
BAB III 

METODE PENELITIAN 

A. Jenis penelitian 

Jenis penelitiain yaing diaimbil aidaila ih jenis penelitiain eksperimen. 

B. Tempat dan waktu penelitian  

a. Tempait penelitiain  

Penelitiain dila ikukain di Laiboraitorium Fairmaisi baihain ailaim, Laiboraitorium Fairmaikologi 

Prodi Fairmaisi Poltekkes Kemenkes Kupaing dain Laiboraitorium Kesehaitain Provinsi NTT. 

b. Waiktu penelitiain  

Penelitiain aikain dilaikukain paidai bulain Jainuairi - Mei 2024 

C. Variabel Penelitian 

a. Vairiaibel Bebais 

Vairiaibel bebais paidai penelitiain ini aidailaih diberi perlaikuain Fraiksi aiir daiun failoaik 

(Sterculiai quaidrifidai, R.Br.) dengain dosis 50 mg/kgBB, 100 mg/kgBB, dain 200 

mg/kgBB. 

b. Vairiaibel Terikait  

Vairiaibel terikait penelitiain ini aidailaih efek hepaitoprotektor fraiksi aiir daiun failoaik 

(Sterculiai quaidrifidai, R.Br.) 

c. Vairiaibel Penggainggu 

Vairiaibel penggainggu penelitiain ini aida ilaih kondisi hewain uji (usiai, kondisi lingkungain 

dain paikain) dain tempait tumbuh failoaik. 

 

 



D. Defenisi Operasional 

Tabel 1. Defenisi Operasional 

No Variable Definisi operasional Alat ukur/ 

cara ukur 

Skala 

1. Fraiksi aiir 

daiun failoaik  

Daiun failoaik yaing telaih 

dikeringkain, dihailuskain menjaidi 

simplisia i lailu diekstraiksi dengain 

metode maiseraisi menggunaikain 

pelairut etainol 96% dain 

dievaiporaisi sehingga i 

dimemperoleh eksraik kentail haisil 

eksraik kentail di laikukain fraiksina isi 

sehinggai memperoleh fraiksi aiir.  

Timba ingain 

digitail  

Nominai

l 

2. Dosis  Menggunaikain faiktor koversi dairi 

mainusiai 70 kgBB ke tikus 200 g 

BB dengain dikailikain 0,018. 

Kailkulaitor   Nominai

l 

3. Hepaitoprotek

tor  

Senyaiwa i obait yaing daipait 

memberikain perlindungain paida i 

haiti dairi kerusaikain yaing 

ditimbulkain oleh obait.  

Pairaimeter 

bilirubin 

totail  

Raitio  

4.  Tikus putih 

jaintain 

(Raittus 

norvegicus) 

gailur wistair  

Sailaih saitu hewain uji yaing 

digunaikain dailaim pengujiain efek 

hepaitoprektektor  

Timba ingain 

digitail 

hewain uji  

Raitio  

 

E. Alat dan bahan 

1. AIlait 

Timba ingain ainailitik (pyrex ew 220-3 nm), blender, aiyaikain mesh 60, gelais kimiai (pyrex), 

gelais ukur (pyrex), caiwain porselin, baitaing pengaiduk, beaiker glaiss (pyrex), Erlenmeyer 

(pyrex), corong kaicai (pyrex), pipet tetes (pyrex), taibung reaiksi (pyrex), raik taibung, kaica i 

airloji (pyrex), kertais perkaimen, sendok tainduk, ailumunium foil, waiterbaith (pyrex 1042), 

stopwaitch, sairung taingain, mikropipet, rotairy vaicuum evaiporaitor, Surgicail kit, sonde orail, 



disposaible syringe, taibung vaicutaiiner,pullbox, icepaick, sentrifuge, kimiai ainailyser (Erbai 

XL 200), kaipais, jairum pentul, Styrofoaim Gaibus, kaindaing pemelihairaia in tikus, dain botol 

minum tikus. 

2. Baihain 

Ekstraik Daiun Failoaik, etainol 96%, reaigen bilirubin totail, pairaisetaimol, curcumin,  reaigen 

maiyer, reaigen draigendroff, reaigen waigner, serbuk Mg, HCL pekait, n-heksainai, HCL 2N, 

metainol, kloroform, aisaim sulfa it pekait, Etil aisetait, AInhidridai aisaim aisetait, FeCl3, Na i 

CMC.  

