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[bookmark: _Toc173270533]BAB III
[bookmark: _Toc75781356][bookmark: _Toc153187536][bookmark: _Toc173270534]METODE PENELITIAN
[bookmark: _Toc75781357][bookmark: _Toc173270535]3.1	RancanganPenelitian
	Jenis penelitian yang dilakukanadalahpenelitiandeskriptifterhadapanalisiskadar vitamin C secarakualitatif, kadarseratdenganmetodegravimetri, penentuankadar vitamin c dan penentuankadarglukosa  padabeberapajenisBuah-buahandenganmenggunakanmetodespektrofotometri ultraviolet.
[bookmark: _Toc173270536]3.1.1 VariabelPenelitian
	Variabelbebas pada penelitian ini yaitusampelbuahmatang dan mengkaldariberbagaijenisBuah-buahan, larutanbaku vitamin c dan variabelterikatyaitugolongansenyawametabolitsekunder, uji kualitatif, penentuankadar vitamin C, penentuankadarglukosa dan penentuankadarseratdenganmetodegravimetri
[bookmark: _Toc173270537]3.1.2	PrameterPenelitian
	Parameter yang dilakukan pada penelitian ini yaitu :
a. Parameter skriningfitokimia :senyawa alkaloid, flavonoid, steroid/triterpenoid, tanin, saponin, dan glikosida.
b. Parameter uji kualitatif :hasilperubahanwarna.
c. Parameter penentuankadar vitamin C :nilaiserapanabsorbansi.
d. Parameter penentuankadarglukosa :nilaiserapanabsorbansi.
e. Parameter penentuankadarseratdenganmetodegravimetri : % seratkasar
[bookmark: _Toc75781358][bookmark: _Toc173270538]3.2	Lokasi dan Jadwal Penelitian
[bookmark: _Toc75781359][bookmark: _Toc173270539]3.2.1	Lokasi Penelitian
Lokasi penelitiandilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan dan
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[bookmark: _Toc173270540]3.2.2	Jadwal Penelitian
	Penelitiandilakukan pada bulanjanuari 2024
[bookmark: _Toc75781362][bookmark: _Toc173270541]3.3	Alat dan Bahan	
[bookmark: _Toc75781363][bookmark: _Toc173270542]3.3.1	Alat - alat
Alat-alat yang digunakandalampenelitianiniadalahkursporselin, gelasukur 10mL, gelasukur (iwaki) 50mL, cawanporselin, tabungreaksi (iwaki), pipet tetes, timbangananalitik (Mettler Toledo), beaker glass (iwaki) 100mL, beaker glass (iwaki)  500mL, beaker glass (iwaki) 1L, batangpengaduk, blender (PHilips), oven (Memmert UN55), hotplate (Thermo), labutentukur (iwaki) 100mL, labutentukur (iwaki) 10mL, labutentukur (iwaki) 50mL, aluminium, Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1700).
[bookmark: _Toc75781364][bookmark: _Toc173270543]3.3.2	Bahan - bahan
[bookmark: _Hlk173275247]Bahan-bahan yang digunakandalampenelitianiniadalah vitamin C Baku PembandingFarmakope Indonesia, beberapajenisBuah-buahan, aquades, klorofom, pereaksidragendrof, Pereaksibouchardat, pereaksimayer, pereaksi Molisch, , HCL 2N, HN 0,5N alcohol, FeC%, Pb (II) asetat 0,4N, KMn, FeC, NaHC, AgN, Iodium, Fehling A, Fehilng B, NaOH, aseton, pereaksiDinitrosalisilat (DNS).
[bookmark: _Toc173270544]3.4 Pengambilan Dan Pengelolahan Sampel
[bookmark: _Toc173270545]3.4.1 Pengambilan Sampel
[bookmark: _Hlk173275319]Pengambilansampeldilakukansecarapurposif, yaitutanpamembandingkansampel yang diambildaritempat yang berbedadengansampel yang sama. Sampel yang digunakandalampenelitianiniyaituberbagaijenisbuah- buahanyaitu: jeruk(Citrus sinensis (Burm.) Merr.), jambubijimerah(Psidium guajava L.) dan pepaya(Carica papaya L) yang di ambildarikebunBuah-buahantersebut yang berada di sekitarankotamedan, Sumatera Utara.
