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BAB I11

METODOLOGI PENELITIAN

L okas Penelitian

Penelitian ini dilakukan dari bulan Februari samg@ngan Juli 2010
di Laboratorium Kimia Riset Makanan dan Materiarudan Pendidikan
Kimia FPMIPA Universitas Pendidikan Indonesia, daaboratorium Kimia
Analitik Instrumen Jurusan Pendidikan Kimia FPMIPAniversitas

Pendidikan Indonesia.

Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalahaoaranalitik, alat-
alat gelas, pengaduk, timbangan, blender, kertdmatman, ricecooker,
dandang, kompor gas, seperangkat alat destfRatary Evaporator Buchi,

dan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu-1240).

3.22 Bahan Pendlitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalabhemerah yang
berasal dari Cianjur, beras hitam yang berasal dlerah Punclut Bandung,

air, DPPH (2,2Biphenyl-1-picrylhydrazyl), metanolp.a., aquades, kloroform,
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Kl, HgCl,, serbuk Mg, HCI pekat, C}£OOH glasial, HSO, pekat, FeG|

NaOH 0,1 N

Tahapan Penelitian

Pelaksanaan penelitian dilakukan dengan beberbppda yaitu:

. Tahap penyiapan sampel beras merah dan berassetsamasi,
. Tahap pembuatan nasi

. Tahap ekstraksi sampel,

. Tahap uiji fitokimia,

. Tahap uji aktivitas antioksidan dengan metode DP@4h pengukuran

absorbansi menggunakan instrument spektrofotomedéVis Shimadzu

1240.



Beras merah dan Beras hitam
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Secara keseluruhan, penelitian ini ditunjukkan gepagan alir di bawah ini:

Ditimbang sebanyak 250 ar:

l dihaluskan
v v
Beras merah dan Beras merah Beras hitam
beras hitam halus bersih bersih
gau menggunakan menggunakan
metanol selama dandandbe
2x24 jam _ g dandang dan
ricecooker ricecooker

edisaring dengan
kertas Whatman

evaporator.

A

Ekstrak Beras merah

dan beras hitam

*VVolume air yang
digunakan 500 mL

A 4

e diuapkan dengan

Nasi merah

*Dimaserasi
menggunakan
metanol selama
2X24 jam
*Disaring
*Diuapkan dengan
evaporator.

A4

*\/olume air yang

v digunakan 500 m

Nasi hitam

*Dimaserasi
menggunakan
metanol selama
2X24 jam
*Disaring
*Diuapkan
dengan

y

Ekstrak Nasi merah

Ekstrak Nasi hitam

L ]

-~

\ 4

*Uji Fitokimia
*Uji aktivitas antioksidan
dengan metode DPPH

-

A 4

Data Hasil Pengujian

Gambar 3.1 Bagan Alir Pendlitian
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[ Larutan Ekstrak Samp%l

» Dipipet sebanyak 4
mL

= Ditambah 2 mL lar.
DPPH 20 ppm

» Diinkubasi selama 30
menit pada suhu ruang

A 4

[ Lar. Ekstrak Sampel + Lar. DPPI)

= Diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis pada
A=515,5 nm secara triplo

A 4

[ Lar. yang diketahui absorbansiny%

Gambar 3.2 Bagan Alir Pengukuran Aktivitas Antioksidan

Uraian dari masing-masing pekerjaan yang dilakddalah sebagai berikut:
3.3.1 Penyiapan Sampe

Pada awal penelitian, beras merah dan beras hyt@ng akan
diekstrak terlebih dahulu ditumbuk hingga halusdagkan beras merah dan
beras hitam yang akan diolah menjadi nasi terldbhulu dibersihkan dengan
cara dicuci dengan air kran pada suhu ruangan derlaB menjadi nasi

dilakukan penghalusan menggunakan blender.

3.3.2 Pembuatan Nasi
Beras merah dan beras hitam sebanyak 250 gram jelab

dibersihkan ditanak hingga menjadi nasi. Dengabgetingan antara beras
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dan air adalah sebanyak 1:2. Proses penanakarukhlakdengan dua cara

yaitu dengan menggunakaigecooker dan dandang.

3.3.3 Ekstraks Sampe
Serbuk beras merah dan beras hitam serta nasi rdarmahasi hitam,
masing-diekstraksi menggunakan pelarut metanol.nikelkekstraksi yang
digunakan ialah ekstraksi cair-padat dengan metodserasi. Sampel
direndam dalam pelarut metanol dengan perbandibgaselama 2x24 jam.
Ekstrak hasil maserasi kemudian disaring laludiftya dipekatkan
menggunakarrotary vaccum evaporator. Ekstrak pekat metanol kemudian

ditimbang.

