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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 
Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental. Penelitian dimulai dari pengumpulan sampel, pengolahan sampel, pembuatan larutan bahan, proses pirolisis asap cair, destilasi hasil pirolisis, skrining fitokimia, penetapan kadar total fenolik dan flavonoid menggunakan spektrofotometri visible.

3.1.1 
Variabel Penelitian

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah proses pirolisa, destilasi, skrining fitokimia dan spektrofotometri visible. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah penetapan kadar total fenolik dan kadar total flavonoid.
3.1.2 
Parameter Penelitian

Kadar total fenolik (mg GAE/ml) dan kadar flavonoid total (mg QE/ml). Pengamatan terhadap parameter-parameter tersebut dilakukan dengan melakukan pengujian pada kondisi setelah proses produksi asap cair.
3.2    
Jadwal dan Lokasi Penelitian

3.2.1 
Jadwal Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari 2024 - Juli 2024.

3.2.2    Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Penelitian Fakultas Farmasi Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan, Laboratorium Penelitian Fakultas Farmasi Universitas Sumatera Utara dan Laboratorium Konversi Energi Politeknik Negeri Medan.

3.3    
Bahan dan Peralatan Penelitian

3.3.1 
Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Aquadest, Reagen Folin Ciocalteau, Na₂CO₃ 20%, Asam galat, Kuersetin, Pereaksi Mayer, Pereaksi Bouchardat, Pereaksi Dragendorff, Pereaksi FeCl₃, Pereaksi Mollisch, Etanol 70%, Metanol, Air suling, Besi (III) Klorida 1%, Natrium Sulfat Anhidrat, Methanol, Pereaksi Molisch, N-Heksan, Asam asetat anhidrat, Asam sulfat pekat, Kalium iodide, Alfa-naftol, Asam nitrat, Natrium karbonat, Natrium Asetat.
3.3.2 
Peralatan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu seperangkat alat Destilasi, Spektrofotometri UV-Vis, Vorteks, Botol bewarna gelap, Timbangan analitik, Pipet mikro, Matt pipet, labu ukur, Batang pengaduk, Spatel, Pipet tetes, Aluminium foil, Cawan petri, Tisu, Perkamen, Rak tabung, Tabung reaksi, Erlenmeyer, Beaker gelas, Plat tetes, Labu ukur, Vial, Hot plate.
3.4      Pembuatan Larutan Pereaksi

3.4.1   Besi (III) Klorida 1% 

Sebanyak 1 g besi (II) klorida dimasukkan ke dalam beaker glass yang berisi 25 ml akuades diencerkan dengan aquadest sampai 100 ml (Depkes RI.2020) 
3.4.2 
Pereaksi Liebermann-Burchard

Sebanyak 20 bagian asam asetat anhidrat dicampur dengan satu bagian asam sulfat pekat (Ditjen POM, 1979). 
3.4.3
 Pereaksi Mayer 

Sebanyak 1,36 g raksa (II) klorida, dilarutkan dalam 60 ml aquadest kemudian pada wadah yang lain ditimbang sebanyak 5 g kalium iodida lalu dilarutkan dalam 10 ml air suling. Kedua larutan dicampurkan dan ditambahkan air suling hingga diperoleh larutan 100 ml (Kemenkes RI, 2017). 

3.4.4
 Pereaksi Mollisch 

Sebanyak 3 g alfa-naftol dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml lalu dilarutkan dalam asam nitrat 0,5 N sampai garis tanda (Kemenkes RI, 2017). 