[bookmark: _Toc173270546]3.4.2 Pengelolaan Sampel
BeberapajenisBuah-buahan yang sudahdiambildi cucibersih dan di belenderuntukkemudianselanjutnya di lakukanidentifikasilanjutanuntukpemeriksaanpenetapankadar Vitamin C, penetapankadarglukosa dan penetapankadarserat.
[bookmark: _Toc173270547]3.5IdentifikasiTumbuhan
Identifikasitumbuhan yang dilakukan oleh Herbarium Medanense (MEDA) DepartemenBiologi FMIPA Universitas Sumatera Utara (USU).
[bookmark: _Toc75781365][bookmark: _Toc173270548]3.6	Prosedur Pembuatan Bahan
[bookmark: _Toc173270549]3.6.1  LarutanPereaksiBouchardat
Ditimbang 4 g kalium iodida, laludilarutkandengan air suling secukupnya, kemudianditimbang 2 g iodida dan dilarutkankedalam kalium iodidadidalamlabuterukur 100 mL, kemudiandicukupkanvolumenyadengan air suling hingga 100 mL (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270550]3.6.2 LarutanPereaksiDragenrof
Ditimbang 8 g Bismut (II), kemudiandilarutkandalam 20 mL asamnitratpekat. Ditimbang 27,2 g kalium iodida, dan dilarutkandalam 50 mL air suling kemudiandicampurkankedualarutan dan diamkansampaimemisahsempurna. Diambillarutanjernihdenganmengunakan pipet tetes dan dimasukkandalamlabutentukur 100 mL, kemudiandicukupkanvolumenyadengan air suling hingga 100 mL, kemudiandisimpandalambotolgelap (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270551]3.6.3 LarutanPereaksi Mayer
Ditimbang 1,38 g Raksa (II), laludilarutkandalam 60 mL air suling. Kemudianditimbang 5 g kalium iodida, dan dilarutkandalam 10 mL air suling. Kedualarutandicampurkandalamlabutentukur 100 mL dan dicukupkanvolumenyadengan air suling hingga 100 mL (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270552]3.6.4 LarutanPereaksi Molich
Ditimbang 3 g alfa naftol, kemudiandilarutkandenganasamnitrat 0,5 N secukupnyadalambeakerglasskemudiandimasukandalamlabutentukur 100 mL, laludicukupkanvolumenyadengan air suling hingga 100 mL (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270553]3.6.5 Pereaksi Pb (II) asetat 0,4 N
Ditimbang 15,17 g timbal (II) asetat, laludilarutkandengan air suling bebas CO2didalamlabutentukur 100 mL hinggatanda batas (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270554]3.6.6 Pereaksi NaOH 2N
Ditimbang 8 g kristalmurni natrium hidroksida, dan dilarutkandengan air suling didalamlabutentukur 100 mL hinggatanda batas (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270555]3.6.7 Larutan FeCL3 1%
Ditimbang 1 g besi (III) klorida, kemudiandilarutkandengan air suling didalamlabutentukur 100 mL hinggatanda batas (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270556]3.6.8 Larutan H2SO4 2N
Dipipet 18 mL asamsulfatpekat, kemudiandiencerkandengan air suling didalamlabutentukur 100 mL hinggatanda batas (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270557]3.6.9 Larutan HCL 2N
Dipipet 17 mL asamkloridapekat, kemudiandiencerkandengan air suling didalamlabutentukur 100 mL hinggatanda batas (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270558]3.6.10 Larutan HNO3 0,5N
Dipipet 44,7 mL asamnitratpekat, laludiencerkandengan air suling didalamlabutentukur 100 mL hinggatanda batas (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270559]3.6.12 PereaksiDinitrosalisilat (DNS)
Ditimbang 5 g asam 3,5-dinitrosalisilat dan 5 g NaOH 2N  dilarutkandalam 100 mL aquadest (larutan A). Sebanyak 150 g natrium kalium tartaratdilarutkandalam 200mL aquadest (larutan B). Larutan A dan B dicampur, laludicukupkandalamlabutakardenganaquadesthinggavolumenyamenjadi 500mL, kemudiandiadukdenganpengaduk magnetic selamasatumalam.
[bookmark: _Toc173270560]3.7 Uji Fitokimia
SkriningfitokimiadariBeberapajenisBuah-buahanmeliputigolongansenyawaalkaloida, flavonoida, saponin, tanin, glikosida, dan steroida /triterpenoid.
