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spektrofotometn
untuk penetapan kadar vitamin C pada teh hijau (Camelia sinensis (L.)
O.K ). Tujuan penelitian im adalah untuk mengetahui apakah metode
i visibel dapat digursakan datam menentukan kadar vitamin
C pada teh hijau (Camellia sinensis (L.) O.K ). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa hasil validasi yaitu pengujian presisi pada larutan
sampel nmmimmiﬁsntmmbﬂumﬁﬂm 4 83 %.
Akurasi (persen perolehan kembali) vitamin C adalah sebesar 102,40 %
untuk penambahan baku konsentrasi 70 %, 95,80 % untuk penambahan
bakuhnrﬁenm1m%.dmﬂﬂ,33%wmﬂnpenamhaiﬂnhﬂu
konsentrasi 130 %. Nilai linearitas vitamin C sebesar 0,9969. Nilai batas
deteksi sebesar 0,939 bpj dan nilai batas kuantitas adalah 2 846 bpj.

Kata kunci : validasi, spektrofotometri , vitamin C, Camellia sinensis (L.)
0.K



ABSTRACT X

The research validation of Wﬂﬁm method for vitamin G
determination in green iea (Cameliia sinensis (L) O.K) has been done.
The aim of this research is to know whether the visible spemrnphmun'be!rtc
nwﬁmdmmmedMMEmmﬁmm;mm{camaﬂﬂ
sinensis (L) O.K). The validation results show that RSD (Relative
standard Deviation) value for precision test in sample solution is 4,30 %.
Wﬁm}dwcsmﬂﬁﬂ%ﬁrmﬂﬁﬂm%
addition, 95,80 % for standard 100 % addition, and 88,33 % for standard
130 % addition. Lineanty value for vitamin G is 0,9969. Limit of detection
vaiue is 0,939 bpj and limit of quantitation is 2,846 bpj.

Key words . validation, spectrophotometric, vitamin C, Camellia sinensis
(LYOK
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DAFTAR LAMBANG DAN SINGKATAN

Lambang/singkatan Artt

A absorban

RSD relative standard deviation
(simpangan baku relatif)

Cv koefisien variasi

sD standard deviation (simpangan baku)

N/n jumiah pengukuran

LOD fimit of detection (batas deteksi)

LOQ limit of quantitation (batas kuantitas)

b bagian per juta

: jumiah

x konsentrasi rata-rata sampel

o simpangan baku respon analitik dan
blanko

p.a. pro analisis

b slope

r koefisien korelasi
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PENDAHULUAN

Vmﬁnaﬂalahsuatuzatsmymhmwi&ismmw
dibutuhkan oleh tubuh hitayanghaﬁmﬁimh#mammnmm»ganm
ataupms&ﬂhegiaiﬂnm.m

mmmmtmmc;mmmammummm
deﬁamﬂﬁumnyﬂngluasdﬂimaksibinkinﬁadmwp.vwc
adalah bagian dari asam askorbat karena kemampuannys sebagai cbat
dmmmegahdaﬁnenyﬂit‘ﬁmlﬂnﬂsediﬁtﬁtﬂhﬂ dari vitamin-vitarmin
lainnya, Makin cepat rusak dengan adanya logam, terutama ternbaga,
mmwmamwmawmmm
cahaya. llu semua sangat berbahaya pada vitamin C jika terdapat dalam
makanan. (2, 3)

mmapammmh{mmﬂmsmmﬂs}ymmdim
MH-WMWWWWEH
adalah lokasi tumbuhnya, seperti: teh Cina, Sn Lanka, Jepang, Indonesia,
atau teh Afrika. (4)

Tmmﬁmmmaw.mmmﬁu{m
W}.mmmj.dﬂﬂhhfﬂmw
penuh). (5)

Tmrjjau,gepalﬁjugatehﬁtﬂm.bﬁﬁaidﬂﬁtﬁntﬂhﬁnm
sama. Mmdmmm@mmm

persiapan yang dijalani berbeda. Teh hijau diproses dengan cara khusus.
1



mmw,mmﬂmmmm.?mﬁiﬁaﬁm
mengeringkan daun teh, mamun tidak sampai mengubah wama daun.
Kondisi inilah yang menyebabkan air sedutian daun teh tetap terihat
berwama hijau muda.(4)
masmmmsﬂpmhﬁmmmmmemmpm
setiap 1mgrarntehlimmmhmdung19,4 gram protein, 10,9 gram serat,
2 5 gram lemak, dan 32,1 gmgulalcandmgaﬂhahhﬁauchlamseﬁﬂp
100 gram terdapat 24 gram protein, kandungan serat 10,6 gram, lemak
mﬁk4_ﬁgxmn,danhm1dlmgﬂﬂguﬂnyaﬁﬁigfmdﬂlﬂﬂﬂhﬁiﬂu
mengandung vitamin C. Untuk setiap 100 gram teh hijau, terkandung 250

mq vitamin C. (8}

dipertimbangkan dalam validasi metode analisis adalah ketepatan
{akcurasi), ketelitian  (presssi), selektivitas, finearitas, batas deteksi dam
batas kuantitasi. (7)

