
BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Defenisi Kecap

Kecap  berasal dari Amoy koechiap atau ke-tsip. Dalam bahasa Kanton modern diucapkan gwaijap. Istilah bahasa Inggris ketchup juga diduga berasal dari koechiap, karena dalam dialek Tionghoa berarti saus terong kecil atau tomat. Bahan utama kecap adalah kacang kedelai. Kecap dapat dibuat dengan memfermentasi kedelai atau dengan hidrolisis asam. (Ariyanto dkk, 2019).

Kecap adalah produk tradisional yang banyak digunakan oleh masyarakat sebagai bahan penambah rasa makanan. Kecap merupakan bumbu makanan yang berwarna hitam kecokelatan dan memiliki rasa yaitu manis, pedas, dan asin. Kecap dibuat dari kedelai hitam melalui proses fermentasi, hidrolisis asam, atau kombinasinya. Perawatan kecap ini mungkin ditemukan ribuan tahun yang lalu dan berasal dari Cina daratan. Secara tradisional, kecap dibuat melalui proses fermentasi menggunakan mikroorganisme untuk mengubah senyawa makromolekul kompleks menjadi senyawa sederhana penambah rasa ini sangat populer di Indonesia, perkembangan industri masakan turut mendorong perkembangan kecap di Indonesia. Kecap memiliki umur simpan yang lama dalam kemasan karena bahan pengawetnya (Asra dkk, 2019).

2.1.1 Kecap Pedas

Kecap pedas merupakan kecap manis yang dimodifikasi dari kedelai hitam berkualitas tinggi dan dipadukan dengan cabai asli untuk aroma dan rasa yang pedas. Kedelai pilihannya dengan sensasi manis dan pedas otentik yang menggugah selera. Setiap orang bisa memasak untuk hidangan yang lebih lezat. Dalam perkembangannya di Indonesia, kecap pedas jenis ini sebenarnya populer sebagai penambah rasa. Budaya budaya yang berpadu dengan setiap tetes kecap yang kita konsumsi seolah membawa produsen sejarahnya sendiri.

2.1.2 Jenis-Jenis Kecap

a) Kecap Asin

Kecap yang memiliki warna yang lebih gelap tergantung pada proses penuaan yang konsistensinya lebih kental dan baunya lebih menyengat. Kecap ini disebut dark soy dan cocok untuk slow cooker atau braising - seperti semur karena lebih meresap. Pada saat yang sama, kedelai ringan cocok untuk menggoreng dan mengukus makanan. 

b) Kecap Manis

Kecap manis terbuat dari kedelai (termasuk kedelai hitam) dan gula. Secara tradisional, gula merah atau gula Jawa.Kecap ini memiliki rasa manis.

c)  Kecap Jamur

Kecap terbuat dari kacang kedelai yang telah ditambahkan ekstrak jamur (kecap rasa jamur). Di Singapura sering disebut black sauce - terjemahan langsung dari dark soy - karena biasanya sangat gelap. Kecap ini biasanya digunakan sebagai bumbu saat makan nasi basah cina (soap fan atau clay pot rice).
d) Kecap Ikan

kecap ikan (fish sauce). Ini adalah jenis rempah yang paling populer di Thailand (disebut Nam pla), Vietnam (disebut Nuoc mam), Orang Thailand jarang menggunakan garam saat memasak, tapi selalu menggunakan kecap ikan ini. Aromanya sangat kuat, namun setelah dimasak, aromanya menjadi harum. Kecap ikan terbuat dari ikan yang difermentasi (ikan segar atau kering).

e) Kecap Inggris

Kecap Inggris dibuat dari bahan-bahan yang sangat kaya, seperti Cuka, Molase, Gula Jagung, Cabai, Lada Hitam, Asam Jawa, Bawang Merah, Bawang Merah, Bawang Putih,dan anchovies. Kecap ini  cocok dengan daging panggang.

f) Kecap Jepang

Kecap Jepang cocok untuk dimasak (sukiyaki, teppanyaki) atau sebagai saus. Pada umumnya kecap Jepang disebut shoyu. Aromanya lebih aromatik dan rasanya lebih lembut. Sangat cocok sebagai celupan aneka seafood (Ariyanto dkk, 2019).

2.1.3 Bahan Utama Kecap (Kedelai Hitam)
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Kedelai hitam merupakan bahan makanan yang banyak mengandung antioksidan, kedelai hitam juga merupakan bagian penting dari menu makanan masyarakat Asia. Salah satu senyawa antioksidan pada kedelai hitam adalah isoflavon. Isoflavon berperan sebagai antioksidan melalui dua mekanisme, yaitu:mendonorkan ion hidrogen dan bertindak langsung sebagai radikal bebas, membuat radikal bebas tersebut lebih stabil. Selain isoflavon, senyawa yang berperan sebagai antioksidan pada kedelai hitam adalah polifenol dan antosianin (Sukamto dkk, 2012).

Gambar 2.1 Kedelai Hitam
Kedelai hitam memiliki keunggulan tersendiri karena kandungan gizinya yang tinggi, terutama protein dan karbohidrat. Asam amino dalam kedelai hitam adalah leusin dan lisin. Keduanya adalah asam amino yang dibutuhkan enzim untuk memecah kedelai untuk menghasilkan kecap yang enak, beraroma, dan bercita rasa khas. Kedelai hitam juga mengandung lebih banyak asam glutamat dibandingkan kedelai kuning. Asam amino inilah yang menjadi komponen penyusun rasa gurih (Nurrahman, 2015).

