



BAB III
[bookmark: _Toc176014032]METODE PENELITIAN

[bookmark: _Toc176014033]3.1 Rancangan Penelitian 
[bookmark: _Toc176014034]Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL). Konsentrasi kitosan cangkang kerang panggang pulut yaitu tanpa penambahan kitosan (P0), Konsentrasi kitosan 3% (P1), Konsentrasi kitosan 6% (P2), dan Konsentrasi kitosan 9% (P3). Terdapat 4 perlakuan dan setiap perlakuan terdiri dari 3 kali pengulangan sehingga dihasilkan 12 unit percobaan. Pengamatan terhadap mutu paprika merah diamati pada hari ke 8 selama penyimpanan.
3.1.1 	Variabel Penelitian 
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi kitosan cangkang panggang pulut dalam bentuk pengaplikasian edible coating. Sedangkan, variabel terikat dalam penelitian ini adalah parameter penelitian.
[bookmark: _Toc176014035]3.1.2 	Parameter Penelitian 
Parameter yang digunakan pada penelitian ini adalah deproteinasi, demineralisasi, depigmentasi dan deasetilasi pada proses isolasi cangkang panggang pulut. Parameter organoleptik terhadap kitosan dari segi bau, warna dan tekstur. Pemeriksaan senyawa gugus fungsi kitosan menggunakan FT-IR, penentuan kadar rendemen, penentuan kadar air, penentuan kadar abu, penentuan kelarutan dalam asam asetat, penentuan derajat deasetilasi pada kitosan dan penentuan viskositas larutan edible coating kitosan. Melakukan uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus terhadap kitosan, serta parameter mutu fisika (susut bobot, kadar air, warna), parameter mutu kimia (pH, total asam, vitamin C dan total padatan terlarut) terhadap pengaplikasian edible coating pada paprika merah.
[bookmark: _Toc176014036]3.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian  
[bookmark: _Toc176014037]3.2.1 	Jadwal Penelitian 
Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2024 - April 2025 
[bookmark: _Toc176014038]3.2.2 	Lokasi Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Botani, Laboratorium mikrobiologi dan virologi, dan Laboratorium[image: ] Farmasi Terpadu[image: ] Universitas Muslim Nusantara (UMN) Al-Washliyah Medan.
[bookmark: _Toc176014039]3.3 Alat dan Bahan   
[bookmark: _Toc176014040]3.3.1 	Alat Penelitian
[bookmark: _Hlk173236857][bookmark: _Toc176014041]Peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah ayakan mesh 40, beaker glass, neraca analitik, gelas ukur, cawan porselin, cawan petri, kaca arloji, batang pengaduk, kertas saring, pH meter, pH universal, blender, hot plate, corong, erlenmeyer, labu tentukur 250 ml, pipet tetes, bunsen, kertas cakram, jarum ose, magnetic stirrer, viscometer brookfield, oven, autoklaf, desikator, tanur, refraktometer, chromameter, Laminar Air Flow, FT-IR.
3.3.2 	Bahan Penelitian
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Cangkang Kerang Panggang Pulut (Atrina pectinata), Paprika Merah (Capsicum annum L.), larutan NaOH, HCl 2N, NaOCl 4%, asam asetat 1%, asam asetat glasial 2%, aquadest, indikator fenolftalein, indikator pati, larutan iod 0,01N, Nutrient Agar (NA), Mannitol Salt Agar (MSA), etanol, Mc Farland, Isolat Staphylococcus aureus.