3.4.5   Pereaksi Bouchardat

sebanyak 4 gr kalium iodida dilarutkan dalam 20 ml aquadest, kemudian ditambahkan sedikit demi sedikit 2 g iodium dan dicukupkan dengan aquadesthingga 100 ml (Kemenkes RI, 2017).
3.4.6   Pereaksi Dragendrof 

Sebanyak 0,85 g bismut (III) nitrat ditimbang, dilarutkan dalam 100 ml asam asetat glacial ditambahkan 4 ml air suling. Pada wadah yang lain ditimbang sebanyak 8g kalium iodide dilarutkan dalam 20 ml air suling kemudian kedua larutan dicampurkan sama banyak, lalu ditambahkan 20 ml asam asetat glasial dan diencerkan dengan air suling sampai 100 ml (Kemenkes R1,2017).
3.4.7



Pembuatan Reagen Na₂CO₃ 20% 

Natrium karbonat ditimbang 20 gr dilarutkan dalam 100 mL aquadest pada labu takar hingga tanda batas bawah (Puspitasari dkk., 2019). asam asetat anhidrat, asam sulfat pekat, kalium iodide, alfa-naftol, asam nitrat, Natrium karbonat.
3.4.8   Natrium Asetat (CH₃COONa)
Serbuk natrium asetat dengan BM: 83,02 g/mol ditimbang sebanyak 8 g dan dilarutkan dengan menggunakan akuades secukupnya. Dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL dan ditambahkan dengan akuades hingga tanda batas.
3.5       Pengolahan Sampel

Batok kelapa dan sabut kelapa di sortasi basah untuk membersihkan kotoran yang melekat pada sampel, lalu dikeringkan dengan matahari langsung, lalu dilakukan sortasi kering untuk memisahkan sisa kotoran dari batok kelapa dan sabut kelapa. Selanjutnya batok kelapa dipecahkan agar menjadi kepingan kepingan kecil, sedangkan sabut kelapa dibagi menjadi bagian bagian kecil pula, Selanjutnya dilakukan proses pembakaran.
3.6 
Prosedur Penelitian 

3.6.1 
Preparasi Unit Pirolisis dan Kondensasi
Bahan yang digunakan sebagai reaktor pirolisis adalah tangki tembaga dengan dimensi tinggi 120 cm, dengan penutup yang tidak permanen supaya dapat memasukkan bahan dan mengambil sisa bahan dengar mudah. Di dalam reaktor pirolisis dipasang tungku pembakaran yang terbuat dari besi dengan diameter 16 cm. Kemudian pada sisi belakang reaktor pirolisis disambungkan pipa sebagai tempat keluanya asap yang menghubungkan reaktor pirolisis dengan dengan kondensor. Sehingga proses pembuatan asap cair dapat berlangsung tanpa ada tekanan di dalam reaktor pirolisis. Pada kondensor, terdapat lubang air masuk dan air keluar yang dihubungkan dengan selang dari bak penampungan air, supaya kerja kondensor sebagai pendingin dapat optimal. Asap yang melewati kondensor terkondensasi menjadi cairan melalui cerobong asap yang tersambung dari reaktor pirolisis, dan disiapkan bak penampungan untuk asap yang berhasil terkondensasi menjadi asap cair.
3.6.2   
Proses Pembuatan Asap Cair 

Proses pembuatan asap cair mengacu pada prosedur Hendra dkk. (2014) dimana pembuatan asap cair dilakukan dengan menggunakan reaktor dari tanur sebagai tempat pembakaran sampel dan drum yang telah dimodifikasi sebagai kondensor. Ditimbang tempurung kelapa yang dihancurkan menjadi kepingan kepingan kecil, kemudian dimasukkan kedalam burner sampai padat lalu ditutup dengan rapat menggunakan penutup burner untuk mencegah keluarnya asap dari reaktor pirolisis selama berlangsungnya proses pirolisa. Kemudian dimasukkan kedalam tanur dimana corong asap yang keluar dihubungkan langsung ke kondensor. Dilakukan pembakaran selama 4 jam 15 menit dengan suhu 400°C. Asap yang dihasilkan dari proses pembakaran dalam tanur akan melewati rangkaian kondensor yang ada dalam drum yang diisi dengan air, sehingga asap akan berubah menjadi cairan dan keluar melalui corong, kemudian ditampung kedalam wadah penampungan. Asap cair yang dihasilkan didiamkan pada suhu kamar sehingga terbentuk dua lapisan. Bagian atas larutan asap cair adalah pyroligneous liquor yang disebut juga dengan crude smoke liquid (asap cair grade 3), sedangkan bagian bawah adalah endapan tar.
3.7    
Proses Pemurnian Asap Cair 

