


[bookmark: _Toc103872511][bookmark: _Toc136264905][bookmark: _GoBack][bookmark: _Toc103872512]BAB III
METODE PENELITIAN

[bookmark: _Toc103872513][bookmark: _Toc136264906][bookmark: _Hlk103508596]3.1 Rancangan penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimental. Dengan tahapan pelaksanaan penelitian meliputi Pengumpulan Sampel, Pengolahan Sampel, Pembuatan Ekstrak, karakteristik Simplisia, Skrining Fitokimia pada serbuk dan ekstrak metanol kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib), dan Penetapan Kadar alkaloid pada spektrofotometer UV-Vis..
Variabel dalam penelitian ini terdapat variable bebas dan variable terikat. Variabel bebas dari penelitian ini adalah konsentrasi 95%,70%, dan 50%  ekstrak methanoldari kulit kayu raru  (Cotylelobium  lanceolatum Craib).Variable terikat dari penelitian ini adalah Variabel terikat dari penelitian ini adalah  uji karakteristik simplisia dan Golongan metabolit sekunder pada serbuk dan Ekstrak kulit kayu raru (Cotylelobium  lanceolatum Craib).
[bookmark: _Toc103872514][bookmark: _Toc136264907]3.1.1 Jadwal dan Lokasi Penelitian
	Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah pada bulan Januari 2023.
[bookmark: _Toc103872515][bookmark: _Toc136264908]3.2 Bahan dan Alat
[bookmark: _Toc103872516][bookmark: _Toc136264909]3.2.1 Bahan
[bookmark: _Toc103872517]	Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini :  kulit batang kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) yang diperoleh dari  kuta cane, Aceh Tenggara.  Methanol Pa (Smart lab), Aqua Pro, HCl ( Asam klorida),  Pereaksi Dragendorff, Pereaksi Mayer,  Pereaksi Bouchardart, NaOH (Natrium Hidroksida), Na2O4P. 12H2O (Sodium Tiosulfat), C6H8O7.H2O (asam sitrat), Bromocresol Green (BCG),  Dapar Phosfat (pH 4,7), Kafein, Kloroform, Etanol Pa.
[bookmark: _Toc136264910]3.2.2 Alat
	Alat-alat yang digunakan meliputi : Beaker glass (Pyrex), ayakan mesh 40,  vortex, Hot Plate, Oven, Tabung reaksi, Rak tabung reaksi, pipet volume, Rotary evaporator, labu tentukur, waterbath, Gelas ukur, Batang pengaduk, pH Meter, Tanur, Deksikator, Kain Flanel/Kertas saring, Cawan Porselin, Neraca analitik, Spektrometer UV-Vis.
[bookmark: _Toc103872519][bookmark: _Toc136264911]3.3  Penyiapan Sampel
[bookmark: _Toc136264912]3.3.1	Pengambilan Sampel Tumbuhan
Sampel kulit kayu raru yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari  kuta cane, kab. Aceh Tenggara, Prov. Aceh.  Metode pengambilan dilakukan dengan cara Purposive, yaitu sampel diambil dari satu daerah saja tanpa perbandingan dengan daerah lain.
[bookmark: _Toc103872520][bookmark: _Toc136264913]3.3.2	Determinasi Tumbuhan
	 Determinasi Tumbuhan dilakukan oleh Herbarium Medanense (MEDA) Universitas Sumatera Utara terhadap kayu raru  (Cotylelobium  lanceolatum Craib) yang diteliti.
[bookmark: _Toc136264914]3.4 Pengolahan  Simplisia
Sampel kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) dicuci dengan air sampai bersih dari zat pengotor. Kemudian dikeringkan dibawah sinar matahari sampai benar-benar kering. Setelah kering, sampel dipotong setipis mungkin lalu diblender sehingga diperoleh serbuk, dan diayak dengan mesh  ukuran mesh 40 hingga mendapatkan serbuk halus.
[bookmark: _Toc136264915]3.5 Karakterisasi Simplisia
[bookmark: _Toc136264916]3.5.1	Pemeriksaan Makroskopik
Pemeriksaan makroskopik dilakukan terhadap tumbuhan segar kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) dengan cara memperhatikan warna, bentuk, bau dan ukuran.
