BAB I11

METODE PENELITIAN

3.1 Objek dan Lokas Penelitian

Objek atau bahan penelitian adalah limbah penyatinginyak akar
wangi (Vetiveria zizanoides) yang diperoleh dari PT. Pulus Wangi Nusantarayyan
berlokasi di Kampung Legok Pulus Desa Sukakaryaaketan Samarang
Kabupaten Garut Jawa Barat.

Adapun lokasi penelitian dilakukan di Laboratoriufiset dan
Laboratorium Kimia Analitik Instrumen Jurusan Pefikian Kimia FPMIPA UPI
serta di Laboratorium Parasitologi Loka Litbang R2ABemberantasan Penyakit

Bersumber Binatang) Ciamis Jawa Barat.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliput) @eralatan yang
digunakan untuk mengekstraksi komponen aktif limpahyulingan minyak akar
wangi, yaitu set alat maserapiompa vacum, corong Buchnéracum Rotary
evaporator, neraca analitik, mikropipet, dan peralatan giasratorium lainnya;
(2) alat untuk keperluan identifikasi komponen fagtada ekstrak etanol limbah
penyulingan minyak akar wangi, yaitu GC-M&a6 Chromatography Mass

Soectrometry); dan (3) peralatan untuk keperluan uji toksisiiedarvasida.
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3.2.2Bahan
Bahan-bahan yang diperlukan untuk proses ekstrallalah etanol,
aquades, dan kertas sarmMfpatman. Sedangkan untuk uji toksisitas biolarvasida

adalah aquades, etanol, dan kain kassa.

3.2.3 Hewan Uji
Hewan uji yang digunakan untuk uji toksisitas arghsida terhadap
ekstrak etanol limbah penyulingan minyak akar waugilah larva nyamukedes

aegypti, Culex sp., danAnophel es sundaicus.
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3.3 Bagan Alir Pendlitian
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3.4. Prosedur Pendlitian
3.4.1 Penyiapan Sampel

Sampel yang berupa limbah hasil penyulingan mingiar wangi
(Vetiveria zizanoides) yang masih basah karena mengandung air, tertiihlu
dikeringkan di bawah sinar matahari. Kemudian dilidsan dari debu, tanah atau
bagian lain yang tidak diperlukan serta dicuci dhkeringkan beberapa kali
sampai benar-benar terbebas dari kotoran. Seteighnbah tersebut dipotong-

potong dan kemudian dihaluskan hingga diperoletpsagang berbentuk serbuk.

3.4.2 Ekstraks Limbah Penyulingan Minyak Akar Wangi

Limbah penyulingan minyak akar wangi kering danukaran 40-60
mesh ditimbang sebanyak 800 gram, lalu dimasukleadatam set alat maserasi
dan ditambahkan pelarut etanol sampai semuanyadiare (+6 liter). Selanjutnya
dimaserasi selama 24 jam pada suhu kamar dan dis&banyak 3 kali maserasi.
Filtrat yang dihasilkan ditampung dan dipekatkangé® menggunakavacum
rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak sampel yang berupa éksttanol

limbah penyulingan minyak akar wangi (Pambay2007).

3.4.3 Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Limbah Penyulingan Minyak
Akar Wangi (Indah, 2006 dan Harborne, 1987)

1. Tes untuk Alkaloid
Ekstrak etanol limbah penyulingan minyak akar wasefanyak 1 mL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkaetes kloroform dan

beberapa tetes pereaksi Meyer yang dibuat darigsata Kl dilarutkan dalam 20
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mL aquades sampai semuanya larut, lalu ke dalamtalar Kl tersebut
ditambahkan 0,271 gram HgCkampai larut. Terbentuknya endapan putih

mengindikasikan adanya alkaloid.

2. Tes untuk Saponin
Ekstrak etanol limbah penyulingan minyak akar wasgpanyak 2 mL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambaldemgan air dan dikocok

dengan kuat selama 10 menit. Jika berbuih, menamndatanya saponin.

