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Polifenol atau senyawa fenolik merupakan salah satu kelompok senyawa
dengan ciri khas yaitu terdapat banyak gugus hidroksil dalam molekulnya.
Polifenol berperan sebagai antioksidan karena kemampuannya dalam mereduksi
radikal bebas. Senyawa polifenol salah satunya terdapat pada madu yaitu, antara
lain flavonoid (quersetin, luteolin, kaempferol, apigenin, chrysin, galangin), asam
fenolat, dan turunannya. Polifenol pada madu ini berfungsi sebagai zat antibakteri
dan menjaga tubuh dari serangan radikal bebas yang bisa memicu penyakit kanker
dan jantung. Berdasarkan uraian tersebut maka diperlukan analisis kadar polifenol
secara kuantitatif untuk mengetahui kadar polifenol pada madu. Teknik analisis
yang digunakan yaitu MCFIA (Multi-commutation Flow Injection Analysis).
MCFIA adalah metode yang digunakan untuk menentukan kadar polifenol dan
dikombinasikan dengan detektor spektrofotometri UV-Vis. MCFIA merupakan
metode modifikasi FIA (Flow Injection Analysis) yaitu analisis kimia dengan cara
menginjeksikan sejumlah volume sampel ke dalam suatu aliran carrier yang
kemudian membawanya menuju detektor.

Teknik analisis MCFIA terdiri dari beberapa komponen utama, yaitu:
three-way selenoid valve, reaction coil, pompa peristaltik, dan detektor
spektrofotometri UV-Vis. Komponen pendukung diantaranya komputer (software
Labview 2018), Arduino Uno sebagai mikrokontroler, relay, power supply, dan
webcam sebagai perekam data dari detektor. Pompa peristaltik akan menarik
carrier (akuades) pada saat katup selenoid dalam keadaan mati menuju detektor
sehingga menghasilkan suatu baseline. Three way valve solenoid secara

bergantian diaktifkan dimana katup Vi untuk sampel atau larutan standar asam
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galat, katup V, untuk larutan natrium karbonat 10%, dan katup V3 untuk reagen
Folin-Ciocalteau. Pengaktifan katup selenoid yang secara bergantian dilakukan
dengan memberikan suatu arus listrik dan menggunakan Arduino Uno sebagai
mikrokontroler dan terhubung dengan software LabView.

Larutan yang keluar dari katup selenoid akan menuju ke mixing coil
sehingga terjadi pencampuran yang kemudian menuju detektor spektrofotometri
UV-Vis. Detektor akan mendeteksi dan akan memberikan respon berupa
absorbansi yang direkam menggunakan webcam. Kerja dari webcam yaitu
menggunakan teknik OCR (Optical Character Recognition). Teknik ini
digunakan untuk mengubah file gambar yang diambil melalui webcam di tampilan
layar absorbansi pada spektrofotometri UV-Vis, menjadi digital teks yaitu data
dalam bentuk numeric pada komputer. Alat yang telah terangkai selanjutnya
dilakukan optimasi volume injeksi larutan natrium karbonat 10% dan reagen
Folin-Ciocalteau. Variasi volume injeksi yang digunakan adalah 75, 100, 125, 150
dan 175 pL, dengan panjang gelombang maksimum 660 nm, laju alir 25 pL/detik,
dan diameter pipa 0,8 mm. Hasil optimasi diperoleh volume injeksi larutan
natrium karbonat 10% dan reagen Folin-Ciocalteau adalah 150 pL dan 125 pL.
Volume injeksi optimum digunakan untuk pengukuran larutan standar dan
sampel.

Kinerja sistem alir MCFIA ditunjukkan dari beberapa kriteria
pengukuran analitik, yaitu linieritas, sensitivitas, limit deteksi, repeatabilitas dan
uji perolehan kembali. Linieritas dari persamaan y = 0,0022x + 0,0465 dengan
koefisien korelasi sebesar 0,9985, sensitivitas sebesar 0,0022 absorbansi/ppm,
limit deteksi sebesar 1,6 ppm, repeatabilitas kurang dari 2% dan uji perolehan
kembali (% recovery) dari beberapa sampel madu tanpa merk, madu merk “Madu
Rasa”, madu murni yaitu 120%; 89,2%; 118%. Volume injeksi berpengaruh
terhadap nilai absorbansi serta puncak yang dihasilkan. VVolume injeksi yang

sesuai akan memberikan puncak dengan nilai absorbansi yang tinggi.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Polifenol atau senyawa fenolik merupakan salah satu kelompok senyawa
yang penting dalam tanaman dan keberadaannya tersebar merata. Polifenol
memiliki ciri khas yaitu terdapat banyak gugus hidroksil dalam molekulnya.
Flavanoid dan asam fenolik adalah kelas paling penting dari senyawa polifenol
(Pyrzynska dan Biesaga, 2009). Polifenol mempunyai aktivitas sebagali
antioksidan karena kemampuannya dalam mereduksi radikal bebas. Antioksidan
adalah sifat suatu senyawa yang dapat menetralkan radikal bebas dengan
mendonorkan salah satu atom hidrogennya. Reaksi radikal bebas terhadap sel-sel
tubuh berpotensi menyebabkan timbulnya berbagai gejala penyakit seperti kanker,
jantung, katarak, dan penyakit degeneratif yang banyak menyerang manusia
(Ustadi dkk., 2017).

Senyawa antioksidan polifenol banyak terdapat pada madu. Madu
merupakan bahan makanan yang digunakan untuk bahan pemanis tetapi juga bisa
untuk mengobati berbagai penyakit. Senyawa antioksidan pada madu antara lain
flavonoid (quersetin, luteolin, kaempferol, apigenin, chrysin, galangin), asam
fenolat, dan turunannya yang termasuk kelas polifenol. Polifenol pada madu ini
berfungsi sebagai zat antibakteri dan menjaga tubuh dari serangan radikal bebas
(Bogdanov dkk, 2008).

Berdasarkan uraian tersebut, maka diperlukan analisis kadar polifenol
pada madu. Metode analisis polifenol pada madu telah dilakukan oleh Rahayu
(2012), Saputri dan Putri (2017) menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Metode
ini adalah analisis yang umum sebagai standar penentuan kandungan fenolik total
karena merupakan metode yang cepat dan sederhana menggunakan asam galat
sebagai larutan standar. Penelitian-penelitian ini menggunakan deteksi
spektrofotometri UV-Vis secara konvensional. Metode tersebut memerlukan

penggunaan sampel dan reagen yang banyak serta limbah yang dihasikan juga
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banyak. Oleh karena itu, penelitian tentang polifenol memerlukan modifikasi
metode lain yang bisa digunakan yaitu menggunakan flow injection analysis.

Flow Injection Analysis (FIA) adalah metode analisisis kimia dengan
cara menginjeksikan sejumlah volume sampel ke dalam suatu aliran carrier yang
menuju detektor. Penelitian sebelumnya dilakukan oleh Leamsomrong dkk (2009)
untuk penetuan polifenol dengan metode FIA. Sistem FIA juga mempunyai
beberapa kekurangan yaitu penggunaan reagen yang relatif tinggi dan limbah
yang dihasilkan lebih besar. Beberapa keterbatasan ini dapat diminimalkan
melalui konsep multi-commutation. Sistem alir multi-commutation dapat ditandai
dengan penggunaan perangkat pergantian individu (biasanya katup selenoid).
Sistem alir multi-commutation menggunakan perangkat katup solenoid yang dapat
diatur sebagai jaringan aliran secara manual ataupun dikontrol menggunakan
komputer dengan sebuah software kontrol. Multi-commutation in Flow Injection
Analysis mengacu pada rancangan sistem kendali oleh komputer sehingga pada
semua langkah yang terlibat dalam pengolahan sampel dapat dilaksanakan secara
otomatis.

Multi-commutation memiliki beberapa keuntungan, seperti meningkatkan
fleksibilitas sistem aliran, meningkatkan pencampuran, memfasilitasi otomatisasi,
dan mengurangi konsumsi reagen yang telalu banyak. Beberapa faktor yang
mempengaruhi analisis sistem alir yaitu panjang reaktor, diameter pipa, laju alir,
dan injeksi volume. Sistem alir Multi-commutation sebagai hasil pengembangan
FIA merupakan metode yang dapat digunakan untuk menganalisis kandungan
polifenol. Beberapa penelitian telah menggunakan metode ini, yaitu metode
sistem alir multi-commutation untuk penentuan klorin dalam beras (Ulfa, 2018),
serta untuk menganalisis kandungan ion nitrat dan ammonium dalam air (Hikmabh,
2019).

Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian ini menggunakan metode
sistem alir multi-commutation flow injection analysis (MCFIA) untuk menentukan
kandungan polifenol dalam madu. Sistem alir tersebut dihubungkan dengan
spektrofotometri UV-Vis sebagai detektornya. Metode MCFIA diharapkan dapat

menentukan polifenol pada madu secara cepat dan efisien.
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1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, dapat dirumuskan permasalahan
sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh volume injeksi larutan natrium karbonat dan reagen
Folin-Ciocalteau terhadap respon deteksi polifenol dengan menggunakan
metode sistem alir multi-commutation spektrofotometri UV-Vis?

2. Bagaimana kinerja pengukuran polifenol menggunakan metode Flow
Injection Analysis Multi-Commutation dengan deteksi spektrofotometri UV-
Vis meliputi linieritas, sensitivitas, limit deteksi, repeatabilitas dan uji
perolehan kembali?

3. Berapa kadar polifenol pada madu menggunakan Multi-Commutated Flow
Injection Analysis (MCFIA) dengan deteksi spektrofotometri UV-Vis?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini yaitu:

1.  Mengetahui pengaruh volume injeksi larutan natrium karbonat dan reagen
Folin-Ciocalteau terhadap respon deteksi polifenol dengan menggunakan
metode sistem alir multi-commutation spektrofotometri UV-Vis.

2. Mengetahui kinerja pengukuran polifenol menggunakan metode Flow
Injection Analysis Multi-Commutation dengan deteksi spektrofotometri UV-
Vis meliputi linieritas, sensitivitas, limit deteksi, repeatabilitas dan uji
perolehan kembali.

3. Mengetahui kadar polifenol pada madu menggunakan Multi-Commutated

Flow Injection Analysis (MCFIA) dengan deteksi spektrofotometri UV-Vis.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini dapat memberikan informasi penelitian terkait analisis
sistem alir multi-commutation menggunakan spektrofotometri UV-Vis dan

sebagai analisa alternatif dalam menentukan kandungan polifenol pada madu.
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1.5

Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini meliputi:
Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu madu tanpa merk, madu
merk “Madu Rasa”, dan madu murni yang didapatkan dari petani lebah
madu hutan di Desa Garahan Kecamatan Silo Kabupaten Jember.
Laju alir dalam penelitian ini yakni 25 pL/detik.

Diameter pipa yang digunakan 0,8 mm.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Polifenol

Senyawa polifenol atau fenolik adalah senyawa yang disintesis oleh
tanaman dan bertanggung jawab mengatasi berbagai macam kondisi, misalnya
infeksi, luka, dan radiasi UV. Senyawa bioaktif tanaman sekitar 8000 senyawa
termasuk dalam kelompok senyawa fenolik. Senyawa fenolik memiliki struktur
umum cincin aromatis dengan satu atau lebih gugus hidroksil (Smirnoff, 2005).
Senyawa fenolik mempunyai karakter yaitu paling tidak satu cincin aromatis
dengan satu atau lebih gugus hidroksil. Senyawa ini sangat beragam mulai dari
senyawa fenolik sederhana, senyawa fenolik dengan bobot molekul rendah,
senyawa fenolik dengan cincin aromatis tunggal hingga senyawa turunan fenolik
yang kompleks (Hakkinen, 2000).

Kandungan polifenol dalam suatu sampel dapat diukur secara kolorimetri
dengan metode Folin-Cioacalteu. Prinsip metode Folin-Ciocalteu yaitu reaksi
oksidasi dan reduksi kolorimetrik untuk mengukur semua senyawa fenolik dalam
sampel uji. Pereaksi Folin-Ciocalteu merupakan larutan kompleks ion polimerik
yang dibentuk dari asam fosfomolibdat dan asam heteropolifosfotungstat.
Pereaksi ini terbuat dari air, natrium tungstat, natrium molibdat, asam fosfat, asam
klorida, litium sulfat, dan bromin (Nurhayati dkk., 2012).

Prinsip dasar metode ini adalah oksidasi gugus fenolik-hidroksil.
Pereaksi Folin-Ciocalteu mengoksidasi fenolat serta mereduksi asam heteropoli
menjadi suatu kompleks molybdenum-blue. Gugus fenolik-hidroksil akan bereaksi
selama reaksi berlangsung dengan pereaksi Folin-Ciocalteu membentuk kompleks
fosfotungstat-fosfomolibdat berwarna biru. Warna biru yang dihasilkan semakin
pekat maka setara dengan konsentrasi senyawa fenolik yang terdapat pada larutan
uji dan memiliki serapan kuat pada panjang gelombang 760 nm. Metode Folin-
Ciocalteu yaitu metode yang sederhana, sensitif dan teliti. Metode ini terjadi
dalam suasana basa sehingga dalam penentuan kadar fenolik dengan pereaksi

Folin-Ciocalteu digunakan natrium karbonat yang bertujuan untuk membentuk
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suasana basa (Kate, 2014). Penentuan polifenol biasanya dengan mengukur
kandungan asam galat. Asam galat merupakan polifenol murni dan stabil yang
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat. Gambar 2.1 merupakan mekanisme

penentuan polifenol dengan metode Folin-Ciolcalteu.

OH o]
HO OH HO o
OH:
H3PO4(M003)1,  + + H; O —> +  Hg(PM01304)
HO © o o Kompleks
Reagen Folin-Ciocalteau Asam Galat Kuinon molybdenum-blue

Gambar 2. 1 Reaksi metode Folin-Ciolcalteu
(Kate, 2014)

2.2 Madu

Madu merupakan zat pemanis alami yang diproduksi oleh lebah Apis
Mellifera. Lebah mengumpulkan nektar tanaman atau bagian lain dari tanaman
hidup atau ekskresi serangga (Huang dkk., 2015). Madu adalah campuran gula
yang dibentuk dari nektar oleh suatu enzim invertase yang ada di dalam tubuh
lebah. Madu tidak boleh diberi bahan tambahan lain, termasuk air atau pemanis
lain. Bahan baku pembuatan madu adalah sari atau nektar dari bunga. Lebah madu
mengumpulkan nektar, kemudian membawa ke rumah lebah, dan memprosesnya
menjadi madu. Madu mengubah struktur kimia nektar, dan mengipasi dengan
udara hangat untuk menurunkan kadar air nektar dari sekitar 60% menjadi 20%
atau bahkan lebih rendah. Madu menjadi sangat rendah kadar airnya sehingga bisa
menyerap kelembapan udara sekitar seperti spons. Lebah di dalam rumahnya
menutup sel-sel dengan lilin untuk mengawetkan madunya (Chayati, 2008).

Madu murni memiliki beberapa kandungan gizi seperti karbohidrat,
protein, asam amino, vitamin dan mineral. Vitamin yang terkandung di dalam
madu antara lain Vitamin B1, B2, B3, B6, C, A, E, dan flavonoid. Kandungan
mineralnya yaitu Na, Ca, K, Mg, Cl, Fe, Zn dan lain-lain. Kandungan nutrisi pada
madu yang berfungsi sebagai antioksidan adalah vitamin C, B3, asam organik,

enzim, asam fenolik, flavonoid, vitamin A serta vitamin E (Bogdanov dkk, 2008).
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Madu murni mempunyai kandungan polifenol yaitu sekitar 56-500 mg/kg
polifenol total yang ditemukan pada berbagai jenis madu. Polifenol pada madu
utamanya adalah flavonoid (quersetin, luteolin, kaempferol, apigenin, chrysin,
galangin), asam fenolat, dan turunannya. Senyawa-senyawa ini diketahui memiliki
aktivitas antioksidan. Kandungan flavonoid bervariasi antara 60-460 pg/100 g
madu (Bogdanov dkk., 2008). Kandungan polifenol mempengaruhi warna, aroma
dan rasa pada produk nabati, termasuk buah-buahan, sayuran dan sereal. Senyawa
polifenol (flavonoid dan asam fenolat) ditemukan dalam berbagai jenis madu.
Madu yang mempunyai warna yang lebih gelap mengandung polifenol dengan
jumlah yang lebih tinggi (Jibril dkk., 2019).