2.1.4 Kandungan Gizi Kedelai Hitam

Kandungan gizi kedelai meliputi protein, lemak, vitamin, mineral dan serat. Kualitas protein kedelai lebih baik daripada kualitas protein dari kacang lainnya. Kedelai mengandung semua asam amino esensial yang setara dengan protein hewani (daging, susu dan telur). Kedelai juga tidak mengandung kolesterol. Selain itu, kedelai kaya akan asam linoleat omega-6 dan asam linolenat omega-3 yang dapat mengurangi risiko penyakit jantung dengan cara mencegah pengerasan pembuluh darah (aterosklerosis), pembekuan darah, dan diabetes. Lesitin dalam kedelai juga dapat membantu menjaga kesehatan jantung karena memiliki sifat pengemulsi lemak, memungkinkannya menetralkan atau menormalkan lipid darah (Loi, 2018).

Kandungan protein kedelai hitam adalah 40,4 g/100 g dan mengandung antioksidan yaitu H. antosianin dan isoflavon. Kandungan polifenol, flavonoid, dan antosianin total 6,13 mg/g lebih tinggi dibandingkan kedelai kuning; 2,19 mg/g; 0,65 mg/g. Isoflavon merupakan antioksidan yang termasuk dalam golongan flavonoid yang banyak terdapat pada kedelai, yang memiliki efek menguntungkan pada pasien diabetes melitus dengan meningkatkan insulin serum dan komponen insulin pankreas. Kedelai mengandung isoflavon (kelompok flavonoid) dan kedelai hitam. Isoflavon merupakan zat dalam kedelai yang berfungsi sebagai antioksidan dan dapat mencegah kerusakan akibat radikal bebas. Kedelai hitam memiliki kadar antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan kedelai kuning (Fawwaz dkk, 2017).

2.2 Defenisi Natrium Benzoat

Natrium benzoat (C6H3COONa) adalah garam atau ester dari asam benzoat yang diproduksi secara komersial melalui sintesis kimia. Natrium benzoat yaitu salah satu pengawet organik, yang merupakan bubuk atau serpihan kristal berwarna putih, tidak berbau.
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Gambar 2.2 Struktur Natrium benzoat 
Sifat fisiknya lebih larut dalam air dan juga larut dalam alkohol dengan titik didih di atas 300 °C Sifat natrium benzoat yaitu karakteristik stabil, tidak berbau, kristal putih, udara stabil, memiliki pH 7,5 pada konsentrasi 10 g/liter air, larut dalam etanol, metanol, dan etilen glikol sedikit larut dalam air, sedikit larut dalam etanol dan lebih larut dalam etanol 90%. Simpan dalam wadah tertutup rapat (Putri, 2019).
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Gambar 2.3 Natrium Benzoat

Natrium benzoat juga dikenal sebagai senyawa antimikroba karena tujuan penggunaan bahan pengawet ini pada produk kecap adalah untuk mencegah pertumbuhan ragi dan bakteri, terutama pada makanan yang sudah dibuka kemasannya. Jumlah maksimum benzoat yang dapat digunakan dalam kecap adalah 600 mg/kg sesuai dengan persyaratan mutu kecap. Kadar maksimum yang sama yaitu 600 mg/kg terhitung sebagai asam benzoat juga ditentukan dalam Peraturan BPOM RI No. 36 Tahun 2013 tentang Batas Maksimum Konservatif.

Natrium benzoat lebih sering digunakan dalam bentuk garamnya karena lebih mudah larut daripada bentuk asamnya. Bentuk garam yang paling umum dari asam benzoat adalah natrium benzoat. Benzoat dan turunannya dapat menghancurkan sel mikroba, terutama kapang. Natrium benzoat bekerja pada pH 7, sehingga sering digunakan pada makanan atau minuman yang bersifat netral (Nurisyah, 2018).

Natrium benzoat merupakan bahan pengawet yang tidak dilarang di Indonesia namun dapat menyebabkan gangguan kesehatan jika dikonsumsi secara berlebihan. Pembatasan penggunaan natrium benzoat dimaksudkan untuk mencegah terjadinya keracunan. Mengkonsumsi makanan yang mengandung natrium benzoat tidak berbahaya secara langsung, namun akan terakumulasi saat diserap oleh tubuh, terutama bila jumlah yang dikonsumsi melebihi batas pemakaian (Ramadhani, 2019).

Pengawet yang banyak digunakan untuk mengawetkan berbagai makanan adalanatrium benzoat. Konsumsi zat ini pada orang yang alergi terhadap natrium benzoat dapat menyebabkan rinitis, gatal-gatal, asma, dan bahkan syok anafilaksis. Tidak ada bahaya langsung dari mengonsumsi makanan yang mengandung natrium benzoat, namun terakumulasi di dalam tubuh, terutama jika jumlah asupan melebihi batas penggunaan yang menyatakan bahwa itu adalah zat yang ditambahkan ke Bahan tambahan makanan dapat berupa pengawet, pemanis, dan penambah rasa (Hardiyat dkk, 2022).

