BAB III
METODOLOGI PENELITIAN
3.1 Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Riset Kimia Universitas
Pendidikan Indonesia, JI. Setiabudhi No. 229, Bandung.

3.2 Alat dan Bahan
3.21 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca analitik, labu
ukur ukuran 10 mL, 50 mL dan 250 mL, gelas kimia 50 mL dan 100 mL, pipet
ukur 5 mL, pipet filler, botol semprot, corong pisah, corong buhner, labu
Erlenmeyer berpenghisap, corong kaca, spatula, batang pengaduk, botol vial,
blender, gelas ukur 100 mL dan 50 mL dan instrumen spektrofotometer UV-
vis(Shimadzu UV-Mini-1240V).

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi asam benzoat
pro analisis, natrium benzoat pro analisis, aquades, kertas saring, kloroform pro
analisis MERCK, asam klorida pro analisis dan sampel jamur kancing kemasan
plastik merk X yang mengandung pengawet natrium benzoat.

3.3 Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini mengacu pada penggabungan
prosedur AOAC 960.38 dan AOAC 980.17 yang dimodifikasi. Adapun tahapan
metode dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Pembuatan deret standar (AOAC 960.38 termodifikasi) untuk kurva

kalibrasi asam benzoat :
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e Dilakukan dengan membuat larutan induk asam benzoat dalam
kloroform.

e Pembuatan deret standar asam benzoat dalam kloroform.

2. Pembuatan kurva kalibrasi asam benzoat:
e Penentuan panjang gelombang maksimum serapan asam benzoat.
e Pengukuran deret standar asam benzoat pada panjang gelombang
terpilih.

3. lIsolasi asam benzoat dalam sampel dengan ekstraksi menggunakan
kloroform pada suasana asam, kemudian diukur ~menggunakan
spektrofotometer UV-vis pada panjang gelombang terpilih (AOAC 980.17
termodifikasi).

4. Penentuan parameter validasi berupa linieritas, batas deteksi, batas
kuantitasi, akurasi, dan presisi terhadap metode penentuan kadar natrium
benzoat dalam jamur kancing kemasan plastik menggunakan
penggabungan prosedur AOAC 960.38 dan AOAC 980.17 vyang
dimodifikasi.

5. Pengolahan data secara statistik untuk memperoleh nilai linieritas, batas

deteksi, batas kuantitasi, akurasi dan presisi.
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Bagan alir dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

Penentuan natrium benzoat yang diukur dalam bentuk asam benzoat secara spektrofotometri UV

(AOAC 960.38 dan 980.17)

\ 2

1%

Larutan induk asam benzoat dalam dietil eter

(AOAC 960.38)

Modifikasi: kloroform sebagai pelarut

pengganti

Larutan induk asambenzoat dalam kloroform

(AOAC 960.38 termodifikasi)

Ditentukan A maksimum

Deret standar asam benzoat

Ekstraksi asam benzoat dalam filtrat sampel dengan
petroleum etter pada suasana asam (AOAC 980.17)

A terpilih

Modifikasi: kloroform sebagai pelarut
pengganti

Sampel : jamur kancing kemasan plastik

Ekstraksi asam benzoat dalam filtrat jamur

kancing kemasan plastik dengan kloroform pada

(AOAC 960.38 termodifikasi)

Dibuat kurva kalibrasinya

suasana asam
(AOAC 980.17 termodifikasi)

v

Kurva kalibrasi asam benzoat ( AOAC 960.38 termodifikasi)

Faktor konversi 1,18

Penentuan kadar natrium benzoat secara spektrofotometri UV dalam jamur kancing kemasan plastik
berdasarkan penggabungan prosedur AOAC 960.38 dan AOAC 980.17 yang dimodifikasi
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l Diuji validasi dengan parameter linieritas, batas

deteksi, batas kuantitasi, akurasi dan presisi

Data linieritas Data batas deteksi dan batas kuantitasi Data presisi Data akurasi

\

Analisis data

Vi

Kesimpulan
Gambar 3.1 Bagan Alir Penelitian

3.5 Prosedur Kerja
3.5.1 Pembuatan Larutan Induk Asam benzoat 200 ppm

Asam benzoat pro analisis ditimbang sebanyak 50 mg kemudian
dilarutkan dalam kloroform dan dimasukkan ke dalam labu ukur 250 mL. Setelah
itu ditandabataskan dengan kloroform dan dikocok sampai homogen.

3.5.2 Pembuatan Larutan Induk Asam Benzoat 50 ppm

Asam benzoat pro analisis ditimbang sebanyak 2,5 mg kemudian
dilarutkan dalam kloroform dan dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL. Setelah
itu ditandabataskan dengan kloroform dan dikocok sampai homogen.

3.5.3 Pembuatan Larutan Natrium Benzoat Standar 1.000 ppm

Natrium benzoat pro analisis ditimbang sebanyak 50 mg kemudian
dilarutkan dalam aquades dan dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL.Setelah itu
ditandabataskan dengan aquades dan dikocok sampai homogen.

3.5.4 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Serapan Asam Benzoat

Penentuan panjang gelombang maksimum serapan asam benzoat
dilakukan dengan scanning larutan induk asam benzoat 50 ppm, kemudian

dilakukan pengukuran terhadap dua deret standar asam benzoat pada rentang
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konsentrasi yang berbeda. Rentang konsentrasinya adalah 30 — 100 ppm dan 10 —
30 ppm. Pengukuran deret standar menggunakan panjang gelombang hasil
scanning salah satu larutan standar pada masing — masing deret.