3.7.1   
Grade 2 

Pemurnian asap cair untuk memperoleh asap cair grade 2 dari asap cair grade 3 dilakukan dengan cara mendestilasi crude smoke liquid (asap cair grade 3) yang dimasukkan kedalam labu destilasi yang sudah dirangkai dengan kondensor liebig, lalu dipanaskan dengan menggunakan hot plate hingga mencapai suhu maksimum 150°C. Suhu tersebut merupakan suhu yang ideal untuk mendapatkan destilat yang baik dari asap cair (Widiya dkk., 2013). 

3.7.2   Grade 1 

Pemurnian asap cair untuk memperoleh asap cair grade 1 dilakukan dengan cara redestilasi hasil asap cair grade 2 yang dimasukkan kedalam labu destilasi yang sudah dirangkai dengan kondensor liebig, lalu dipanaskan dengan menggunakan hot plate hingga mencapai suhu maksimum 125°C. Suhu tersebut merupakan suhu yang ideal untuk mendapatkan destilat yang baik dari asap cair (Widiya dkk., 2013). 

3.7.3   Proses Destilasi Asap Cair

Distilasi dilakukan secara bertahap dengan memasukkan asap cair grade 3 ke dalam reaktor distilasi dan dipanaskan untuk selalu berada dalam tahap tahap pendidihan. Untuk mendapatkan distilat asap cair dengan karakteristik warna kuning dan jernih dengan aroma asap tidak kuat, maka asap cair dipanaskan pada temperatur 101-125o C (Fachraniah dkk, 2009), di dalam tabung pemanas. Pemanasan dilakukan diatas tungku dengan menggunakan bahan bakar gas LPG. Uap yang terbentuk dari tabung pemanas kemudian melewati pipa yang mengalirkannya menuju kondensor. Kondensor sebagai pendingin yang akan mengubah uap menjadi fase cair. Cairan hasil distilasi ditampung dalam wadah dari plastik.
3.8     
Skrining Fitokimia

3.8.1    Pemeriksaan Alkaloid 

Asap cair tempurung kelapa dan sabut kelapa dipipet sebanyak 1 mL, kemudian ditambahkan 1 mL asam klorida 2 N dan 9 mL aquades, dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat dipakai untuk pemeriksaan alkaloid sebagai berikut: 

a. Sebanyak 3 tetes filtrat ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Bouchardat, akan terbentuk endapan berwarna coklat sampai kehitaman. 

b. Sebanyak 3 tetes filtrat ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Dragendorff, akan terbentuk endapan berwarna merah atau jingga. 

c. Sebanyak 3 tetes filtrat ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Mayer, akan terbentuk endapan berwarna putih atau kuning. Alkaloid dinyatakan positif jika terjadi endapan atau kekeruhan pada dua dari tiga pereaksi di atas (Depkes RI, 1995). 

3.8.2    Pemeriksaan Fenol 

Asap cair tempurung kelapa dan sabut kelapa dipipet sebanyak 1 mL, lalu ditambahkan pereaksi FeCl3. Reaksi dikatakan positif jika terjadi perubahan warna dari hijau kecoklatan menjadi biru kehitaman (Manongko dkk., 2020). 

