BAB II1
METODOLOGI PENELITIAN

F.1 Sampel, Bahan dan Alat

F.1.1 lLokasi Sampel

Dalam penelitian tidak mengounakan variabel SPpapuUn .
Sampel tumbuhan Sclanwe €orvum Sw. diambil  dari beberépa
dasrah dataran  tinggi vaitu Desa dalimbing Tembalang
Semarang; Desa Blotongan Salatigsa, Desa Karamngwani
Fringsurat Temanggung. Sampel tumbuhan vang digunakan
urntuk  penelitian adalah buahnva Yarg sudah tua-
Fengambilan sampesl dilakukan pada bulan November 1994 dan

Februari 1995,
2.1.2 Bahan—bahan

Bahan Eimis pelarut Vang digunakan urntuk
mengekstrakeil adalab vang berkualitas teknis; sedangkan
untuk analisis digunakan yang berkualitas p.a.

Bahan—bahan vang digunakan :
1. Amoniuvm hidroksida p.a
2. Asam asetat anhidrid p.a
S. Asam sulfat pekat p.a
= AsSeton p.a

3. Agquades
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4. Igdium p.a

F. Kalium Iodida p.s

10. Keritas saring

1i. Klorgform teknis dan p.-a
12. HMetancl teknis dan p.a

13. Merkuri Klorida p.a

14. N-heksan teknis dan p.s
13. Lempeng ELT

1&. Bilika gel Kieselguhr § &0

i7. Antimon (II1) klorida p.a

I

%.1.% Alat-alat

1. Botol 30 ml, 10 ml, 4 mi
Z. Lorong kaca
4. Druopperplate

4. Erlenmever 200 mi

G. Gelas vhkur 10 m1, 25 @i

&. Belas beaker 100 mi, 150 @1,
7. Gelas arlgii

8. Labu takar 100 ml
Y. Lampu
i0. Lumpang porseisn
ii1. HMettlier AT 200

12, Bven listrik mpdel &30 F

=

5. Fengadu
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Feralatan vang digunakan untuk penelitian
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i4. Femsnas listrik
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- Feniepit

1
i&. Pembakar spirtus
i7. Fenangas air
18. Pipet tetrss

12. Soat=l
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et
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20. Seperanghat disti
21. Sepesrangkat evaporator "Buchi”
22, Seperangkat KOKT "Shimadzu”

23. Seperangkat kolom kromatoarafi
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Seperangkat kromatografi lapis tipis

b
on

- Beperanglkat sockistacsi

Termometer 110°C
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27 . Tabung reaksi

8. Spravyer botol

Z.2 Metode Kerja

3.2.1 Identifikasi Tumbuhan dan Pembuatan Herbarium

Identifikasi tumbuhan dapst dilakukan dengan cara
determinasi terhadap tumbuban atay terhadap herbariumnya.

Sampel tumhuhaﬁ' gdiambil dari De=a Jalimbing
Tembalang. Kemudian spesimen herbarium  tumbuban sampel
dibuat dengan menggunakan cara sasak vaitu :

sampel tumbuhan diambil 2agian—bagiannvya, daun.,

bunga: buah, hatang dan akarnya yang bagus. Kemudian

diatur sedemikian rupa di  atas hkertas koran  atau




b

manila,; sehingga bagian—baogian dari masing—masing
terlihat jelas. Bagian atas dan  bawabh diberi sasak

dan diikat, kemudian dijemur dibawah sinar matahari.

| Setelah kering, tumbuban ini ditempelkan pada kertas
1
herbarium dan dibsri  sampul transparan.
Fenentuan jenis  tumbuhan  senggunakan buku kunci

deterpinasi yanng dilakukan di Laboratorium Biclaogi MIPAH

UNDIF pads bulan November 19%4.

! 3.2.2 Pembuatan Pereaksi vyang digunakan untuk identi-

é fikasi golongan senyawa

Fereaksi Liebermann—-Burchard

bl
il
-
L
[
]

Feareaksi ini i dari asam asetat anhidrid dan
| asam sulfat pekal yvang disimpan dalam botol warna coklat

secara heroisah.

