
16

III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 2012 sampai dengan bulan Maret 

2013 di Laboratorium Biomassa Terpadu Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat-alat gelas 

laboratorium, penguap putar vakum (vacum rotary evaporator) merk Buchi, 

seperangkat alat kromatografi lapis tipis, seperangkat alat kromatografi kolom,

neraca analitis merk And, lampu UV merk Kohler, pemanas listrik, ultrasonic 

cleaner merk Bandelin Sonerex Technik,  indikator pH, desikator, 

Spektrofotometer UV-Vis dan Spektrofotometer FTIR merk Varian.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun gamal, metanol, 

kloroform, diklorometana, heksana dengan kualitas pro analis dan teknis, HCl, 

NaOH, pereaksi visualisasi CeSO4, AlCl3 dan SbCl3, plat KLT dari alumunium

dengan adsorben Silika Gel Merk 60 F254, dan Sephadex LH-20 pada kromatografi 
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kolom, dan pereaksi geser untuk analisis UV-Vis, seperti NaOMe, AlCl3/HCl, 

NaOAc/H3BO3.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Maserasi

Daun gamal dikeringanginkan dan digiling hingga halus, lalu dimaserasi. 

Maserasi dilakukan dengan cara perendaman sampel dengan pelarut metanol pada 

suhu kamar.  Adapun tujuan dari maserasi, yaitu untuk menarik komponen kimia 

yang terdapat dalam sampel.

3.3.2 Evaporasi

Filtrat metanol dari hasil maserasi daun gamal dievaporasi.  Tujuan dari 

evaporasi, yaitu untuk memekatkan larutan yang terdiri dari zat terlarut yang tak 

mudah menguap dan pelarut yang mudah menguap, dengan cara menguapkan 

sebagian dari pelarut sehingga didapatkan larutan zat cair pekat yang 

konsentrasinya lebih tinggi.

3.3.3 Ekstraksi dan Isolasi Senyawa Flavonoid

Ekstraksi dilakukan dengan corong pisah menggunakan pelarut heksana yang 

dilanjutkan dengan pelarut diklorometana.  Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik 

komponen kimia yang terdapat pada sampel bahan alam.  Kemudian dilakukan 

beberapa fraksinasi untuk pemurnian isolat dengan kromatografi kolom.

3.3.4 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis merupakan suatu metode uji kualitatif yang bertujuan 

untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder, khususnya senyawa 
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flavonoid. Kromatografi lapis tipis ini dilakukan menggunakan eluen kombinasi 

diklorometana dan metanol, dan pereaksi visualisasi CeSO4, dan AlCl3.

3.3.5 Kromatografi Kolom 

Kromatografi kolom merupakan metode kromatografi cair terbaik, bertujuan 

untuk memisahkan campuran. Pada kromatografi kolom ini digunakan fase diam 

sephadex LH-20 yang memiliki sifat filtrasi terhadap komponen yang memiliki 

bobot molekul tinggi, sedangkan fase gerak yang digunakan adalah metanol dan 

air.  Pada proses pemisahan metode kromatografi filtrasi ini sampel dilarutkan

dalam pelarut metanol dan dimasukkan melalui bagian atas kolom yang 

selanjutnya dielusi secara isokratik menggunakan pelarut metanol.  Fraksi – fraksi 

yang diperoleh ditampung dalam botol sampel untuk selanjutnya diidentifikasi 

dengan metode KLT untuk melihat kandungan senyawa flavonoid.

3.3.6 Penentuan Struktur Molekul 

Analisis dilakukan terhadap isolat murni senyawa flavonoid untuk menentukan 

kemungkinan struktur molekul  dengan alat spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.

3.3.6.1 Spektrofotometri FTIR

Metode spektrofotometri FTIR digunakan dalam menentukan dan 

mengidentifikasi berbagai gugus fungsi yang terdapat dalam senyawa organik.  

Gugus fungsi dalam suatu molekul dapat diketahui dari vibrasi yang 

menghasilkan daerah frekuensi spesifik pada spektrum FTIR.

Senyawa flavonoid yang dianalisis sebanyak 0,1 mg sampel digerus hingga halus 

dan dicampurkan dengan serbuk KBr membentuk lempeng tipis dengan bantuan 
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alat penekan berkekuatan 8 - 10 ton persatuan luas.  Kemudian pelet tersebut 

diukur puncak – puncak serapannya untuk mendeteksi gugus – gugus fungsional 

yang terdapat dalam struktur senyawa isolat.

3.3.6.2 Spektrofotometri UV-Vis

Metode spektrofotometri UV-Vis ini digunakan untuk memberikan informasi 

adanya sistem (gugus atom) dari senyawa organik yang menyebabkan terjadinya 

serapan radiasi dalam daerah UV-Vis dan mengukur jumlah ikatan rangkap atau 

konjugasi aromatik dalam suatu molekul.

Senyawa flavonoid yang telah diperoleh dari hasil pemurnian dengan 

kromatografi kolom diidentifikasi dengan spektroskopi UV-Vis untuk mengetahui 

jenis ikatan dan gugus karakteristik dari molekul flavonoid.  Sebanyak 0,1 mg 

sampel dilarutkan dalam 10 ml metanol.  Larutan ini digunakan untuk semua 

pengukuran berikutnya.

Spektrum flavonoid ini akan ditentukan dalam larutan dengan pelarut Metanol 

(MeOH) menggunakan pereaksi geser seperti NaOMe digunakan untuk 

mendeteksi gugus hidroksil yang lebih asam dan tidak tersubstitusi, AlCl3/HCl 

digunakan untuk menentukan adanya gugus hidroksil pada C5 yang bertetangga 

dengan keton dan juga untuk menentukan ada tidaknya gugus orto-dihidroksil 

pada cincin B, NaOAc/H3BO3 digunakan untuk mendeteksi adanya gugus           

7-hidroksil bebas yang ditunjukkan dengan adanya pergeseran batokromik pada 

spektrum UV.  Pergeseran panjang gelombang setelah penambahan pereaksi 

geser, dapat diidentifikasi golongan flavonoid senyawa hasil isolasi dan juga 

dapat ditentukan pola oksigenasi struktur flavonoid yang diperoleh.
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3.3.7 Uji Bioassay Insektisida Nabati

Hasil isolasi fraksi yang kaya akan senyawa flavonoid maupun flavonoid murni 

diujikan terhadap hama kutu putih tanaman pepaya.  Media uji digunakan putik 

pepaya sebagai makanan hama. Caranya media uji dicelupkan ke dalam larutan 

senyawa hasil isolasi dengan konsentrasi 0%, 5%, 10%, 15% dan 20% selama 5 

menit.  Kemudian media uji tersebut diangkat  dan dikeringanginkan lalu 

dimasukkan ke dalam botol uji.  Selanjutnya masing – masing botol yang sudah 

berisi media uji dimasukkan 10 ekor imago hama kutu putih.  Pengamatan 

dilakukan 1, 3, 6, 12, 24, 48 dan 72 jam setelah perlakuan.  Parameter yang 

diamati adalah jumlah hama kutu putih yang mati pada masing – masing waktu 

perlakuan.  Pengamatan dihentikan apabila jumlah kematian hama kutu putih 

telah mencapai 100%.  Untuk mendapatkan nilai LC50 data dianalisis dengan 

menggunakan analisis probit (Nukmal dkk., 2010).
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