Meskipun natrium benzoat diakui sebagai zat yang aman, paparan jangka pendek dapat menyebabkan iritasi mata, kulit, dan pernapasan, namun paparan jangka panjang atau berulang dapat menyebabkan sensitisasi kulit yang parah. Pemberian dosis besar menyebabkan pelepasan histamin dan prostaglandin, tukak lambung dan perubahan sekresi lendir lambung. Dalam sebuah studi tahun 2007, natrium benzoat meningkatkan tekanan darah, yang pada akhirnya menyebabkan pecahnya pembuluh darah pada sel tikus. Kerusakan membran selhilangnya hepatosit dan krista di mitokondria yang terhubung ke rongga selubung luar mitokondria di sitoplasma serta disfungsi hati dan ginjal (Shahmohammadi, 2016).
Natrium benzoat yaitu pengawet makanan sintetis pertama yang disetujui dalam sediaan makanan AS pada tahun 1908 dan masih ditemukan di banyak makanan saat ini. Pada tahun 1997, produksi natrium benzoat dunia sekitar 55.000–60.000 ton. Karena toksisitasnya yang rendah dan rasanya yang ringan, natrium benzoat digunakan di banyak produk yang kita gunakan setiap hari, seperti minuman, jus, saus, minyak, saus tomat, pasta gigi, obat kumur, kosmetik, pasta gigi, dan lainnya. Penggunaan natrium benzoat dalam makanan dan produk farmasi secara luas diakui aman untuk pemberian makanan dan obat. Namun, beberapa sumber mengklaim bahwa penyerapan natrium benzoat jangka panjang atau jangka pendek memiliki efek buruk (Khan, 2020).

2.2.1 Manfaat Natrium Benzoat

1. Mencegah pertumbuhan mikroorganisme pada makanan dan minuman sehingga makanan  dan minuman lebih awet.

2. Sebagai agen antimikroba, mengganggu permeabilitas membran sel.

3. Selama lebih dari 80 tahun, produsen makanan dan minuman telah menggunakan senyawa ini untuk memperpanjang umur simpan produk mereka seperti buah, kecap, margarin, mentega, jus buah, makanan ringan, kecap, sirup, dll (Yulinda, 2015).

2.2.2 Dampak Natrium Benzoat Bagi Tubuh

1. Penggunaan pengawet natrium benzoat dalam jangka panjang dapat menyebabkan lupus sistemikeritematosus/SLE). Menurut peneliti Lembaga Konsumen Jakarta (LKJ) Nurhasan, Rumah Sakit Hasan Sadikin Bandung merawat 350 pasien lupus pada 2009 dan menemukan bahwa 80 persen pasien lupus ini cenderung mengonsumsi makanan dan minuman kemasan berpengawet tinggi.

2. Efek samping lain yang mungkin terjadi adalah edema (pembengkakan) akibat retensi (penumpukan cairan dalam tubuh) dan kemungkinan juga peningkatan tekanan darah akibat peningkatan volume plasma akibat pengikatan natrium-air

3. Dapat menyebabkan kanker karena natrium benzoat bersifat karsinogen. 

4. Natrium benzoat dapat menyebabkan reaksi alergi dan gangguan saraf. Akhir-akhir ini dilaporkan bahwa kasus alergi semakin meningkat setiap tahunnya. Prof Dr Heru Sundaru, SpPD-KAI, Direktur Departemen Alergi FKUI/RSCM Jakarta mengatakan, pada tahun 2005 penduduk dunia menderita alergi.

5. Menurut penelitian Food and Agriculture Agency (FAO), penggunaan benzoat yang berlebihan pada tikus menyebabkan kematian dengan gejala hiperaktif, sariawan, sering buang air kecil dan penurunan berat badan.

6. Selain itu, penelitian terhadap makanan dan minuman yang umum digunakan, yang dilakukan oleh University of Sheffield di Inggris, menyimpulkan bahwa natrium benzoat cenderung merusak DNA (Hilda, 2015).

2.2.3 Karakteristik Makanan Yang Mengandung Natrium Benzoat

1. Memberikan kesan aroma fenol yaitu aroma obat cair.

2. Ada zat pewarna.

3. Berasa payau atau asin.

4. Pada pemanasan yang tinggi akan meleleh dan mudah terbakar.

5. Menghasilkan zat asam (Yulinda, 2015).

2.2.4 Jenis Makanan Yang Mengandung Natrium Benzoat

1. Food benzoate banyak digunakan untuk mengawetkan berbagai makanan dan minuman, seperti jus buah, soft drink, saos tomat, sambal, selai, jelly, permen, kecap dan lain-lain.

2. Digunakan dalam produksi minuman ringan (soft drink), biasanya dengan rasa sedikit asam, dapat menyegarkan, menghilangkan dahaga dan menyembuhkan bila dikonsumsi.

3. Digunakan pada makanan yang memiliki umur simpan lebih dari satu tahun, meskipun disimpan pada suhu ruangan. Misalnya kecap, sambal, kuah, selai jeruk dan selai jeruk dalam kemasan botol. Jenis produk terbuka ini biasanya tidak langsung kadaluarsa (Yulinda, 2015).

2.2.5 Mekanisme Natrium Benzoat

Mekanisme kerja natrium benzoat sebagai bahan pengawet adalah

berdasarkan permeabilitas membran sel mikroba terhadap molekul-molekul asam benzoat tidak terdisosiasi. Dalam suasana pH 4,5 molekul-molekul asam benzoat tersebut dapat mencapai sel mikroba yang membran selnya mempunyai sifat permeabel terhadap asam benzoat yang tidak terdisosiasi. Sel mikroba yang mempunyai pH cairan sel netral akan dimasuki molekul-molekul benzoat, maka molekul asam benzoat akan terdisosiasi dan menghasilkan ion-ion H+, sehinggaakan menurunkan pH mikroba tersebut, akibatnya metabolisme sel akan terganggu dan akhirnya sel mati (Ulya, dkk 2020).