[bookmark: _Toc173270561]3.7.1 PemeriksaanAlkaloida
Sari Buah-buahanditimbanghingga 0,5 gram, kemudianditambahkan 1 mL asamklorida dan 9 mL aquadest, dipanaskandalam air selama 2 menit, didinginkan, laludisaring. Filtratnyadigunakanuntukpercobaanberikutnya.
1.Diambil 3 tetes filtrat dan tambahkan 2 tetes reagen Mayer. Reaksipositifditandaidenganterbentuknyaendapanberwarnaputihataukuning.
2. Diambil 3 tetes filtratlalutambahkan 2 tetes reagenBouchardat. Reaksipositifditandaidenganterbentuknyaendapanberwarnacoklatsampaihitam.
3. Diambil 3 tetes filtratlalutambahkan 2 tetes reagenDragendorff. Reaksipositifditunjukkandenganterbentuknyaendapanberwarnamerahataujingga.
Alkaloid dianggappositifjikapengendapanterjadisetidaknyadalam dua atautigapengujian(Depkes RI, 1979).
[bookmark: _Toc173270562]3.7.2 PemeriksaanFlavonoida
Sari Buah-buahan10 gramditimbangkemudianditambahkan 100 mL air panas, didihkanselama 5 menit dan disaringdalamkeadaanpanas, filtrat yang diperolehkemudiandiambil 5 mL laluditambahkan0,1 gramserbuk Mg dan 1 mL HCl pekat dan 2 mL amil alkohol, dikocok, dan dibiarkanmemisah. Flavonoid positifjikaterjadiwarnamerah, kuningjingga pada lapisan amil alcohol (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173270563]3.7.3 Pemeriksaan Saponin (uji busa)
Sari Buah-buahanditimbangsebanyak0,5 gramsampeldimasukkandalamtabungreaksi dan ditambahkanaquadestpanassebanyak 10 mL, didinginkankemudiandikocokkuat-kuatselama 10 detik, timbulbusa/buih yang mantaptidakkurangdari 10 menitsetinggi 1-10 cm. Ditambahkan 1 tetes larutanasamklorida 2N, bilabusatidakhilangmenunjukkanadanya saponin (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270564]3.7.4 Pemeriksaan Tanin
Sari Buah-buahanditimbang0,5 gramsampeldisaridengan 10 mL aquadest, lalufiltratnyadiencerkandenganaquadestsampaitidakberwarna. Diambil 2 mL larutanlaluditambahkan 1 sampai 2 tetes pereaksibesi (III) klorida. Terjadinyawarnabiruatauhijaukehitamanmenunjukkanadanya tannin (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173270565]3.7.5 PemeriksaanGlikosida
Sari Buah-buahanditimbangsebanyak 3 g, kemudiandisaridengan 30 mL campuran 7 mL bagianetanol 96% dan 3 bagianaquadestditambahdengan 10 mL HCL 2N. Direfluksselama 30 menit, didinginkan dan disaring. Diambil 20 mL filtratditambahkan 25 mL aquadest dan 25 mL timbal (II) asetat 0,4 M, dikocok, laludidiamkanselama 5 menit dan disaring. Filtratdisaridengan 20 mL campuran 3 bagiankloroform dan 2 bagian isopropanol dilakukanberulangsebanyaktiga kali. Kumpulkan sari air diuapkan pada temperaturtidaklebihdari 50˚C. Sisanyadilarutkandalam 2 mL metanol. Kemudiandiambil 0,1 mL larutanpercobaandimasukkankedalamtabungreaksi, diuapkan di penangas air. Pada sisaditambahkan 2 mL air dan 5 tetes pereaksimolish. Kemudiansecaraperlahanditambahkan 2 mL asamsulfatpekatmelaluidindingtabung, jikaterbentukcincinungu pada batas keduacairanmenunjukkanadanyaglikosida(Depkes RI, 1989). 
