
BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian 
Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksprerimental Laboratorium yaitu untuk menganalisis kadar kandungan bahan pengawet natrium benzoat yang terdapat dalam kecap  pedas yang di beredar di pasaran. Penelitian ini meliputi pengumpulan bahan yaitu 3 merk kecap pedas, uji kualitatif, uji kuantitatif, metode kromatografi lapis tipis (KLT),  dan metode spektrofotometri Uv-Vis.

3.1.1 Variabel Penelitian  

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini terdapat dua variabel, yaitu variabel bebas dam variabel terikat. Variabel bebas pada penelitian ini adalah pengujian pengawet natrium benzoat pada tiga sampel kecap pedas yang beredar di pasaran. Variabel terikat pada penelitian ini adalah dilakukan dengan uji kualitatif dan uji kuantitatif. Yaitu penetapan kadar natrium benzoat yang terdapat pada sampel kecap pedas dengan uji kualitatif (KLT) dan uji Kuantitatif (Spektrofotometri Uv-Vis).

3.1.2 Parameter Penelitian

Parameter yang digunakan pada penelitian ini yaitu untuk mengidentifikasi natrium benzoat pada kecap pedas dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis. Kemudian dilanjutkan dengan melakukan analisis kadar pada kecap pedas dengan menggunakan spektrofotometri UV-vis.

3.2 Jadwal dan lokasi penelitian

3.2.1 Jadwal  penelitian

Waktu penelitian ini adalah mulai bulan Januari 2023 – Maret 2023

3.2.2 Lokasi  penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia dan Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Muslim Al-Washliyah Medan.

3.3 Bahan

Pada penelitian ini bahan-bahan yang digunakan adalah Natrium Benzoat, N-Butanol, Etil Asetat , Ammonia, Metanol, Isopropanol, Etanol p.a, Aquadest, Nacl Jenuh, Klorofom dan HCl 3M.

3.4 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat Thermoscientific evolution 201 uv-visible spectrophotometer, hot plate, indikator pH, neraca analitik, beker glass, gelas ukur, matt pipet, corong, batang pengaduk, erlenmeyer, pipet kapiler, corong pisah, kertas saring labu ukur, chamber dan plat klt.

3.5 Prosedur Penelitian dan Pengumpulan Data

3.5.1 Pembuatan Larutan Pereaksi

a. Larutan NaCl jenuh 

Diukur air suling sebanyak 100 mL, dimasukkan ke dalam gelas piala 250 mL. Ditambahkan NaCl sedikit demi sedikit sambil diaduk, penambahan NaCl terus dilakukan sampai penambahan NaCl tidak dapat larut lagi. Larutan dituangkan, kemudian larutan dipisahkan dari kristal yang tidak larut.

b. HCl 3M

Diukur 125 ml HCl pekat, dimasukkan ke dalam labu ukur 500 ml yang telah berisi air suling 250 ml. Dikocok kemudia dicukupkan volumenya dengan air suling hingga tanda batas. (Nurisyah, 2018)

3.5.2 Analisis Kualitatif Dengan Metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Analisis kualitatif menggunakan metode KLT dengan menggunakan beberapa pelarut diantaranya pelarut N-butanol:Etil Asetat:Ammonia (10:4:5), Etil Asetat:Metanol:Ammonia (15:3:3) dan Isopropanol:Ammonia (100:25).

3.5.2.1 N-butanol: Etil asetat: Ammonia

Dimasukkan eluen ke dalam chamber yang berisikan N-Butanol:Etil Asetat:Ammonia (10:4:5) dalam 100 ml. Setelah itu dimasukkan kertas saring dijenuhkan, selama 24 jam.

Plat KLT dipotong sesuai ukuran. Diberi garis Plat KLT dengan pipet  kapiler pada jarak 2 cm dari bagian bawah plat, jarak antara noda adalah 2 cm dengan menggunakan pensil. Menotolkan sampel A,B dan C tersebut pada Plat KLT (tepat digarisnya) dengan menggunakan pipet kapiler, serta totolkan juga pembanding (Natrium Benzoat). Memasukkan plat tersebut dalam chamber yang telah dijenuhkan diisi eluen (n-butanol: etil asetat: ammonia) (10:4:5) sampai batas pelarut 2 cm dari titik awal. Fase gerak akan begerak hingga mencapai batas akhir. Plat kemudian diangkat dan dikeringkan. Bercak dilihat  pada noda sinar UV 254 nm. Hitung nilai Rf (Jannah, 2021).

3.5.2.2 Etil Asetat:Metanol:Ammoniak

Dimasukkan eluen ke dalam chamber yang berisikan Etil  Asetat:Metanol:Ammoniak (15:3:3) dalam 100 ml. Setelah itu dimasukkan kertas saring  dijenuhkan, selama 24 jam.

