


[bookmark: _Toc231291384][bookmark: _GoBack]BAB III 
METODE PENELITIAN

[bookmark: _Toc231291385]3.1 	Rancangan Penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode analisis kualitatif dan analisis kuantitatif. Penelitian ini meliputi pengumpulan sampel, pengelolaan sampel, pembuatan pereaksi, dan identifikasi kandungan serta penetapan kadar klorin yang ada pada sampel dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis.
[bookmark: _Toc231291386]3.1.1 	Variabel Penelitian
Variabel bebas pada penelitian ini adalah sampel beras, dan variabel terikat adalah kandungan senyawa klorin yang ada pada beras.
[bookmark: _Toc231291387]3.1.2 	Parameter Penelitian
Parameter penelitian meliputi pengujian uji fisik seperti warna dan bau, uji kualitatif (uji warna) dengan pereaksi Kalium Iodida 10% dan amilum 1%, povidon iodine, AgNO3 (perak nitrat), dan N,N-Dietil-P-Fenilindiamin (DPD) dan analisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk mengidentifikasi senyawa klorin yang ada pada beras. 
[bookmark: _Toc231291388]3.2 	Jadwal dan Lokasi Penelitian
[bookmark: _Toc231291389]3.2.1 	Jadwal Penelitian 
Waktu penelitian dilakukan pada bulan Januari 2025 – April 2025
[bookmark: _Toc231291390]3.2.2 	Lokasi Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Farmasi Universitas Muslim Nusantara (UMN) Al-Washliyah Medan.