3.8.3 
Pemeriksaan Flavonoid 

Asap cair tempurung kelapa dan sabut kelapa dipipet sebanyak 1 mL, kemudian ditambahkan 20 mL air panas, kemudian dididihkan selama 10 menit dan disaring dalam keadaan panas, ke dalam 5 mL filtrat ditambahkan 0,1 g serbuk magnesium dan 1 mL asam klorida pekat dan 2 ml amil alkohol, dikocok dan dibiarkan hingga memisah. Flavonoid dinyatakan positif apabila terdapat warna merah atau kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol (Farnsworth, 1966).

3.8.4 
Pemeriksaan Saponin 

Asap cair tempurung kelapa dan sabut kelapa dipipet sebanyak 1 mL, dimasukan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 10 mL air panas, didinginkan kemudian dikocok kuat selama 10 detik. Terbentuk busa setinggi 1 sampai 10 cm yang stabil tidak kurang dari 10 menit dan tidak hilang apabila ditambahkan dengan 1 tetes asam klorida 2 N menunjukkan adanya saponin (Depkes RI, 1995). 

3.8.5 
Pemeriksaan Tanin 

Asap cair tempurung kelapa dan sabut kelapa dipipet sebanyak 1 mL, disari dengan 10 mL air suling lalu disaring, kemudian filtratnya diencerkan dengan air sampai tidak berwarna. Larutan diambil sebanyak 2 mL dan ditambahkan 1-2 tetes pereaksi besi (III) klorida 1%, jika terjadi warna biru kehitaman atau hijau kehitaman menunjukan adanya tanin (Farnsworth, 1966). 

3.8.6 
Pemeriksaan Glikosida 

Asap cair tempurung kelapa dan sabut kelapa dipipet sebanyak 3 mL, kemudian disari dengan 30 mL campuran etanol 95% dan air suling (7:3), ditambahkan 10 mL asam sulfat 2 N, kemudian direfluks selama 10 menit, didinginkan dan disaring. Diambil 20 mL filtrat ditambahkan 25 mL air suling dan 25 mL timbal (II) asetat 0,4 M, dikocok, didiamkan 5 menit lalu disaring. Filtrat disari dengan 20 mL campuran isopropanol dan kloroform (3:2), dilakukan berulang sebanyak 3 kali. Kumpulan sari air ditambahkan natrium sulfat anhidrat, disaring dan diuapkan pada temperatur tidak lebih dari 50°C. Sisanya dilarutkan dalam 2 mL metanol. Larutan metanol digunakan untuk percobaan berikut: 0,1 mL larutan percobaan dimasukan dalam tabung reaksi dan diuapkan diatas penangas air, kemudian dilarutkan dalam 5 mL asam asetat anhidrat, kemudian ditambahkan 10 tetes asam sulfat pekat, akan terjadi warna biru atau hijau yang menunjukkan adanya aglikon. Pada larutan sisa, dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan diuapkan diatas penangas air, kemudian ditambahkan 2 mL air dan 5 tetes pereaksi Molisch, kemudian secara perlahan lahan ditambahkan 2 mL asam sulfat pekat melalui dinding tabung, terbentuknya cincin berwarna ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya ikatan gula (Depkes RI, 1995). 

3.8.7 
Pemeriksaan Steroid/ Triterpenoid 

Asap cair tempurung kelapa dan sabut kelapa dipipet sebanyak 1 mL, dimaserasi dengan 20 mL n-heksan selama 2 jam, lalu disaring. Filtrat diuapkan dalam cawan penguap. Pada sisa ditambahkan 2 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat. Terdapatnya warna biru atau hijau menunjukkan adanya senyawa steroid dan jika timbul warna merah, pink atau ungu menunjukkan adanya senyawa triterpenoid (Farnsworth, 1966).