2.3 Bahan Pengawet

Pengawet adalah BTP untuk mencegah atau mencegah fermentasi pengasaman, pembusukan dan kerusakan lain yang disebabkan oleh mikroorganisme. Pengawet dapat ditambahkan sedemikian rupa sehingga tubuh dapat menyerap pengawet dalam jumlah minimum dan maksimum. Acceptable Daily Intake (ADI) adalah jumlah maksimum BTP dalam miligram per kilogram berat badan yang dapat dikonsumsi setiap hari sepanjang hidup tanpa menimbulkan gangguan kesehatan. 

1. Garam

Garam digunakan sebagai pengawet karena garam mampu menghambat mikroorganisme secara selektif..Penggunaan garam konsentrasi rendah yaitu 1,1% efektif digunakan sebagai pengawet. senyawa kimia dengan nama Sodium Klorida atau Natrium Klorida (NaCl). Garam merupakan salah satu kebutuhan pelengkap untuk pangan dan sumber elektrolit bagi tubuh manusia. mumnya, sebagian besar pemanfaatan garam pada industri pengolahan hasil perikanan diaplikasikan pada pengolahan yang bersifat tradisional, seperti pembuatan ikan asin, ikan pindang, dan produk ikan fermentasi. Industri pengolahan yang modern umumnya memanfaatkan garam untuk memperbaiki cita rasa, penampilan, dan sifat fungsional produk yang dihasilkan. Secara umum, garam berfungsi sebagai pengawet, penambah cita rasa maupun untuk memperbaiki penampilan tekstur daging ikan (Ratnasari, 2014).

2. Gula
Gula adalah suatu karbohidrat sederhana karena dapat larut dalam air dan langsung diserap tubuh untuk diubah menjadi energi. Gula biasa digunakan sebagai pemanis di makanan maupun minuman, dalam bidang makanan, selain sebagai pemanis, gula juga digunakan sebagai stabilizer dan pengawet.  Glukosa merupakan bentuk karbohidrat yang sederhana atau sering disebut gula sederhana. Dalam suatu makanan biasanya mengandung glukosa, salah satunya pada roti. Glukosa dapat ditemukan pada roti karena biasanya glukosa yang terdapat pada bahan pangan digunakan sebagai bahan tambahan, seperti pada umbi-umbian, buah-buahan bahkan sayur-sayuran. Glukosa biasanya digunakan sebagai bahan tambahan yang bermanfaat sebagai pemanis. Selain itu, glukosa juga dapat bereaksi dengan panas yang menyebabkan reaksi pencoklatan non enzimatik (browning reaction) seperti reaksi Maillard dan karamelisasi. Reaksi Maillard merupakan reaksi yang terjadi antara karbohidrat yang mengandung gula reduksi dengan gugus amina primer yang akan menghasilkan warna coklat atau melanoidin. Hal ini dapat dilihat dari roti, biasanya adonan roti yang dipanggang akan berubah menjadi coklat gelap yang dikarenakan peranan dari gula reduksi yaitu glukosa yang berperan dalam reaksi Maillard dan karamelisasi. Sukrosa adalah gula yang paling sering digunakan dalam sehari-hari yaitu gula pasir. Selain itu, sukrosa juga sering ditemukan pada umbi-umbian, buah- buahan dan makanan lain. Fruktosa termasuk salah satu gula sederhana yang terdapat dalam makanan alami seperti buah- buahan, madu, sayuran dan biji-bijian. Fruktosa dan glukosa termasuk gula reduksi yang mampu membentuk reaksi Maillard (kecoklatan) apabila bereaksi dengan protein. (Ridhani dkk, 2021).

2.3.1 Tujuan Bahan Pengawet

Secara umum tujuan penambahan bahan pengawet pada makanan adalah sebagai berikut
1. Menghambat pertumbuhan mikroba baik patogen maupun non patogen pada makanan.

2. Perpanjang umur simpan makanan.

3. Tidak mempengaruhi kualitas gizi, warna, rasa dan bau makanan yang diawetkan.

Tidak menyembunyikan kondisi pangan yang berkualitas rendah, tidak menyembunyikan penggunaan bahan yang salah atau bahan yang tidak memenuhi syarat, dan tidak menyembunyikan kerusakan bahan pangan (Rohmah, 2020).

2.3.2 Jenis Bahan Pengawet

a. Pengawet anorganik

Pengawet anorganik adalah pengawet yang berasal dari senyawa anorganik (mineral), peroksida, nitrat dan nitrit. Pengawet anorganik yang sering ditambahkan pada makanan adalah senyawa nitrit dan nitrat dalam bentuk garam.

b. Pengawet organik

Pengawet organik adalah pengawet yang terjadi di alam dan berasal dari makhluk hidup. Pengawet organik lebih mudah dibuat dan dapat diurai sehingga mudah dibuang. Pengawet organik biasanya digunakan dalam produk tanaman olahan seperti roti, jus buah, selai, jeli, dan susu kedelai. Karena kelarutan fraksi garam yang lebih baik dalam air, pengawet organik lebih sering digunakan, misalnya asam benzoat, asam sorbat, asam asetat dan natrium benzoat (Rohmah, 2020).

2.4  Analisa Kualitatif

Analisa Kualitatif dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya zat yang akan dianalisis pada sampel. Analisia kualitatif natrium benzoat dapat dilakukan dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT).