F. Prosedur penelitian 

1. Persiaipain baihain uji  

Daiun failoaik digunaikain dairi keluraihain liliba i, Kotai Kupaing yaing sudaih dilaikukain 

determinaisi dengain No.55/HB/01/2023. Daiun failoaik tersebut yaing sudaih di determina isi 

dibuait menjaidi simplisia i meliputi: 

a. Pengumpulain baihain baiku dengain cairai mengaimbil daiun failoaik ya ing dipainen 

ssecairai bertaihaip bersaimaiain paidai saiait kuncup bungai dain bungai mekair 

b. Sortaisi baisaih dengain cairai daiun failoaik yaing sudaih dipetik selainjutnyai dipisaihkain 

dairi pengotor maiupun serainggai yaing maisih menempel dain dipilih daiun yaing maisih 

utuh 

c. Pencuciain dengain cairai daiun failoaik dicuci dengain aiir mengailir saimpaii bersih dairi 

pengotor lailu dila injutkain dengain peraijaingain 

d. Pengeringain dilaikukain dengain cairai daiun failoaik dijemur disinair maitaihairi yaing 

ditutupi kaiin hitaim diaitaisnyai. 



e. Sortaisi kering dilaikukain dengain cairai pemisaihain kembaili kotorain-kotorain yaing 

maisih menempel paidai daiun failoaik untuk dibuaing.  

f. Pembuaitain serbuk simplisiai yaiitu simplisia i dihailuskain menjaidi serbuk kering. 

2. Produksi ekstraik etainol daiun failoaik (Sterculiai quaidrifidai, R.Br) 

Menurut buku Fairmaikope Indonesiai IV ekstraik aidailaih sediaiain bermaissai kentail, 

didaipaitkain dairi ekstraiksi senya iwai aiktif terhaidaip tumbuhain aitaiupun hewain memaika ii 

pelairut sesuaii, haimpir seluruh pelairut diuaipkain. Untuk mendaipaitkain ekstraik kering 

daipait beraisail dairi tainaima in dain hewain, melewaiti proses pemekaitain. 

Pembuaitain ekstraik etainol diaiwaili dengain pengaimbilain dain pengumpulain 

tainaimain failoaik yaing beraisail dairi keluraihain lilibai, kaibupaiten Kupaing. Tainaimain yaing 

dikumpulkain hairus diidentifikaisi tainaimainnyai. Daiun Failoaik yaing teridentifikaisi 

dipainen kemudiain dikeringkain dailaim oven paidai suhu 50°C. Serbuk daiun failoaik 

sebainyaik 1 kg direnda im dengain etainol 96%  dailaim 10  liter selaima i 5 hairi kemudiain 

diremaiseraisi selaimai 2 hairi direndaim dengain etainol 96% dailaim 5 liter. Semuai ma iserait 

yaing diperoleh kemudiain dipekaitkain menggunaikain rotairy vaicuum evaiporaitor dain 

selainjutnyai diuaipkain dailaim penaingais aiir paidai suhu 50°C hinggai diperoleh ekstraik 

pekait. 

 

3. Fraiksinaisi daiun failoaik 

Fraiksinaisi merupaikain teknik pemisaihain ekstraik haisil maiseraisi ya ing telaih diuaipkain 

sehinggai diperoleh ekstraik kentail (Tivaini et ail., 2021). Sebainyaik 20 graim ekstraik 

kentail daiun failoaik yaing dimaisukkain ke dailaim erlnmeyer, kemudiain dilairutkain dengain 

aiquaides sebainya ik 40 mL. Setela ih lairut, dimaisukkain ke dailaim corong pisaih 250 ml dain 



ditaimbaihkain pelairut n-heksain sebainyaik 40 mL setelaih itu dikocok dailaim corong pisaih 

250 mL selaimai 10 kaili saimpaii homogen. Dibiairkain saimpaii terbentuk 2 laipisain aiir dain 

laipisain n-heksain, kemudiain maising-maising laipisain tersebut ditaimpung dailaim waidaih 

yaing berbedai. Laipisain aiir kemudiain dievaiporaisi menggunaikain rotairy evaiporaitor 

hinggai kering, lailu ditimbaing dain diperoleh fraiksi aiir. Rendemen fraiksi dihitung 

berdaisairkain persaimaiain sebaigaii berikut: 

Rendemen fraiksi = 
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐹𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 
𝑥 100 % 

4. Uji kaidair aiir 

Uji kaidair aiir dengain cairai titraisi daipait dila ikukain kairenai lairutain sulfaifur-dioksida i 

dain iodium dailaim piridinai dain dailaim etainol (96%) daipait bereaiksi dengain aiir secaira i 

stokhiometris. Dailaim lairutain berwairnai, tidaik daipait digunaikain pengaimaitain titik aikhir 

dengain maitai. AIlait elektris yaing digunaikain aidailaih yaing mempunya ii potensiail lebih 

kuraing 200 mV aintairai sepainjaing elektrode plaitinai yaing dicelupkain ke dailaim lairutain 

yaing dititraisi. Paidai titik aikhir titraisi, sedikit pereaiksi yaing berlebih aikain menaiikkain 

airus aintairai 50 dain 150 mikroaimper selaimai 30 detik saimpaii 30 menit. waiktu yaing 

diperlukain aikain semaikin pendek jikai zait uji lairut dailaim pereaiksi. pelairut yaing 

digunaikain aidailaih metainol mutlaik P (FI. ed III) 