[bookmark: _Toc136264917]3.5.2   Pemeriksaan Mikroskopik
	Pemeriksaan mikroskopik dilakukan terhadap  serbuk kulit  kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) dengan cara serbuk kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) diletakkan diatas kaca objek, lalu ditetesi dengan  Florohidrat 1-2 tetes,ditutup dengan cover glass kemudian diangin-anginkan,  diamati pada mikroskop.
[bookmark: _Toc136264918]3.5.3	Penetapan Kadar Air
	Penetapan kadar air dilakukan dengan metode Azeotropi. Alat terdiri dari labu alas bulat 500 ml, alat penampung dan pendingin, tabung penyambung dan penerima 10 ml.
Cara Kerja :
a. Penjenuhan toluene
Sebanyak 200 ml toluen dan 2 ml aquadest dimasukkan ke dalam labu alas bulat, dipasang alat penampung dan pendingin, kemudian didestilasi selama 2 jam. Destilasi dihentikan dan dibiarkan dingin selama 30 menit, kemudian volume air dalam tabung penerima dibaca dengan ketelitian 0,05 ml.
b. Penetapan kadar air simplisia
Sebanyak 5 g serbuk simplisia yang telah ditimbang seksama, dimasukkan ke dalam labu yang berisi toluen jenuh tersebut, lalu dipanaskan hati-hati selama 15 menit. Setelah toluen mendidih, kecepatan tetesan diatur 2 tetes untuk tiap detik sampai sebagian besar air terdestilasi, kemudian kecepatan destilasi dinaikkan sampai 4 tetes tiap detik. Setelah semua air terdestilasi sebagian dalam pendingin dibilas dengan toluen. Destilasi dilanjutkan selama 5 menit, kemudian tabung penerima dibiarkan mendingin pada suhu kamar. Setelah air dan toluen memisah sempurna, volume air dibaca dengan ketelitian 0,05 ml. Selisih kedua volume air yang dibaca sesuai dengan kandungan air yang terdapat dalam bahan yang diperiksa. Kadar air dihitung dalam persen (v/b) (Depkes RI, 1995).
Perhitungan :
% Kadar air =
Keterangan :
W = bobot cuplikan, dalam gram 
V = volume air yang dibaca pada alat destilasi Azeotrop.
[bookmark: _Toc136264919]3.5.4	Penetapan Kadar Sari Larut Dalam Air
	Sebanyak 5 g serbuk simplisia dimaserasi dengan 100 ml kloroform P (2,5 ml kloroform dalam 100 ml aquadest) selama 24 jam menggunakan labu bersumbat sambil sekali-sekali dikocok selama 6 jam pertama, kemudian didiamkan. Disaring cepat, 20 ml filtrat diuapkan dalam cawan dangkal berdasar rata (yang telah ditara) di atas penangas air hingga kering, sisa dipanaskan pada suhu 105C hingga bobot tetap. Kadar dihitung dalam persen terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Depkes, 1989).
Perhitungan :
% Kadar sari larut dalam air =× 100%
Keterangan :
W	= bobot cuplikan, dalam gram
W1   	= bobot cawan  kosong, dalam gram
W2    	= bobot cawan + cuplikan setelah dikeringkan, dalam gram
FP    	= Faktor Pengenceran  
[bookmark: _Toc136264920]3.5.5	Penetapan Kadar Sari Larut Dalam Etanol
	Sebanyak 5 gram serbuk simplisia dimaserasi selama 24 jam dengan 100 ml etanol (96%) dalam labu tersumbat sambil berkali-kali dikocok selama 6 jam pertama dan kemudian dibiarkan selama 18 jam. Kemudian disaring cepat untuk menghindari penguapan etanol, kemudian diuapkan 20 ml filtrat hingga kering dalam cawan penguap berdasar rata yang telah ditara, dipanaskan sisa pada suhu 105C hingga bobot tetap. Kadar dalam persen sari yang larut dalam etanol 96% dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Ditjen POM, 1979).
Perhitungan :
% Kadar sari larut dalam etanol = × 100%
Keterangan :
W	= bobot cuplikan, dalam gram
W1   	= bobot cawan  kosong, dalam gram
W2    	= bobot cawan + cuplikan setelah dikeringkan, dalam gram
FP    	= Faktor Pengenceran  
[bookmark: _Toc136264921]3.5.6	Penetapan Kadar Abu Total
	Sebanyak 2 g serbuk dimasukkan kedalam krus porselin yang telah dipijarkan dan ditara kemudian krus dipijarkan perlahan-lahan hingga arang habis, pemijaran dilakukan pada suhu 500-600C selama 3 jam kemudian didinginkan dan ditimbang hingga diperoleh bobot tetap. Kadar abu dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan (Ditjen POM, 1979).