Whmmcmﬁhmwm



Permasatahannya sexarang apakah metocde speitlrm'uimn:hi
visibel dapat digunakan dalam menentukan kadar viamin G pada teh hijau
{Cameilia Sinensis (L} OK). Tujuan dar penelitian im adalah untuk

mengetahui apakah metode spektrofotometn dapat digunakan dalam

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu metode yang dapat
ﬁgwﬂmﬁﬂmmﬁmﬂﬂkﬂ#mﬂmmw (Camella

sinensis (L) 0.K).
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TiNJAUAN PUSTAKA
H.1 Uraian Tanaman
K41 Klasifikasi (8)
Regnum : Plantae
| Divisi : Spermatophyta
',I Subdivisi : Angiospermae
| Kelas . Dicotyledoneae
Subckelas : Dialypetalae
Ordo - Parictales/Cistales
Famili : Theaceae
Genus : Camellia
Spesies - Camellia sinensis (L)} OK

H.1.2 Nama Daerah (8)

Nama Jawa - Enteh
Nama Melayu : Teh
i.1.3 Morfologi (9}

Umumnya ditanam di perkebunan, dipanen secara manual, dan
mwww&-z.ﬂmdﬁ.ﬁhmﬂm
kawasan india bagian Utara dan Cina Selatan. Ada dua kelompok varnets
Mrmmmﬁ.mmmmmmmmﬁnmﬂﬂmm
sinensis yang berasal dari Cina. Varietas assamica daunmya agak besar

dengan ujung yang runcing, sedangkan varietas sinensis daunnya lebih

4




mmwamm-wm,mmma
pemangkasan maka tampak seperti perdu. Bila tidak dipangkas, &kan
wmbuh kecil ramping setinggi 5 - 10 m, dengan bentuk iajuk sepert
kerucut, Batang tegak, berkayu, bercabang-cabang, ujung ranting dan
daun muda berambut halus. Daun tunggal, bertangkai pendek, betak
berseling, helai daun kaku seperti kulit tipis, bentuknya elips memanjang,
mwmmm.mﬁwwmmmwmmm
panjang 6 - 18 cm, lebar 2 -8 cm, warnanya hijau, permukaan mengkilap.
Bunga di ketiak daun, funggal atau beberapa bunga bergabung menjadi
satu, berkelamin dua, garis tengah 3 - 4 cm, warmanya putih cerah dengan
kepala sari berwarna kuning, harum. Buahnya buah kotak, berdinding
tebal, pecah menurut ruang, masih muda hijau setelah tua cokelat
mﬁm-ﬂiﬁmﬁ.i-ammmmmdwm
pembuatan minuman teh. Perbanyakan dengan biji, setek, sambungan
atau cangkokar.
i.1.4 Komponen Kimia (5)

Bahanbahan kimia dalam daun teh dapat digoiongkam meradi
empat kelompok besar, yaitu substansi fenol (katekin/polifenci, fiavonal),
(Vitamnin C, K, A, B1, dan B2), Mineral { Mg, K, F, Na Ca, Mn) ), substansi

mwmbama,de{aﬂﬁm. peroksidase).



11.1.5 Manfaat Tanaman (10)
Pencernaan
Essential ois dan polyphenols membantu dalam proses
mencemakan makanan melalui stimutasi peristalsis dan permbuatan cairan
pencemaarn.
Gigi
mmmwﬁﬁﬂmmmm
mineral yang mencegah pertumbuhan bakteri yang menuju ke kebusukan
Kanker
Polyphenols dalam teh hijsu baru diketahui berfungs: sebagai

antioxidants dan mampu menurunkan kemungkinan terkena kanker Kulit,

Hanya 4 kalori per cangkir (hitam, oolong, hijau).
Susynan Saral

Meningkatkan kesadaran, konsentrasi, dan mencegah kelelahan,



Sebagai Obat Tradisional

Dipercaya di beberapa budaya sebagsl pemajuan umur panjeng.
Mﬁmmmnﬂmﬂmw
dipakai untuk kompres pada gigitan serangga, dan terbakamya sinar

untuk mata yang letah.