2.4.1 Kromatografi lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis adalah proses pemisahan fisika-kimia. Lapisan pemisahan (fase diam) ditempatkan pada substrat berupa kaca dan lapisan yang sesuai. Campuran yang akan dipisahkan berupa larutan yang ditotolkan berupa bercak pada pelat KLT. Setelah plat ditempatkan dalam wadah tertutup rapat yang berisi larutan pemisahan eluen (Khoerun, 2021).
Keunggulan lain dari KLT adalah analisis kuantitatif dan isolasi pada skala produksi. Plat kaca atau aluminium digunakan sebagai penopang fase padat. Fase gerak mengelusi sepanjang fase diam dan membentuk kromatogram, juga disebut kromatografi kolom terbuka. Fase padat dan fase gerak digunakan bersama dalam KLT hanya jika proses kromatografi berlangsung melalui keadaan kesetimbangan yang mengandung membran adsorpsi, fase pelarut, dan fase uap pelarut.

Pada dasarnya, zat padat digunakan dalam fase padat, yaitu

· silika gel, seperti asam amino, alkaloid, asam lemak dan lain-lain,

· Aluminium oksida seperti alkaloid, pewarna, fenol dan lain-lain.

· Selulosa, seperti asam amino, alkaloid dan lain-lain (Hujjatusnaini dkk, 2021)

KLT atau kromatografi lapis tipis adalah  metode pemisahan campuran analit dengan mengelusi analit melalui pelat kromatografi. Prinsip operasinya adalah bahwa dua fasa bekerja pada fasa diam dan fasa gerak. Fasa padat merupakan lapisan permukaan datar yang ditopang oleh pelat kaca, plat aluminium, atau plat plastik. Fase gerak adalah pelarut pengembang yang kemudian bergerak sepanjang fase diam dengan merambat kapiler (Pebe, 2022).

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah teknik kromatografi yang berguna untuk memisahkan zat organik. Karena kesederhanaan dan kecepatan KLT, KLT banyak digunakan untuk memantau kemajuan reaksi organik dan untuk memeriksa kemurnian produk laboratorium kimia umum selama beberapa dekade untuk pemisahan rutin senyawa kimia dan biokimia. Secara tradisional, metode kimia dan optik digunakan untuk memvisualisasikan titik analit pada pelat KLT. Ini juga memiliki berbagai kegunaan dalam mengidentifikasi kotoran atau kontaminan dalam senyawa. Kajian ini menekankan pada kajian KLT dan penerapan penilaian kualitatif dan kuantitatif senyawa bioaktif tanaman obat. 

Sebagai teknik pemisahan, KLT memiliki banyak keuntungan karena KLT merupakan teknik serbaguna yang dapat diterapkan pada hampir semua senyawa. Karena adsorben yang baik dan pelarut yang bersih, pemisahan dapat dicapai dengan biaya rendah. Pemisahan dapat dicapai dalam waktu singkat, menjadikan KLT sebagai teknik yang terjamin keberhasilannya dalam memisahkan campuran yang tidak diketahui. Pada saat yang sama, beberapa kelemahan KLT adalah KLT mungkin kurang bersih, dan membutuhkan dana yang tidak sedikit.

Kromatografi lapis tipis dilakukan dengan menggunakan kaca, logam, atau plastik kaku yang dilapisi dengan lapisan tipis gel silika atau alumina. Gel silika (atau alumina) adalah fase padat. Fase diam kromatografi lapis tipis sering juga mengandung zat yang berpendar di bawah sinar UV. Fase gerak adalah pelarut cair atau campuran pelarut yang cocok. Campuran senyawa yang akan dipisahkan disebut sampel, dan senyawa individu disebut komponen.

Campuran senyawa yang akan dipisahkan disebut sampel, dan senyawa individu disebut komponen larut (terpecahkan). Sampel dalam bentuk larutan terlihat pada plat KLT. Plat terdiri dari bahan dasar padat seperti kaca, plastik atau aluminium yang dilapisi dengan adsorben atau yang disebut lapisan yang mengandung fase diam yang dipilih secara khusus untuk meningkatkan pemisahan. Banyak plat KLT siap pakai saat ini tersedia untuk tujuan pemisahan. Plat bercak kemudian ditempatkan dalam wadah yang berisi pelarut elusi atau fase gerak yang bergerak ke permukaan KLT. Setelah pemisahan, campuran terbagi menjadi dua komponen dan keduanya diidentifikasi dengan mengeringkan plat dari reservoir (ruang) yang memungkinkan pelarut dan sampel mengering. Secara khusus, plat ditempatkan dalam larutan yodium agar bercak berwarna. Jarak yang ditempuh oleh titik-titik pada permukaan plat diukur dan persamaan dapat digunakan untuk menghitung nilai Rf (Rosamah, 2019).
Sistem pelarut multi komponen dalam bentuk campuran sederhana tidak lebih dari tiga komponen digunakan sebagai fase gerak. Selanjutnya, plat ditempatkan dalam wadah tertutup rapat yang berisi larutan pengembangan yang sesuai (fase gerak). Pemisahan terjadi selama difusi ketika senyawa tak berwarna harus diekspos. Hasil pemisahan yang diperoleh diidentifikasi dalam sinar UV (254 nm dan 366 nm).

Pada 254 nm UV plat sementara sampel tampak gelap. Munculnya warna pada lampu UV 254 nm disebabkan oleh interaksi antara sinar UV dengan indikator fluoresen yang ada pada plat. Fluoresensi cahaya tampak adalah pancaran cahaya yang dipancarkan oleh komponen-komponen ini ketika elektron tereksitasi berpindah dari tingkat energi dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi dan kemudian kembali ke keadaan semula, melepaskan energi dalam prosesnya.

Agar noda tampak terang di bawah lampu UV 366nm karena silika gel yang digunakan tidak berpendar di bawah sinar UV 366 nm (Fath, 2016).