3.9    
Penentuan Kadar Senyawa Fenolik Total

3.9.1 
Pembuatan Larutan Induk Asam Galat 
Ditimbang baku pembanding asam galat sebanyak 10 mg, dimasukkan ke dalam labu tentukur, kemudian dilarutkan baku asam galat dengan pelarut metanol hingga 10 mL dan dihomogenkan sehingga didapatkan larutan induk baku asam galat dengan konsentrasi 1000 μg/ml.
3.9.2 
Penentuan Panjang Gelombang Maksismum Asam Galat
Dipipet dari larutan baku asam galat yaitu 3 mL ke dalam labu tentukur 10 mL, kemudian ditambahkan dengan metanol hingga batas tanda kalibrasi labu tentukur sehingga diperoleh larutan asam galat dengan konsentrasi 300µg/mL (LIB II), kemudian dipipet sebanyak 0,1 mL dari LIB II, lalu dicampurkan dengan 7,9 mL akuades dan 0,5 mL pereaksi Folin-Ciocalteau 10%, lalu divortex selama 1 menit, kemudian ditambahkan 1,5 mL Na2CO3 20%. Diinkubasi larutan selama 90 menit dan diukur panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Visibel pada rentang 400-800 nm.
3.9.3 
Pengukuran Operating Time (OT) 

Dibuat larutan dengan konsentrasi 300 μg/ml dari LIB. Dipipet 0,1 ml ke dalam tabung reaksi. Ditambahkan 7,9 mL akuades dan 0,5 mL pereaksi Folin-Ciocalteau 10%, lalu divortex selama 1 menit, kemudian ditambahkan 1,5 mL Na2CO3 20%. Diukur absorbansi larutan pada panjang gelombang 400-800 nm setiap 1 menit dan diamati waktu larutan tersebut mulai menghasilkan absorbansi yang stabil, yang akan digunakan sebagai operating time.
3.9.4 
Penetapan Kurva Kalibrasi Asam Galat 

Dipipet dari larutan baku asam galat yaitu sebanya 2 mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL dan 6 mL ke dalam masing-masing labu tentukur 10 mL, kemudian ditambahkan dengan metanol hingga batas tanda kalibrasi labu tentukur sehingga diperoleh larutan asam galat dengan konsentrasi 200,300,400,500,600 µg/mL; Dari masing- masing konsentrasi dipipet sebanyak 0,1 mL, kemudian dicampurkan dengan 7,9 mL akuades dan 0,5 mL pereaksi Folin-Ciocalteau, lalu di vortex selama 1 menit, kemudian ditambahkan 1,5 mL Na₂CO₃ 20%. Diinkubasi larutan selama 90 menit dan diukur panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Visibel pada rentang 400-800 nm pada panjang gelombang maksimum. Diperoleh kurva kalibrasi dan persamaan garis regresi linear y = ax+b dari asam galat.
3.9.5 
Pembuatan Larutan Sampel

3.9.5.1
Asap Cair Tempurung Kelapa Grade 3, 2, 1

Sampel asap cair dipipet sebanyak 0,3 mL kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 7,9 mL aquadest; 0,5 mL pereaksi Follin-Ciocalteu 10%; 1,5 mL Na₂CO₃ 20% lalu ditutup menggunakan kertas aluminium foil dan diinkubasi selama 90 menit. Kemudian diukur absorbansi tiap tiap sampel.

3.9.5.2
Asap Cair Sabut Kelapa Grade 3, 2, 1

Sampel asap cair dipipet sebanyak 0,3 mL kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 7,9 mL aquadest; 0,5 mL pereaksi Follin-Ciocalteu 10%; 1,5 mL Na₂CO₃ 20% lalu ditutup menggunakan kertas aluminium foil dan diinkubasi selama 90 menit. Kemudian diukur absorbansi tiap tiap sampel.
3.9.6
    Pengukuran Absorbansi Sampel

Penetapan kadar sampel ditentukan dengan mengukur absorbansi pada larutan sampel yang dilakukan sebanyak 6 kali pengulangan dengan metode spektrofotometri Uv-Vis pada panjang gelombang maksimum saat mencapai operating time  (Veranita, Weri., 2021).
3.10
     Penentuan Kadar Senyawa Flavonoid

