
 
 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Desain Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimental 

laboratorium yang ditujukan untuk melihat perbandingan kadar flavonoid total 

berdasarkan tempat tumbuh yang berbeda pada Buah parijoto yang telah di 

ekstrak dengan pelarut etanol 96% di uji aktivitasnya dengan menggunakan 

Kromatografi Lapis Tipis dan dibaca absorbansinya dengan menggunakan 

Spektrofotometri UV-Vis. 

B. Lokasi Penelitian 

1. Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Ekologi dan Biosistemik 

MIPA di Universitas Diponegoro Semarang. 

2. Pembuatan ekstrak etanol buah parijotodilakukan di Laboratorium 

Fitokimia Program Studi Farmasi Universitas Ngudi Waluyo.  

3. Uji aktivitas Flavonoid dengan metode spektro UV-Vis, dilaksanakan 

dilaboratorium Program Studi Farmasi Universitas Ngudi Waluyo. 

C. Subjek Penelitian 

1. Populasi dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol buah Parijoto 

(Medinilla Speciosa B.) yang didapatkan dari dua daerah yaitu Kudus dan 

Bandungan. Perbedaan wilayah tumbuh seperti geografis, suhu, iklim dan 

kesuburan tanah suatu wilayah sangat menentukan kandungan senyawa 

kimia dalam suatu tanaman, mengakibatkan kandungan senyawa metabolit 



 
 

sekunder serta aktivitas farmakologi yang ada pada tumbuhan berbeda 

(Meisarani, 2014). 

2. Sampel pada penelitian ini adalah ekstrak etanol 96% buah Parijoto 

(Medinilla Speciosa B.) dengan dua daerah tumbuh yang berbeda. 

D. Definisi Operasional 

1. Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak etanol buah 

parijoto (Medinilla speciosa B.) yang diambil dari dua tempat tumbuh 

yang berbeda. 

2. Variabel Tergantung 

Perbandingan kadar flavonoid  total ekstrak buah parijoto (Medinilla 

speciosa B.) dari dua tempat tumbuh yang berbeda. 

3. Variabel Terkendali  

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah waktu panen, warna 

pada buah parijoto, tanaman budidaya dan tempat tumbuh tanaman. 

E. Pengumpulan Data  

1. Alat Penelitian 

Untuk Ekstraksi buah parijoto digunakan peralatan gelas standar, 

batang pengaduk, kertas saring, corong kaca, neraca analitik OHAUS, 

rotary evaporator RE 100-Pro, waterbath Memmert dan corong pisah. 

labu takar, mikropipet BioHit 1000μL, pipet ukur, spatula, vial, dan 

spektrofotometer UV-Vis Shimadzu UV Mini 1240. 

 



 
 

2. Bahan Penelitian 

a. Bahan Simplisia  

Pada penelitian ini bahan yang akan digunakan adalah buah 

parijoto (Medinilla speciosa B.) dengan spesifikasi warna merah muda 

keunguan dan rasa asam sepat. Buah parijoto yang digunakan berasal 

dari Kabupaten Kudus dan kabupaten Semarang. 

b. Bahan Kimia  

Bahan kimia yang digunakan antara lain plat KLT silika gel 

GF254, etanol 96% chanson indonesia, n-butanol graha jaya, asam 

asetat glasial dari Merck, Aquades dari CV. Bratachem, AlCl₃ anadalan 

bangun sejahtera. 

3. Prosedur Penelitian 

a. Penyiapan Bahan 

Buah Parijoto (Medinilla speciosa B.) yang telah diperoleh 

dilakukan sortasi untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-

bahan asing sehingga dapat mengurangi jumlah pengotor yang ikut 

terbawa dalam bahan uji, kemudian dicuci dengan air mengalir, lalu 

diangin-anginkan hingga tidak terdapat sisa air. Buah dipotong-potong 

lalu dikeringkan dengan cara dijemur dan dilapisi kain hitam sampai 

kering kemudian dihaluskan dengan blender, setelah diblender 

didapatkan serbuk halus kemudian dilakukan ekstraksi. 