3.3.3 Pembutaan Larutan
1. Larutan NaOH 3,5%
Ditimbang NaOH sebanyak 3,5 gram dimasukkan ke dalam beaker glass, ditambahkan aquadest sebanyak 100 ml, lalu di aduk hongga larut sempurna (Depkes RI, 2020).
2. Larutan HCl 2 N
Sebanyak 17 ml asam klorida pekat dimasukkan dalam beaker glass yang telah berisi 25 ml air aquadest, ditunggu sampai dingin dan diecerkan dengan aquadest hingga 100 ml (Depkes RI, 2020).
3. Larutan NaOCl 4%
Dipipet dari NaOCl 4% sebanyak 4 ml, dimasukkan ke dalam beaker glass, lalu ditambahkan dengan aquadest hingga 100 ml (Depkes RI, 2020).
4. Larutan CH3COOH 1%
Masukkan aquadest terlebih dahulu ke dalam labu ukur 100 ml sebanyak 25ml. Pipet asam asetat glasial sebanyak 1 ml kemudian masukkan dalam labu ukur yang telah diisi aquadest tadi, gojog sampai homogen. tambahkan aquadest sampai tanda batas, gojog hingga homogen (Depkes RI, 2020).
5. Larutan NaCl 0,9%
Ditimbang NaCl sebanyak 9 gram dimasukkan ke dalam beaker gelas, ditambahkan aquadest sebanyak 100 ml, lalu di aduk hingga larut sempurna (Depkes RI, 2020).
[bookmark: _Toc176014042]3.4 Persiapan Sampel 
[bookmark: _Toc176014043]3.4.1 	Determinasi Sampel 
[bookmark: _Toc176014044]Determinasi tumbuhan yang memiliki tujuan untuk memastikan kebenaran bahan penelitian yang digunakan. Determinasi tumbuhan dilakukan oleh Herbarium Medanense (MEDA) Departemen Biologi FMIPA Universitas Sumatera Utara terhadap Buah Paprika Merah (Capsicum annum L.) yang diteliti.
3.4.2 	Pengambilan Sampel 
[bookmark: _Hlk173236976]Pengambilan sampel kerang panggang pulut (Atrina pectinata) dilakukan secara purposive sampling, yaitu sampel diambil pada satu tempat atau daerah saja tidak membandingkan dengan daerah lain. Sampel didapat dari sekitaran daerah Desa Tebing Tinggi, Kec. Tanjung Beringin, Kab. Serdang Bedagai, Sumatera Utara. Paprika merah yang diperoleh dari Kemang Indah Pasar Buah, di JI. Sisingamangaraja, Kel. Siti Rejo I, Kec. Medan Kota, Kota Medan, Sumatera Utara sebanyak 12 buah dengan berat yang sama yaitu 50-150 mg perbuah.
3.4.3 	Pengumpulan Sampel 
Kerang panggang pulut yang telah diambil, kemudian dikumpulkan sebanyak 4 kg. Kerang panggang pulut yang telah dikumpulkan, lalu dikeluarkan daging kerang dari cangkang nya. Kemudian dicuci dengan air bersih dan mengalir untuk menghilangkan zat pengotor dan sisa daging yang ada pada cangkang kerang panggang pulut. Lalu dikeringkan dibawah sinar matahari hingga kering. 
Buah Paprika Merah yang telah dikumpulkan, selanjutnya dibersihkan dicuci dengan air bersih untuk menghilangkan kotoran yang melekat, Kemudian dikeringkan dengan tisu.
3.4.4 	Pengolahan Sampel 
Cangkang yang telah kering, kemudian dihaluskan dengan menggunakan lumpang kayu dan alu kemudian diblender dan diayak dengan ayakan mesh 40 hingga memiliki tekstur seperti serbuk atau butiran halus. Paprika merah yang telah kering, kemudian dicelupkan selama 5 menit dengan larutan edible caoting sesuai perlakuan dengan konsentrasi 3%, 6%, dan 9% dan dikeringkan.
[bookmark: _Toc176014045]3.5 Isolasi Kitosan Cangkang Kerang Panggang Pulut
[bookmark: _Toc176014046][bookmark: _Hlk173237058]3.5.1 	Proses Deproteinasi 
[bookmark: _Toc176014047][bookmark: _Hlk173237078]Proses deproteinasi bertujuan untuk memisahkan atau melepaskan ikatan protein dari kitin. Cangkang Kerang Panggang Pulut yang sudah dihaluskan hingga berukuran 40 mesh di reaksikan dengan menggunakan NaOH 3.5% dalam gelas beaker dengan perbandingan 1:10 (b/v), dipanaskan pada suhu 90°C selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer lalu didinginkan. Selanjutnya serbuk cangkang disaring menggunakan kertas saring dan dinetralkan dengan aquades, kemudian di keringkan dalam oven pada suhu 60°C selama 4 jam. Residu yang diperoleh kemudian didinginkan dalam desikator lalu ditimbang (Sepvina et al., 2022).
[bookmark: _Toc176014048]3.5.2 	Proses Demineralisasi  
Proses demineralisasi bertujuan untuk menghilangkan garam-garam anorganik atau kandungan mineral yang terdapat pada cangkang kerang. Tahap demineralisasi menggunakan sampel yang sudah dideproteinasi ditambahi larutan HCl 2 N dengan perbandingan 1:5 (b/v). Serbuk cangkang kerang dan larutan HCl 2 N dicampur dalam beaker glass kemudian dipanaskan di hot plate pada suhu 90°C selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer. Padatan yang diperoleh dicuci dengan aquades beberapa kali sampai pH netral. Padatan dikeringkan dalam oven pada temperature 60°C selama 4 jam, serbuk cangkang kerang yang diperoleh tanpa mineral kemudian didinginkan dalam deksikator kemudian ditimbang (Sepvina et al., 2022).
[bookmark: _Toc176014049]3.5.3 	Proses Depigmentasi 
Serbuk cangkang hasil demineralisasi direaksikan dengan NaOCl 4% dalam gelas beaker dengan perbandingan 1:10 (b/v), dipanaskan pada suhu 90°C selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer lalu didinginkan. Serbuk cangkang kemudian disaring dan dinetralkan dengan aquades. Kemudian di keringkan di oven pada suhu 60°C selama 4 jam. Residu yang diperoleh kemudian didinginkan dalam desikator lalu ditimbang (Sepvina et al., 2022).
3.5.4	Proses Deasetilasi
[bookmark: _Toc176014050]Proses deasetilasi adalah proses penghilangan gugus asetil (-COCH3) dari kitin dengan menggunakan larutan basa untuk mengubahnya menjadi gugus amina (-NH2). Residu yang di peroleh dari proses depigmentasi dilanjutkan dengan menambahkan NaOH 50% dengan perbandingan 1:20 (b/v) kemudian diaduk pada suhu 100°C selama 1 jam. Setelah dingin di saring endapan yang diperoleh dicuci dengan aquades sampai pH netral dan dikeringkan dalam oven pada suhu 100°C selama  4 jam hingga menjadi serbuk. Residu yang di peroleh setelah dikeringkan kemudian didinginkan dalam deksikator lalu ditimbang (Sepvina et al., 2022).