3.10.1   
Pembuatan Larutan Induk Baku Kuersetin

Timbang 10 mg serbuk kuersetin, setelah itu dilarutkan menggunakan metanol pada labu takar 100 mL sampai tanda batas hingga diperoleh konsentrasi 100 ppm. 
3.10.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin

Pengukuran panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-VIS dengan pembanding kuersetin. Dipipet sebanyak 0,6 mL dari larutan induk baku kuersetin 100 ppm ke dalam labu 10 mL, ditambahkan 0,1 mL AlCl3; 0,1 mL CH3COONa; 2,8 mL akuades dan dicukupkan dengan etanol lalu diinkubasi selama 25 menit. Diukur panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada rentang 400 nm – 800 nm. 
3.10.3 
Penentuan Waktu Kerja (Operating Time)

Operating time diukur dengan spektrofotometer UV-Vis dengan pembanding kuersetin. Diambil salah satu deret kosentrasi pada nilai tengahnya yaitu 6 ppm dari LIB I dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan 0,1 mL AlCl3; 0,1 mL CH3COONa; 2,8 mL akuades dan dicukupkan dengan etanol lalu diinkubasi selama 25 menit. Absorbansi dibaca dengan spektrofotometer pada panjang gelombang maksimum 439 nm. 

3.10.4  Pembuatan Kurva Kalibrasi

Dipipet dari larutan baku kuersetin masing-masing sebanyak 0,2 mL; 0,4 mL; 0,6 mL; 0,8 mL; dan 1 mL dan dimasukkan ke dalam masing-masing labu terukur 10 mL lalu dicukupkan dengan etanol hingga tanda batas, kemudian dipipet 0,5 dari masing masing konsentrasi dan ditambahkan 0,1 mL AlCl3; 0,1 mL CH3COONa; 2,8 mL akuades dan dicukupkan dengan etanol, lalu diinkubasi selama 25 menit. Diukur absorbansi dari masing-masing konsentrasi secara spekrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 439 nm. Diperoleh kurva kalibrasi kuersetin serta persamaan garis regresi linear y=ax+b. 

3.10.5     Pembuatan Larutan Sampel

3.10.5.1  Asap Cair Tempurung Kelapa Grade 3, 2, 1

   Sampel asap cair dipipet sebanyak 1 mL kemudian dilarutkan dengan metanol dalam labu ukur 10 mL dan volume dicukupkan metanol sampai tanda batas larutan dihomogenkan (Eka dkk., 2019).

Dari larutan sampel induk dipipet 2 mL, setelah itu dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah 0,1 mL AlCl3; 0,1 mL CH3COONa; 2,8 mL akuades dan dicukupkan dengan etanol, kemudian kocok sampai homogen. Larutan dibiarkan diudara terbuka selama 30 menit (Eka dkk., 2019).

3.10.5.2   Asap Cair Sabut Kelapa Grade 3, 2, 1

 Sampel asap cair dipipet sebanyak 1 mL kemudian dilarutkan dengan metanol dalam labu ukur 10 mL dan volume dicukupkan sampai tanda batas dan larutan dihomogenkan (Eka dkk., 2019).
Dari larutan sampel induk dipipet 2 mL, setelah itu dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah 0,1 mL AlCl3; 0,1 mL CH3COONa; 2,8 mL akuades dan dicukupkan dengan etanol, kemudian kocok sampai homogen. Larutan dibiarkan diudara terbuka selama 30 menit (Eka dkk., 2019).
3.10.6      Pengukuran Absorbansi Sampel

Penetapan kadar sampel ditentukan dengan mengukur absorbansi pada larutan sampel yang dilakukan sebanyak 6 kali pengulangan dengan metode spektrofotometri Uv-Vis pada panjang gelombang maksimum saat mencapai operating time (Veranita, Weri., 2021).
3