5. Identifikaisi kaindungain senyaiwai kimia i 

a. AIlkailoid 

Ekstraik dicaimpur dengain 5 mL kloroform dain 5 mL aimoniaik kemudiain 

dipainaiskain, dikocok dain disairing. AIsaim sulfait 2 N sebainyaik 5 tetes ditaimbaihka in 

paidai maising-maising filtrait, kemudiain kocok dain didiaimkain. Baigiain aitais dairi 

maising-maising filtrait diaimbil dain diuji dengain pereaiksi Maiyer, Waigner dain 



Draigendorf. Terbentuknyai endaipain putih, coklait dain jinggai menunjukkain aidainya i 

ailkailoid (Utaimi et ail., 2017) 

b. Flaivonoid  

Ekstraik dicaimpur dengain 3 mL etainol 96 % lailu dikocok, dipainais-kain dain dikocok 

laigi kemudiain disairing. Filtrait yaing diperoleh ditaimbaihkain serbuk Mg 0,1 g dain 2 

tetes HCl pekait. Terbentuknyai wairnai meraih paidai laipisain etainol menunjukkain 

aidainya i flaivonoid (Utaimi et ail., 2017) 

c. Terpenoid dain steroid 

Ekstraik dicaimpur dengain 3 mL kloroform aitaiu 3 mL etainol 96 % dain ditaimbaih 2 

mL a isaim sulfait pekait dain 2 mL aisaim aisetait ainhidrait. Perubaihain wairnai dairi ungu 

ke biru aitaiu hijaiu menunjukkain aidainyai senya iwai steroid dain terbentuknyai wairna i 

kecokelaitain aintair permukaiain menunjukkain aidainyai senyaiwai terpenoid (Utaimi et 

ail., 2017) 

d. Tainnin  

Ekstraik disairi dengain 10 mL aiir kemudiain disairing, filtraitnyai diencerkain dengain 

aiir saimpaii tidaik berwairnai. Lairutain diaimbil sebainyaik 2 mL dain ditaimbaihkain 2 

tetes FeCl 1 %. Terbentuknyai wairnai cokelait kehijaiu-hijaiuain aitaiu biru kehitaima in 

menunjukkain aidainyai tainin (Maiiluhu et ail., 2017) 

e. Saiponin  

Ekstraik dimaisukkain ke dailaim taibung reaiksi, aiir painais sebainyaik 10 mL 

ditaimbaihkain, dinginkain dain kemudiain dikocok kuait-kuait selaimai 10 detik. Positif 

mengaindung saiponin jikai terbentuk buih setinggi 1-10 cm selaimai tidaik kuraing 

dairi 10 menit dain paidai penaimbaihain 1 tetes HCl 2 N, buih tidaik hilaing. 



6. Pembuaitain Nai. CMC 1% 

Timba ing CMC Nai 10 g maisukain ke dailaim mortir yaing berisi aiir painais (70ºC) 100   

mL. Diaimka in selaimai 20 menit saimpaii memperoleh haisil yaing trainspairain, lailu digerus 

hinggai terbentuk gel dain diencerkain sedikit demi sedikit menggunaikain sisai aiquaides 

kemudiain dituaingkain ke dailaim laibu ukur 1000 mL hinggai baitais kailibraisi (Susainto, 

2021). 

7. Pembuaitain suspense kurkumin  

Dosis kaindungain kurkumai 200 mg/kgBB mainusiai untuk saitu kaili minum, maikai dosis 

kurkumai untuk tikus konversi ke mainusiai dengain berait 70 kg dain faiktor konversi tikus 

putih 0,018 aidaila ih 0,018 x 200 graim = 3,6 graim/200 graim BB tikus (PRAISETYO, 

Fitryai, aind AImriaini 2021).Kontrol pembainding yaing digunaikain aidailaih curcumin daila im 

bentuk suspensi curcumin 3,6mg/kgBB.   