1.2 Uraian Vitamin C

.21 Uraian Bahan Vitamin C {1 1)

Nama latin - Acidum ascorbicum
Mama Lain - Asam askorbat, Vitamin C
Rumus molekul - CgHaOs

HzOH
Rumus bangun . H-C-OH

o

Barat molekul - 176,13
Pemesnian . Serbuk atau hablur; putih atau agak

kuning; fidak berbai; fasa asam, okah
pengaruh cahaya lambat laun menjadi
m.mwm.md
udara, datam larutan cepat eroksidasi.
Ketarutan - Mudah farut dajam air, agek sukar fant

dalam etanol (55%) P, prakts tidak larut



datmnﬁnrufmﬂF.dameteeran

dalam benzene P,

Penyimpanan - Dalam wadah bertutup rapat, terindung
dari cahaya
Khasiat - Antiskorbat

W.2.2 Analisis Vitamin C {12}
Asam askorbat dapat dianalisis dengan cara bioassay atau

prosedur Kimiawi. Prosedur yang biasa digunakan dalam metode kimia

dehidgroaskorbat dengan 2 4-dinitrofenilhidrazin,

Zat warna biru 2.8 diklorofenc! indofencl pada keadaan stokiometr
direduksi kmmﬂmmmnmmwmmmm;.
Jumiah asam askorbat digambarkan oleh laju atau tingkat perubahan int

Terdapat sejumiah metode analisis untuk vitamin G, metode kimia
tergantung dar -

1. Rahan pereduksi dari gugus 1,2-enediot yang memungkinkan
perubahan absorban dafsm indictor dye atau

2. Bertuk hidrazons gtau fluorophores



Pengukuran vitamin C dengan menggunakan 2,6 diktorofencl
indofenol pertama kali ditemukan oleh Timans pada tahun 1972
Imﬂmﬁmmﬂamwye'mmwmmﬂmmmﬂ
dan merah dalam larutan asam. Asam askorbat akan mereduksi dye dan
Mwmﬂmmwmamﬂ‘}aﬁm

berwarmna. Metode ini spesifik di dalam larutan dengan kisaran 1-3, 5.

(505-520 nm). Cara kolorimetri didasarkan pada pengukuran jumiah
WEEHWMWMWWﬁMM

askorbat.

Reaksi asam askorbat dan natrium 2,6-diklofenmal indafanol

0 OH
T cl cl "-'I’ cl Cl
f =
| I
HOC 0=C
l 0O + — I 0 + NH
HOC 0=
| l
HC— HIE———
L
HOCH HOCH
t OH I OH
CH:OH CHzOH
Asam askorbat 2-8-dikliorofenc! Asam Leuco dya

Vndofencl  dehidroaskorbat  (tidak berwama)



R
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#.3. Uraian Umum Validasi (7, 13, ¥4}

Validasi merupakan suatu proses yang terdini atas paling tidak 4
langkah nyata, yaiu. {1} validasi peranghat lunak (software vakidation), (2)
validasi perangkat keras / instrumen {instrument/hardware validation), (3)
validasi metode, dan (4) kesesuaian sistem (system suitability).

Validasi metoda analisis adalah suaty tindakan peniaian erhadap
parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk
membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk
penggunaannya.

\alidasi metode menurut United States Pharmacopeia (USP)
dilakukan untuk menjamin bahwa metode analisis akurat spesifik,
reprodusibel, dan tahan pada kisaran analit yang akan dianalisis. Suatu
metode analisis harus divalidasi unuk melakukan verifikasi bahwa
parmm'ﬁl'vpﬂrametﬁ kinerjanya cukup mampu mengatasi  probiem
analisis, Wmmmmw ketikar
- Memﬁﬂb&mdihemmwk&ﬂunhﬂtm&ﬁgatﬂﬂpmmemwﬂiﬂ

tertentu
- Metode yang sudah baku direvisi  untuk menyesuatkan

perkembangan atau farera unculnya  suatu  problem  yang
mengarahkan bafwa metode baku tersebut harus direvisi
- Penjaminan mutu yang mengindikasikan batwa metode baku telah

penubah seinng dengan berjalannya wakiu



WL e E

- Untuk mendemonsirasikan kesetaraan antara

oleh anilis yang berbeda, atau dikerjakan dengan alat yang
2 metode, seperti

metode baru dan metode baku.
Mmun.ﬁl}&P{UnﬂdStaumnmpeia}, ada 8 langkah dalam

validasi metode analisis sebagaimana teriinat dalam gambar 1

—*| Presisi J

—

— r.l.hl.rasi

| Batas Deteks

l_'u'alidasih-'lctada —®_p| Batas Kuantifikasi

— | Spesifitas I

—— | Linieritas dan rentang_1

|| Kekasaran | Ruggedness)

L | Ketahanan [Robutness)

Ean‘hﬂftﬂﬂa;ﬂﬂhfﬂpmudﬂﬂidaﬁimmquF.{WMm
Kndll, 1997, Kimia Farmasi Analisis , Gandjar, 1G dan Rohman Abdul, Pustaka

Pelajar, Yogyakarta, hal 484)

1. Akurasi (Ketepatan)

sebenarnya, atau nilai rujukan. Akurasi diukur sebagal banyaknya analit

mwmhﬂpﬂmmmm

spiking pada suatu sampel.



12

Untuk mendokumentasikan akurasi, ICH merekomendasikan
mmmmmummamimnmmwamm
mtmsmwawmﬂmlnmm
ditaporkan sebagai persentasi perolenan kembail.