[bookmark: _Toc173270566]3.7.6 Pemeriksaan Steroid/Triterpenoid
Sari Buah-buahanditimbangsebanyak 1gram sampeldimaserasidengan 20 mL n-heksanaselama 2 jam, laludisaring. Filtratdiuapkandalamcawanpenguap. Pada sisaditambahkan 2 tetes asamasetatanhidrat dan 1 tetes asamsulfatpekat. Terjadinyawarnaungumenunjukkanadanya triterpenoid atauwarnahijaumenunjukkanadanya steroid  (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173270567]3.8 AnalisisKualitatif
[bookmark: _Toc173270568][bookmark: _Hlk173275423]3.8.1 Pemeriksaan Vitamin C berbagaijenisBuah-buahandenganAgN
Sebanyak4 mL larutansampel, ditambahkan1mL AgN, jikaterbentukwarnacoklat / endapanhitammakapositif vitamin C (Sari et al., 2021).
3.8.2 Pemeriksaan Vitamin C berbagaijenisBuah-buahandengan Methylene blue
Pada 2mL larutansampelditambahkan 4 tetes larutan methylene blue, dihangatkanhinggasuhu 40 terjadi warna biru tua dalam waktu 3 menit berubah menjadi lebih muda atau hilang (Oktavia et al., 2023).

3.8.3 Pemeriksaan Vitamin C berbagaijenisBuah-buahandengan
	Sebanyak 1mL larutansampeltambahkan 4 mL NaH 1% lalu tambahkan 4mL air suling,  jikaterbentukwarnaungumakapositif vitamin C (Sari et al., 2021).
[bookmark: _Toc173270569][bookmark: _Hlk173275511]3.9  Penetapan Kadar Vitamin C Pada Berbagai Jenis Buah-buahan
[bookmark: _Toc173270570]3.9.1 PembuatanLarutanInduk Baku Vitamin C BPFI
Ditimbangdengansaksama 50 mg Vitamin C Baku Pembanding, kemudiandimasukkankedalamlabutentukur 100 mL, dilarutkandengan 10 mL aquadest, di kocoksampailarutlaludicukupkandenganaquadestsampai garis tanda (500 μg/mL) - LIB I (Nadhira, 2021).
Dari larutan LIB I dipipet 5 mL dimasukkankedalamlabutentukur 25 mL, ditambahkandenganaquadestsampai garis tanda (100 μg/mL) - LIB II (Nadhira, 2021).
[bookmark: _Toc173270571]3.9.2 Penentuan Panjang GelombangMaksimumLarutan Vitamin C
	Dari LIB II (100 μg/mL) dipipet 4,0 mL dimasukkankedalamlabutentukur 50 mL dan dicukupkandenganaquadestsampai garis tandalaludikocoksampaihomogensehinggadiperolehlarutandengankonsentrasi 8 μg/mL.Kemudianlarutaninidiukurabsorbansinya pada panjanggelombang 200-400 nm (Nadhira, 2021).
[bookmark: _Toc173270572]3.9.3 Pembuatan Kurva Kalibrasi Vitamin C
Dipipetdari LIB II 100 ppm kedalamlabuukur 25 mL masing-masing sebanyak0,75 mL, 1,25 mL, 1,75 mL, 2,25 mL, 2,5 mL (3 ppm, 5 ppm, 7 ppm, 9 ppm, dan 10 ppm).Kemudianditambahkanaquadesthinggatanda batas laludihomogenkan dan diukurserapannya pada panjanggelombangmaksimum yang diperoleh(Nadhira, 2021).
[bookmark: _Toc173270573]3.9.4 Penentuan Kadar Tiap Sampel Vitamin C
3.9.4.1 Penentuan Kadar Pada Berbagai Jenis Buah-buahan
Buahdiambildan dikupaspisahkankulit dan isibuah, sampel sari buah yang telahdiperas, dibuatlarutansampeldengancaraditimbangsebanyak 50 g dan dilarutkandenganaquadestdalam beaker glass. Kemudiandimasukkankedalamlabuukur 100 mL, laluditambahkanaquadesthinggatanda batas dan homogenkan (500.000 μg/mL). Setelahitularutansampeldisaringmenggunakankertassaring. Larutansampel yang didapat di pipet sebanyak 1 mL dalamlabuukur 25 mL.Penentuankadar vitamin C pada sampeldilakukandengancaralarutansampeldimasukkankedalamkuvet. Selanjutnya, diukurserapannya pada panjanggelombangmaksimum yang dilakukan 6 kali pengulanganuntuktiapsampel. Lalu dihitungkadar vitamin C denganmemasukkannilaiabsorbansikedalampersamaanregresi linear (Nadhira, 2021).