Plat KLT diberi garis 2 cm dari ujung kertas tersebut dengan menggunakan pensil. Menotolkan sampel A, B dan C pada plat KLT (tepat digarisnya) dengan menggunakan pipet kapiler, serta totolkan juga natrium benzoat. Memasukkan plat tersebut dalam chamber yang telah dijenuhkan diisi eluen (etil asetat: metanol: ammoniak) (15: 3: 3) sampai batas pelarut 2 cm dari titik awal. Fase gerak akan begerak hingga mencapai batas akhir. Plat kemudian diangkat dan dikeringkan. Bercak dilihat pada noda sinar UV 254 nm. Hitung nilai Rf (Wardanita, 2013).

3.5.2.3 Isopropanol:Amonia

Dimasukkan eluen ke dalam chamber yang berisikan Isopropanol: ammonia (100:25) dalam 100 ml. Setelah itu dimasukkan kertas saring dijenuhkan, selama 24 jam

Plat KLT dipotong sesuai ukuran. Diberi garis 2 cm dari ujung kertas dengan menggunakan pensil. Menotolkan sampel A,B dan C tersebut pada Plat KLT (tepat digarisnya) dengan menggunakan pipet kapiler, serta totolkan juga pembanding (Natrium Benzoat). Memasukkan plat tersebut dalam chamber yang telah dijenuhkan diisi eluen Isopropanol: ammonia (100:25). Plat kemudian diangkat dan dikeringkan. Fase gerak akan begerak hingga mencapai batas akhir. Bercak dilihat pada noda sinar UV 254 nm. Hitung Nilai Rf (Agustin, 2016).
3.6 Analisis Kuantitatif Dengan Metode Spektrofotometri Uv-Vis

a. Pembuatan larutan baku induk  natrium benzoat

Ditimbang saksama 25 mg natrium  benzoat, dimasukkan ke dalam labu ukur 25 ml. Ditambahkan etanol p..a  10 ml, dikocok hingga larut. Kemudian dicukupkan volumenya dengan etanol hingga tanda batas (1000 ppm). kemudian diukur 5 ml dan dimasukkan kedalam labu ukur 50 ml, dan dicukupkan volumenya dengan etanol p.a hingga tanda batas(100 ppm).
b. Pembuatan Larutan Baku Kerja

Larutan standar
dibuat
dengan mengukur saksama 0,9; 1,1; 1,3; 1,6; dan 1,8 ml larutan induk natrium  benzoat 100 ppm ke dalam labu ukur 10 ml kemudian masing-masing diencerkan dengan etanol p.a sampai tanda batas. Konsentrasi larutan standar yang diperoleh berturut- turut ialah 9; 11; 13; 16 dan 18 ppm.

3.6.1 Penetuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan baku kerja 13 ppm diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 200-400 nm menggunakan blanko pelarut etanol p.a. 

3.6.2 Pembuatan Kurva Standar

Larutan baku kerja natrium benzoat 9; 11; 13; 16 dan 18 ppm, masing-masing diukur serapannya pada panjang gelombang maksimum. Selanjutnya dibuat kurva standar yang menghubungkan absorbansi dengan konsentrasi dari masing-masing larutan standar (Nurisyah, 2018).
3.6.3 Pembuatan Ekstrak Natrium Benzoat


Pembuatan larutan uji, sebanyak 25 mg sampel dimasukkan ke dalam beker gelas, kemudian ditambahkan 100 mL larutan NaCl jenuh. Diaduk sampai homogen dibiarkan 2 jam, kemudian disaring. Selanjutnya filtrat ditambahkan HCl 3 M hingga bersifat asam. Larutan asam tadi dimasukkan ke dalam corong pisah, dikocok hingga homogen. Kemudian larutan diekstrak dengan kloroform sebanyak 3 kali masing-masing sebanyak 15 ml, 10 ml, dan 5 ml. Ekstrak eter dicuci sebanyak 3 kali dengan aquades masing-masing 10 mL. Ambil lapisan bawah. Selanjutnya ekstrak kloroform diuapkan di atas penangas air sampai volume 5 mL. 
3.6.4 Penentuan Kadar Natrium Benzoat Pada  Kecap Pedas

Penentuan kadar natrium benzoat, larutan hasil ekstraksi dimasukkan ke     dalam labu ukur 50 mL. Cukupkan dengan etanol sampai tanda batas, selanjutnya diambil sebanyak 5 mL. dan diencerkan dalam labu 50 mL. Kemudian larutan dibaca absorbansinya menggunakan Spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 269 nm. (Zarwinda, 2021).
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