 

 



 
 

b. Pembuatan Ekstrak  (Ekstrak Etanol)  

Pembuatan ekstrak kental buah parijoto (Medinilla speciosa 

B.) dilakukan dengan menggunakan metode maserasi. Serbuk buah 

parijoto (Medinilla speciosa B.) masing-masing sebanyak 200 gram 

untuk tiap daerah yang berbeda yang telah diblender dan diayak 

dengan ayakan ukuran 80 mesh, lalu dilarutkan dalam  etanol 96%. 

Pelarut yang digunakan sebanyak 1500 ml (1 :10) untuk setiap 

simplisia. Maserasi dilakukan selama 5 hari dan dilanjutkan 

remaserasi selama 2 hari  dengan 500 ml pelarut etanol 96% untuk 

setiap Simplisia, dan proses dilakukan dalam ruangan yang terlindung 

cahaya matahari dan dilakukan pengentalan Maserat diuapkan 

menggunakan rotary evaporator pada  suhu 60°C lalu di hitung 

rendemen untuk menghitung nilai  rendemen pada setiap simplisia 

dapat digunakan rumus sebagi berikut :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nilai rendemen dihitung dengan rumus Rendemen   = 
             

               
 x 

100 % 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Skema kerja ekstrak kasar etanol buah parijoto (Medinilla speciosa B.) 
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b. Skrining Fitokimia  

1. Identifikasi Flavonoid  

Identifikasi flavonoid dilakukan menggunakan larutan NaOH 

dengan cara masing-masing 1 ml ekstrak ditambah dengan NaOH yang 

akan membentuk warna kuning jingga sampai merah, maka positif 

mengandung flavonoid (Leelaprakash, et al 2011) 

c. Uji Kuantitatif  

1. Penetapan kadar total  flavonoid dengan Metode Spektrofotometri UV-

Vis 

a) Penentuan Panjang Gelombang Serapan Maksimum (λ maks) 

Larutan standar 1000 ppm dipipet 1 ml  ke dalam labu ukur 10 mL 

kemudian ditambahkan  1 ml AICI₃ dan 8 ml asam asetat 5% lakukan 

pembacaan dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 

400-800 (das et al, 2014) 

b) Penentuan Operating Time  

Larutkan kuarsetin 1000 ppm diambil sebanyak 1 ml AICI₃ 

10% dan 8 ml asam asetat 5%.larutan tersebut diukur absorbansinya 

pada panjang gelombang yang telah diperoleh dengan interval pada 

waktu 2-30 menit sampai diperoleh waktu yang stabil. 

c) Pembuatan Kurva Standar Quersetin 

Larutan seri kadar dibuat dengan menggunakan kuarsetin sebagai baku 

standar, Dibuat seri kadar sebesar 50 ppm ,60 ppm ,70 ppm ,80 ppm, 

dan 90  ppm, sebanyak 1 mL larutan seri kadar dari masing-masing 



 
 

konsentrasi dimasukan, direaksikan dengan 1 mL AlCl₃ 10% dan 8 mL 

asam asetat 5%, didiamkan selama 16 menit menggunakan 

spektrofotometri UV-Vis pada panjang  gelombang maksimum. 

d) Penetapan Kadar Flavonoid Secara Spektrofotometri UV-Vis 

Ditimbang 15 mg ekstrak, dilarutkan dalam 10 mL etanol, 

sehingga diperoleh konsentrasi 1000 ppm. Dari larutan tersebut dipipet 

1 mL kemudian ditambahkan 1 mL larutan AlCl₃ 10% dan 8 mL asam 

asetat 5%. Sampel didiamkan selama 16 menit pada suhu kamar. 

Absorbansi ditentukan menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis 

pada panjang gelombang maksimum. 