2.3 Flow Injection Analysis (FIA)

Flow Injection Analysis yaitu suatu teknik analisis yang didasarkan pada
penginjeksian sampel ke dalam larutan carrier atau reagen yang kemudian
membawa sampel menuju detektor dimana terjadi reaksi kimia yang diinginkan
(Mulyono dkk., 2013). Prinsip kerja flow injection analysis didasarkan pada
pemasukan sejumlah volume tertentu dari sampel ke dalam aliran carrier. Aliran
carrier kemudian akan mengalir melewati loop sebagai pemberi tenaga bagi
reagen untuk terjadinya reaksi kimia antara sampel dan reagen, dan bila perlu
larutan buffer dialirkan oleh pompa peristaltik. Sampel dan reagen dialirkan
dengan menggunakan pompa. Total aliran kemudian mengalir menuju detektor
sebagai satu kesatuan membentuk suatu zona dan selanjutnya menuju

pembuangan (Kennedy, 1990).

2.4 Multi-commutation in Flow Injection Analysis

Multi-commutation in Flow Injection Analysis (MCFIA) adalah metode
modifikasi dari sistem alir FIA yang mengacu pada rancangan sistem kendali oleh
komputer. Metode MFCFIA menggunakan perangkat katup solenoid tiga arah
yang dapat diatur sebagai jaringan aliran secara manual ataupun dikontrol
menggunakan komputer dengan sebuah software. Katup solenoid tiga arah yang
digunakan pada MCFIA dapat dilihat pada gambar 2.2.
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<« v
Gambar 2. 2 Katup solenoid tiga arah
(Cerda dkk., 2014)

Sistem alir multi-commutation memberikan tingkat otomatisasi yang
lebih tinggi dalam analisis aliran serta fleksibilitas yang tinggi. Multi-
commutation in Flow Injection Analysis jauh lebih murah daripada sistem aliran
konsep lain yang menunjukkan tingkat otomatisasi yang lebih tinggi, seperti
analisis sekuensial injeksi (SIA) dan analisis aliran multisyringe (MSFIA) (Lara-
ortega dkk., 2018). Model sistem alir Multi-commutation menggunakan katub
solenoid tiga arah dapat ditunjukkan pada gambar 2.3.

Waste

Sample ., Waste

Detector

Carrier .,
o Wast

Gambar 2. 3 Sistem Multi-commutation
(Pramauro dkk., 1996)

Potensi utama sistem alir Multi-commutation yaitu pembentukan dua
aliran. Sejumlah cairan dapat dimasukkan dalam manifold secara cepat dan
berurutan. Cairan biasanya diinjeksikan melalui katub yang dikendalikan oleh
komputer, selanjutnya akan mengalami pencampuran secara cepat saat diangkut
pada aliran (Rocha dkk., 2002). Pencampuran sampel dengan reagen dalam aliran
terjadi terutama disebabkan oleh proses difusi terkontrol dan terjadi reaksi kimia.
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Detektor secara kontinyu merekam parameter absorban, spektrofotometri atau
parameter-parameter fisik lainnya sebagai hasil yang diterima dari perubahan
sampel setelah aliran terjadi (Christian, 1989). Pembentukan aliran pada sistem

alir Multi-commutation dapat dilihat pada gambar 2.4.

s, -
\%; D
S.
I i
1
=,

Gambar 2. 4 Pembentukan aliran pada reaction coil. S; dan S,: larutan; V: three way
solenoid valve; R: reaction coil; D: detektor (Rocha dkk., 2002)

2.4.1 Instrumentasi Multi-commutation FIA

Sistem alir Multi-commutation FIA terdiri dari empat komponen utama,
yaitu: unit penggerak, unit transportasi, unit injeksi dan reaction unit/mixing
reaction, dan detektor. Komponen pendukungnya yaitu komputer yang mengatur
jalannya sampel, mikrokontroler (Arduino Uno) perekaman data dari detektor dan
perhitungan hasil analisis. Berikut ini adalah komponen-komponen dalam sistem
alir Multi-commutation FIA:
1. Unit penggerak

Unit penggerak adalah suatu unit yang berfungsi menggerakkan cairan ke
unit-unit yang lain dalam sistem alir FIA dengan kecepatan (flow rate) yang
konstan dan bebas dari denyut atau gangguan selama aliran berlangsung (pulse-
free). Unit ini biasanya berupa pompa peristaltik, pompa syringe, dan botol
bertekanan tinggi atau diletakkan dengan ketinggian tertentu. Pompa peristaltik
memiliki prinsip kerja berdasarkan tekanan dan perpindahan. Pompa peristaltik
harus didukung suatu pipa elastis untuk menggerakkan cairan. Pipa-pipa ini
ditekan oleh beberapa pemutar yang berputar dan menekan secara bergantian,
dengan cara ini cairan yang berada dalam pipa dapat digerakkan (Kalrberg dan

Pacey, 1989). Gambar pompa peristaltik dapat dilihat pada gambar 2.5.
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Gambar 2. 5 Pompa Peristaltik
(Kalrberg dan Pacey, 1989)

2. Unit transportasi

Unit transportasi memiliki beberapa fungsi yaitu sebagai tempat
mengalirnya sampel, tempat terjadinya pencampuran, larutan pembawa dan
reagen serta menghubungkan bagian satu dengan bagian lainnya dalam FIA. Unit
transportasi adalah unit yang berbentuk pipa. Pipa yang digunakan dalam unit ini
memiliki ukuran internal diameter dalam range 0,1-2 mm, namun yang sering
digunakan adalah 0,3; 0,5 dan 0,7 mm yang masing-masing digunakan untuk
menghasilkan dispersi yang rendah, sedang dan tinggi. Material pipa ini dapat
berupa PVC, silikon atau plastik lainnya. Komponen penting dalam transport unit
yang lain adalah reaktor. Reaktor dalam FIA dapat dikategorikan sebagai open
tube, coil and packed reactor, single bed string rector (SBSR), dan mixing
chamber.
3. Unit Injeksi

Unit injeksi bertugas untuk memasukkan sampel dengan volume tertentu
ke dalam aliran carrier dengan ketentuan sebagai berikut:
1) Sampel yang dimasukkan dalam volume yang akurat dan reprodusibel.
2) Sampel harus masuk dalam aliran carrier sedemikian rupa sehingga tidak

mengganggu jalannya aliran tersebut.
3) Operasi injeksi harus cepat dan kalau mungkin dapat dikontrol secara
elektronik.

Unit injeksi yang digunakan dalam sistem Multi-commutation yaitu
three-way solenoid valve atau sering disebut katup solenoid 3 arah yang memiliki
1 lubang inlet, 1 lubang outlet dan 1 lubang pembuangan. Katup solenoid 3 arah

pada sistem Multi-commutation dapat diubah menjadi 2 lubang inlet dan 1 lubang
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outlet atau sebaliknya (Pramauro dkk., 1996). Sistem kerja three-way solenoid
valve dapat dilihat pada gambar 2.6.

? on

OFF

r OFF
ON
? S OV

OFF

Gambar 2. 6 Sistem kerja three-way solenoid valve
(Pramauro dkk., 1996)
4. Detektor

Detektor yang digunakan dalam FIA idealnya memiliki keistimewaan
diantaranya: kecilnya volume flow-cell, noise rendah, flow rate independent
signal, respon yang cepat dan linear dalam daerah konsentrasi yang lebar dan
sensitivitasnya tinggi. Kriteria utama detektor FIA adalah cepat tanggap karena
lebar puncak dari FIA hanya beberapa detik saja, maka detektor dan perangkat
elektroniknya harus mempunyai waktu tanggap kurang dari satu detik. Beberapa
detektor dalam sistem FIA yaitu amperometer, penyerap atom, luminisensi kimia,
fluorometer, potensiometer, pH meter, elektroda membran ion selektif, dan
spektrofotometer (Sukarti, 1998).

5. Arduino Uno

Arduino Uno adalah papan mikrokontroler yang berdasarkan
ATmega328 yang memiliki 14 digital input atau output pin (dimana 6 digital input
atau output pin dapat digunakan sebagai output PWM), 6 input analog, osilator
kristal 16 MHz, koneksi USB, jack listrik, header ICSP, dan tombol reset.
Arduino Uno juga berisikan semua yang diperlukan untuk mendukung
mikrokontroler, dengan cara menghubungkannya ke komputer dengan kabel USB
atau power dengan adaptor AC-DC atau baterai untuk memulai. Arduino Uno

berfungsi sebagai pengontrol three-way solenoid valve dengan pemrograman


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

12

menggunakan komputer (Sari dkk., 2015). Bentuk fisik dari Arduino Uno dapat

dilihat pada gambar 2.7.