Deret standar asam benzoat konsentrasi 30 — 100 ppm dibuat dengan
memipet larutaninduk asam benzoat 200 ppm sebanyak 1,5 mL, 2 mL, 3 mL,
AmL, 5 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, kemudian
ditandabataskan dengan kloroform. Dilakukan pengulangan sebanyak 2 kali
sehingga diperoleh dua set deret standar asam benzoat 30ppm, 40ppm, 60ppm,
80ppm, dan 100 ppm. Setelah itu dilakukan scanning panjang gelombang dengan
rentang 200 — 300 nm pada larutan standar asam benzoat 40 ppm. Lalu dilakukan
pengukuran dengan menggunakan spektrofotometer UV-vis sebanyak 3 kali
pembacaan terhadap larutan deret standar pada panjang gelombanghasil scanning
di daerah 265 nm — 280 nm.

Deret standar asam benzoat konsentrasi 10 — 30 ppm dibuat dengan
memipet larutan induk asam benzoat 50 ppm sebanyak 2 mL, 3 mL, 4 mL,
5mL,6mL dan masing — masing dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL,
kemudian ditandabataskan dengan kloroform. Dilakukan pengulangan sebanyak 2
kali sehingga diperoleh dua set deret standar asam benzoat 10ppm, 15ppm,
20ppm, 25ppm, dan 30 ppm. Setelah itu dilakukan scanning panjang gelombang
dengan rentang 200 — 300 nm pada larutan standar asam benzoat 15 ppm. Lalu
dilakukan pengukuran dengan menggunakan spektrofotometer UV-vis sebanyak
3 kali pembacaan terhadap larutan deret standar pada panjang gelombang hasil
scanning di daerah 220 nm — 245 nm.

Dihitung nilai koefisien korelasi dan persamaan garis regresi dari kurva
kalibrasi deret standar 30 — 100 ppm dan 10 — 30 ppm dengan menggunakan
persamaan 2.7. Panjang gelombang terpilih digunakan untuk analisis selanjutnya.

3.5.5 Preparasi Sampel
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Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah jamur kancing
kemasan plastik yang tertera mengandung natrium benzoat pada kemasannya.
Jamur kancing yang digunakan adalah jamur kancing merk X dengan tanggal
kadaluarsa 6 Desember 2013.

Jamur kancing ditiriskan selama 15 menit, kemudian ditimbang sebanyak
80 gram dan ditambahkan 85 mL aquades. Lalu campuran dihaluskan dengan
menggunakan blender. Setelah itu campuran disaring menggunakan corong

buhner (x 45 menit) dan diukur volume filtranya.
3.5.6 Ekstraksi Asam Benzoat dalam Sampel

Filtrat jamur kancing dipipet sebanyak 5 mL dan dimasukkan ke dalam
corong pisah 50 mL, kemudian ditambahkan 0,4 mL HCI 12 M. Setelah itu
campuran ditandabataskan dengan kloroform (asumsi volume ekstrak 50 mL) dan
dikocok selama 1 menit. Lalu dipisahkan fasa organiknya untuk diukur dengan

menggunakan spektrofotometer UV-vis.
3.5.7 Penentuan Parameter Validasi Metode

Parameter validasi metode dalam penelitian ini meliputi linieritas, batas
deteksi, batas kuantitasi,akurasi dan presisi.

1. Penentuan Linieritas

Penentuan linieritas dilakukan dengan membuat larutan deret
standar dengan konsentrasi 30 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm dan 100
ppm dari larutan standar asam benzoat 200 ppm. Masing — masing
konsentrasi deret standar dibuat sebanyak 6 kali pengulangan dan
diukurmenggunakan spektrofotometer UV-vis sebanyak 3 kali pembacaan
pada panjang gelombang terpilih.

Dibuat kurva kalibrasi deret standar rerata asam benzoate
kemudian dihitung persamaan garis regresi, simpangan baku regresi,

selang slope dan selang intersep, serta koefisien korelasi dari data tersebut
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dengan menggunakan persamaan 2.1 - 2.7. Kelinieran kurva kalibrasi
dilihat dari nilai koefisien korelasinya (r). Menurut ICH (1995), koefisien
korelasi yang dapat diterima > 0,9970.
2. Penentuan Batas Deteksi dan Batas Kuantitasi

Persamaan garis regresi linier yang diperoleh dari penentuan
linieritas dan persamaan 2.8 - 2.9 digunakan untuk menghitung batas
deteksi dan batas kuantitasi.
3. Penentuan Presisi

Penentuan presisi dilakukan dengan menyiapkan larutan sampel
sesuai prosedur pada point 3.5.5 dan mengekstraksinya sebanyak 6 kali
ulangan sesuai prosedur pada point 3.5.6. Fasa organik hasil ekstraksi
yang telah dipisahkan, diukur sebanyak 3 kali pembacaan menggunakan
spektrofotometer UV-vis dengan panjang gelombang terpilih. Kadar
natrium benzoat dalam sampel dihitung dengan menggunakan persamaan
2.13 kemudian dihitung nilai% RSD dari kadar yang diperoleh

menggunakan persamaan 2.10.

4. Penentuan Akurasi

Penentuan akurasi dilakukan dengan metode uji pungut ulang.
Metode uji pungut ulang dalam penelitian ini berlangsung pada hari yang
berbeda. Ditambahkan larutan natrium benzoat standarl.000 ppm
sebanyak 0,5mL; 2mL; 3mL ke dalam5mL filtrat sampel yang telah
diketahui konsentrasi natrium benzoatnya. Setelah itu diekstrak dengan
prosedur ekstraksi pada point 3.5.6 sebanyak 3 kali pengulangan. Ekstrak
diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-vis sebanyak 3 kali
pembacaan pada panjang gelombang terpilih. Konsentrasi natrium benzoat
dihitung dengan menggunakan persamaan 2.12. Perhitungan % perolehan

kembali menggunakan persamaan 2.11.
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