Pereaksi Maver

Terdiri dari 1,3& gram Merkuri Kloyrida Yang
dilarutkan dalam &0 ml aguadest dan 5 gram Ealiumwm  Iodids
yang dilarutkan dalam 10 @l  aguadest. Fedua  larutan

dicampur dan diencerkan sampai volume 100 &1,

Fereaksi Wagner

fJ
il

Terdiri dari 2,54 gram Iodium dan 2 gram  Easlice
Iodida yang dilarutkan dalam 10 ml aguadest. Eemudian

diencerkan meniadi 100 g1, dan disaring.




Pereaksi Carr—~Price

Terdivri dari Antimon {I1X} kilorida vyang dilarutkan
dalam kloroform hingga jsnuh.
Larutan FaCl3 1%

Sehanyvak 1 gram Feri Klorida dilarutkan dengan

aquadest, kemudian diencerkan menjadi 100 ml.

3.2.3 Penggunaan Lempeng Kromatografi Lapis Tipis

Untuk menganalisis Jumlah senvawa dalam ekstrak
digunakan pelat kromatografi  lapis tipis  jadi. - dengan
penyerap silika gel. Fenverap ini dalam kromatograti lapis
tipis berlaku sebagai fass diam. Pelat ¥LT vang digunakan
untuk analisis dengan whkurasn panjang 10 om dan lsbhar 3 cme-

Felat Fromaiografi Lapis Tipis sebelum digunakan

gbih dahuluw dengan cara
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untuk menganalisis, diakt

-

. 1 O - CS
gipanaskan dalam oven pada suhbu 13100 sslama IO menit.

J3.2.4 Pembuatan kolom untuk kromatografi kolom

-

Folom kaca untuk kromatograT kolom vang digunakan

Derdiameter 2 cm.  Ssebelus  digunakan dicuci  dengan air

fot

detergen, dibilas sampai bersih. Fesudian dicuci  dengan

dengan ehil

Juda

aseton, dan dikeringhkan. Terakbhicr dicuc
asetat yang akan diounakan unituk mengelusi  kolom. Bubure
=iliks dibust dengsan mencampur siliks dengan etil  asetst.
Sebalum Subuy ini dimasuikkan ke dalam kolom, kolom diisi

=

dengan 2til aseltat kira—kira 153 dari panjang kolom,
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ngos glassnol ci nijung bawmah tidak munenl
geliambung—gelembung udara, kemudian dialasi dengan kertas

saring. Kolom silika harus dijaga jangan sampai pelarutnva

al

habvis. Silika dalam kolom dibiarkan =4

Lo

lama 24 dam, agar

mepadat. Setelah memadat, maka sampel siap dimasukkan ke

dalam kolom untuk dielusi.

3.2.3 S8krining Fitokimia

I
i

emeriksaan golongan senvawa  kimia yang dilakukan
terhadap buah tumbuhan Soianum torvam adalah golongan
alkaloid, triterpesnoid, steroid: sapogenin steroid,.  fenal

dan saponin.
Uii adanva alkaloid

Sampsl sebanyak 4 gram digerus dalam Iumpang
porsalin. Ke dalamnya ditambahkan Elarcform, ialu ditambah
dengan amonium  bhidroksida 10 @ml. Kemudian disaring
Filtrat vang dipesiroleh ditambah dengan asam sulfat TN 10

tetEs dan dikocohk. Lapisan atas diambi? dan gitotssk
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u ditest dengan pereaksi Wagner dan
Maver. Uii ini positif bila memberikan endapan  coklat

ternadap pereaksi Wagner dan endapan putih pada pereaksi

Uii adanva triterpencid dan stercid

Sebanvak 100 gram sampel diskstrak dengan  kloroform.

faty
Lok

i at giamhb
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dipiarkan mengering. Oitsitesi dengsn asam asetat  anhidrid
= tetes dan asam sulfat pekat 1 tetes. Terbentubnyae warna
Giry menunjukkan adanva siteroid dan  warts  ssrabh ungu
senunjukkan adanvs triterpencid.
Uii adanya sapogenin steroid

Fistrak kloreform dari uii stergid ditoctolhkan  pads
lempeng KLT  dan dibiarkan kKering di uadara. Femudian
dissmprot dengan  peresksi Darr-Fricg, dipanaskan dalam

oven pada subhu L1078, warna  wungu  meErabh vang timbul

2l dimasukkan dalam tabung reaksi  dan ditambabh
aguadest dididihkRan. Filtrat diambil dan dimasukkan dalam
tabung reaksi lain ditambah lavrutan FeCl, 1X.  Perubahan

warna dari nijsauw sampai dengan  hitas @senunidkkan adanva

Tenol.