2.4.2 Prinsip KLT

Prinsip KLT adalah pemisahan komponen kimia didasarkan pada prinsip penyerapan dan distribusi yang bergantung pada fasa diam (adsorben), fase gerak (eluen). Komponen kimia naik mengikuti fase gerak, karena penyerapan komponen kimia adsorben tidak sama, sehingga komponen kimianya bias Bergerak dengan kecepatan berbeda tergantung levelnya polaritas, yang membuat terjadinya pemisahan (Khoerun, 2021).

2.4.3 Faktor-Faktor Mempengaruhi Gerakan Noda 

Faktor-faktor yang mempengaruhi pergerakan titik kromatografi lapis tipis yang mempengaruhi nilai Rf:

a) Jenis dan tingkat aktivitas adsorben. Perbedaan dalam penyerapan membuat semua perbedaa yang besar untuk nilai Rf meskipun menggunakan pelarut yang sama.

b) Ketebalan dan keseragaman lapisan absorpsi. Ketidakseragaman membuat larutan mengalir tidak merata di area kecil pelat yaitu Pelarut dan kemurnian fase gerak

c)    Pelarut dan derajat kemurnian fasa gerak.

d) Tingkat kejenuhan uap pengembang.

e) Jumlah fragmen yang digunakan. Jika terlalu banyak sampel yang dijatuhkan, bintik-bintik akan menyebar, yang dapat menyebabkan tailing dan ketidakseimbangan.

f) Pemisahan harus dilakukan pada suhu konstan untuk menghindari perubahan komposisi pelarut akibat penguapan dan perubahan fasa.

g)  Kesetimbangan pada lapisan tipis dimana bejana harus dijenuhkan dengan pelarut (Fath, 2016).

2.4.4 Pelarut Dalam KLT

Pelarut sebagai fase gerak atau eluen merupakan faktor yang menentukan pergerakan komponen dalam campuran. Pemilihan pelarut tergantung pada kelarutan komponen dalam pelarut yang digunakan. Fase gerak yang lebih polar cenderung mengelusi senyawa yang teradsorpsi kuat sedangkan fase gerak yang kurang polar cenderung mengelusi senyawa yang teradsorpsi lemah (Fath, 2016).

2.4.5 Identifikasi Nilai Rf

Identifikasi senyawa hasil pemisahan KLT dapat dilakukan dengan penambahan pereaksi kimia dan reaksi warna. Namun, biasanya menggunakan nilai Rf untuk identifikasi. Nilai Rf dihitung dengan menggunakan perbandingan menurut persamaan berikut

Rf =[image: image13.jpg]
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Gambar 2.4 Pengukuran pada plat

Nilai maksimum Rf adalah 1, sampel bergerak dengan kecepatan yang sama dengan eluen. Nilai minimum Rf adalah 0 dan ini diamati ketika sampel tertahan di posisi awal pada permukaan fase diam. Nilai Rf senyawa murni dapat dibandingkan dengan nilai standar. Perlu dicatat bahwa nilai Rf yang diperoleh hanya berlaku untuk campuran tertentu dari pelarut dan penyerap yang digunakan (Fath, 2016).

2.4.6 Bagian-bagian Kromatografi Lapis Tipis 
a.  Plat kromatografi, plat aluminium atau kaca dengan ukuran umum 20 x 20 cm, panjang jalur 0,10-0,25 mm. Plat siap pakai tersedia secara komersial atau dapat membuatnya sendiri. Ketebalan lapisan yang digunakan atau diaplikasikan tidak lebih dari 1 mm.
b. Chamber berfungsi sebagai tempat meletakkan lempeng secara tegak lurus, bagian bawahnya datar tempat menyimpan tahapan pengembangan, sedangkan tutupnya dapat ditutup rapat. Ukuran chamber yang digunakan dapat disesuaikan dengan ukuran lempeng yang digunakan. Penjenuhan  diperlukan untuk mencapai pemisahan yang baik.

c. Pipet mikro (micro-syrige) yaitu digunakan untuk menontolkan jumlah larutan  uji yang diinginkan dan larutan pembanding.
d. Lampu UV. Lampu tersebut digunakan untuk memantau pelat dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 nm (Hujjatusnaini dkk, 2021)

Pemilihan Pelarut

Fase gerak memiliki dua fungsi penting, yaitu:

· Harus menggantikan zat terlarut dari adsorben sehingga zat terlarut dapat diangkut melintasi pelat/pelat dalam fase gerak.

· Ini akan membantu memisahkan campuran zat terlarut (sampel) sehingga dapat dihitung (disimpan) dan diidentifikasi di lokasi lain. Hal ini berkaitan dengan pemilihan pelarut

Efisiensi pelarut dalam menghilangkan zat terlarut (sampel) dari adsorben disebut kekuatan eluen. Di era kromatografi adsorpsi sebelumnya, ada daftar terkenal dari pelarut yang melepaskan "kekuatan elusi" mereka untuk zat yang teradsorpsi pada gel silika, yang penggunaannya telah menurun saat ini. (Rosamah, 2019).

Metode pemisahan berdasarkan polaritas, senyawa-senyawa terpisah karena perbedaan polaritas. Afinitas analit tehadap fase diam dan fase gerak tergantung kedekatan polaritas analit terhadap fase diam dan fase gerak (like dissolve like). Analit akan cenderung larut dalam fase dengan polaritas sama. Analit akan berpartisi diantara dua fase yaitu fase padat-cair dan fase cair-cair. Ketika analit berpartisi antara fase padat dan cair faktor utama pemisahan adalah adsorbsi. Sedangkan bila analit berpartisi antara fase cair dan fase cair, faktor utama pemisahan adalah kelarutan (Wulandari, 2011).