Perhitungan :
% Kadar abu total =
Keterangan :
W	= bobot contoh sebelum diabukan, dalam gram
W1   	= bobot contoh + cawan sesudah diabukan, dalam gram
W2   	= bobot cawan kosong.
[bookmark: _Toc136264922]3.5.7	Penetapan Kadar Abu Tidak Larut Asam
	Abu yang diperoleh pada penetapan kadar abu total, dipanaskan dengan 25 ml asam klorida 2 N selama 5 menit, sebagian yang tidak larut dalam asam dikumpulkan, disaring melalui kertas saring bebas abu, kemudian dicuci dengan air panas, residu dengan kertas saring dipijarkan sampai bobot tetap, kemudian didinginkan dan ditimbang. Kadar abu tidak larut dalam asam dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan diudara (Ditjen POM, 1979).
Perhitungan :
% Kadar abu tidak larut dalam asam =
Keterangan :
W	= bobot cuplikan, dalam gram
W1 	= bobot cawan + abu dalam gram  
W2 	= bobot cawan kosong.
[bookmark: _Toc136264923]3.6 Pembuatan Larutan Pereaksi
[bookmark: _Toc136264924]3.6.1	Larutan Pereaksi Boucardat
	Sebanyak 4 g kalium iodida dilarutkan dalam 20 ml aquadest, kemudian ditambahkan sedikit demi sedikit 2 g iodium dan dicukupkan dengan aquadest hingga 100 ml (Ditjen POM, 1995).
[bookmark: _Toc136264925]3.6.2	Larutan 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 (Ditjen POM, 1995).
[bookmark: _Toc136264926]3.6.3	Larutan Pereaksi Dragendroff
	Sebanyak 20 ml larutan bismut nitrat 40% b/v dalam asam nitrat P dicampur dengan 50 ml larutan kalium iodida P 54,4% b/v, diamkan sampai memisah sempurna. Ambil larutan jernih dan encerkan dengan air secukupnya hingga 100 ml (Ditjen POM, 1995).
[bookmark: _Toc136264927]3.6.4	Larutan Pereaksi Asam Klorida 2 N
	Sebanyak 17 ml asam klorida pekat diencerkan dalam aquadest hingga 100 ml (Ditjen POM, 1995).


[bookmark: _Toc136264928]3.6.5	Larutan Pereaksi Lieberman-Burchard
	Asam asetat anhidriat sebanyak 20 ml dipipet lalu dicampurkan dengan 1 ml asam sulfat pekat dalam beaker glass (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc136264929]3.6.6	Larutan Pereaksi Besi (III) Klorida 1%
	Sebanyak 1 gram besi (III) klorida dilarutkan dengan aquadest hingga 100 ml (Ditjen POM, 1995). 
[bookmark: _Toc136264930]3.6.7	Larutan Pereaksi Molish
Sebanyak 3 g alfa-naftol dimasukkan ke dalam labu ukur 100 ml lalu dilarutkan dalam asam nitrat 0,5 N sampai garis tanda (Depkes RI, 1995).
3.6.8 [bookmark: _Toc136264931]Larutan Pereaksi Timbal (II) Asetat 0,4 M
Sebanyak 15,17 g timbal (II) asetat dilarutkan dalam air suling bebas CO2 hingga volume 100 ml (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc136264932]3.7 Pembuatan ekstrak  kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib)
   Sebanyak 400 gram serbuk kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) dimaserasi. Dimaserasi dengan 3000 mL methanol dalam berbagai konsentrasi yaitu 95%, 70%, dan 50% didalam wadah yang tertutup rapat, terlindungi dari sinar matahri dan pada suhu ruangan dimserasi selama 5 hari, kemudian disaring dan diambil maseratnya. Ampasn dimaserasi kembali dengan 1000 mL methanol 95%,70% dan 50% selama dua hari kemudian disaring sehingga diperoleh maserat. Ekstrak yang telah dimaserasi diuapkan dengan menggunakan alat Rotary Evaporator pada suhu 50 derajat celcius, kemudian di kentalkan dengan cara diuapkan pada waterbath pada suhu 50 derajat celcius sehingga diperoleh ekstrak kental.   