Gambar 2. 7 Modul Mikrokontroler Afdhino Uno
(Ardian, 2013)

Software Arduino Uno yang digunakan adalah driver dan IDE, walaupun

masih ada beberapa software lain yang sangat berguna selama pengembangan

arduino. Integrated Development Environment (IDE), suatu program khusus untuk

suatu komputer agar dapat membuat suatu rancangan atau sketsa program untuk

papan arduino. IDE arduino merupakan software yang sangat canggih ditulis

dengan menggunakan java. IDE arduino terdiri dari :

1.

Editor program sebuah window yang memungkinkan pengguna menulis dan
mengedit program dalam bahasa processing.

Compiler Berfungsi untuk kompilasi sketch tanpa unggah ke board bisa
dipakai untuk pengecekan kesalahan kode sintaks sketch. Sebuah modul yang
mengubah kode program menjadi kode biner bagaimanapun sebuah
mikrokontroler tidak akan bisa memahami bahasa processing.

Uploader berfungsi untuk mengunggah hasil kompilasi sketch ke board target.
Pesan error akan terlihat jika board belum terpasang atau alamat port COM
belum terkonfigurasi dengan benar. Sebuah modul yang memuat kode biner

dari komputer ke dalam memori di dalam papan arduino

(B. Gustomo, 2015).

Kelebihan Arduino dari platform hardware mikrokontroler lain adalah:

1.

IDE arduino merupakan multiplatform yang dapat dijalankan di berbagai

sistem operasi, seperti Windows, Macintosh dan Linux.
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. IDE arduino dibuat berdasarkan pada IDE processing yang sederhana sehingga
mudah digunakan.

. Pemrograman arduino menggunakan kabel yang terhubung dengan port USB,
bukan port serial. Fitur ini berguna karena banyak komputer yang sekarang ini
tidak memiliki port serial.

. Arduino adalah hardware dan software open source, pembaca bisa
mendownload software dan gambar rangkaian arduino tanpa harus membayar
pada pembuat arduino.

. Biaya hardware cukup murah.

. Proyek arduino ini dikembangkan dalam lingkungan pendidikan, sehingga bagi
pemula akan lebih cepat dan mudah mempelajarinya.

. Memiliki begitu banyak pengguna dan komunitas di internet yang dapat

membantu setiap kesulitan yang dihadapi

(Artanto, 2012).

2.4.2 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Analisis Sistem Alir

a) Panjang reaktor

Panjang reaktor dipengaruhi oleh reaksi yang terjadi pada sistem alir.

Panjang reaktor semakin panjang maka sampel akan mengalami jarak tempuh

yang lebih jauh menuju detektor sehingga sampel akan banyak mengalami proses

dispersi. Gambar 2.8 menunjukkan semakin panjang reaktor maka proses dispersi

akan meningkat sehingga puncak yang dihasilkan lebar dan rendah sedangkan

semakin pendek reaktor maka proses dispersi semakin sedikit sehingga puncak

yang dihasilkan runcing dan tinggi (Cerda dkk., 2014).
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Gambar 2. 8 Pengaruh panjang reaktor terhadap proses dispersi

(Cerda dkk., 2014)
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b) Diameter pipa

Diameter pipa mempengaruhi puncak yang dihasilkan. Lebar dan tinggi
puncak merupakan fungsi dari jari-jari pipa yaitu, semakin besar jari-jarinya maka
lebar puncak meningkat dan tinggi puncak menurun. Pipa dengan diameter kecil
menyebabkan penurunan dispersi disebabkan oleh waktu TR yang rendah. Nilai
kontribusi dapat diamati pada gambar 2.9 bahwa semakin besar nilai kontribusi
difusi maka terjadi peningkatan pada nilai TR. Gambar 2.9 menunjukkan bahwa
semakin besar diameter pipa maka proses dispersi semakin meningkat sehingga
puncak yang dihasilkan semakin lebar dan rendah, apabila diameter pipa semakin
kecil maka proses dispersi semakin menurun dan puncak yang dihasilkan semakin

runcing dan tinggi (Cerda dkk., 2014).

0.8 i.d.=0.8 mm
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2% i.d.= 1.0 mm
@ ':lll-"‘-l i -
2 i ——id.=15mm
g 04 .élill:f :’:. (t
£ i,||jf ;
< 02 /”

Gambar 2. 9 Pengaruh diameter pipa terhadap proses dispersi
(Cerda dkk., 2014)

c) Injeksi Volume

Jumlah volume yang diinjeksikan mempengaruhi tinggi puncak, semakin
banyak volume injeksi semakin tinggi puncak yang dihasilkan. Gambar 2.10
menunjukkan bahwa semakin banyak volume sampel yang di injeksi maka puncak
yang dihasilkan semakin tinggi, apabila volume sampel yang di injeksi sedikit

maka puncak semakin kecil (Cerda dkk., 2014).
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Gambar 2. 10 Pengaruh injeksi volume terhadap proses dispersi
(Cerda dkk., 2014)

d) Laju Alir

Efek laju alir juga berpengaruh pada proses dispersi, dispersi berkurang
dengan meningkatnya laju alir. Gambar 2.11 menunjukkan semakin besar laju alir
maka proses dispersi semakin rendah sehingga menghasilkan puncak yang
runcing, sedangkan semakin kecil laju alir maka proses dispersi semakin

meningkat sehingga puncak yang terbentuk menjadi lebar dan rendah (Cerda dkk.,
2014).
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Gambar 2. 11 Pengaruh laju alir terhadap proses dispersi
(Cerda dkk., 2014)

2.5 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrometer merupakan piranti yang menghasilkan spektrum sinar
dengan panjang gelombang tertentu, sedangkan fotometer merupakan piranti yang
digunakan untuk cahaya yang melewati suatu sampel, sedangkan sinar tampak
(Visibel) merupakan spektrum radiasi yang dihasilkan oleh alat spektrofotometer
itu sendiri. Spektrofotometri Visibel digunakan untuk menentukan konsentrasi,

panjang gelombang serapan maksimum (Amaks) dan nilai absorbansi atau
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transmitansi sinar pada pengukuran intensitas sampel larutan. Hasil pengukuran
menggunakan spektrofotometer merupakan fungsi absorbansi atau transmitansi
terhadap panjang gelombang sinar (Basset dkk., 1994).

Spektrofotometer terdapat sumber cahaya berupa lampu (Tungsten,
Deutrium atau Wolfram), kolimator untuk memotong sinar yang menyebar,
prisma berfungsi untuk menyeleksi spektrum cahaya atau dapat juga
menggunakan grating atau Kisi. Spektrofotometer juga terdapat kuvet untuk
wadah sampel sedangkan blanko sebagai pembanding dan detektor cahaya
(fotometer) untuk menangkap cahaya yang ditransmisikan oleh sampel. Cahaya
yang diseleksi oleh prisma atau grating dilewatkan pada sampel dan blangko
kemudian ditangkap oleh fotometer berupa intensitas cahaya. Perbandingan
intensitas cahaya yang melewati sampel dan blanko disebut sebagai transmitansi
cahaya yang disebutkan pada hukum Lambert-Beer (Khopkar, 1990)

Metode yang digunakan pada spektrofotometer disebut spektrofotometri,
yaitu pengukuran besarnya penyerapan sinar pada panjang gelombang tertentu.
Penyerapan sinar terjadi apabila elektron diberikan suatu energi yang cukup untuk
berpindah dari keadaan ground state menuju ke keadaan tereksitasi akibat adanya
pancaran radiasi dari sumber sinar dengan panjang gelombang tertentu (Day dan
Underwood, 1999). Gambar 2.12 adalah gambar daerah dari beberapa spektrum

elektromagnetik.

high ¢&————  Frequency (i) low

high € -Energy low
X-RAY ULTRAVIOLET m‘g’g’

— Nuclaar
Ultraviclet Visible Vibrational magnetic
infrared rESONANCE
| | | 2g -
L5 pm ——> 15 pm 1 mé——5m
200 nm &3 400 nm §&— » BOO nm
BLUE RED
short Wavelength (a) - ¥ long

Gambar 2. 12 Spektrum Elektromagnetik
(Pavia dkk., 2001)


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

17

Sinar tampak (visibel) mempunyai panjang gelombang antara 400-800
nm. Spektrofotometri visibel memiliki warna yang dapat dihubungkan dengan
panjang gelombang. Sinar putih mengandung radiasi pada semua panjang
gelombang di daerah sinar tampak dan warna-warna yang dapat dihubungkan
dengan panjang gelombang ini digunakan untuk menandai bagian-bagian dari
spektrum tertentu seperti terlihat pada table 2.1.