2.5  Analisa Kuantitatif

Analisa Kuantitatif digunakan untuk menetapkan jumlah atau kadar analit yang terkandung dalam sampel. Dapat dianalisa menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis.Larutan sampel yang sudah dipreparasi dibaca absorbansinya menggunakan metode spektrofotometri UV-vis pada panjang gelombang dan konsentrasi pada natrium benzoat dalam sampel ditentukan dengan kurva standar (Rohmah, 2020).

2.5.1 Metode Spektrofotometri Uv-Vis

Spektrofotometri adalah alat yang terdiri dari spektrometer dan fotometer. Sebuah spektrofotometer menghasilkan spektrum cahaya pada panjang gelombang tertentu, dan fotometer adalah meter dari intensitas cahaya yang ditransmisikan atau diserap. Jadi, spektrofotometri digunakan untuk mengukur energi relatif ketika energi ditransmisikan, dipantulkan atau dipancarkan sebagai fungsi panjang gelombang. Keuntungan dari spektrofotometri dengan fotometer adalah dapat mendeteksi panjang gelombang cahaya putih dengan lebih baik dan dengan demikian dapat diperoleh dengan menggunakan dekoder seperti prisma, kisi atau celah optik. Di fotometer filter warna berbeda dari spesifikasi dilewatkan pada panjang gelombang tertentu. Alat yang digunakan dalam spektrofotometri disebut spektrofotometer. Alat ini termasuk jenis fotometer, yaitu alat untuk mengukur intensitas cahaya. Spektrofotometer dapat mengukur intensitas sebagai fungsi warna, atau lebih khusus lagi sebagai fungsi panjang gelombang. Itulah sebabnya spektrometer UV/Vis disebut spektrofotometer UV-Vis dan bukan spektrometer UV-Vis.

Spektrofotometri ultraviolet yaitu metode untuk mengukur absorbansi sampel pada panjang gelombang tertentu. metode ini berdasarkan pengukuran energi cahaya. Bahan kimia pada panjang gelombang maksimum tertentu. Memiliki sinar UV panjang gelombang antara 200-400 nm dan cahaya tampak memiliki panjang Gelombang 400-750 nm. Pada metode ini Hukum yang menjadi acuan adalah penetapan kuantitatif zat. Hukum Ini adalah hukum Lambert-Beer. Dimana hukum ini menyatakan hubungan langsung antara absorbansi dengan konsentrasi larutan analit dan berbanding terbalik dengan transmitan (Yustika dkk, 2022).

Spektrofotometer adalah perangkat yang mengukur transmisi atau absorbansi sampel sebagai fungsi dari panjang gelombang. Sedangkan pada saat melakukan pengukuran dengan spektrofotometer ini, metode yang digunakan sering disebut dengan spektrofotometri. Beberapa istilah yang biasa digunakan dalam spektrofotometer adalah absorbansi, transmitansi, kuvet, sel kerja, dan blanko. Penyerapan mengacu pada kekuatan radiasi cahaya yang diserap oleh suatu larutan, apakah itu larutan standar atau larutan kosong, sedangkan transmitansi adalah kekuatan radiasi cahaya yang terus menerus atau keluar dan kekuatan radiasi cahaya yang memasuki kuvet. Larutan baik blanko maupun standar ditempatkan dalam kuvet, sedangkan kuvet ditempatkan dalam sel penggerak.
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2.5 Gambar Alat Spektrofotometer

Spektrofotometer UV-Vis terdiri dari:

1. Sumber cahaya 

Berupa cahaya polikromatik lampu tungsten/t Wolfram dalam jangkauan yang terlihat (400-800 nm) dan lampu deuterium di area tersebut Ultraviolet (0-400nm) 
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Gambar 2.6 Lampu Tungsten
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Gambar 2.7 Lampu Deuterium
2. Monokromator

Yaitu yang dapat dipilih dengan memilih panjang gelombang. alat yang akan memecah cahaya polikromatis menjadi cahaya tunggal (monokromatis) dengan komponen panjang gelombang tertentu. Monokromator untuk mendapatkan radiasi monokromatis dari sumber radiasi yang memancarkan radiasi polikromatis. Monokromator tersusun dari: celah (slit) masuk – filter – prisma – kisi (grating) – celah (slit) keluar.
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Gambar 2.8 Monokromator

3. Kuvet 

Sebagai wadah sampel.lebar 1 cm,  persegi panjang permukaan optik lurus dan paralel,transparan, tidak bereaksi terhadap bahan kimia tidak mudah rapuh, dan bentuknya seperti ini sederhana tapi padat.
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Gambar 2.9 Kuvet

4. Detektor

Untuk mendeteksi cahaya yang lewat pada sampel.
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Gambar 2.10 Detektor
5. Read Out 

Adalah sistem yang mencatat sinyal listrik detektor bawa dalam jumlah Transmisi atau penyerapan ditampilkan di layar ala (Anggraini, 2021).