[bookmark: _Toc173270574]3.10 Penetapan Kadar Glukosa Pada Berbagai Jenis Buah-buahan
[bookmark: _Toc173270575]3.10.1 PembuatanLarutanInduk Baku Glukosa
Ditimbang 50mg larutanbakuindukglukosadimasukkandalamlabuukur 50mL kemudianditambahkanaquadesthinggatanda batas (LIB I 1000 μg/mL). 
[bookmark: _Toc173270576]3.10.2 PembuatanLarutanInduk Baku II Glukosa
Dipipet 0,25mL (darikonsentrasi 1000 μg/mL) dimasukkankedalamlabuukur 10mL, kemudianditambahkanaquadesthinggatanda batas (LIB II 25 μg/mL).  
[bookmark: _Toc173270577]3.10.3 Penentuan Panjang GelombangMaksimumGlukosa
Dipipet 9 mL (darikonsentrasi 25 μg/mL) kedalamlabuukur 10 mL kemudianditambahkanaquadesthinggatanda batas (22,5 μg/mL) .Larutanglukosa 22,5 μg/mL kemudiandipipet 1mL dipindahkankedalamtabungreaksi dan ditambahkandengan 5 mL pereaksi DNS. Larutandipanaskan pada suhu 100 pada beaker glass dan didinginkanselama 1 menit, kemudianukurabsorbansinya pada rentangpanjanggelombang 500nm-580 nm.
[bookmark: _Toc173270578]3.10.4 Penentuan Kurva KalibrasiGlukosa
Dipipet 1mL ( darikonsentrasi 15μg/mL; 17,5μg/mL; 20 μg/mL; 22,5 μg/mL; 24 μg/mL)larutanglukosastandar, kemudianditambahkan 3mL larutan DNS, laludipanaskanpada suhu 100 pada beaker glass dan didinginkan selama 1 menit. Setelah itu dilakukanpengukuranabsorbansi pada λ 517 nm denganspektrofotometer. Lalu dibuatkurvastandarhubunganantaraabsorbansi dan konsentrasi dan ditentukanpersamaankurva.
[bookmark: _Toc173270579]3.10.5 PembuatanLarutan Sampel
Ditimbangsampelsebanyak 10 g laludilarutkanmenjadi 100mL denganaquadestdalamlabutentukur 100mL. Kemudiandisaring filtrate yang diperolehdisentrifugesehinggadiperolehsampel yang jernih (LIB I)
[bookmark: _Toc173270580]3.10.6 Penentuan Kadar Gula Reduksi (Karbohidrat) Sampel
Dipipet 1mL larutansampel yang telahdipreparasisebelumnyalaluditambahkanaquadest hingga10mL. Dipipet 1 mL dan masukkandalamtabungrekasikemudianditambahkan 3 mL DNS  laludipanaskandalam air mendidihselama 5 menit. Setelah itu dilakukanpengukuranabsorbansi pada λ 517 nm denganspektrofotometer. Lalu menentukankadar gula reduksi (karbohidrat) sampeldenganmenggunakanpersamaankurvastandar. 
[bookmark: _Toc173270581]3.11 Analisis Serat Kasar Pada Berbagai Jenis Buah-buahan
Ditimbangberatdarikruskosong dan kertassaringwhatman. Buahdiambildan dikupaspisahkankulit dan isibuah, sampel sari buah yang telahdiperas, dibuatlarutansampeldengancaraditimbangsebanyak 2 g laluditambahkanH2SO4 1.25 % panas 1-3 tetes, dibiarkanselama 30 menit. Setelahituditambahkan 50mL NaOH 3.25 % ,dibiarkankembaliselama 30 menit. Kemudiandisaringdengankertassaring yang sudahdiketahuibobotkosongkertas, laludicuciendapan yang tersaringdengan 50 mL H2SO4 1.25 % panas dan 50 mL alkoholtehnis. Kemudianresidudengankertassaringnyadioven pada suhu 105 ºC sampaikeringdidinginkan di desikator 20 menitsetelahdinginlaluditimbang. Perlakuandiulangisebanyak 3 kali (Fitrayania, et al., 2016).
% Kadar Serat Kasar = 
Keterangan:
Berat sampel yang ditimbang			
Berat kruskosong (			
Berat kertassaring (			
Berat krus + sampelsetelah oven (	