Perhitungan perolehan kembali dapat juga ditetapkan oengan
rumus sebagai berikut:

Ce-C
o Perolehan kembali= ———— X 100

C*a
dimana;
Ce = konsentrasl total sampel yang diperoleh dari pengukuran
Ca = konsentrasi sampel sebenamysa
C*s = konsentrasi analit yang ditambahkan

TabellPer:iarmHmMAmﬂmHumEth:

Analit Rasio Unit 9, Ratavata Perolehan
pada anall Kembali
Matriks
Sampel
100 1 100% a8-102
>=10 107 10% o8-102
»=1 10 1% 87-103
>=0.1 10 0.1% 95-105
0.01 10 100 bpj a0-107
0.001 107 10 bpj 80-110
0.0001 10" 1 bpj 80-110
0.00001 107 100 ppb 80-110
0.000001 10° 10 ppb 60-115
0£.0000001 10° 1 ppb 40-120

Sumber - Huber L Validation of Analytical Methods and Processes. Marcel
Dekker. Germany. 2003.



2. Presisi (Keleiiian)

Presisi merupakan ukuran keterulangan metode analisis dan
sampel yang berbeda signifikan secara statistik.
relatif (RSD) dari serangkaian data.

100 x SD

R3D = = © yang mana ® merupakan rata-rata data,

dan SD adalah standar deviasi serangkaian data.

il e B8 a o i

Analit (%)  Rasio analit Unit KOV (%)
100 1 100% <1.3
10 107 10% <18
1 102 1% <27
0.1 10° 0.1% <37
0.01 10* 100 bpi <53
0.001 10r° 10 bpj <7.3
0.0001 10® 1 bpi <11
0.00001 107 100 ppb <15
0.000001 10 10 ppb <21
0.0000001 10°® 1 ppb <30

Sumber ; Huber L. Vahdation of Analytical Methods and Processes. hMarcet
Dekker, Germary. 2003.

3. Batas Deteksi (¥mit of detection, LOD}
Batas deteksi didefinisikan sebagat konsentrasi analit terendah

dalam sampel yang masih dapat dideteksi, meskipun tidak selalu dapat



[y -
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dikuantifikasi. LOD merupakan batas uji yang spesifik menyatakan apakah
analit di atas atau di bawah nilai tertentu. Definisi batas deteksi yang
paling umum digunakan datam kimia analisis adalah bahwa batas deteksi
merupakan kadar analit yang memberikan respon sebesar respon planko
{yo) ditambah dengan 3 simpangan baku blanko {35y).

LOD juga dapat dihitung berdasarkan pada standar deviasi (S0D)
mmw:mmmmmmmm
LOD sesuai dengan rumus, LOD = 3,3 (SD/S). Standar deviasi respon
deviasi residual dari garis regresi, atau standar deviasi intersep y pada
4. Batas Kuantifikasi (limit of quaniification, LOQ)
dalam sampel yang dapat ditentukan dengan presisi dan akurasi yang
dapat diterima pada kondisi operasional metode yang digunakan.
Sebagaimana LOD, LOG juga diekspresikan sebagai konsentrasi {dengan
akurasi dan presisi juga ditaporkan).

Metode perhitungan didasarkan pada standar deviasi respon (S0}
dan sfope (S) kurva baku sesuai dengan rumus. LOQ= 10{SDFS). Standar
deviasi resport dapat ditentukan berdasarkan pada standar deviasi blanko,
pada standar deviasi residual dari garis regresi, atau standar deviasi

intersep y pada garis regresi.
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5. Limeritas

Linieritas merupakan kemampuan suatu metode untuk memperokeh
hasil-hasil uji secara langsung proporsional dengan konsentrasi analit
pada kisaran yang diberikan. Linieritas sualu metode merupakan ukuran
seberapa baik kurva kalibrasi yang menghubungkan antara respon (¥)
dengan konsentrasi (x). Linieritas dapat diukur dengan melakukan
pengukuran tunggal pada konsentrasi yang berbeda-beda. Data yang
diperoleh selanjutnya diproses dengan kuadrat terkecil, untuk selanjutnya
muimmmmtm;, intersep, dan koefsien
koralasinya.

1.4 Uraian Umum Spektrofotometer Sinar Tampak (15,16)

Analisis spektrofotometri merupakan sualu analisis instrumental
yang membahas entang imeraksi atom atau molekul dengan radizs
elektromagnetik. Analisis spektometri sinar tampak adalah pengukuran i
maksimal dari suatu sefyawa berwama dalsm larutan tergantung pada
serapan (Absorpsi).

Spekirofotometer menggunakan cahaya monokromatis,  Jika
cahaya monokromatis dilewatkan melahii suatu larutan  maka
Wmmmkawmmmmm
(1) disebut transmitan (T). Sedangkan harga negatif dari fransmitan

merupakan serapan (A).

{ =T:LogT=Log 1 =A

Iy lo



16

Pada umummnya konfigurasi dasar setiap spektrofotometer o

susunan peralatan optik terkonstruksi sebagai berikut.

