelah dimampatkan dan dihitung bobot jenis granul. Syarat: I ≤ 20% (Voight, 1995).
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3.12.4 Organoleptik

Uji organoleptik dilakukan dengan melihat warna, bau, rasa dan bentuk dari granul yang dihasilkan (Syaputri et al., 2023).
3.12.5 Moisture content
1-2 gram sampel di timbang dan diletakkan dalam cawan alumunium pada moisture analyzer kemudian sampel disebar ke semua sisi cawan aluminium. Lalu moisture analyzer di setting dengan suhu 105oC (Dewi Nurhidayati, 2021). Maka akan diperoleh nilai kadar air yang keluar setelah percobaan selesai. Kandungan lembab  yang  baik  adalah  1-5%  (Voight, 1995).

3.12.6 Distribusi Ukuran Partikel

Penentuan distribusi ukuran partikel dilakukan dengan metode mikromeritik (ayakan) (Kurniawan et al., 2016). Ditimbang 25 g granul kemudian diletakkan kedalam ayakan. Ayakan disusun secara vertikal mulai dari ayakan yang paling kasar diletakkan diatas dan yang paling halus di bawah. Ukuran ayakan yang digunakan adalah meh no 40 dan no 100. Kemudian digoyang (agitasi) secara mekanik selama 20 menit dengan kecepatan 15 rpm. Sejumlah berat tertentu sampel ditempatkan pada ayakan teratas. Granul diharapkan memiliki sejumlah kecil fines (<10%) (Nining et al., 2020).

3.12.7 Waktu Melarut

Pengujian waktu melarut granul bertujuan dilakukan dengan menimbang 5 g granul kemudian dimasukkan kedalam 100 ml air dengan suhu 25oC. Kemudian dihitung berapa lama waktu yang diperlukan granul untuk larut dalam air dengan menggunakan stopwatch (Rustiani & Hidayat, 2023).

3.12.8 Derajat Keasaman (pH)

Uji derajat keasaaman dilakukan dengan cara melarutkan granul kedalam air kemudian dilakukan pengecekan pH menggunakan alat pH meter. Syarat  pH minuman adalah 6-7 (Rustiani & Hidayat, 2023).
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