Tabel 2. 1 Spektrum sinar tampak dan warna-warna komplementernya

Panjang gelombang (nm) Warna yang diserap ~ Warna komplementer

400-435 Violet Kuning-hijau
435-480 Biru Kuning
480-490 Hijau-biru Orange
490-500 Biru-hijau Merah
500-560 Hijau Ungu
560-580 Kuning-hijau Violet
580-595 Kuning Biru

595-610 Orange Hijau-biru
610-750 Merah Biru-hijau

(Day dan Underwood, 2002).

Pengukuran komponen secara spektrofotometri menggunakan hukum
dasar yaitu Hukum Lambert-Beer. Hukum Lambert-Beer mengemukakan tentang
serapan sinar atau energi radiasi oleh spesies kimia secara kuantitatif. Suatu
berkas sinar polikromatis (cahaya putih) dilewatkan pada suatu objek maka akan
terjadi refleksi, absorbsi atau transmisi oleh objek. Suatu radiasi elektromagnetik
jika dikenakan pada suatu larutan dengan intensitas radiasi semula (lp), maka
sebagian radiasi tersebut akan diteruskan (ly), dipantulkan (I,), dan diabsorbsi (l).

o= lit lat b (2.1)
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Harga I, (¥4%) dengan demikian dapat diabaikan karena pada metode

spektrofotometri UV-Vis dipakai larutan pembanding sehingga:

Bouger, Lambert dan Beer membuat rumus secara matematik hubungan antara
transmitan atau absorban terhadap intensitas radiasi atau konsentrasi zat yang
dianalisis dan tebal larutan yang mengabsorpsi sebagai berikut:
=t lo=205%" o e (2.3)
A=Log l/T=eXCXbD.iiiiiiiiiiiiii (2.4)
Keterangan: T = Persen transmitan
lo = Intensitas radiasi yang datang
I = Intensitas radiasi yang diteruskan
¢ = Adsorptivitas molar (L. Mol cm™)
¢ = Konsentrasi (mol/L)
b = Tebal larutan (cm)
A = Absorban
(Mulja, 1995).

2.6 Software LabVIEW

LabVIEW (Laboratory Virtual Instrument Engineering Workbench)
adalah perangkat lunak yang khusus untuk pemrosesan dan visualisasi data dalam
bidang akuisisi data, kendali dan instrumentasi serta otomatisasi industri. Fungsi-
fungsi yang digunakan dalam perancangan sistem ini yaitu:

a. Komunikasi serial adalah bagian penting yang digunakan untuk interaksi
arduino dengan LabVIEW.

b. Graph sebagai bahasa pemrograman visual, LAbVIEW memberikan
kemudahan dan handal dalam pembuatan grafiknya. Graph yang dipakai pada
perancangan ini yaitu Waveform Chart yang menampilkan data yang diterima
pada laju konstan dengan cara menambahkan titik data setiap waktu ke grafik

(Sari dkk., 2015).
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LabVIEW banyak digunakan karena memiliki kelebihan. Beberapa
kelebihan LabVIEW antara lain :

1. Pembuatan program di LabVIEW jelas dan mudah dipahami, karena berbentuk
grafis, dengan instruksi berbentuk ikon-ikon, yang dihubungkan dengan garis
untuk menunjukkan aliran data, mirip flowchart.

2. Pembuatan program yang mudah, yaitu hanya dengan menarik keluar ikon
instruksi  yang sudah tersedia di palet (kotak instruksi), dan
menghubungkannya dengan garis ke ikon lain. Garis ini sama seperti variabel
pada bahasa pemograman teks. LabVIEW menyederhanakan pembuatan
program, karena garis tersebut hanya akan terhubung apabila tipe datanya
sesuai sehingga menghilangkan kebutuhan manajemen memori dan deklarasi
tipe data setiap variabel seperti dalam bahasa pemograman teks. Pengguna
juga tidak perlu mengingat nama instruksi, karena semua ditampilkan pada
palet.

3. Mempersingkat waktu pembuatan program karena mudah dipahami dan
mudah dibuat.

4. LabVIEW didesain sebagai sebuah bahasa program paralel (multicore) yang
mampu menangani beberapa instruksi sekaligus dalam waktu bersamaan. Hal
ini sangat sulit dilakukan dalam bahasa program teks, karena biasanya bahasa
program teks mengeksekusi instruksinya secara berurutan per baris, satu demi
satu. Pengguna LabVIEW dapat membuat aplikasi eksekusi paralel ini secara
mudah dengan menempatkan beberapa struktur loop secara terpisah dalam
block diagram.

5. Sifat modular LabVIEW memungkinkan pengguna untuk membuat program
yang kompleks dan rumit menjadi sederhana, yaitu dengan cara membuat
subprogram, atau di LabVIEW disebut subVI. Ikon-ikon dalam LabVIEW
sebenarnya merupakan subVI. Beberapa subVI dapat digabungkan menjadi
sebuah subVI. SubVI-subVI gabungan tersebut dapat digabungkan lagi
menjadi sebuah subV1 lain, demikian seterusnya dengan tingkat hirerarki yang
tidak terbatas

(Artanto, 2012).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Tempat penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Analitik,
Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Jember. Waktu penelitian dimulai pada bulan Oktober 2019 — Oktober 2020.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Peralatan yang akan digunakan dalam preparasi meliputi gelas ukur 10
mL, gelas kimia 50 mL, batang pengaduk, spatula, pipet tetes, pipet mohr 10 mL,
labu ukur 10 mL dan 100 mL, ball pipet, botol semprot, kaca arloji, dan neraca
analitik. Peralatan yang akan digunakan dalam perangkaian alat meliputi
komputer (Software labview 2018), Arduino Uno ATmega328P, three way
solenoid valve merk Bio-chem, relay 4 channel 5 Volt DC, power supply 5 Volt &
12 Volt, kabel pelangi, pompa peristaltik, tubing coil 0,8 mm, webcam merk Havit
HV-V622 8MP, dan spektrofotometer UV-Vis.

3.2.2 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu madu tanpa merk, madu
merk “Madu Rasa”, madu murni, akuades, asam galat sigma aldrich (C;HgOs)

(pa), natrium karbonat (Na,CO3) 10%, dan reagen Folin-Ciocalteau merk jerman

(pa).
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3.3 Diagram Alir
Diagram alir dalam penelitian ini ditunjukkan pada gambar 3.1.

Preparasi larutan dan sampel

Perangkaian Alat Sistem Alir Multi-commutation
terhubung dengan Spektrofotometri UV-Vis

A 4

Penentuan panjang gelombang maksimum

A 4
- Optimasi volume injeksi larutan Na,CO3 10%
- Optimasi volume injeksi reagen Folin-Ciocalteau

A 4

Kalibrasi

Pengukuran Sampel

Pengolahan Data

A 4

Hasil Analisis

Gambar 3. 1 Diagram analisis polifenol total pada madu dengan metode sistem alir Multi-
commutation menggunakan spektrofotometri UV-Vis

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Preparasi larutan dan sampel
a. Preparasi larutan baku asam galat 1000 ppm
Asam galat ditimbang sebanyak 0,1 g dan dilarutkan dengan sedikit
akuades. Larutan tersebut diaduk, kemudian dimasukkan dalam labu ukur 100 mL

dan ditambahkan akuades sampai tanda batas.
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b. Preparasi larutan standar asam galat

Larutan standar asam galat dibuat dengan mengencerkan larutan baku
pada labu ukur 100 mL dengan akuades. Larutan baku diambil 0,1,3,5,7,9 ml dan
diencerkan sampai 100 ml untuk membuat variasi konsentrasi larutan standar
yang digunakan yaitu 0 ppm, 10 ppm, 30 ppm, 50 ppm, 70 ppm, dan 90 ppm.
c. Preparasi larutan natrium karbonat (Na,COs3) 10%

Natrium karbonat ditimbang sebanyak 10 gram, dimasukkan dalam labu
ukur 100 mL dan diencerkan sampai tanda batas.
d. Preparasi sampel

Sampel madu diambil sebanyak 1 mL. Sampel madu dimasukkan dalam

labu ukur 10 mL. Madu diencerkan sampai tanda batas.