[bookmark: _Toc176014051]3.6 Pengujian FT-IR
Identifikasi dengan FT-IR (Fourier transform inframerah) dapat membuktikan adanya bentuk kitin dan kitosan, hasil isolasi dapat dianalisa dengan dibuat pallet dengan KBr dan selanjutnya diamati spektrum IR nya dengan FT-IR.
3.7 Karakteristik Kitosan Cangkang Kerang Panggang Pulut
[bookmark: _Toc176014052]3.7.1 	Organoleptis Kitosan 
[bookmark: _Toc176014053]Penilaian organoleptik atau penilaian sensorik merupakan metode penilaian yang sering digunakan karena dapat digunakan secara cepat dan langsung. Dalam uji organoleptik, indera yang berperan adalah indera penglihatan, penciuman, perasa, dan peraba. Parameter yang digunakan pada uji organoleptik yaitu uji warna, aroma, dan tekstur (Dalle et al., 2021).
3.7.2 	Randemen
[bookmark: _Toc176014054]Untuk mengetahui randemen kitosan dapat ditemukan menghitung perbandingan antara berat kitosan yang dihasilkan dengan berat kitin yang diperoleh (Rizki et al., 2023).
 x 100%
3.7.3 	Penentuan Kadar Air
Kadar air merupakan salah satu parameter yang sangat penting untuk menentukan mutu kitosan. Standar mutu untuk kadar air kitosan adalah ≤ 12%. Timbang sampel sebanyak 0,5 gr dalam cawan porselin yang telah diketahui beratnya. Cawan beserta sampel kemudian dimasukkan dalam oven pada suhu 105°C selama 3 jam. Kemudian  didinginkan dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang beratnya (Pratiwi et al., 2022).

Kadar air dihitung dengan persamaan sebagai berikut:

Keterangan: 	
A: Berat Cawan dan Sampel Awal (g)
B: Berat Cawan dan Sampel Kering (g) 
C : Berat Sampel Awal (g)
[bookmark: _Toc176014055]3.7.4 	Penentuan Kadar Abu 
Kadar abu pada kitin dan kitosan merupakan parameter keberhasilan proses demineralisasi yang dilakukan dan untuk mengetahui kandungan mineral yang ada dalam suatu bahan. Standar kadar abu pada kitosan ialah ≤ 5%. Sebanyak 0,5 g kitosan dimasukkan ke dalam cawan krus yang berat kosongnya telah diketahui. Kemudian kitosan dipijarkan di tanur pada suhu 500°C hingga 4 jam sampai benar-benar menjadi abu. Kitosan yang telah diabukan dimasukkan ke dalam desikator kemudian ditimbang beratnya (Rizki et al., 2023).
Perhitungan kadar abu dilakukan dengan rumus pada persamaan:

Keterangan:
A: Berat Krus dan Sampel Awal (g)
B: Berat Krus dan Abu Kering (g) 
C : Berat Sampel Awal (g)
3.7.5 	Kelarutan
Kelarutan kitosan merupakan salah yang dapat dijadikan sebagai standar penilaian mutu kitosan. Semakin tinggi kelarutan kitosan berarti mutu kitosan yang dihasilkan semakin baik. Kelarutan kitosan diperoleh dengan mengambil sampel cangkang kerang panggang pulut ditimbang 1 gram kemudian dilarutkan pada asam asetat glasial dengan konsentrasi 2% dengan perbandingan 1:100 g/ml (Sinaga, 2024). 
3.7.6	Derajat Deasetilasi
Penentuan derajat deasetilasi dapat dilakukan dengan membandingkan absorbansi pada bilangan gelombang (1650-1500) cm-1 untuk gugus hidroksil dengan absorbansi pada bilangan gelombang (3500-3200) cm-1 untuk gugus amina primer Perhitungan derajat deasetilasi dihitung menggunakan persamaan berikut (Destrianintyas et al., 2024).

Keterangan:
A = Absorban 
rp0 = transmitan pada garis dasar (cm) 
rp = transmitan pada puncak minimum (cm) 
A1655 = absorbansi pada bilangan gelombang 1655 cm-1 
A3450 = absorbansi pada bilangan gelombang 3450 cm-1 
1,33 =nilai dari A1655/A3450 untuk kitosan yang terdeasetilasi sempurna
3.8  Pembuatan Edible Coating
Pembuatan larutan kitosan Edible coating dibuat dengan konsentrasi 3%, 6% dan 9% dilarutkan sebanyak 3g, 6g dan 9g serbuk kitosan dengan [image: ]larutan asam asetat 1% sebanyak 100ml pada masing-masing perlakuan. Larutan dipanaskan di atas hot plate pada suhu 60°C dan diaduk menggunakan magnetic stirrer. Larutan yang sudah mengental ditambahkan gliserol 1% dan tetap dipanaskan serta diaduk sampai homogen (Windria et al., 2024).
3.9 Uji Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus
Uji aktivitas antibakteri Staphylococcus aureus mengacu pada (Fiana et al., 2020).
3.9.1	Sterilisasi Alat
Alat yang akan digunakan sebelumnya dicuci dan dikeringkan, kemudian disterilisasi menggunakan autoclave. Alat yang disterilisasi menggunakan autoclave adalah alat yang tahan terhadap panas seperti cawan petri, Erlenmeyer, beaker glass, tabung reaksi, dan tip. Sebelum disterilisasi dengan autoclave, cawan petri dibungkus dengan kertas dan diikat menggunakan karet gelang. Alat-alat gelas disterilkan dalam oven dengan suhu 170ºC selama ± 1 jam, jarum ose dan pinset dibakar dengan pembakar diatas api langsung dan media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit. 
3.9.2	Pembuatan Media Agar
a. Pembuatan Media Manitol Salt Agar (MSA)
Sebanyak 11,1 g serbuk MSA dilarutkan dengan aquadest 100 ml (111 g/1000mL) ke dalam erlenmeyer, kemudian dipanaskan diatas hotplate hingga mendidih. Media ini digunakan untuk pembiakan bakteri.
b. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA) 
Sebanyak 6 gram media NA serbuk dilarutkan ke dalam 250 ml aquades ke dalam erlenmeyer kemudian dihomogenkan. Tutup Erlenmeyer dengan alumunium foil dan disterilisasi dalam autoclave dengan suhu 121ºC selama 15 menit. Setelah disterilisasi, media lalu didinginkan hingga suhunya mencapai 45ºC, baru kemudian dituangkan masing-masing sebanyak 20 ml ke dalam cawan petri. Medium Nutrient Agar (NA) yang telah dituang ke dalam cawan petri dibiarkan hingga mengeras.
c. Pembuatan Larutan kontrol Positif
Kontrol positif dibuat dari sediaan obat tablet eritromisin 250 mg. satu tablet digerus halus kemudian timbang serbuk sebanyak 15 mg. Kemudian serbuk dilarutkan dalam methanol 5 ml untuk memperoleh larutan stok eritromisin .
3.9.3	Peremejaan Isolat Staphylococcus aureus
