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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1. Lokasi Penelitian 

Serangkaian tahapan penelitian yang terdiri dari tahap preparasi hingga uji 

aktivitas antioksidan dilaksanakan di Laboratorium Riset Makanan Program Studi 

Kimia Departemen Pendidikan Kimia Fakultas Pendidikan Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Pendidikan Indonesia (FPMIPA UPI) sedangkan 

untuk analisis menggunakan UPLC-ESI-QTOF dilakukan di Universitas 

Padjadjaran (UNPAD). 

 

3.2. Alat dan Bahan 

3.2.1. Alat 

Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi satu set alat 

pengecambahan dan lampu LED Okasiwa 6W (kuning, merah, biru, dan hijau) 

sebagai sumber sinar tampak untuk tahap perkecambahan, Ultrasonikator W-211 

(Jepang), neraca analitik, rotari vakum evaporator, sentrifugator Kokusan H-103N 

(Jepang),  High Energy Ballmill HEM-E3D (Pusat Penelitian Fisika, LIPI), dan 

Oven untuk proses ekstraksi, Spektrofotometer UV-Vis mini-1240 Shimadzu 

(Jepang) untuk menguji aktivitas antioksidan, sentrifugator M-24A (Boeco, 

Jerman), Vortex Scilogex MX-S, UPLC-ESI-QTOF, untuk analisis senyawa yang 

terkandung, Lux meter untuk menghitung intensitas cahaya lampu LED yang 

digunakan. 

3.2.2. Bahan 

Bahan yang digunakan adalah beras pecah kulit (beras cokelat) varietas 

pandan wangi yang diproduksi oleh Javara Indonesia (Jakarta), metanol p.a,  2,2-

difenil-2-pikrihidazil (DPPH), aquades, aquabidest, kertas saring Whatman No. 

19.



22 
 

Ranika Sihombing, 2017 

PENGARUH CAHAYA TAMPAK TERHADAP TINGKAT PERKECAMBAHAN, PROFIL SENYAWA METABOLIT 
SEKUNDER DAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN PADA BERAS PECAH KULIT 
Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu 

 

 

3.3. Tahapan Penelitian 

Pelaksanaan Penelitian dilakukan dengan beberapa tahap (Gambar 3.1). 

Tahapan tersebut yaitu, tahap perkecambahan (germinasi), ekstraksi, uji 

kandungan metabolit sekunder dengan UPLC-ESI-QTOF, dan uji aktivitas 

antioksidan menggunakan metode DPPH. Selain itu, dilakukan juga pembuatan 

dan optimasi alat pengecambahan  beras pecah kulit skala laboratorium serta 

perhitungan intensitas cahaya dari sinar tampak yang digunakan, pengukuran 

menggunakan Lux meter. 

 

 
 

Gambar 3.1 Bagan Alur Penelitian 
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3.3.1. Preparasi Sampel dan Tahap Perkecambahan 

Beras pecah kulit (BPK) varietas pandan wangi dikecambahkan dalam alat 

pengecambahan yang dibuat dan dioptimasi mengikuti penelitian yang dilakukan 

oleh Aisyah, dkk. (2013). Alat ini dapat menampung 40 g beras pecah kulit. Suhu 

dalam alat (25-30 °C) dijaga oleh heat mat (Hyindoor 12 V) disertai termostat 

yang diletakkan di bawah alat. Untuk menjaga kelembaban, kabut air dihasilkan 

oleh sebuah fog generator (24 V) yang diletakkan di dalam wadah berisi air. Fog 

generator memproduksi kabut setiap 3 jam dengan durasi 5 menit. Selama fog 

generator menyala, sebuah kipas yang ada di dalam alat bekerja mendistribusikan 

kabut air ke seluruh area alat pengecambahan. Sebelum digunakan, alat 

pengecambahan disterilisasi dengan disemprotkan larutan hipoklorit (NaOCl) 

0,07% (v/v) ke seluruh bagian alat lalu didiamkan selama 15 menit. 

Perkecambahan beras pecah kulit dilakukan dengan lima perlakuan 

berbeda: perkecambahan tanpa sinar tampak (g), perkecambahan dengan sinar 

tampak warna kuning (gLk), merah (gLm), biru (gLb), dan hijau (gLh) (Tabel 3.1). 

 

Tabel 3.1 Perbedaan Perlakuan Beras Pecah Kulit 

Treatments 
Perendaman 

(1 hari) 

Perkecambahan 

(2 hari) 

  Gelap Lampu 

kuning 

Lampu 

merah 

Lampu 

biru 

Lampu 

hijau 

Untreated -  -     

G √ √     

gLk √  √a    

gLm √   √a   

gLb √    √a  

gLh √     √a 

Keterangan: a perkecambahan di bawah sinar tampak 12 jam/hari. 

