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METODE PENELITIAN
[bookmark: _Toc202679113]3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif kualitatif dan kuantitatif. Penelitian kualitatif meliputi uji organoleptik yang terdiri dari warna, rasa, aroma, dan tekstur serta identifikasi asam organik dari hasil fermentasi Classic Enzyme, sedangkan penelitian kuantitatif dengan menetapkan kadar asam organik yaitu asam laktat dan asam asetat yang terbentuk pada sampel Classic Enzyme.
[bookmark: _Toc202679114]3.1.1 Variabel Penelitian 
Variabel bebas merupakan variabel yang menjadi sebab timbulnya perubahan variabel terikat. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah Classic Enzyme hasil fermentasi buah – buahan segar.
Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau yang menjadi akibat karena adanya variabel bebas. Variabel terikat pada penelitian ini adalah uji organoleptis, identifikasi asam organik dan penentuan kadar asam organik pada Classic Enzyme. 
[bookmark: _Toc202679115]3.1.2 Parameter Penelitian 
Parameter penelitian ini meliputi uji organoleptis seperti rasa, aroma, warna, dan tekstur. Identifikasi asam organik yaitu asam laktat dengan pereaksi FeCl3 0,2% dan asam asetat dengan pereaksi FeCl3. Penentuan kadar asam organik dilakukan menggunakan High Performance Liquid Chromatography (HPLC). 


[bookmark: _Toc202679116]3.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian
[bookmark: _Toc202679117]3.2.1 Lokasi Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan.
[bookmark: _Toc202679118]3.2.2 Jadwal Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2025 – Mei 2025.
[bookmark: _Toc202679119]3.3 Alat dan Bahan
[bookmark: _Toc202679120]3.3.1 Alat
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah toples kaca, beaker glass, timbangan analitik (Mettler Toledo), tabung reaksi, batang pengaduk, rak tabung reaksi, labu ukur, corong, pH meter (Milwaukee), Ultrasonic Cleaner, Spektrofotometer UV-Vis (Thermo Scientific), dan High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Rigol).
[bookmark: _Toc202679121]3.3.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel minuman Classic Enzyme, Asam Laktat, Asam Asetat, FeCl3, Kalium dihidrogen fosfat, Asam fosfat, aqua pro injection, Syiringe filter 0,22µm, Membrane Selulose Nitrat 0,45µm, dan Alimunium foil.
[bookmark: _Toc202679122]3.4 Prosedur Penelitian
[bookmark: _Toc202679123]3.4.1 Pembuatan Classic Enzyme
Pembuatan Classic Enzyme menggunakan perbandingan komposisi 1:3:10 yaitu 1 bagian untuk madu murni, 3 bagian buah-buahan segar dan 10 bagian air minum yang telah dimasak. Buah-buahan segar terdiri dari 14 macam yaitu : Nenas, apel, pir, anggur, jeruk, strawberry, semangka merah, semangka kuning, buah naga, mangga, papaya, jambu, melon, dan belimbing. Untuk takaran perbandingan 1:3:10 yaitu 1 kg madu murni, 3 kg buah-buahan segar dan 10 liter air masak.
Disiapkan 1 toples kaca yang sudah dicuci bersih. Lalu di masukkan buah-buahan segar yang telah dikupas dan dipotong kecil-kecil dan dicuci lalu ditiriskan sampai airnya kering, kemudian ditimbang seluruh campuran buah sebanyak 900 gram dibagi sama rata berat dari 14 macam buah-buah tersebut masing-masing buah ditimbang 64,3 gram. Selanjutnya dimasukkan ke dalam wadah ditambahkan dengan 3 liter air yang sudah dimasak dan 300 gram madu murni lalu difermentasi dalam keadaan anaerob dan di luar toples dilapisi dengan alumunium foil. 
Disimpan di ruangan yang gelap tidak terkena sinar matahari. Lalu setiap 7 hari dan 14 hari, dilakukan pengeluaran oksigen yang ada di dalamnya serta lakukan penentuan kadar asam organik yang terbentuk. Dengan cara sampel diambil secukupnya lalu di saring dengan kertas saring, kemudian filtrat sampel diambil. 
[bookmark: _Toc202679124]3.4.2 Uji Organoleptis 
Uji organoleptik atau uji indra atau uji sensori merupakan cara pengujian dengan menggunakan indra manusia sebagai alat utama untuk pengukuran daya penerimaan terhadap produk. Pengujian ini dilakukan untuk melihat bagaimana sikap subjektif panelis (konsumen) terhadap sifat-sifat produk. Pengujian ini terdiri atas 5 (lima) panelis yang terdiri atas empat variabel yang diamati meliputi aroma, warna, tekstur dan rasa pada produk Classic Enzyme (Restu, 2019).
Pengujian ini dilakukan setiap 7 hari dan 14 hari pada saat pengujian kadar berlangsung. Adapun nilai dan kriteria produk Classic Enzyme dalam penelitian ini, yaitu sebagai berikut ;
[bookmark: _Toc202679125]Tabel 3.1 Nilai dan Kriteria Uji Organoleptis
	Nilai
	Aroma
	Warna
	Tekstur
	Rasa