SR —» M .sh:—.ln A —» VD

Keterangan

SR : Sumber Radiasi ] - Monokromator

SK : Sampel Kompartemen D : Detektor

A Amplifier VD  :Visual Display Meter
Sumber Radiasi

Beberapa macam  sumber radiasi yang dipakai pada
spekrofotometer adalah lampu deuterium, lampu tungsen dan lampu
merkuri. Lampu deuterium dapat dipakai pada daerah panjang gelombang
180-370 nm (daerah UV deekat). Sedangkan pada panjang gelombang
486-651,1 nm memberikan 2 garis spekira yang dapat dipakai untuk
menggeser keletapan panjang gelombang pada spekirofotometer. Lampu
tungsen merupakan campuran filamen tungsen dan gas iodin {halogen).
memmammmwmwm
sedangkan lampu merkuri merupakan suatu lampu yang mengandung uap
mmmm.mammﬁwm
daerah ultra lembayung khususnya di sekitar panjang getombang 365 nm.

Monckromaltor
Monokromator berfungs untuk mendapatkan radiasi monokromatis

dari sumber radiasi yang memancarkan radiasi  polikromabs.
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MMMMWMﬁdﬂﬁ SUSUSTISn -
celah masuk — filter — prisma — kisi - celah ketuar.
Sampel Kompartemmen

Tempat sampel (sampel kompartemen) berupa kuvet atau sel
merupakan wadah yang dianalis. Dianjurkn sefiap kali memakal kuvel
selalu dibersihkan dengan alkahol absolut atau direndam di dalamnya.
Detektor

Detektor merupakan suatu bagian spekirofotometer yang penting
karena kualitas detekior akan menentukan kualitas spekirofotometer.
Fungsi detektor di dalam spekirofotometer adalah merubah signal radiasi
menjadi signal elektronik, Pada detektor didinginkan kepekaan radiasi
yang rendah, kemempuan respon kuantitatif dan signal elektronik yang
ditransfer oleh detekior dapat diaplikasikan oleh penguat (ampirfier) ke
recorder.
Amplifier/Penguat dan Visuai Dispiay

Amplifier dibutuhkan pada signal elektronik yang dialirkan setelah
melewali detektor untuk menguatian karena penguat dengan resistensi
masukan yang tinggi sehingga rangkaian detektor tidak tersadap habis
yang menyebabkan keluaran yang cukup besar untuk dapat dideteksi ofeh

suatu atat pengukur (meter).



BAB M

PELAKSANAAN PENELITIAN

.1 Alat dan Bahan yang Digunakan

Alat-alat yang digunakan adalah Jaby erlenmeyer, labu tentukur 10
mi: 50 mi; 100 mi; 500 mil (Pyrex), neraca analitik, pipet mikro 100 — 1000
w (Humapetie), pipet volume 1 mi; 2 mi; 3 mi 4 mk 5 mi (Pyrex),
spektrofolomeder UV-Vis (Shimadzu LIV-1801), stopwatch, vial coklal.

Bahan-bahan yang digunakan adalah air steril untuk irigasi (Wida
wi, air suling, asam askorbat pa. {ﬂaHu&ﬂ{Marﬁ:Lasamﬁam
(HOAC), asam metafosfat p.a (HPOai) (Merck), kertas indikator pH
universal, Natrium bikarbonat (NaHCOq)  (Merck), 2 &-Diklorofenol

indofenol {Merck).

1.2 Pengambitan dan Peryiapan Sampel
I.2.4 Pengambilan Sampel
wmﬂiﬂmﬂdﬁ@ﬂrﬂﬂ?mwh*dﬂm
kering yang dibeli di calah satu toko di Makassar.
Hi.2.2 Pengolahan Sampel
sampel teh hijau ditmbang smamﬂkz.ﬁgdanmmasukﬂmua
dalam labu erienmeyer. Setelah #u, sampsl dickstraksi dengan cara

larutan pengekstrﬂm yang {erdiri dari campuran asam metafosfat dan

dihomogentkan, kemudian didiamkan setama 30 menit, disaring, diukur pH

18
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larutan dan diperoleh filtrat yang skan digunakan dalam analisis
selanjutnya.

Ill.3 Penyiapan Bahan Penelitian
i1.3.1 Larutan Pengeksiraksi (HPO3)

Asam metafosfat (HPOs) ditimbang sebanyak 15 gram, dimasukkan
ke dalam Edenmeyer, kemudian dilarutkan dalam 40 mi asam asetat
{Hnﬁcjﬂanmumwmmmwmmmwm
hingga 500 ml dengan air steril dan disaring. Larutan pengekstraksi siap
digunakan dalam analisis selanjutnya.