 

Sebelum dikecambahkan, BPK dipreparasi mengikuti metode yang 

digunakan oleh Huihui Ti, dkk. (2014) dengan modifikasi. Langkah awal, BPK 

disterilisasi menggunakan larutan NaOCl 0,07% (v/v) (5 mL/g beras) selama 30 

menit pada suhu kamar. Selanjutnya, beras dicuci dengan aquades kemudian 

direndam dalam aquabides (5 mL/g beras) selama 23 jam 30 menit pada suhu 



24 
 

Ranika Sihombing, 2017 

PENGARUH CAHAYA TAMPAK TERHADAP TINGKAT PERKECAMBAHAN, PROFIL SENYAWA METABOLIT 
SEKUNDER DAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN PADA BERAS PECAH KULIT 
Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu 

 

kamar tanpa adanya cahaya. Beras hasil perendaman kemudian disusun di atas 

wadah pengecambah (tray), lalu diletakkan di dalam alat pengecambahan. Beras 

dikecambahkan selama 2 hari pada suhu ±26ºC dan kelembaban relatif  99%. 

Untuk beras yang dikecambahkan di bawah sinar tampak, penyinaran dilakukan 

selama 12 jam per hari. Sinar tampak diperoleh dari lampu LED (Okasiwa 6W) 

dengan berbagai variasi warna. Seluruh BPK yang berkecambah dipisahkan lalu 

dikeringkan dalam oven selama 6 jam pada suhu ±50ºC kemudian ditepungkan 

menggunakan milling ball, diayak menggunakan mesh 70 lalu disimpan pada 

suhu -4°C. 

3.3.2. Ekstraksi Sampel 

Proses ekstraksi menggunakan metode Moongngarm dan Saetung (2010) 

termodifikasi. Beras pecah kulit hasil perkecambahan yang telah ditepungkan 

selanjutnya ditimbang sebanyak  0,2 gram kemudian dimasukkan ke dalam  labu 

erlenmeyer 250 mL dan ditambahkan pelarut metanol 80% (v/v) sebanyak 25 mL. 

Larutan kemudian disonikasi menggunakan Ultrasonikator selama  30 menit. 

Larutan hasil sonikasi selanjutnya disentrifugasi selama 10 menit dengan 

kecepatan 2500 rpm. Larutan hasil sentrifugasi kemudian difiltrasi menggunakan 

kertas saring Whatman. Residu yang diperoleh diekstraksi kembali menggunakan 

metanol 80% sebanyak 25 mL dengan perlakuan yang sama. Supernatan 

kemudian digabungkan lalu diuapkan pelarutnya menggunakan rotari vakum 

evaporator. Larutan yang telah pekat kemudian diencerkan hingga volume akhir 

10 mL dalam labu ukur 10 mL untuk dianalisis. 

3.3.3. Uji Kandungan Metabolit Sekunder dengan UPLC-ESI-QTOF 

Ekstrak beras dianalisis menggunakan instrument UPLC-ESI-QTOF 

Xevo-QTOFMS yang terdiri dari bagian kromatografi cair (Ultra Performance 

Liquid Chromatography, UPLC) yang dihubungkan dengan spektroskopi massa 

resolusi tinggi dengan teknik ionisasi Electrospray Ionization (ESI) dan 

penganalisis massa Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF) pada mode positif. 

Kolom yang digunakan adalah C-18 ACQUITY UPLC® BEH Shield RP18 (1.7 

m VanGuard™ Pre-Column 3/Pk (2.1x5 mm). Pelarut yang digunakan adalah 

pelarut A: air; pelarut B: Asetonitril, dengan perbandingan 30:70, dan laju alir 
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0,200 mL/min, suhu kolom 40°C, dan volume sampel 7,5 µL. Mode operasi untuk 

spektoskopi massa adalah ESI (+); capillary voltage: 3,0 KV; cone voltage: 60 V; 

low collision energy (CE): 6 V; acquisition range: 100 - 1000 Da. 

3.3.4. Uji Aktivitas Antioksidan 

Metode uji aktivitas antioksidan yang digunakan mengikuti metode yang 

dilakukan oleh Lee dkk. (2003). Pertama, DPPH ditimbang sebanyak 1,2 mg lalu 

dilarutkan dengan 30 mL metanol p.a sehingga diperoleh DPPH 40 ppm (w/v) 

sebagai DPPH induk. Kemudian, DPPH 40 ppm dipipet sebanyak 26,75 mL dan 

diencerkan hingga volume 100 mL sehingga diperoleh DPPH 10,7 ppm (v/v) . 

Tahap selanjutnya, setiap sampel dipipet sebanyak 1 mL dan direaksikan dengan 5 

mL DPPH 10,7 ppm kemudian diinkubasi selama 10 menit dan diukur nilai 

absorbansinya menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

517 nm. Sebagai pembanding, dibuat larutan kontrol berisi 1 mL metanol 80% 

dan 5 mL larutan DPPH 10,7 ppm yang juga diinkubasi serta diuji absorbansinya. 

Aktivitas antioksidan diukur dengan rumus berikut. 

 

Aktivitas Antioksidan = 
Abs DPPH kontrol−Abs sisa DPPH

Abs DPPH kontrol
x 100% 

Keterangan: 

Abs DPPH kontrol : Absorbansi DPPH sebelum direaksikan dengan 

  ekstrak beras 

Abs sisa DPPH     : Absorbansi DPPH setelah direaksikan dengan 

   ekstrak beras. 

 