[bookmark: _Toc231291391]3.3 	Alat dan Bahan 
[bookmark: _Toc231291392]3.3.1 	Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu spektrofotometer ultraviolet-visible single beam (Thermo  Scientific),  kuvet,  spatula,  labu  ukur, batang  pengaduk,  blender, beaker  glass, timbangan  analitik  (kenko), vial,  pipet  tetes,  sendok tanduk, pipet ukur, tabung reaksi,rak tabung reaksi, gelas ukur, botol kaca coklat, dan pipet volume.
[bookmark: _Toc231291393]3.3.2 	Bahan
Beras putih (sampel), Kalium Iodida 10% dan amilum 1%, povidon iodine, AgNo3 (perak nitrat), N,N-Dietil-P-Fenilindiamin (DPD), larutan  dapar  fosfat, natrium hipoklorit dan aquadest.
[bookmark: _Toc231291394]3.4 	Prosedur Penelitian
[bookmark: _Toc231291395]3.4.1 	Pengumpulan Sampel
Pengambilan sampel beras ( Oryza sativa L.) dilakukan secara purposive sampling, dengan kriteria sampel yaitu beras berwarna putih, mengkilap, dan licin. Sampel beras ( Oryza sativa L.) yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari beberapa pasar di kota Medan , Provinsi Sumatra Utara.
[bookmark: _Toc231291396]3.4.2 	Uji Organoleptis 
Dilakukan uji organoleptis pada sampel beras berupa warna dan bau dari sampel beras yang akan diidentifikasi.
[bookmark: _Toc231291397]3.4.3 	Pengolaan Sampel
Preparasi sempel beras dengan cara mengolah sampel sesuai prosedur yaitu masing masing sampel beras dihaluskan menggunakan blender terlebih dahulu, lalu ditimbang menggunakan neraca analitik sebanyak 10 g, kemudian dipindahan ke dalam wadah dan diberi label masing-masing, ditambahkan aquades sebanyak 50 mL pada masing-masing wadah yang berisi beras yang telah dihaluskan, kemudian dikocok dan didiamkan selama 10 menit lalu disaring menggunakan kertas saring dan diambil filtratnya (Warsani & Sholihah, 2023).
[bookmark: _Toc231291398]3.4.4  	pembuatan larutan pereaksi
[bookmark: _Toc231291399]3.4.4.1 Larutan Kalium Iodida (KI) 10 %
Timbang 10 gr kalium iodide, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan aquadest sampai tanda batas. Kocok secara perlahan hingga rata dan larutan siap digunakan (Warsani & Sholihah, 2023).
[bookmark: _Toc231291400]3.4.4.2 Larutan Amilum 1 %
Timbang 1 gr amilum, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL, dan ditambahkan aquadest sampai tanda batas. Kocok secara perlahan hingga rata dan larutan siap digunakan (Warsani & Sholihah, 2023).
[bookmark: _Toc231291401]3.4.5 	Analisis kualitatif 
[bookmark: _Toc231291402]3.4.5.1 Identifikasi dengan Pereaksi Kalium Iodida 10% dan amilum 1%
Filtrat Sampel diambil sebanyak 2 mL dan dipindahkan ke dalam tabung reaksi, filtratnya ditambahkan KI 10% 10 tetes dan 2 tetes amilum 1%, bila klorin positif terbentuk warna biru, perlakuan yang sama untuk kontrol positif (Elfia, 2020).
[bookmark: _Toc231291403]3.4.5.2 Identifikasi dengan Pereaksi Povidon iodine 
Filtrat Sampel diambil sebanyak 10 mL dipindahkan ke dalam tabung reaksi, filtrat ditambahkan 2 tetes larutan povidon iodine. Apabila sampel positif klorin maka filtrat akan tetap berwarna  bening atau putih keruh, perlakuan yang sama untuk kontrol positif (Warsani & Sholihah, 2023).
[bookmark: _Toc231291404]3.4.5.3 Identifikasi dengan Pereaksi Larutan AgNO3
1 mL filtrat sampel diambil lalu dimasukan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 1 mL larutan AgNO3. Apabila terjadi endapan putih menggumpal, maka sampel positif  mengandung klorin, perlakuan yang sama untuk kontrol positif (Alfitri et al., 2021).
[bookmark: _Toc231291405]3.4.5.4 Identifikasi dengan Pereaksi Dipropil-P-Phenilendiamine (DPD)
Ambil 10 ml filtrat sampel jernih ditambahkan 1 sachet reagen DPD di masing-masing sampel diamkan 1 menit. Hasil positif adanya kandungan klorin ditandai dengan terjadinya perubahan warna dari bening menjadi merah muda setelah penambahan reagen dipropil-p-phenilendiamine (DPD), perlakuan yang sama untuk kontrol positif (Apriani & Latifani, 2020).
[bookmark: _Toc231291406]3.4.6 Penetapan  Kadar  Klorin  Menggunakan  Metode  Spektrofotometri Ultraviolet-Visible
[bookmark: _Toc231291407]3.4.6.1 Pembuatan Larutan Induk Baku
Pada  proses  pembuatan  larutan  induk baku  klorin  yaitu di dalam labu ukur 25 mL ditambahkan 2,5 mL baku klorin  kemudian ditambahkan 1,25 dapar fosfat, ditambahkan 2,5 bungkus/sachet reagen N,N-dietil-p-fenilindiamin   (DPD) kemudian dicukupkan dengan aquadest hingga tanda batas dengan konsentrasi 100 μg/mL (Feladita & Robby 2017).
[bookmark: _Toc231291408]3.4.6.2 Penetapan Panjang Gelombang Maksimum  
Dipipet 4 mL  larutan induk baku  kemudian  dipindahkan  ke dalam labu ukur 10 ml dicukupkan dengan aquadest hingga tanda batas dengan konsentrasi 40 μg/mL. Larutan dianalisis menggunakan instrument spektrofotometer Ultraviolet-Visible pada  rentang  panjang  gelombang 400 – 800  nm  untuk  mendapatkan  panjang  gelombang  maksimum.  Kemudian dicatat absorbansi yang didapatkan dan buat kurva hubungan antara absorbansi dengan panjang gelombang (Feladita & Robby 2017).
[bookmark: _Toc231291409]3.4.6.3 pembuatan Operating Time
	Dipipet 4 mL  larutan induk baku  kemudian  dipindahkan  ke dalam labu ukur 10 mL dicukupkan dengan aquadest hingga tanda batas dengan konsentrasi 40 μg/mL. Lalu diukur Operating Time selama 60 menit pada panjang gelombang 510 nm.
[bookmark: _Toc231291410]3.4.6.4 Pembuatan Kurva Kalibrasi
Larutan induk baku diambil 2 mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL, dan 6 mL dengan menggunakan pipet ukur, masing-masing larutan  dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan aquadest sampai  tanda  tara,  lalu  dihomogenkan  sehingga  diperoleh konsentrasi  20  μg/mL,  30  μg/mL,  40  μg/mL,  50  μg/mL,  dan  60 μg/mL (Feladita & Robby 2017).
 Masing-masing larutan standar dengan konsentrasi 20 μg/mL, 30 μg/mL, 40 μg/mL,  50  μg/mL,  dan  60  μg/mL  yang  dimasukkan  ke  dalam kuvet secara bergantian pada instrument spektrofotometer Ultraviolet-Visible dan diperoleh  pengukuran  absorbansi  dengan  panjang  gelombang  maksimum 510 nm,  lalu dicatat absorbansinya (Feladita & Robby 2017). Absorbansi yang baik berada pada rentang 0,2 hingga 0,8 nm, sehingga pada rentang ini persentase kesalahan relative kecil .



[bookmark: _Toc231291411]3.4.6.5 Pengukuran Kadar Klorin Total dalam Sampel
Didalam labu 25 mL dimasukkan 1,25mL dapar fosfat ditambahkan 2,5 bungkus/sachet reagen N,N-dietil-p-fenilindiamin (DPD) kemudian dicukupkan dengan filtrat sampel hingga tanda batas. Kemudian dipipet 4 mL larutan sampel dimasukkan ke dalam labu 10 mL lalu di cukupkan dengan aquadest hingga tanda batas. Ukur absorbansi dengan spektrofotometer Ultraviolet-Visible pada   panjang gelombang maksimum 510 nm, kemudian dicatat absorbansinya.  Kadar  klorin  total  didapatkan  dari  hasil  perhitungan  dengan menggunakan  persamaan 𝑦=𝑏𝑥±𝑎 yang  sudah  didapatkan  pada  uji  linieritas (Feladita & Robby 2017).
Rumus penetapan kadar klorin : 
Penetapan kadar klorin =  
Keterangan:
C = konsentrasi senyawa dalam larutan sampel (
V = Volume larutan sampel
Fp = Faktor pengenceran 
W = Berat Molekul (mg)
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