3.2 Pereaksi 2,6-Diklorofenol indofenol 0,04 %
2 6-diklorofencl indofencl diimbang sebanyak 50 mg dan natrium

bikarbonat sebanyak 42 mg dilarutkan dalam air panas (85°C —~ 95°C),

dengan air sterl.
i.3.3 Asam metafosfat 2%
Asam metatosfat (HPOq) ditimbang sebanyak 2 gram | kemudian

dilarutkan datam air steril hingga 100 mt.
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.4 Pembuatan Kurva Baku Asam Askorbat
li.4.1 Pembuatan Larutan Baku

Asam askorbat (p.a) diimbang seksama sebanyak 50 mg,
dimasukkan dalam labu tentukur 50 mi, ditambahkan dengan larutan
asam metafosfat 2 % hingga 50 mi {1000 bpj). Dipipet 1 mi dani larutan
tersebut, dimasukkan dalam labu tentukur 50 mi, ditambahkan dengan
larutan asam metafosfat 2 % hingga 50 mi (20 bpj).
lil.4.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan asam askorbat baku (20 bpj) dipipet 3 mi, dicukupkan
volume hingga 10 ml dengan asam metafosfat 2 % (6 bpj). Larutan ini
dipipet 3 mi, ditambahkan 0,3 mi 26-diklorofenol indofenal, dikocok,
dilakukan pengukuran pada spektrofotometer visibel panjang gelombang
S00-600 nm. mﬂimwmmmmzﬁdm
panjang gelombang maksimumnya adalah 507 nm.
lif.4.3 Pembuatan Kurva Balos

Larutan asam askorbat baku {20 bpj) dipipet sebanyak 1 mi; 2 mi, 3
m;4ﬂm5m-mmmmmmmm
hingga 10 mi dengan larutan asam metafostat 2 % hingga diperoleh
hWEbﬁh#hﬂiEhﬂ?ﬂhﬂtdﬂﬁmbﬁ. Dari masmg-masig
konsentrasi dipipet 3 mi, ditambahkan 0,3 mi lantan 2 B-diklorofeno!

dilakukan pada panjang gelombang maksimum yaitu 507 nm.



H1.5 Prosedur Validasi Metode Analisis
}1.5.1 Presisi (Ketelitian)

Sampel 2,5 g ditimbang sebanyak 7 kali kemudian diekstraksi.
Filtrat hasil ekstraksi sampel dipipet sebanyak 1 mi, kemudian diencerkan
dengan asam metafosfat 2 % hingga 100 ml. Pengenceran periama
dipipet sebanyak 1 ml dan diencerkan kembali dengan asam metafosfat
2 % hingga 10 mi. Larutan tersebut masing — masing dipipet 3 ml,
kemudian ditambahkan 0,3 ml larutan 2,6-diklorofenal indofenol, dikocok,
diukur serapan pada panjang gelombang maksimum menggunakan
spekirofotometer.

Presisi dapat dihitung dengan cara sebagai berlkut
1. Hasil analisis adalah X1, Xz, %3 ____ %n, maka simpangan bakunya

adalah

SD = \Jz{x-rﬁ I n-1

Z. Einrpaﬂganhalﬁuraaﬁfamhneﬁsimaﬁ&nsi{mmﬂh:

5D

RSD (Kv) = —*100%

—_—

X

5.2 Akurasi {m@epﬂﬁﬂl
Ui i ditakukan dengan cara menambahkan larutan paku asam

aﬁkurhmdeng&nmnwmﬁﬁ??ﬂ%, 1ﬂﬂ%.dﬂﬂ1ﬁﬂﬁkﬂdﬁamgampel

yang akan diperiksa, kemudian divkur serapanmya. Larutan baku asam



.

mmm4;uﬁ;ﬁmm?,ﬂmm&'m%.

100 %, dan 130 % dar konsentrasi 6 bpj pada larutan baku &asam

askorbatl
I11.5.2.1 Pembuatan baku asam askorbat Konsentrasi 70 %, 100 e, dian

130 %
Baku vitamin C kosentrasi 70 % (4,2 bpj) dibuat dengan card asam

metafosfat 2 % hingga 100 mi Diambil 1 mi dan
dmnmmandEngmasmnmthI%mmamnﬂ.

Baku vitamin C konsentrasi 100 % (6 bpj) dibuat dengan cara asam

metafosfat 2 % hingga 100 mi. Diambil 1 mi dari larutan tersebut,

siencerkan dengan asam metafosfat 2 %

Baku wvitamin C kosentrasi 130 % (7.8
a_mmmﬂt?,ﬂm.ﬁmmmmmaﬂn
ga 100 mi. Diambil 1 dari larutan tersebut

hingga 10 mi.
bpi) dibuat dengan cara

asam askorbat p.
metafosfat 2 % hing

diencerk mwmmmsmz%mmml-
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#1.5.2.2 Pengujian Akurasi

Sampel 25 g ditimbeng sebanyak 3 kali kemudian diekstraksi.
Filtrat hasit ekstraksi sampel dipipet sebanyak 1 mi, kemudian di I
dengan asam metafosfat 2 % hingga 100 mlL Pengenceran pertama
dipipet sebanyak 1 mi dan diencerkan kembali dengan asam metafosfat
2 % hingga 10 ml. Larutan tersebut dipipet 3 mi, kemudian ditambahkan
0.3 mi larutan 2 6-diklorofenol indofencl, dikocok, diukur serapan pada
panjang gelombang maksimum menggunakan spekirofotometer.