3. Tes untuk Tanin
Beberapa tetes larutan Fe@% ditambahkan ke dalam 1 mL larutan

ekstrak. Perubahan warna menjadi biru tua menkajukeberadaan tanin.

4. Tes untuk Terpenoid atau Steroid

Ekstak etanol limbah penyulingan minyak akar watigmbil sebanyak
1 mL, kemudian ditambahkan dengan 1 mL3CBOH glasial dan 1 mL larutan
H.SO, pekat. Jika warna berubah menjadi biru atau ungenandakan adanya
kelompok senyawa steroid. Jika warna berubah mempstah, menunjukkan

adanya kelompok senyawa terpenoid.

5. Tes untuk Flavonoid

Ekstrak etanol limbah penyulingan minyak akar wasgpanyak 1 mL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahlangan serbuk Mg
sebanyak satu gram dan larutan HCI pekat. Perubawaana larutan menjadi

warna kuning menandakan adanya flavonoid.
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34.4 Analiss dan Identifikass Komponen Ekstrak Etanol Limbah
Penyulingan Minyak Akar Wangi

Ekstrak etanol limbah penyulingan minyak akar gvadianalisis dan
diidentifikasi kandungan senyawanya dengan mend@umalat spektrometer

GC-MS.

345 Uji Tokssitas Biolarvasida Ekstrak Etanol Limbah Penyulingan
Minyak Akar Wangi

Uji pendahuluan dilakukan untuk mengetahui aktsvitaologi ekstrak
etanol limbah penyulingan minyak akar wangi teripaderva nyamukAedes
aegypti, Culex sp., danAnopheles sundaicus. Media larva nyamuldedes aegypti,
Culex sp., dan Anopheles sundaicus dibuat dengan mengisi masing-masing
kontainer dengan air. Telur dari nyamuk-nyamukeleus disimpan pada tempat
yang terendam air sampai telur dari larva terseimrietas hingga mencapai tahap
instar Il atau IV dan siap digunakan dalam peragujiEnam kontainer plastik
disiapkan untuk pengujian, dimana lima kontainggudakan untuk sampel dan
satu kontainer sebagai kontrol. Sampel dibuat debgabagai variasi konsentrasi,
yaitu 500, 1000, 2000, 3000, dan 4000 ppm. Ditingbakstrak etanol limbah
penyulingan minyak akar wangi pekat sebanyak Qatgk konsentrasi 500 ppm;
0,2 g untuk konsentrasi 1000 ppm; 0,4 g untuk &otrasi 2000 ppm; 0,6 g untuk
konsentrasi 3000 ppm; dan 0,8 g untuk konsentr@04ppm. Kemudian
dilarutkan dalam 2 mL etanol, lalu ditambahkan dengir sampai volume 200
mL. Masing-masing larutan tersebut dimasukkan Kand&ontainer plastik yang

berbeda. Setelah itu dimasukkan 25 ekor larvaHal.ini dilakukan sebanyak 3
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kali pengulangan untuk masing-masing larva ujifuyiedes aegypti, Culex sp.,
danAnopheles sundaicus.

Sebagai kontrol, ke dalam kontainer plastik dim&ank2 mL etanol lalu
ditambahkan air sampai volume 200 mL. Kemudiank® &arva uji dimasukkan
ke dalam larutan tersebut. Hal ini dilakukan sebfiny kali pengulangan untuk
masing-masing larva uji, yaituAedes aegypti, Culex sp., dan Anopheles
sundaicus. Sebagai pembanding, dibuat juga kontrol dengapatgpenambahan
etanol (hanya air saja). Pengamatan dilakukan safdpgam setelah perlakuan
terhadap kematian larva nyamuk. Untuk variasi waknontak, dilakukan
pengamatan dengan waktu berkala selama 6 jam @Eegealang satu jam. Setelah
diperoleh data, maka dilakukan analisis probit kiikan untuk mencari
konsentrasi kematian (LCgthal Concentration) dan waktu kematian (LT ethal

Time) (Suirta, dkk., 2007).