Sebelum dilakukan uji antibakteri, bakteri yang akan digunakan harus diregenerasikan terlebih dahulu. Hal yang pertama kali harus dilakukan adalah membuat biakan agar dengan menggunakan MSA, yaitu dengan menggoreskan biakan satu ose dari bakteri Staphylococcus aureus pada agar yang masih baru kemudian diinokulasi pada suhu 370C selama 24 jam didalam inkubasi.
3.9.4	Pembuatan Suspensi bakteri Staphylococcus aureus
Dua sampai tiga ose bakteri pada media NA (Nutrient Agar) yang sudah diinkubasi diencerkan menggunakan NaCl 0,9% steril sebanyak 10 ml sampai kekeruhannya setara dengan larutan  standar 0,5 Mc Farland .
3.9.5	Pengujian Aktivitas Antibakteri Staphylococcus aureus
Pengujian aktivitas antibakteri larutan kitosan dengan konsentrasi 3%, 6%, dan 9% menggunakan metode disc diffusion menggunakan kertas cakram.  Memanaskan media NA (Nutrient Agar) kemudian sebanyak 15 ml dimasukkan ke dalam cawan petri, setelah media memadat kemudian menyelupkan kapas lidi steril ke dalam suspense bakteri, dan diusapkan merata di atas media. Kertas cakram steril yang berukuran 6 mm direndam selama 15 menit ke dalam 10 ml larutan  kitosan yang mengandung konsentrasi 3%, 6%, dan 9%. Kertas cakram yang telah direndam ditempatkan diatas permukaan media pada posisi yang diinginkan. Kontrol positif menggunakan antibiotik eritromisin 15µg/ml dan kontrol negatif menggunakan aquadest. Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam kemudian diamati zona hambat yang terbentuk yang diinterpresentasikan dengan melihat daerah bening sekitar cakram yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan bakteri. 
3.10 Uji Viskositas Larutan Edible Coating Kitosan
Viskositas larutan edible coating diukur dengan viskometer Brookfield. Larutan yang akan diukur viskositasnya dimasukkan ke dalam beaker glass 100 ml hingga penuh. Kemudian celup spindle No. 4 ke dalam larutan edible coating kitosan dan atur ketinggian viskometer hingga tanda garis tercelup. Pengujian dilakukan dengan menggunakan kecepatan 60 rpm kemudian catat nilai viskositas yang muncul di layar. Nilai viskositas dinyatakan dalam satuan cP (centipoise) (Sembiring et al., 2025).
3.11 Pengaplikasian Edible Coating pada Paprika Merah
Metode pelapisan makanan yang paling umum adalah pencelupan. Keunggulan dari teknik ini adalah pelapis dapat memberikan lapisan yang menyeluruh dan merata pada permukaan buah (Priya et al., 2023). Paprika merah yang telah didapatkan dicuci dengan air mengalir hingga bersih dan dikeringkan permukaannya sebelum dilapisi agar larutan pelapis dapat melekat dengan baik. Setelah kering kemudian dicelupkan ke dalam larutan edible coating selama 5 menit lalu dilakukan penirisan dan pengeringan dengan cara dianginkan. Kemudian dilettakkan di atas styrofoam dan disimpan pada suhu kamar. Pengamatan parameter mutu fisikokimia pada paprika merah dilakukan pada hari ke 8.
3.12 Mutu Fisikokimia Paprika Merah
3.12.1	Mutu Fisika
Susut Bobot
Pengukuran susut bobot dilakukan dengan menggunakan neraca analitik dengan cara sampel yang sudah diberi edible coating ditimbang dengan perbedaan perlakuan lama waktu perendaman (Marsigit et al., 2022).
Susut buah dinyatakan dalam persen dengan perhitungan:

Susut Air
Pengujian kadar air dilakukan dengan menggunakan oven. Cawan kosong dikeringkan dalam oven selama 15 menit dan didinginkan dalam desikator, kemudian ditimbang. Daging buah sebanyak 5 g ditimbang, lalu diletakkan ke dalam cawan. Sampel dikeringkan dalam oven pada suhu 100-105 0C selama 4 jam. Selanjutnya sampel didinginkan dalam desikator dan ditimbang. Sampel dipanaskan kembali dalam oven selama 30 menit, kemudian didinginkan lagi dalam desikator dan ditimbang sampai berat sampel konstan (Marsigit et al., 2022).
Perhitungan kadar air dapat dihitung pada rumus berikut:

Warna
Pengujian warna pada sampel buah paprika merah dengan menggunakan alat chromameter. Pengukuran warna dilakukan dengan menggunakan alat Chromameter. Chromameter merupakan alat yang digunakan untuk memperoleh tingkat intensitas cahaya dengan sistem notasi warna Hunter dalam bentuk 3 parameter, yaitu L*, a*, dan b*. Prosedur pengujian warna dengan alat chromameter, yaitu: disiapkan alat chromameter untuk menguji warna pada sampel, dinyalakan chromameter kemudian dikalibrasi pada bidang putih, diatur nomor target sesuai yang diinginkan lalu enter, ditembakkan chromameter pada permukaan sampel dan dicatat hasil uji warna berupa L*, a*, b* (Megasari,2019).
Rumus : 
Keterangan : 
a = warna merah (positif), warna hijau (negatif)
b = warna kuning (positif), warna biru (negatif)
3.12.2	Mutu Kimia
pH
Prinsip dari analisa pH dengan menggunakan pH meter adalah berdasarkan pengukuran potensial antara elektroda indikator dengan elektroda pembanding atau pengukuran aktivitas ion hidrogen secara potensiometri/ elektrometri. Adapun tahapannya adalah sebagai berikut: Elektroda dan temperature probe dibilas dengan akuades lalu dikeringkan, pH meter dinyalakan dan elektroda dibilas kembali menggunakan akuades kemudian dikeringkan, elektroda dicelupkan pada sampel, dan ditunggu indikator yang muncul pada layar kemudian dicatat nilai yang tertera pada layar digital (Djafar et al., 2022).
Total Asam
Total Asam diukur dengan metode titrasi asam-basa. Prosedur pengukuran adalah sebagai berikut: Bahan ditimbang sebanyak 5 gram, lalu sampel dimasukkan ke dalam labu ukur 250 ml dan ditambahkan aquadest sampai batas, larutan sampel dihomogenkan dengan menggoyang goyangkannya, sampel disaring menggunakan corong yang sudah dilapisi kertas saring, sebanyak 25 ml filtrat diambil dengan pipet dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 ml, filtrat ditambahkan dengan 3 tetes indikator phenolphthalein, kemudian sampel dititrasi dengan larutan NaOH 0,1 N sampai warnanya berubah menjadi merah muda. Kadar total asam tertitrasi pada sampel dihitung dengan perhitungan (Djafar et al., 2022).

Vitamin C
Pengukuran vitamin C dilakukan dengan ditimbang 5 g sampel paprika merah, lalu ditambah aquadest dan dihaluskan dengan blender. Disaring dengan menggunakan kertas saring untuk memisahkan filtratnya. Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250ml sebanyak 10 ml. Ditambahkan 3 tetes larutan amilum 1 % . Dititrasi menggunakan larutan iod 0,01 N ditandai dengan perubahan warna larutan menjadi warna biru tua. Kemudian dicatat volume titrasinya (Djafar et al., 2022).
Kadar vitamin C dihitung dengan Rumus: 
% kadar vitamin 
Keterangan: 
V = Volume Titrasi (ml) 
Fp= faktor pengenceran
Ws = Berat sampel (g) 
1 ml I2 0, 01 N setara dengan 0,88 mg C6H8O6 


Total Padatan Terlarut (TPT)[image: ]
Metode yang digunakan untuk dapat mengetahui total padatan terlarut salah satunya dengan menggunakan alat portable refraktometer yang telah dimodifikasi dengan cara melewatkan cahaya pada larutan kemudian akan diketahui nilai indeks bias dari cahaya terhadap larutan tersebut dimana semakin tinggi nilai dari indeks bias menunjukan bahwa semakin tinggi pula padatan yang terlarut dalam suatu larutan. Total padatan terlarut diukur menggunakan alat hand refractometer. Sampel diambil sebanyak 2-3 tetes dan diteteskan pada prisma refraktometer yang telah dikalibrasi terlebih dahulu, Refraktometer diarahkan pada sumber cahaya kemudian akan muncul nilai derajat brix yang menandakan besarnya total padatan terlarut 
(Bahtiar, 2020 ).
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