3.34 Uji Fitokimia

Tiap ekstrak bahan diidentifikasi komponen fitokamya dengan
metode pereaksi warna yang bertujuan untuk mengeggiiongan senyawa
metabolit sekunder yang terkandung di dalam masiaging ekstrak bahan.
Uji fitokimia dilakukan terhadap golongan senyawikaboid, flavonoid,
terpenoid, steroid, tanin, kuinon, dan antosianin.

Prosedur kerja yang dilakukan ialah sebagai berikut
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Pemeriksaan Alkaloid

Pemeriksaan alkaloid dilakukan dengan cara, masiaging ekstrak
sebanyak 1 mL ditambah 5 tetes kloroform dan begietates Pereaksi
Mayer. Terbentuknya endapan putih menunjukkan alafialoid.

Pembuatan Pereaksi Mayer yaitu satu gram Kl dkarutdalam 20 mL
aguades sampai semuanya melarut. Lalu ke dalamararkl tersebut
dimasukkan 0,271 gram HgCI2 sampai larut.
Pemeriksaan Flavonoid

Pemeriksaan flavonoid dilakukan dengan cara, masiaging ekstrak
sebanyak 1 mL ditambah 1 gram serbuk Mg dan beaertps HCI pekat.
Timbulnya warna kuning menunjukkan adanya flavonoid
Pemeriksaan Terpenoid dan Steroid

Pemeriksaan terpenoid dan steroid dilakukan dengaa, masing-
masing ekstrak sebanyak 1 mL ditambah 1 mL;@BIOH glasial dan 1 mL
H,SO, pekat. Timbulnya warna merah menunjukkan andamypenhoid
sedangkan warna biru atau ungu menunjukkan adaeneids
Pemeriksaan Tanin

Pemeriksaan tanin dilakukan dengan cara, masingignaskstrak
sebanyak 1 mL ditambah beberapa tetes 8%l Timbulnya warna biru tua

menunjukkan adanya senyawa tanin (fenolik).
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Pemeriksaan Kuinon
Pemeriksaan kuinon dilakukan dengan cara, masirggpgn@kstrak sebanyak
1 mL ditambah beberapa tetes NaOH 0,1 N. Timbulmgna merah
menunjukkan adanya senyawa kuinon.
Pemeriksaan Antosianin

Pemeriksaan antosianin dilakukan dengan cara, gvasasing ekstrak
sebanyak 1 mL ditambah beberapa tetes HCI 0,1 mbdinya warna merah

menunjukkan adanya senyawa antosianin.

Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Beras Merah dan Beras Hitam serta
Produk Olahannya yaitu Nas

Pada tahap awal pengujian, dibuat terlebih dahuwitvak kalibrasi
untuk larutan DPPH. Sebanyak 5 mg DPPH dimasukleadatam labu ukur
50 mL dan dilarutkan dalam pelarutnya metanol. taardDPPH yang dibuat
memiliki konsentrasi 100 ppm, kemudian diambil sdph larutan DPPH
tersebut dan dilakukan pengenceran dalam labu L&unL hingga didapat
variasi konsentrasi 5, 10, 15, 20 dan 25 ppm. fdlaya diukur serapannya
padaA= 515,5 nm.

Untuk uji aktivitas antioksidan pada ekstrak bem@srah dan beras
hitam serta produk olahannya yaitu nasi, hal yamgama dilakukan adalah

pengenceran larutan sampel, 1mL ekstrak sampelsdikkan ke dalam labu
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ukur 100 mL kemudian ditambahkan pelarut metanabd¢éa tanda batas.
Sedangkan untuk pembuatan larutan DPPH yang dignnsdébagai pereaksi
pada sampel, sebanyak 1 mg DPPH dilarutkan menggonmetanol ke
dalam labu ukur 50 mL hingga tanda batas sehinggesdatrasi larutan
DPPH yang digunakan adalah 20 ppm. Kemudian sekaPyal larutan
DPPH dalam metanol dicampur dengan 4 mL larutanpsa dalam botol
vial. Kemudian campuran tersebut diinkubasi selé@8amenit pada suhu
ruang. Setelah itu larutan yang telah siap diukomadukkan ke dalam kuvet
kemudian diukur serapannya dengan menggunakanrgfm&tmeter UV-Vis
Shimadzu pada= 515,5 nm. Pengukuran aktivitas antioksidan itakdikan
secara triplo.

Sementara itu aktivitas antioksidan dapat dihiturdgngan

menggunakan rumus:

% Aktivitas antioksidan = Abs DPPH kontro— Abs sisa DPP
Abs DPPH kontrc

X 100%

Keterangan:
Abs DPPH kontrol  :absorbansi DPPH sebelum diré&aksiengan sampel

Abs sisa DPPH : absorbansi DPPH setelah direaksi&gagan sampel