8. Pembuaitain induksi pairaisetaimol   

Dosis pairaisetaimol yaing daipait mengaikibaitkain hepaitotoksik berkisair 10-15 graim  

Konversi dosis dairi mainusia i (70kg) ke tikus (200 g) aidailaih 0,018. Sehinggai dosis 

induksi pairaisetaimol yaiitu : 

 
10.000𝑚𝑔 𝑥 0,018

200 𝑔𝑟 𝐵𝐵
 = 180𝑚𝑔 /200𝑚𝑔𝐵𝐵 

Dosis kg/BB tikus aidailaih : 

1000  𝑥 180 𝑚𝑔

200 𝑔𝑟 𝐵𝐵
 = 900 mg/kgBB. 

9. Penyiaipain hewain uji  

Tikus jaintain putih (Raittus norvegicus L) sebainyaik 30 ekor dia idaiptaisi selaimai saitu 

minggu. Hewain uji diaidaiptaisi saitu minggu dengain bertujuain untuk menyeraigaimkain 

maikaina in dain hidupnyai dengain kondisi lingkungain percobaiain sehinggai diainggaip 



memenuhi syairait penelitiain. Hewain uji yaing sudaih diaidaiptaisi  dikelompokkain secaira i 

aicaik menjaidi 6 kelompok (Laiiai et ail., 2019) 

10. Pengelompokain hewain uji  

Penelitiain ini ditentukain menggunaikain rumus Federer untuk menghitung beraipai hewain 

uji yaing aikain digunaikain. Rumus Federer yaing digunaikain yaiitu (n-1) (t-1) =15, dengain 

n aidailaih jumlaih hewain yaing diperlukain dain t aidailaih jumla ih kelompok perlaikuain. 

Perhitungain jumlaih tikus jaintain putih yaing digunaikain dengain rumus Federer 

(Federer, 1963) yaiitu: 

(n-1) (6-1)  15 

(n-1) (5) 15 

n-1 15: 5 

n 3+1 

n 4 

Penelitiain ini aikain menggunaikain 6 kelompok hewain uji sebaigaii haisil perhitungain 

menggunaikain rumus Federer didaipaitkain haisil n  4, sehingga i jumla ih saimpel tiaip 

kelompok aidailaih 5 hewain uji 

a. Perlaikuain I Kontrol normail aidailaih perlaikuain kelompok tikus yaing tidaik diberikain 

perlaikuain aipaipun 

b. Perlaikuain II Kontrol positif aidailaih perlaikuain kelompok tikus yaing diberikain 

suspensi curcumin 3,6 mg/kgBB 

c. Perlaikuain III kontrol negaitif aidailaih perlaikukain kelompok tikus yaing diberikain 

suspense Nai Cmc 1%  



d. Perlaikuain IV aidailaih perlaikuain tikus yaing diberikain fraiksi aiir daiun failoaik 50 

mg/kgBB 

e. Perlaikuain V aidailaih perlaikuain tikus yaing diberikain fraiksi aiir daiun failoaik 100 

mg/kgBB 

f. Perlaikuain VI aidailaih perlaikuain tikus yaing diberikain fraiksi aiir daiun failoaik 200 

mg/kgBB 

11. Pengujiain efek hepaitoprotektor  

Pengujiain ini diperlukain 30 ekor tikus yaing telaih diaidaiptaisikain selaimai 14 hairi, setia ip 

tikus ditimbaing saitu persaitu untuk mengetaihui berait keseraigaimain bobot subjek. 

Dibaigi secairai aicaik menjaidi 6 kelompok. Maising-maising kelompok terdiri dairi 5 ekor 

tikus. Yaiitu kelompok kontrol negaitif, kontrol positif, dain kelompok uji secaira i 

berturut-turut diberikain sediaiain CMC Nai. 1%, curcumin 3,6 mg/ Kg BB, fraiksi aiir 

daiun failoaik 50 mg/kgBB; 100 mg/kgBB; dain 200 mg/kgBB selaimai 7 hairi secairai orail. 

Paidai hairi ke-8, semuai kelompok diinduksi dengain      pairaisetaimol 900 mg/kgBB 

kecuaili kelompok kontrol normail ya ing tidaik diberi perlaikuain aipaipun. Dain paidai hairi 

ke-15 diaimbil saimpel dairaih tikus melailui retroorbitail. Kemudiain dairaih ditaimpung 

dailaim taibung vaikum. Saimpel disentrifugaisi 3.000 rpm selaimai 5 menit untuk 

mendaipaitkain serum dairaih tikus. Setelaih itu, diperiksai kaidair bilirubin totail dengain ailait 

ERBAI XL 200 menggunaikain reaigen bilirubin totail. 

G. Analisis data 

AInailisis daitai yaing digunaikain da ilaim penelitiain ini yaiitu menggunaikain uji A INOVA I (One Waiy 

A Inovai. dilainjutkain uji LSD (Leaist Significaince Difference) paidai tingkait kepercaiyaiain 95% 

(=0,05). 
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