3.4.2 Skema alat
Perangkaian alat sistem alir multi-commutation yang terhubung dengan

detektor spektrofotometri UV-Vis dapat dilihat pada gambar 3.2.

R

>

Sty

@)

O

Gambar 3. 2 Desain instrumentasi analisis polifenol pada madu

Keterangan: A = carier (H,0)
B = sampel madu atau larutan standar asam galat
C = larutan natrium karbonat 10%

D = reagen Folin-Ciocalteau
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V1, Vo, V3= valve
RC1,RC;, = reaction coil

R = relay
w = limbah
R, Ry S R, Ry S

- Il -—

Gambar 3. 3 Model sistem aliran Multicommutation

3.4.3 Prosedur sistem alir Multi-commutation

Three way valve solenoid (V1, V», V3) ketika dalam keadaan mati, maka
akan menarik carier menuju detektor dan akan menghasilkan baseline. Three way
valve solenoid secara bergantian diaktifkan dimana V; untuk sampel atau larutan
standar asam galat, V untuk larutan natrium karbonat 10%, dan V3 untuk reagen
Folin-Ciocalteau. Waktu pergantian V1, V, Vs dilakukan sesuai model aliran pada
gambar 3.3. Pembacaan sinyal dimulai dengan pembentukan produk dari hasil
sampel atau larutan standar asam galat dengan larutan natrium karbonat 10% dan
reagen Folin-Ciocalteau, setelah semua valve selenoid dimatikan maka carier
akan mengalir terus menerus untuk menggantikan semua larutan yang telah

dialirkan sebelumnya.

3.4.4 Penentuan panjang gelombang maksimum

Penentuan panjang gelombang maksimum diperlukan untuk memperoleh
hasil absorbansi yang maksimum pada pengukuran kadar senyawa polifenol
menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Pengukuran panjang gelombang
maksimum dilakukan dengan menggunakan larutan asam galat 500 ppm. Larutan
asam galat 500 ppm sebanyak 100 puL kemudian ditambahkan larutan Na,COj3
10% dan reagen Folin-Ciocalteau masing-masing 100 pL dan ditambahkan
akuades sampai 10 mL. Larutan tersebut kemudian diukur pada panjang

gelombang antara 600-750 nm dengan interval 10 nm. Setelah diperoleh panjang
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gelombang maksimum maka rentang intervalnya diperkecil menjadi 2 nm dan
ditentukan panjang gelombang maksimumnya.
3.4.5 Penentuan volume larutan Na,CO3; 10%

Larutan asam galat yang telah dibuat dengan konsentrasi 500 ppm
dialirkan sebanyak 100 pL dengan laju alir 25 pL/detik. Larutan Na,CO3z 10%
diinjeksikan sebanyak 75 pL pada katub selenoid yang kedua, kemudian
injeksikan reagen Folin-Ciocalteau sebanyak 100 pL pada katub selenoid yang
ketiga. Volume injeksi larutan Na,COj3 selanjutnya divariasikan menjadi 100 L,
125 pL, 150 pL, dan 175 pL. Penentuan volume larutan Na,COj3 diukur dengan
panjang gelombang maksimum hasil pengukuran sebelumnya. Tentukan volume
injeksi yang paling optimum.

3.4.6 Penentuan volume reagen Folin-Ciocalteau

Optimasi volume injeksi reagen Folin-Ciocalteau dilakukan dengan
menggunakan larutan asam galat 500 ppm sebanyak 100 pL. Larutan diukur
dengan laju alir 25 pL/detik. Larutan Na,CO3; 10% diinjeksikan dengan volume
optimum sesuai hasil percobaan sebelumnya, kemudian injeksikan reagen Folin-
Ciocalteau sebanyak 75 pL pada katub selenoid yang ketiga. Aliran dilanjutkan
hingga bertemu dengan sampel madu. Larutan diukur dengan panjang gelombang
maksimum. Variasi volume injeksi reagen Folin-Ciocalteau divariasikan menjadi
100 pL, 125 pL, 150 pL, dan 175 pL. Tentukan volume injeksi yang paling
optimum.

3.4.7 Pembuatan kurva kalibrasi asam galat

Pengukuran absorbansi larutan standar dengan variasi konsentrasinya
dilakukan pada laju alir 25 plL/detik dan panjang gelombang maksimum serta
volume injeksi larutan Na,CO3 10% dan reagen Folin-Ciocalteau yang optimum.
Variasi konsentrasi larutan standar yang digunakan adalah 0, 10, 30, 50, 70, dan
90 ppm asam galat. Nilai absorbansi yang telah diperoleh kemudian digunakan
untuk kurva kalibrasi antara konsentrasi larutan standar dengan absorbansi. Kurva
kalibrasi yang diperoleh akan menghasilkan persamaan regresi (y = mx + c¢) yang
digunakan sebagai penentuan kadar polifenol pada madu.
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3.4.8 Pengukuran sampel

Sampel dialirkan sebanyak 100 pL dan diukur dengan laju alir 25
pL/detik, menggunakan panjang gelombang maksimum, volume optimasi larutan
Na,CO3; 10% dan reagen Folin-Ciocalteau. Sampel dialirkan menuju ke detektor
yang berupa spektrofotometer UV-Vis untuk menghasilkan data yang akan

ditampilkan oleh komputer.

3.4.9 Karakteristik data

Kerja dari suatu alat dapat diketahui baik atau tidaknya dengan
mengevaluasi karakteristiknya meliputi linieritas, sensitivitas, limit deteksi, dan
repeatabilitas.
a. Linieritas

Penentuan linearitas dilakukan dengan mengukur absorbansi suatu seri
konsentrasi larutan baku pada panjang gelombang maksimum. Hasil absorbansi
yang diperoleh kemudian dianalisis dengan membuat suatu persamaan garis
regresi linear dan ditentukan koefisien korelasinya. Nilai absorbansi yang
diperoleh tiap konsentrasi dirata-rata dan dibuat persamaan garisnya dengan
metode regresi linier (y = mx + c). Nilai slope atau kemiringan (m), intersep (c)
dan sebagai parameter adanya hubungan linier digunakan koefisien korelasi (r)
yang menggambarkan linieritasnya (Ermer dan Miller, 2005). Hubungan linier
yang dapat diterima adalah >0,9970, sedangkan nilai ideal jika r = +1 atau r = -1
menunjukkan jika hubungan antara kedua peubah sangat erat, sedangkan nilai r
yang mendekati nol menggambarkan hubungan antara peubah tidak linier. Nilai
regresi yang diperoleh kurang dari 0,9970, maka konsentrasi larutan standar yang
digunakan diubah-ubah sampai menemukan regresi yang dapat diterima (Riyanto,
2014)
b. Sensitivitas

Nilai sensitivitas diperoleh dari menganalisa persamaan garis dari kurva
kalibrasi antara variasi kadar asam galat dengan respon detektor yang akan
ditunjukkan dari slope (m) atau kemiringan kurva kalibrasi tersebut. Nilai

sensitivitas yang benar menunjukkan bahwa perubahan kadar yang kecil dari asam
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galat memberikan nilai absorbansi yang berarti sehingga dapat diperoleh respon
detektor yang sangat sensitif.
c. Limit Deteksi

Limit deteksi dapat ditentukan dengan cara pengukuran larutan blanko
untuk memperoleh nilai absorbansi dengan panjang gelombang maksimum
sebanyak 10 kali pengulangan. Berdasarkan senyawa yang diukur dapat dicari
standar deviasinya (SD) untuk menentukan Y op kemudian disubstitusikan ke
persamaan kurva kalibrasi sehingga didapatkan konsentrasi dari limit deteksi

tersebut. Rumus penentukan limit deteksi sebagai berikut :

SD = Persamaan 3.1
n-1

Yoo = Yg+3SD Persamaan 3.2
Y —-C
XLop = —Lorz

Persamaan 3.3
Dimana SD adalah standar deviasi kurva kalibrasi, y adalah absorbansi blanko, y
adalah absorbansi rata—rata blanko, n = jumlah pengulangan Y op adalah limit
deteksi, Yg adalah rata-rata absorbansi, X, op adalah konsentrasi limit deteksi, ¢
adalah intersep dan m adalah slope dari kurva kalibrasi(Ermer dan Miller, 2005).
d. Repeatabilitas

Repeatabilitas ditentukan dengan mengukur larutan standar asam galat.
Setiap pengukuran dilakukan oleh analis yang sama pada kondisi yang sama
dengan tiga kali pengulangan dan dalam interval yang pendek. Keterulangan
menunjukkan tingkat kesalahan pengukuran akibat pengulangan.