%Rendemen = 
[bookmark: _Toc136264933]3.8 Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum  Craib) meliputi pemeriksaan senyawa alkaloida, flavonoida, tanin, saponin,steroida/triterpenoid dan glikosida. Skrinning fitokimia dilakukan terhadap simplisia dan ekstrak  methanol.
[bookmark: _Toc136264934]3.8.1	Pemeriksaan Alkaloid
	Timbang 500 mg Ekstrak metanol dan serbuk kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib), tambahkan 1 ml asam klorida 2N dan 9 ml, panasakan diatas penangas air selama 2 menit dinginkan dan saring.  Lanjutkan percobaan dengan mengocok sisa filtart  dengabn 3 ml ammonia pekat P dan 10 ml dan campran  3 bagian volume eter  P, dan   1 bagian bagian klorofom P. Ambil fase Organik, tambahkan  natrium  sulfat anhidrat P, saring. Uapkan filtrat diatas penangas air,larutkan sisa dalam sediki asam klorida 2 N. lakukan percobaan dengan keempat golongan larutan percobaan, serbuk mengandung alkaloid sekurang-kurangnya  terbentuk endapan dengan menggunakan dua golongan larutan yang digunakan. 
Tetesi dengan pereaksi mayer,jika terbentuk endapan menggumpal berwarna putih atau kuning yang larut dalam methanol P dan dengan Bouchardat LP terbentuk endapan berwarna coklat sampai hitam, maka ada kemungkinan terdapat Alkaloid (DepKes, 1995). 


[bookmark: _Toc136264935]3.8.2	Pemeriksaan Flavonoid
	Ekstrak metanol dan serbuk kulit  kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) masing-masing ditimbang sebanyak 10 g kemudian ditambahkan 100 ml air panas, dididihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas, filtrat yang diperoleh kemudian diambil 5 ml lalu ditambahkan 0,1 g serbuk Mg dan 1 ml HCl pekat dan 2 ml amil alkohol, dikocok, dan dibiarkan memisah. Flavonoid positif jika terjadi warna merah, kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc136264936]3.8.3	Pemeriksaan Saponin
	Ekstrak metanol dan serbuk kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) masing-masing ditimbang sebanyak 0,5 g sampel dimasukkan dalam tabung reaksi dan ditambahkan aquadest panas sebanyak 10 ml, didinginkan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik, timbul busa yang menetap tidak kurang dari 10 menit setinggi 1-10 cm. Ditambahkan 1 tetes larutan asam klorida 2 N, bila buih tidak hilang menunjukkan adanya saponin (Depkes RI, 1995).
3.8.4 [bookmark: _Toc136264937]Pemeriksaan Tanin
Ekstrak Metanol dan serbuk  kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib). ditimbang 0,5 g sampel disari dengan 10 ml aquadest, lalu filtratnya diencerkan dengan aquadest sampai tidak berwarna. Diambil 2 ml larutan lalu ditambahkan 1 sampai 2 tetes pereaksi besi (III) klorida. Terjadi warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin (Depkes RI, 1995)


[bookmark: _Toc136264938]3.8.5 Pemeriksaan Steroid/ triterpenoid
	Ekstrak metanol dan serbuk kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib). masing-masing ditimbang sebanyak 1 g sampel di maserasi dengan 20 ml n-heksana selama 2 jam, lalu disaring. Filtrat diuapkan dalam cawan penguap. Pada sisa ditambahkan 2 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat. Timbul warna ungu merah menunjukkan adanya triterpenoida atau warna biru kehijauan menunjukkan adanya steroida (Depkes RI, 1995)
[bookmark: _Toc136264939]3.8.6 Pemeriksaan Glikosida
Ekstrak metanol dan serbuk kulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib)  masing-masing ditimbang sebanyak 3 gram, kemudian disari dengan 30 ml campuran 7 ml bagian etanol 96% dan 3 bagian aquadest ditambah dengan 10 ml HCl 2 N. Direfluks selama 30 menit, didinginkan dan disaring. Diambil 20 ml filtrat ditambahkan 25 ml aquadest dan 25 ml timbal (II) asetat 0,4 M, dikocoklalu didiamkan selama 5 menit dan disaring. Filtrat disari dengan 20 ml campuran 3 bagian kloroform dan 2 bagian isopropanol dilakukan berulang sebanyak tiga kali. Kumpulan sari air diuapkan pada temperatur tidak lebih dari 500C. Sisanya dilarutkan dalam 2 ml metanol. Kemudian diambil 0,1 ml larutan percobaan dimasukkan kedalam tabung reaksi, diuapkan di penangas air. Pada sisa ditambahkan 2 ml air dan 5 tetes pereaksi molish. Kemudian secara perlahan ditambahkan 2 ml asam sulfat pekat melalui dinding tabung, jika terbentuk cincin ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya glikosida (Depkes, RI, 1995).