	1
	Sangat busuk
	Sangat tidak menarik 
	Sangat kental
	Tidak Enak

	2
	Busuk
	Tidak menarik
	Agak kental
	Agak enak

	3
	Agak busuk
	Kotor, tidak suka
	Kental
	Enak

	4
	Biasa
	Agak kotor, kurang menarik
	Agak lembek
	Enak dan sedikit asam

	5
	Asam/manis
	Cukup menarik
	Lembek
	Enak dan asam

	6
	Bau khas asam
	Menarik
	Agak cair
	Sangat enak sedikit asam

	7
	Bau khas asam menarik selera
	Sangat menarik 
	Cair
	Sangat enak dan asam

	8
	Bau khas menarik selera
	Sangat menarik sekali
	Cair sekali
	Sangat enak sekali


 

[bookmark: _Toc202679126]3.4.3 Pembuatan Pereaksi
[bookmark: _Toc202679127]3.4.3.1 Pembuatan Larutan FeCl3 0,2%
Ditimbang FeCl3 sebanyak 0,1 gram, kemudian di masukkan ke dalam beaker glass 50 mL dan di larutkan dengan sedikit aquadest sambil di aduk sampai tanda batas.
[bookmark: _Toc202679128]3.4.3.2 Pembuatan Larutan FeCl3 1%
Ditimbang FeCl3 sebanyak 0,5 gram, kemudian di masukkan ke dalam beaker glass 50 mL dan di larutkan dengan sedikit aquadest sambil di aduk sampai tanda batas (Andalia et al., 2023). 

[bookmark: _Toc202679129]3.4.4 Analisis Kualitatif Asam Organik Pada Classic Enzyme
[bookmark: _Toc202679130]3.4.4.1 Identifikasi Asam Laktat
Kadar asam laktat yang dihasilkan selama fermentasi berlangsung di tentukan dengan metode spektrofotometer. Filtrat sampel sebanyak 0,9 mL dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL lalu ditambahkan dengan larutan FeCl3 0,2% sebanyak 1 mL dan di tambahkan aquadest sampai tanda batas. Kemudian dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang gelombang 360 – 440 nm. Reaksi dan pengukurannya dilakukan pada suhu ruang (Amir et al., 2024).
[bookmark: _Toc202679131]3.4.4.2 Identifikasi Asam Asetat 
Setelah fermentasi filtrat sampel dimasukkan dalam tabung reaksi menggunakan pipet tetes sebanyak 1 mL. Setelah itu, ditambahkan dengan larutan FeCl3 sebanyak 1-2 tetes. Kemudian melihat reaksi perubahan warna menjadi merah kecoklatan dalam tabung reaksi (Nurhasanah, 2018).
[bookmark: _Toc202679132]3.4.5 Analisis Kuantitatif Asam Organik Pada Classic Enzyme
[bookmark: _Toc202679133]3.4.5.1 Pembuatan Fase Gerak
Pembuatan fase gerak larutan buffer fosfat 50 mM yaitu dengan melarutkan 6,8 g kalium dihidrogen fosfat dalam 900 ml air, nilai pH diatur dengan menambahkan asam fosfat hingga pH 2.8 menggunakan pH meter, lalu ditambahkan dengan air hingga 1000 mL, selanjutnya disaring dengan Membrane Selulose Nitrat 0,45 µm (Limo et al., 2015).