Kv = [STD} x100 %

X Persamaan 3.3

Dimana : Kv = koefisien variasi

SD = standart deviasi

x = absorbansi rata-rata sampel
(Harmita, 2004).
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e.  Uji perolehan kembali (Recovery)

Uji ini diawali dengan pengukuran sampel dari analit dan ditentukan
konsentrasi sampelnya. Sampel kemudian ditambahkan dengan larutan baku analit
dengan perbandingan 1 : 1 sebagai konsentrasi total sampel, kemudian dianalisis
dan ditentukan konsentrasi total sampel. Perhitungan perolehan kembali dapat
dihitung dengan rumus sebagai berikut:

. Cp—C
% Perolehan kembali = FC—*A x 100% Persamaan 3.4
A
Keterangan: Ck = konsentrasi total sampel yang diperoleh dari pengukuran
Ca = konsentrasi sampel sebenarnya
C*a = konsentrasi analit yang ditambahkan

(Harmita, 2004).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh maka dapat ditarik beberapa

kesimpulan, yaitu sebagai berikut:

1.

Volume injeksi berpengaruh terhadap nilai absorbansi yang dihasilkan,
sehingga volume optimum untuk larutan natrium karbonat 10% dan reagen
Folin-Ciocalteau yang diinjeksikan yaitu masing-masing sebesar 150 pL dan
125 pL dengan menghasilkan nilai absorbansi tertinggi.

Hasil analisis data penentuan polifenol dengan metode analisis sistem alir
multi-commutated flow injection analysis diperoleh linieritas dari persamaan
y = 0,0022x + 0,0465 dengan koefisien korelasi sebesar 0,9985, sensitivitas
sebesar 0,0022 absorbansi/ppm, limit deteksi sebesar 1,6 ppm, repeatabilitas
kurang dari 2%, dan uji perolehan kembali (% recovery) untuk sampel madu
tanpa merk, madu merk “Madu Rasa”, dan madu murni yaitu 120%, 89,2%
dan 118%.

Kadar polifenol dalam madu tanpa merk menggunakan Multi-Commutated
Flow Injection Analysis (MCFIA) dengan deteksi Spektrofotometri UV-
Visibel sebesar 18,6 ppm, pada sampel madu merk “Madu Rasa” sebesar 43,3

ppm, sedangkan pada sampel madu murni sebesar 65,6 ppm.

5.2 Saran

Berdasarkan pengamatan terhadap hasil yang diperoleh, penelitian ini

perlu dilakukan variasi sampel madu lebih banyak lagi sehingga dapat mengetahui

kadar polifenol dalam berbagai jenis madu.
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LAMPIRAN

Lampiran 3. 1 Pembuatan Larutan Asam Galat

3.1.1 Pembuatan larutan baku asam galat 1000 ppm
Mr Asam galat (C;H¢Os) = 170,12 g/mol

1000 ppm =

_ 1000 mg

_1g _ 01g

L

©1000mL 100 mL

3.1.2 Pembuatan larutan standar asam galat

a)

b)

d)

10 ppm

M . Vi

10 ppm x 100 mL
V>

30 ppm

M . Vi

30 ppm x 100 mL
V>

50 ppm

M . Vi

50 ppm x 100 mL
Vs

70 ppm

M . Vi

40 ppm x 100 mL
V>

90 ppm

M.V,

50 ppm x 100 mL
V>

= M2 d V2
= 1000 ppm x V>
=1mL

= M2 \ V2
= 1000 ppm x V>
=3 mL

= M2 . V2
= 1000 ppm x V;
=5mL

= M2 . V2
= 1000 ppm x V;
=7mL

= M2 . V2
= 1000 ppm x V»
=9mL
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3.1.3 Pembuatan Larutan Natrium Karbonat (Na,CO3) 10%
gram Na,C03 10

100

Berat/volume(10%) =

Lampiran 4. 1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

100 mL

x 100 mL =10 gram
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Tabel 4.1.1 Data penentuan panjang gelombang maksimum dengan rentang 10 nm

Panjang Gelombang Absorbansi
(nm) P1 P2 P3 Rata-Rata
600 0,464 0,464 0,464 0,464
610 0,478 0,478 0,478 0,478
620 0,495 0,495 0,495 0,495
630 0,504 0,504 0,504 0,504
640 0,509 0,509 0,509 0,509
650 0,511 0,511 0,511 0,511
660 0,515 0,515 0,515 0,515
670 0,508 0,508 0,508 0,508
680 0,502 0,502 0,502 0,502
690 0,492 0,492 0,492 0,492
700 0,483 0,483 0,483 0,483
710 0,472 0,472 0,472 0,472
720 0,458 0,458 0,458 0,458
730 0,442 0,442 0,442 0,442
740 0,423 0,423 0,423 0,423
750 0,402 0,402 0,402 0,402

Tabel 4.1.2 Data penentuan panjang gelombang maksimum dengan rentang 2 nm

Panjang Gelombang Absorbansi
(nm) P1 P2 P3 Rata-Rata
652 0,511 0,511 0,511 0,511
654 0,512 0,512 0,512 0,512
656 0,513 0,513 0,513 0,513
658 0,514 0,514 0,514 0,514
660 0,515 0,515 0,515 0,515
662 0,514 0,514 0,514 0,514
664 0,512 0,512 0,512 0,512
666 0,510 0,510 0,510 0,510
668 0,508 0,508 0,508 0,508
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Gambar 4.1 Profil serapan panjang gelombang maksimum kompleks
molybdenumblue pada panjang gelombang 600-750 nm dengan
interval 10 nm dan 2 nm

Lampiran 4. 2 Optimasi Volume Injeksi

Tabel 4.2.1 Hasil Optimasi Volume Injeksi Natrium Karbonat 10%

Volume Natrium Absorbansi
Karbonat 10%
(uL) P1 P2 P3 Rata-rata
75 0,673 0,675 0,682 0,677
100 0,725 0,733 0,723 0,727
125 0,853 0,868 0,864 0,862
150 0,953 0,955 0,953 0,954

175 0,662 0,652 0,657 0,657
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Tabel 4.2.2 Hasil Optimasi Volume Injeksi Reagen Folin-Ciocalteau

Absorbansi

Volume Reagen Absorbansi
Folin-Ciocalteau
(uL) P1 P2 P3 Rata-rata
75 0,792 0,790 0,794 0,792
100 0,878 0,883 0,878 0,879
125 0,971 0,972 0,974 0,972
150 0,855 0,856 0,853 0,854
175 0,752 0,755 0,759 0,755
Lampiran 4. 3 Data Kurva Kalibrasi
Konsentrasi Absorbansi
(Ppm) P1 P2 P3 Rata-rata
0 0,046 0,047 0,47 0,0467
10 0,066 0,067 0,65 0,066
30 0,116 0,114 0,118 0,116
50 0,161 0,157 0,159 0,159
70 0,206 0,208 0,210 0,208
90 0,245 0,242 0,248 0,245
Gambar 4.2 Profil kurva kalibrasi larutan standar asam galat
04 - 237 y=00022x+0,0465
' 3 r2=0,9985
< 0,2
035 | 5
K0
0314 <
O T T T 1
0,25 - 0 40 60 80 100
Konsentrasi (ppm)
0,2
0,15 -
0,1 -
0,05 -
O .
0 10 30 50 70 90

Konsentrasi (ppm)
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Lampiran 4. 4 Perhitungan Limit Deteksi

Pengulangan Absorbansi Blanko [Y-Yq] [Y-Y.]?
Y

1 0?0435 -0,0023 5,29E-06
2 0,049 0,0017 2,89E-06
3 0,046 -0,0013 1,69E-06
4 0,047 -0,0003 9E-08
5 0,047 -0,0003 9E-08
6 0,048 0,0007 4,9E-07
7 0,047 -0,0003 9E-08
8 0,048 0,0007 4,9E-07
9 0,047 -0,0003 9E-08
10 0,049 0,0017 2,89E-06