Fenguiian adanya saponin

Sampsl dimssukkan dalam tabung rsak=i dan ditambah
aguadest mendidih. Setelah dingin dikoopk Buat—kuat.

ama S0 menit smenuniukikan adanva

i

Sdanya buih yvang stabil ss

H1

aponin.




3.2.6 Perlakuan terhadap sampel

ampel buah dari Solanum #forvum Sw. diiris Tipis
untuk memudahkan pengeringan. Dioven sampai kering. Dibuat
serbuik dengan blender, dan dioven lagi.

Serbuk sampsl sebanyak 35-40 gram dimingkus dengan
KeErtas saring. Kemudian diekstrakei  panas dengan sokilet
hentikan kila
pelarut pada siphon soklet sudah  bening. Semua hasil
sckletasi ditampung dan  dipekatkan dengan svaporator.

Krude hasil evaporasi dikumpulkan pada  wadah  tersendiri

dilaekukan
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3 ¥ Z45am. Pelarutnva dikuspulkan., kemudian digvaporasi
hingga pelarutnva habis. Erude hasil svaporas: merupakan

krudeg fraksi kloro

i

o Sampel seitelah diekstraksi  dengan
Kloroform, diskstraksi lagi dengan pelarut metanol. Dengan
cara yang sama diperoleh krude fraksi metanocl.

Dari sampel kering sebanyak 1300 gram, dipsirolesh
krude fraksi hékzan berwarna hijaus tua kekuningan sebanyak
10,493 gram, krude fraksi kloroform berwarna Rijau  tua

kehitaman sshanyak 12,305 gram. krude fraksi metanol

bBerwarna coklat tua sebanyak 203,686 gram.
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S3.2.7 Isolasi dan pemurnian kandungan ekstrak

Bari ketiga fraksi terssbut di atas selanjutnyas
dipilih fraksi metanol, dangan pertimbangan bahwa kErude
Traksi metancl paling banvak diantara k=tiga Traksi
tersebut, serta mengandung sapogenin steroid.

Femeriksaan kandungan kimia pertama—tama dilakukan
dengan kromatograti lapis tipis, untuk dapat diketabui
banyaknya senyawa dalam hasil ekstraksi  dan jenis fasa

gerak vang digunakan.

Femisahan krude fraksi metancl  dilakukan derngan
menggunakan kromatografi kolom. Fass diam vang dipakai

adalah silika gel! [ sshanyak 120 giram. Sampel vyang
barbentuk pasta sehanvak I gram dicampur dengan silika gel
Simasukkan ke dalam Lolom yvang telah dipadatkan, dislusi
dengan menggunakan pelarut stil asetat. Pada sast dislusi
terliihat adanya ‘“pita-pita" pada roiom, “pita” Yang
tdi  hawah akan keluar paling awal. Hasil peEmisahan
ditampung pada boto! vang  berbeda.  Dari masing—-masing
botol dilakukan kromatografi lapis tipis. Hasil KLT vang
sama disatukan. Hemudian pslarutnya divapkan hingga hanva

ogenin stercid.
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Dari hasil kromatografi kolom, diperoleh kristal
Derwarna Kuning muds kerasz dan izngket. Untuk memurnikan
kristal tersebut, dilakukan pencucian mEngogunakan pelarut
n—hsksan . FKemudian dimurnikan laagi GEﬁgan

kloroform. Ditemukan kristal berwarna  putih senanyak




2 gram. Kemudian dilakukan uwjii Carr—Frice  (lihat

—

i
lampiran Z).

F.2.8 PFenentuan jenis senvawsa

Untuk analisis senvawanya digunakan kromatografi cair
tekanan tinggi dengan eluen n—hsksan - aseton — matanosdl
{l€:z131). Dengan cara membandingkan wakiu  retensi sngan

iiteratur.