Hasil pengenceran di atas diambil 2 mi, dimasukkan ke dalam vial
coklat, ditambahkan 1 mi farutan baku vitamin C konsentrasi 70 % (4.2
mxwmmammzﬁmm
indofencl. dikocok, diukur serapan pada panjang gelombang maksimum
menggunakan spektrofotometer.

Prasedur pengujian akurasi dengan penambahan baku konsentrasi
1m%m1m%mdﬁwmmm*wﬂm
sebanyak 3 kali pada masing - masing konsentrasl

mwmmmmﬁwmh (%
racovery) dengan rumus .

(Ce = Cal
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C*x = konsentrasi baku vitamin C i -
I1.5.3 Linearitas

Larutan baku asam askorbat dibuat dalam konsentrasi 2 bpi; 4 bpi;
6 bpj; & bpj; dan 10 bpj, kemudian Larutan tersebut masing — masing
dipipet 3 ml, kemudian ditambahkan 03 mi larutan 2 6-diklorofenol
indefenol, dikocok, diukur serapan pada panjang gelombang maksimum
menggunakan spekirofotometer. Koefisien korelasi (r) dihitung dan
analisis regresi linier ¥ = a + bX pada kurva baku,
ii.5.4 Batas Deteksi dan Batas kuantitas

Larutan baku asam askorbat dibuat dalam konsentrasi 2 bpj; 4 bpj;
6 bpj: 8 bpj; dan 10 bpj, kemudian Larutan tersebut masing — masing
dipipet 3 mil, kemudian ditambahkan 0,3 ml larutan 2 6-diklorofenol
indofenol, dikocok, diukur serapan pada panjang gelombang maksimum
menggunakan spektrofotometer, Batas deteksi dan batas kuantitas dapat
dihitung secara statistik mefalui garis regresi finier dari kurva baku, setelal
diperoleh data simpangan baku respon analitik dari blanko dan slope (b)

pada persamaan garis y=2a+ bx.
Batas deteksi dan batas kuantitas dihitung berdasarkan rumus -

K X Sn

a=—

sl

k =33mmmnammmtﬁamu1um$mmﬁm

Sy, = simpangan baku respon analitik dari blanko (Sy %)

5| = grah garis linier dari kurva antara respon terhadap konsentrasi
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#1.6 Pengumpulan Data dan analisis data
Data yang telah diperoleh dari masing-masing pengukuran kedar

vitamin C dalam sampel dianalisis secara statistik.

1.7 Pembahasan hasil
Pembahasan dilakukan berdasarkan hasil pengamatan dan analisis

data.

1iL.8 Pengambilan Kesimpulan
Kesimpulan diambil berdasarkan analisis data dan pembahasan

hasil.




HASIL DAN PEMBAHASAN
wA Hasil Penelitian
.1.1 Hasil Presisi
| s S Kadar | NiaiSD | Nilal KV |
pada sampel (%)

1. EEﬂﬂ,# [].333 T,QTE
2. 2500,6 0,340 B,140
3. EEDD.E ﬂ_aﬁa E.E'Eﬁ
4. | 25001 0,314 7514 | 03479 | 430
5. 2500,3 0,338 8,044
6 2500,7 0,342 B, 188
7.1 25003 0,337 8,068

I¥.1.2 Hasil Akurasi

. Ayurasi Rentang 70%
N | Bobot | Bakuyang Serapan Vitamin C Fur:ah:n
o | sampel | Ditambahkan sam Baku ] Sampel | Kembali
1 zlfTun.z G +n,4a4 o120 | 0303 102,98
2 | 25004 42 0436 | 0,120 | 0318 102,12
25134:'2 D428 | 0,420 | 0,308 102,12 |
L?__‘___',_J_.—-—-—'_'_l._-—-—'— =70

BAB IV




[ M | Bobot Ba
W g Serapan Vitamin C %
O | Sampel | Ditambahkan | S Perolehan
el el Bl i
A
2 | 25000 78 gﬁ:— fri “-Eig G871
y . 272)| 02 02,78
3 | 25002 0525 | 0272 | 0273 193rgg
%= 98,33
IV.1.3 Hasil Linieritas
[No | KonsentrasiVitamin G |  Serapan
(bpj) Vitamin C
1. B 0,082 a= 0,025
2. 4 0,161 b= 0,04145
3. 6 0,266 r= 0,9969
4. 8 0,340
| 5. 10 | 0407
IV.1.4 Hasil Batas Deteksi dan Batas Kuantitas
No | Konsentrasi VitaminC |  Serapar LOD oa |
{bpd Vitamin C (bpi) {bpi)
1 2 0,082
2 S 1 o
3. 5 0,266 0939 | 2,846
4. g | 0340
5, 10 0,407 |
Keterangan :
wy = koefisien vananst
LOD = Limit Of Detection (batas deheks])
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.2 Pembahasan

Validast metode analisis adalah suaty tindakan penitaian terhadap
parameter fertentu, berdasarkan percobaan laboratorium,  untuk
membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk

penggunaannya.(7)

Pengukuran pada penelitian ini menggunakan § parameter yaitu
akurasi, presisi, linjeritas, batas deteksi dan batas kuantitas dari beberapa
parameter dalam validasi metode analisis.