[bookmark: _Toc202679134]3.4.5.2 Pembuatan Larutan Induk Asam Organik 
1. Pembuatan Larutan Induk Baku Asam Laktat
Disiapkan larutan baku asam laktat konsentrasi 10% yaitu dengan cara diambil sebanyak 10 mL baku asam laktat kedalam labu ukur 100 mL lalu di tambahkan larutan buffer fosfat 50 Mm sampai tanda batas. 
2. Pembuatan Larutan Induk Baku Asam Asetat
Disiapkan larutan baku asam asetat konsentrasi 10% yaitu dengan cara diambil sebanyak 10 mL baku asam asetat kedalam labu ukur 100 mL lalu di tambahkan larutan buffer fosfat 50 Mm sampai tanda batas.
[bookmark: _Toc202679135]3.4.5.3 Pembuatan Larutan Uji 
1. Pembuatan Larutan Uji Asam Laktat
Larutan uji dibuat dengan melarutkan larutan Induk baku asam laktat (10%), dipipet sebanyak 1 mL kedalam labu ukur 5 mL tambahkan larutan buffer fosfat 50 Mm sampai tanda batas, kocok sampai homogen (2%). Larutan kemudian di saring dengan syiringe filter 0,22 µm. Injeksikan ke dalam sistem HPLC dengan λ= 210 nm, laju alir 1 mL/menit, volume injeksi 20 µL. Lalu Tentukan waktu retensi yang diperoleh.
2. Pembuatan Larutan Uji Asam Asetat
Larutan uji dibuat dengan melarutkan larutan Induk baku asam asetat (10%), dipipet sebanyak 1 mL kedalam labu ukur 5 mL tambahkan larutan buffer fosfat 50 Mm sampai tanda batas, kocok sampai homogen (2%). Larutan kemudian di saring dengan syiringe filter 0,22 µm. Injeksikan ke dalam sistem HPLC dengan λ= 210 nm, laju alir 1 mL/menit, volume injeksi 20 µL. Lalu Tentukan waktu retensi yang diperoleh.
[bookmark: _Toc202679136]3.4.5.4 Pembuatan Kurva Kalibrasi 
1. Kurva Kalibrasi Asam Laktat
Untuk membuat kurva kalibrasi diambil dari larutan induk baku asam laktat (10%) dengan membuat 5 variasi konsentrasi yaitu 1%, 1,5%, 2%, 2,5% dan 3% dengan cara masing-masing dimasukkan dengan larutan lnduk baku Asam laktat sebanyak 0,5 mL, 0,75 mL, 1 mL, 1,25 mL dan 1,5 mL kedalam labu ukur 5 mL selanjutnya ditambahkan larutan buffer fosfat 50 Mm hingga tanda batas, kocok hingga homogen. Larutan kemudian di saring dengan syiringe filter 0,22 µm. Injeksikan ke dalam sistem HPLC dengan λ= 210 nm, laju alir 1 mL/menit, volume injeksi 20 µL. Lalu amati luas area dari konsentrasi tersebut dan tentukan persamaan regresinya. 
2. Kurva Kalibrasi Asam Asetat
Untuk membuat kurva kalibrasi diambil dari larutan induk baku asam asetat (10%) dengan membuat 5 variasi konsentrasi yaitu 1%, 1,5%, 2%, 2,5% dan 3% dengan cara masing-masing dimasukkan dengan larutan lnduk baku Asam laktat sebanyak 0,5 mL, 0,75 mL, 1 mL, 1,25 mL dan 1,5 mL kedalam labu ukur 5 mL selanjutnya ditambahkan larutan buffer fosfat 50 Mm hingga tanda batas, kocok hingga homogen. Larutan kemudian di saring dengan syiringe filter 0,22 µm. Injeksikan ke dalam sistem HPLC dengan λ= 210 nm, laju alir 1 mL/menit, volume injeksi 20 µL. Lalu amati luas area dari konsentrasi tersebut dan tentukan persamaan regresinya.
[bookmark: _Toc202679137]3.4.5.6 Penentuan Kadar Asam Organik Pada Sampel Classic Enzyme
Sampel Classic Enzyme di saring menggunakan kertas saring, setelah itu di masukkan 1 mL ke dalam labu ukur 5 mL, ditambahkan buffer fosat 50 Mm hingga tanda batas dan dihomogenkan. Larutan kemudian di saring dengan syiringe filter 0,22 µm. Injeksikan ke dalam sistem HPLC dengan λ= 210 nm, laju alir 1 mL/menit, volume injeksi 20 µL. Lalu tentukan luas area spektrum dan hitung kadar asam organik dari sampel tersebut (Limo et al., 2015).
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