Rata-rata (Yg) 0,047 > =0,000014

Pers. Kurva Kalibrasi y = 0,0022x + 0,0465

SD = Z[Y _Y1]2

N n-1

_ /0,000014
10-1

=0,0012

Pengukuran Y op=Yg+ 3 SD
= 0,047 + 3 (0,0012)
=0,047 + 0,0036
=0,050

Konsentrasi limit deteksi

Yiop—¢
(Xiop) =———

_ 0,050 —0,0465
0,0022
=1,6 ppm
Jadi, konsentrasi terkecil yang dapat dideteksi untuk metode multi commutated

flow injection analysis yaitu 1,6 ppm.
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Lampiran 4. 5 Perhitungan Keterulangan (Repeatability)

SD

Ko?:srr;t)raa : Abso;ban5| . Rata - rata D Kv (%)
0 0,046 0,047 0,047 0,0467 0,0005 1,2
10 0,066 0,067 0,065 0,066 0,001 1,5
30 0,116 0,114 0,118 0,116 0,002 1,7
50 0,161 0,157 0,159 0,159 0,002 1,2
70 0,206 0,208 0,210 0,208 0,002 0,9
90 0,245 0,242 0,248 0,245 0,003 1,2

Lampiran 4. 6 Perhitungan Konsentrasi Polifenol dalam Sampel

Persamaan Kurva Kalibrasi y = 0,0022x + 0,0465

4.6.1 Sampel madu tanpa merk

1.

y =0,088

y =0,0022x + 0,0465
0,088 =0,0022x + 0,0465
0,088 - 0,0465 =0,0022x

0,0415 = 0,0022x

X = 18,8 ppm

y = 0,086

y =0,0022x + 0,0465
0,086 =0,0022x + 0,0465
0,086 - 0,0465 =0,0022x

0,0395 =0,0022x

X =17,9 ppm

y = 0,089

y =0,0022x + 0,0465
0,089 =0,0022x + 0,0465
0,089 - 0,0465 =0,0022x

0,0425 = 0,0022x

X =19,3 ppm
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Konsentrasi sampel madu Ep Konsentrasi semula SD
tanpa merk (ppm)
18,8 188 0,709
s oD
Rata-rata: 18,6 186
4.6.2 Sampel madu merk “Madu Rasa”
1. y =0,142
y =0,0022x + 0,0465
0,142 =0,0022x + 0,0465
0,142 - 0,0465 = 0,0022x
0,0955 = 0,0022x
X = 43,4 ppm
2. y =0,0141
y =0,0022x + 0,0465
0,141 =0,0022x + 0,0465
0,141 - 0,0465 =0,0022x
0,0945 =0,0022x
X =42,9 ppm
3. y =0,143
y =0,0022x + 0,0465
0,143 =0,0023x + 0,0463
0,143 - 0,0465 = 0,0022x
0,0965 = 0,0022x
X = 43,8 ppm
Konsentrasi Sampel “Madu Konsentrasi semula SD
Rasa” (ppm) i
434 434 0,451
2 o
Rata-rata: 43,3 433
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4.6.3 Sampel madu murni

1. y =0,191
y =0,0022x + 0,0465
0,191 =0,0022x + 0,0465
0,191 - 0,0465 =0,0022x
0,1445 =0,0022x
X = 65,6 ppm

2. y =0,193
y =0,0022x + 0,0465
0,193 =0,0022x + 0,0465
0,193 - 0,0465 =0,0022x
0,1465 =0,0022x
X = 66,6 ppm

3. y =0,189
y =0,0022x + 0,0465
0,189 =0,0022x + 0,0465
0,189 - 0,0465 =0,0022x
0,1425 =0,0022x
X = 64,7 ppm

Konsentrasi_sampel madu Fp Konsentrasi semula SD
murni (ppm)
65,6 656 0,950
g8 o
Rata-rata: 65,6 656

Lampiran 4. 7 Uji Recovery

50

Perhitungan konsentrasi polifenol dalam campuran sampel dan larutan standar 50

ppm.

Persamaan Kurva Kalibrasi y = 0,0022x + 0,0465

4.7.1 Sampel madu tanpa merk + larutan standar 50 ppm

1. y
y

=0,135
=0,0022x + 0,0465
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0,135 =0,0022x + 0,0465
0,135-0,0465 =0,0022x
0,0885 =0,0022x
X =40,2 ppm
2. y =0,133
y =0,0022x + 0,0465
0,133 =0,0022x + 0,0465
0,133 - 0,0465 = 0,0022x
0,0865 =0,0022x
X = 39,3 ppm
f y =0,132
y =0,0022x + 0,0465
0,132 =0,0022x + 0,0465
0,132 - 0,0465 =0,0022x
0,0855 =0,0022x
X = 38,8 ppm
Konsentrasi sampel madu SD
tanpa merk + standar (ppm)
40,2 0,709
39,3
38,8

Rata-rata: 39,4

Sampel rata-rata : 18,6m X

Standar

Sampel + Standar rata-rata : 39,4 — x

% Recovery =

% Recovery =

1L
L 1000mL

:SOEX 1E
L 1000mL

mg 1L

x5mL =0,25mg

L " 1000mL
[C]f —[C]a
[Cla*
(0,394 —0,093)
0,25

.100%

.100% =120%

x5mL = 0,093mg

x10mL = 0,394mg
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4.7.2 Sampel madu merk “Madu Rasa” + larutan standar 50 ppm

1. y =0,143
y =0,0022x + 0,0465
0,143 =0,0022x + 0,0465
0,143 - 0,0465 = 0,0022x
0,0965 = 0,0022x
X =43.8 ppm
2. y = 0,146
y =0,0022x + 0,0465
0,146 =0,0022x + 0,0465
0,146 - 0,0465 = 0,0022x
0,0995 =0,0022x
X =45,2 ppm
3. y =0,141
y =0,0022x + 0,0465
0,141 =0,0022x + 0,0465
0,141 - 0,0465 =0,0022x
0,0945 = 0,0022x
X =42,9 ppm
Konsentrasi sampel madu merk SD
“Madu Rasa” + standar (ppm)
43,8 1,159
45,2
42,9
Rata-rata: 43,9
Sampel rata-rata : 43,3mx te x5mL = 0,216mg
L 1000mL
Standar 50M9 1 yemL = 0,25mg
L 1000mL
mg 1L

Sampel + Standar rata-rata : 43,9— X
L 1000mL

x10mL = 0,439mg
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[C]f ~[C]a

% Recovery = (Cla* .100%
% Recovery = (0’43%_22’216)100% =89,2%

4.7.3 Sampel madu murni + larutan standar 50 ppm

1. y =0,185
y =0,0022x + 0,0465
0,185 =0,0022x + 0,0465
0,185 - 0,0465 = 0,0022x
0,1385 =0,0022x
X =62,9 ppm
2. y =0,184
y =0,0022x + 0,0465
0,184 =0,0022x + 0,0465
0,184 - 0,0465 = 0,0022x
0,1375 =0,0022x
X = 62,5 ppm
) y =0,182
y =0,0022x + 0,0465
0,182 =0,0022x + 0,0465
0,182 - 0,0465 = 0,0022x
0,1355 =0,0022x
X =61,6 ppm
Konsentrasi sampel madu SD
murni + standar (ppm)
62,9 0,665
62,5
61,6
Rata-rata: 62,3
Sampel rata-rata : 65,6m—|_g X1001(I)_mL x5mL = 0,328mg
Standar : 50m X 1L x5mL = 0,25mg

L 1000mL
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Sampel + Standar rata-rata : 62,3m X 1 x10mL = 0,623mg

1000mL

% Recovery = [CIT=ICIa 14094
[Cla*
% Recovery = wlCO% =118%
0,25
Jenis Madu
Madu tanpa Madu merk Madu murni
merk “Madu Rasa”
Polifenol 120% 89,2% 118%

Lampiran 4. 8 Konversi satuan ppm ke satuan molaritas

Mr Asam Galat (C;HgOs) = 170,12 gram/mol

a. 1000 ppm
_ 1000 mg 1000 mg l:
1000 ppm = IL 170,12 gram/mol v 0,0058 M
b. 10 ppm
_10mg 10 mg l »
10 ppm = IL 170,12 gram/mol £ T 0,000058 M
c. 30ppm
_30mg 30 mg l y
30 ppm = IL 170,12 gram/mol L D 0,000176 M
d. 50ppm
_50mg 50 mg l _
50 ppm = IL 170,12 gram/mol i 0,000293 M
e. 70 ppm
_10mg 70 mg l _
70 ppm = 1L 170,12 gram/mol x L 05000411 M
f. 90 ppm
90 ppm = me— __20me . 1_ 000529 M

1L 170,12 gram/mol L
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