Rerdasarkan hasil penelifian dari Pusat Penelitian Teh dan Kina,
dalam teh hijau mengandung vitamin C. Untuk setiap 100 gram teh hijau,
terkandung 250 n‘guﬁanﬁﬂ{ﬁ}.%hﬁi%mdaitehtﬂm (Camellia
sinensis (L.) O.K) diperoleh kadar rata-rata vitamin C sebesar 8,088 %
amuaemarzﬂz,img.ﬂadayammmmupw, hai ini
kemungkinan disebabkan oleh faxtor lain misainya spesies tanaman,
wwmmmwwmwﬂ
secara spekirofotometri pada panjang gelombans maksimum 507 nm
rrengguTEkEn pereaksi 2 G-dikiorofenol -dotenol. Reaksi i didasarkan
atas pengukuran jumiah laruian 2 6-dikdorofenol  indofenol  yang
C membentuk indoferol yang tidak
mtrast vitamin G (standar), maka

bersama. Sehingda gemakin tinggt komse

mmmmmﬂm gkan. Dengan ¢ -

Wmmﬂammhﬂimmdmw
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persamaan regresi finier menyryn Metode ini spesifik gi dalam lan
tan

an ki
deng saren pH 1 - 35 (1), Sehingga dalam setiap pengujian

dilakukan pengukuran pH, dan py larutan yang diperoieh adaiah .

Pada parameter presisi diperaleh nilai Ky (koefisien variansi) atau
RoD { simpangan baku relatf) sebesar 4,30 %, niai koefisien variansi
pada penetapan kadar vitamin C dalam teh hijau (Camelia sinonsis (L)
O.K) sesuai dengan persyaratan yang telah ditetapkan yaitu kurang dari
5.3 % untuk sampei dengan konsentrasi 100 bpj (14). Hal ini menunjukkan
bahwa metode spektrofotometri memitiki ketetitian yang baik.

Pada parameter akurasi rentang 70% diperoleh rata-rata perolehan
kembalinya sebesar 102,40%, untuk rentang 100% diperoleh rata-rata
perolehan kembalinya sebesar 9580%, dan untuk rentang 130%
diperoleh rata-rata perolehan kembalinya sebesar 98,33%. Nilai persen
perolehan kembali pada penetapan kadar vitamin C dalam teh hijau
(Camellia sinensis (L.} O.K) memenuhi persyaratan yang telah ditetapkan
yaitu sebesar 80-110% untuk analit konsentrasi 100 bpj (14). Hal ini
menunjukkan bahwa metode spektrofotometer mampu memperoleh
kembali sejumiah vitamin G dengan baik dan akurat.

Pada parameter finiesitas diperoleh nilai kemiringan/siope(b)

sebesar 004145, intersep (&) sepesar 0,0025, dan koefisien korelasi (r)

— 1,00 menunjukkan korelasi yang
Kaafislon karatas i

sebesar 0,9969. Nilai r antara 0,90
sangat tinggi, kuat sekali, dan dapat diandalkan (17).

memberikan hasil yang linier karena memenuhi kriteria penerimaan yaty =



II: (!
098 (18), sehingga penggunaan e
digunakan untuk analisis vitamin C dengan hast yang baik

konsentrasi terendah dari larutan standar yang masih dapat dideteksi oleh
alat adalah 0,939 bpj, sehingga pada konsentrasi di bawah nilai tersebut,
vitamin G tidak dapat terdeteksi lagi.

Pada parameter batas kuantitas LOQ (limil of quantification)
sebesar 2,846 bpj. Dari hasil tersebut terdihat bahwa konsentrasi terkecil
analit dalam sampel yang masih dapat memenuhi kriteria cermat dan

seksama adalah 2,846 bpj.
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BABY
KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpuian

Dari hasil penelitian disimputkan bahwa metods spaktofotometr
visibel dinyatakan valid Uik penetapan kadar vitamin C pada teh hijau
(Camellia sinensis (L.) O.K) karena memenuhi parameter validasi yang
telah ditetapkan, yaitu akurasi, presisi, inieritas, batas deteksi dan batas
kuantias,

V.2 Saran
1. Sebaiknya dilakukan kalibrasi teriebin dahulu terhadap alat
spekiorofotometer sebelum digunakan.
2 Disarankan untuk dilakukan penelitian validasi penetapan kadar
mcmmm{wm{uﬂmw

mengaunakan metode yang herbeda.
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