3.9 [bookmark: _Toc136264940]Penetapan Kadar Alkaloid Total
[bookmark: _Toc136264941]3.9.1 Pembuatan Larutan induk kaffein 
50 mg kafein dilarutkan dengan akuades panas dan dimasukkan ke dalam labu ukur 50 ml sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Kemudian dipipet sebanyak 2,5 mL dan ditambahkan akuades ke dalam labu ukur 25 mL sehingga diperoleh konsentrasi 100 ppm (Arwangga dkk, 2016).
3.9.2 [bookmark: _Toc136264942]Pembuatan Buffer phospat Ph 4,7
Dapar fosfat pH 4,7 dibuat dengan cara disodium fosfat (Na2HPO4) 0,2 M dicampurkan dengan asam sitrat (C6H8O7) 0,2 M hingga menghasilkan pH 4,7 (Karim, 2022).
[bookmark: _Toc136264943]3.9.3 Pembuatan LarutanBromocresol Green (BCG)
	Ditimbang sebanyak 69,8 mg bromocresol green kemudian dicampurkan dengan 3 mL NaOH 2N dan 5 mL aquades. Lalu panaskan pada suhu 50-60°C selama 15 menit sampai larut sempurna. Kemudian dicampurkan dengan 1 liter aquades (Karim, 2022).
[bookmark: _Toc136264944]3.9.4	Pembuatan Panjang Gelombang Maksimum Kafein
	Penentuan panjang gelombang maksimum larutan kafein menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200-400 nm. Hasil panjang gelombang maksimum standar baku kafein berada pada 273 nm. Panjang gelombang maksimum tersebut digunakan untuk mengukur serapan dari sampel ekstrak metanol kulit kayu raru.
[bookmark: _Toc136264945] 
	  
3.9.5	Pengukuran Kurva Standar Kafein
	Mengambil 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; dan 1,2; mL dari larutan standar kafein 100 ppm dan diencerkan sampai 10 mL sehingga diperoleh konsentrasi larutan standar berturut-turut adalah 4; 6; 8; 10; dan 12 ppm. Kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 273 nm dengan menggunakan spektrofotometer UV Vis (Arwangga dkk, 2016).
[bookmark: _Toc136264946]3.9.6 Pembuatan Larutan Ekstrak Kulit Kayu Raru
Ditimbang 0,1 mg ekstrak Kulit kayu raru dan dilarutkan sampai 10 mL masing-masing konsentrasi etanol, kemudian dikocok hingga homogen sehingga diperoleh konsentrasi 10.000 ppm. Lalu dipipet sebanyak 1 mL dan ditambah masing-masing etanol sampai dengan 10 mL. lalu dikocok sampai homogen sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. 	
[bookmark: _Toc136264947]3.9.7  Penentuan Kadar Alkaloid Total Ekstrak Kulit kayu Raru
	Mengambil 2 ml ekstrak kulit kayu raru masing-masing konsentrasi ekstrak. Lalu ditambahkan dapar posfat dan larutan BCG. Kemudian diekstraksi dengan kloroform sebanyak tiga kali menggunakan vortex. Diambil fase kloroform dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan kloroform sampai batas volume. Lalu diukur absorbansi pada panjang gelombang 273 nm.
3.9.8 [bookmark: _Toc136264948]Perhitungan Kadar
Kadar total alkaloid ekstrak serbukkulit kayu raru (Cotylelobium lanceolatum Craib) dapat dihitung dengan mendistribusikan nilai absorbansi sampel kedalam persamaan garis regresi linear yang didapat pada kurva kalibrasi untuk mendapatkan konsentrasinya. Nilai absorbansi sampel yang didapat kemudian didistribusikan lagi kedalam rumus perhitungan sebagai berikut:
Kadar (g/g)	=
Keterangan :
C	= Konsentrasi senyawa dalam larutan sampel (g/ml)
V	= Volume larutan sampel (ml)
Fp	= Faktor pengenceran
W	= Berat sampel (g)
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