Kelebihan spektrofotometer UV-Vis adalah dapat menganalisis banyak zat organik dan anorganik, selektif, akurasi tinggi dengan kesalahan relatif 1% ~ 3%, dapat dianalisis dengan cepat dan akurat, dan dapat dianalisis akan digunakan untuk menentukan jumlah zat yang dibutuhkan. sangat kecil Selain itu, jika detektor langsung menyimpan angka yang dibaca dan mencetaknya dalam bentuk angka digital atau grafik regresi, maka hasil yang diperoleh cukup akurat (Rohmah, 2021).
2.5.2 Prinsip Kerja Spektrofotometri

Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis yaitu cahaya dari lampu deuterium atau walfarm multikromatik dilewatkan melalui lensa objektif ke monokromator spektrofotometer dan filter cahaya fotometer. Kemudian monokromatik mengubah cahaya warna-warni menjadi cahaya tunggal (monokromatik). Berkas cahaya dengan panjang tertentu kemudian diarahkan ke sampel, yang mengandung zat dengan konsentrasi tertentu. Oleh karena itu, sebagian cahaya diserap (diserap) dan sebagian diteruskan. Setelah itu, detektor menerima cahaya yang terlewatkan. Detektor kemudian menghitung cahaya yang diterima dan mengetahui cahaya yang diserap oleh sampel. Cahaya yang diserap sebanding dengan konsentrasi zat dalam sampel, sehingga konsentrasi zat dalam sampel diketahui secara kuantitatif (Rohmah, 2021).

2.5.3 Hukum Lambert-Beer

Hukum Lambert-Beer menyatakan hubungan linearitas antara absorban dengan konsentrasi larutan analit dan berbanding terbalik dengan transmitan. Hukum Lambert-Beer ada beberapa pembatasan di dalamnya, yaitu 

a. Sinar yang digunakan dianggap monokromatis.

b. Penyerapan terjadi dalam suatu volum yang mempunyai penampang yang sama.

c. Senyawa yang menyerap dalam larutan tersebut tidak tergantung terhadap yang lain dalam larutan tersebut.

d. Tidak terjadi fluoresensi atau fosforisensi

e. Indeks bias tidak tergantung pada konsentrasi larutan (Rohmah, 2020).

Hukum Lambert-Beer dinyatakan dalam persamaan:
 A = a.b.c

Keterangan :
A = Absorban

a = absorbsivitas molar b = tebal kuvet (cm)
c = konsentrasi 

2.5.4 Tipe-tipe Spektrofotometri Uv-Vis

1. Single-beam yaitu dapat digunakan untuk pengujian kuantitatif dengan mengukur absorbansi pada panjang gelombang tunggal. Balok tunggal memiliki beberapa keunggulan, yaitu kesederhanaan, biaya rendah, dan biaya lebih rendah. Selain itu, beberapa kelemahan juga diamati dengan sinar tunggal, seperti B. cahaya hanya merambat satu arah, sehingga nilai yang diperoleh hanya nilai penyerapan larutan yang ditambahkan dan perubahan intensitas cahaya akibat fluktuasi teganganBeberapa instrumen menggunakan sinar tunggal untuk pengukuran sinar ultraviolet dan cahaya tampak. Panjang gelombang terendah 190-210 nm dan tertinggi 800-1100 nm
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Gambar 2.11 Spektrofotometer UV-Vis Single-beam
2. Double-beam yaitu balok ganda terdiri dari dua balok yang membentuk badan cermin berbentuk V yang disebut pemecah berkas. Sinar pertama melewati larutan kosong dan sinar kedua melewati sampel pada waktu yang sama. Balok ganda dirancang untuk digunakan pada panjang gelombang 190-750 nm (Skoog DA, 1996). Keuntungan dari spektrofotometer double-beam adalah blanko dapat diukur secara langsung bersama dengan larutan yang diinginkan dalam proses yang sama, dan nilai absorbansi larutan diturunkan menjadi nilai absorbansi blanko. Sedangkan kelemahan balok ganda adalah harganya yang relatif lebih mahal dibandingkan balok tunggal, sehingga diperlukan biaya yang lebih tinggi (Rohmah, 2020).
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Gambar 2.12 Skema Spektrofotometer UV-Vis Double-beam
2.5.5 Syarat Pengukuran Spektrofotometri Uv-vis

Salah satu syarat senyawa dianalisis dengan spektrofotometer UV-Vis adalah karena senyawa tersebut mengandung gugus kromofor. Kromofor adalah gugus fungsional yang mengarbsorbsi radiasi ultraviolet dan tampak, jika diikat oleh gugus ausokrom. Hampir semua kromofor mempunyai ikatan rangkap berkonjugasi diantaranya diena (C=C-C=C), dienon (C=C-C=O), benzene dan lain-lain. Ausokrom adalah gugus fungsional yang mempunyai elektron bebas, seperti –OH, NH2, NO2, - X (Harmita, 2006).

Dengan spektrofotometer UV-Vis, sampel berupa larutan, gas atau uap dapat ditentukan. Secara umum, sampel harus diubah menjadi larutan bening. Untuk sampel yang berbentuk larutan, ada beberapa persyaratan pelarut yang digunakan, antara lain

1. Sampel harus larut sempurna

2. Pelarut yang digunakan tidak mengandung ikatan rangkap terkonjugasi dalam struktur molekulnya dan tidak berwarna (tidak boleh menyerap cahaya yang digunakan oleh sampel).

3. Tidak ada interaksi dengan molekul senyawa yang dianalisis

4. Kebersihan harus tinggi (Rohmah, 2020).

2.5.6 Pelarut Yang Mengadsorpsi Sinar UV Pada Panjang Gelombang

Pelarut yang sering digunakan adalah air, etanol, metanol dan n- heksana karena pelarut ini transparan pada daerah UV. Untuk mendapatkan spektrum UV-Vis yang baik juga harus memperhatikan konsentrasi sampel. Hubungan antara absorbansi dan konsentrasi adalah linier (A≈C) ketika nilai absorbansi larutan antara 0,2 dan 0,8 (0,2 ≤ A < 0,8), atau sering dinyatakan sebagai interval Lambert-Beer- yang ditentukan oleh hukum (Rohmah, 2020).
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