 

 

2. Penetapan kadar total flavonoid dengan pembanding rutin  

a. Penentuan panjang gelombang serapan maksimum (λ maks)  

Penentuan panjang gelombang maksimal  sebanyak 25 µL Li 

dimasukkan ke dalam labu takar 10,0 mL kemudian ditambah 

dengan 4,0 mL akuades dan 0,3 mL NaNO2 10% didiamkan 

selama 6 menit, kemudian ditambah 4,0 mL NaOH 10% dan 

akuades sampai tanda. Kemudian ditunggu selama waktu hasil 

penentuan operating time,selanjutnya dilakukan scanning dari 

panjang gelombang 200 hingga 550 nm, panjang gelombang 

maksimal ditunjukkan dengan nilai absorbansi tertinggi. 

 

        



 
 

b.   Penentuan Operating Time  

Penetapan operating time  Larutan induk (Li) rutin 1% dalam 

metanol p.a sebanyak 25 µL dimasukkan dalam labu takar 10,1 mL 

kemudian ditambah 4 mL akuades dan 0,3 mL NaNO2 10% 

didiamkan selama 6 menit, kemudian ditambah AlCl3 10% 

sebanyak 0,3 mL didiamkan selama 5 menit, ditambah 4,0 mL 

NaOH 10% dan akuades sampai tanda. Absorbansi diukur pada λ 

510 nm, pengamatan dilakukan pada menit ke 1- 30 menit  

Operating time ditentukan dengan nilai serapan tertinggi dan stabil 

dari data yang diperoleh. 

c. Kurva baku  

Pembuatan kurva baku  rutin 1% dalam metanol p.a diambil 40 

ppm, 50 ppm, 60 ppm, 70 ppm, 80 ppm, dan 90 ppm dimasukkan 

ke labu takar 10,0 mL kemudian ditambahkan 4,0 mL akuades dan 

0,3 mL NaNO2 10% didiamkan selama 6 menit, kemudian 

ditambah AlCl3 10% sebanya 0,3 mL didiamkan selama 5 menit, 

ditambah 4,0 mL NaOH 1% dan akuades sampai tanda. Ditunggu 

selama waktu operating time dan dibaca nilai absorbansinya 

terhadap blanko pada panjang gelombang maksimal hasil 

pengukuran. 

d. Penentuan kadar total flavonoid secara spektrofotometri Uv-Vis 

Pengukuran kadar total flavonoid dilakukan dengan mengambil 

sejumlah volume ekstrak terpurifikasi (yang memberikan 



 
 

absorbansi pada kisaran absorbansi dari kurva baku), 400 µL untuk 

ekstrak terpurifikasi propolis 1% b/v dan 900 µL untuk ekstrak 

propolis belum terpurifikasi 2% b/v. Pengukuran dilanjutkan 

sebagaimana dilakukan pada pmbuatan kurva baku. Kandungan 

flavonoid total dinyatakan sebagai gram ekivalen tiap 100 gram 

berat kering ekstrak (%b/b). 

d. Pengolahan Data 

Pengolahan data menggunakan regresi linier, setelah didapatkan 

nilai absorbnsi dari kurva baku kuarsetin, selanjutnya di hitung nilai 

(a,b,r) yang dimana sampel dan pembanding di peroleh dengan rumus 

y=a+bx, dan kandungan flavonoid total di peroleh dari konfersi hasil 

persamaan, serta flavonoid total dinyatkan dalam mgQe/g 

 

 

Keterangan : 

F  : jumlah flavonoid metode AlCl3 

c  : kesetaraan Quersetin (μm/ml) 

V  : volume total ekstrak 

f   : faktor pengenceran 

m : berat sampel (g) 

 

 

 

  
           

 
 



 
 

e. Analisi Data  

Analisis data dilakukan dengan metode statistika yaitu T-test  

pada sampel buah parijoto (Medinilla speciose B.) dari Kabupaten 

Kudus dan Semarang,  metode ini digunakan untuk menentukan nilai 

kadar total flavonoid ekstrak buah parijoto dinyatakan dalam nilai 

mgQe/g, dianalisa menggunakan T-test, dalam penelitian akan didapat 

rata-rata nilai mgQe/g sampel yang selanjutnya dibuat grafik dan table 

untuk menentukan nilai perbandingan dari nilai mgQe/g sampel ekstrak 

etanol buah parijoto dengan nilai mgQe/g sampel. 

 


