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BAB III
METODE PENELITIAN

1.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimental yang bertujuan untuk menggali (mengeksplorasi), mengidentifikasi dan menguji tentang stabilitas Natrium Benzoat pada minuman ringan dengan metode KCKT (Kromatografi Cair Kinerja Tinggi) yang di lakukan di laboratorium penelitian Universitas Muslim Nusantara Al Washliyah Medan.

1.1.1 Variabel Penelitian
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah berbagai minuman ringan yang beredar di Kota Medan. Sedangkan variabel terikat dalam penelitian ini adalah pengujian secara KCKT.

1.1.2 Parameter Penelitian
Parameter dalam penelitian ini adalah melihat luas area yang dihasilkan dari pengujian dengan KCKT.

1.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian 

Rencana penelitian di lakukan pada bulan Mei 2023. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al Washliyah Medan.

1.3 Bahan

Bahan-bahan yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah 3 jenis merk minuman ringan, baku pembanding farmakope Indonesia Natrium Benzoat, metanol pro HPLC, aqua pro HPLC, dan aquadest.

1.4 Peralatan

Alat yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah HPLC merk Rigol  yang dilengkapi detektor UV-Vis, kolom merk Compass, pipet volume, labu tentukur, membran filter PTFE dan Selulosa, timbangan analitik, gelas ukur, beaker glass, pH indikator, dan alumunium foil.
1.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Pembuatan Larutan Induk Baku Natrium Benzoat
Ditimbang 10 mg Natrium Benzoat, dimasukkan ke dalam labu tentukur 10 mL kemudian dilarutkan dengan aquadest hingga garis tanda (LIB I 1000 ppm). Dipipet 1 mL LIB I, dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL, kemudian dilarutkan dengan aquadest hingga garis tanda (LIB II 100 ppm) (Ilham, 2019)
3.5.2 Pembuatan Kurva Kalibrasi
1. Kurva Kalibrasi 1 (5 ppm) : dipipet 0,5 mL LIB II menggunakan pipet volume, kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL, ditambahkan aquadest sampai garis tanda lalu dikocok sampai homogen.
2. Kurva Kalibrasi 2 (10 ppm) : dipipet 1 mL LIB II menggunakan pipet volume, kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL, ditambahkan aquadest sampai garis tanda lalu dikocok sampai homogen.
3. Kurva Kalibrasi 3 (15 ppm) : dipipet 1,5 mL LIB II menggunakan pipet volume, kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL. ditambahkan aquadest sampai garis tanda lalu dikocok sampai homogen.
4. Kurva Kalibrasi 4 (20 ppm) : dipipet 2 mL LIB II menggunakan pipet volume, kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL. ditambahkan aquadest sampai garis tanda lalu dikocok sampai homogen.
5. Kurva Kalibrasi 5 (25 ppm) : dipipet 2,5 mL LIB II menggunakan pipet volume, kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL. ditambahkan aquadest sampai garis tanda lalu dikocok sampai homogen.
3.5.3 Optimasi Panjang Gelombang Maksimum
Panjang gelombang analis menggunakan panjang gelombang 225 nm (Hadriyat, 2022). 

3.5.4 Optimasi Fase Gerak
Untuk mendapatkan hasil analisis yang optimum, kecepatan alir pada instrumen KCKT diatur menjadi 1,00 mL/menit. Komposisi fase gerak yang digunakan yaitu metanol pro HPLC : Aqua pro HPLC (70:30) (Altiokka, 2015).
3.5.7 Penyiapan Sampel
Sebanyak tiga sampel minuman ringan masing-masing ditimbang 14 gr, kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL. ditambahkan metanol sampai garis tanda, kemudian dikocok hingga homogen, kemudian disaring dengan syringe. Masing-masing sampel direplikasi sebanyak tiga kali 
3.5.6 Penyiapan Alat KCKT

Kolom yang digunakan adalah C18. KCKT menggunakan detektor UV pada panjang gelombang analisis yang diperoleh dengan sensitiftas AUFS. Pompa menggunakan mode aliran tetap dengan mode isocratic untuk memperoleh komposisi fase gerak yang konstan selama analisis (sistem elusi isokratik). Setelah alat KCKT dihidupkan, maka pompa dijalankan dan fase gerak dibiarkan mengalir selama kurang lebih 30 menit sampai diperoleh garis alas (base line) yang datar pertanda sistem kromatografi telah stabil (Ilham, 2019).
3.5.7 Analisis Uji Kualitatif
Analisis kualitatif Natrium Benzoat dilakukan dengan membandingkan waktu tambat (Rt) yang sama (identik) dari kromatogram pada penyuntikkan larutan sampel dengan kromatogram pada penyuntikkan larutan baku pembanding Natrium Benzoat pada kondisi KCKT yang sama. Sampel dinyatakan mengandung Natrium Benzoat jika muncul puncak (peak) dengan lamda maks, waktu retensi (Rt), pola spektra, peak purity, match factor yang sama seperti pada kromatogram penyuntikkan larutan baku pembanding dan selektifitas (Ilham, 2019)
3.5.8 Analisis Uji Kuantitatif
3.5.8.1 Uji Linearitas

Larutan kurva kalibrasi Natrium Benzoat disaring menggunakan filter eluen 0,45 µm whatman. Setelah itu, filtrat larutan disuntikkan sebanyak 80 µL kedalam sistem KCKT melalui injektor. Direkam kromatogram dan dibuat kurva kalibrasi, lalu dihitung persamaan regresi dan koefisien korelasi. Dibuat kurva kalibrasi dengan memplotkan peak area pada sumbu y dan konsentrasi pada sumbu x. Selanjutnya dilakukan analisis nilai r, jika nilai r hitung lebih besar dari r tabel dengan nilai signifikansi 0,05, maka nilai r hitung memenuhi syarat.

3.5.8.2 Uji Penentuan Kadar Natrium Benzoat dalam Sampel
Larutan sampel 3 jenis minuman ringan sebanyak 20 µL diinjeksikan kedalam sistem KCKT dengan kondisi yang sama seperti pada baku pembanding Natrium Benzoat. Data luas area sampel dimasukkan kedalam persamaan garis regresi baku pembanding ( y = a + bx ).

3.5.9 Analisis Uji Validasi
3.5.9.1 Uji Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantitation (LOQ)

Batas deteksi (Limit of Detection/LOD) adalah konsentrasi terendah analit dalam sampel yang Limit of Quantitation dapat dideteksi, tetapi tidak harus secara kuantitatif dan batas kuantitasi (/LOQ) adalah konsentrasi terendah analit yang dapat ditentukan dengan presisi dan akurasi (CDER, 1994) dihitung dari persamaan regresi kurva kalibrasi baku pembanding Natrium Benzoat. Batas deteksi dan batas kuantitasi dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut :
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LOD = 3 x sy/x
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Keterangan :

Sy/x = simpangan baku residual

slope = derajat kemiringan
LOD = Batas deteksi (Limit of Detection)
LOQ = batas kuantitasi (Limit of Quantitation) (Harmita, 2004). 
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