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INTISARI

PRADANA, W. B., 2017, PENETAPAN KADAR VITAMIN C PADA DAUN
BAYAM MERAH (Amaranthus gangecticus L.) DAN DAUN BAYAM
BESAR (Amaranthus hybridus L.) SECARA SPEKTROFOTOMETRI UV-
Vis DENGAN PEREAKSI 2,6-DIKLOROFENOL INDOFENOL., SKRIPSI,
FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS SETIA BUDI

Vitamin C adalah salah satu zat gizi yang berperan sebagai antioksidan
dan efektif mengatasi radikal bebas yang dapat merusak sel atau jaringan. Bayam
merupakan tanaman yang didalamnya terkandung zat gizi dan vitamin. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk menentukan kadar vitamin C pada jenis-jenis daun
bayam.

Metode penelitian ini dilakukan secara deskriptif eksperimental
menggunakan spektrofotometri UV-Vis dengan pereaksi 2,6-diklorofenol
indofenol. Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah jenis-jenis daun
bayam, yaitu bayam daun merah (Amaranthus Gangecticus L.) dan bayam daun
besar (Amaranthus Hybridus L.).

Hasil penelitian menunjukkan kadar vitamin C yang terdapat pada daun
bayam merah sebesar 0,085 + 0,00991% sedangkan daun bayam besar 0,023 +
0,00991%. Kadar yang diperoleh menunjukkan adanya perbedaan kadar vitamin C
pada tiap jenis daun bayam yang dianalisis.

Kata Kunci:Spektrofotometri UV-Vis, 2,6-Diklorofenol indofenol, Vitamin C,
Bayam.
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ABSTRACT

PRADANA, WB, 2017, DETERMINATION OF VITAMIN C CONDITION
IN RED SPINACH LEAVES (Amaranthus gangecticus L.) AND LARGE
LEAVESSPINACH(Amaranthus hybridusL.) SPECTRUM INFLECTION
UV-VIS WITH 2.6-DICLOROFENOL INDOFENOL, SKRIPSI,
FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS SETIA BUDI

Vitamin C is one of the nutrients that act as antioxidants and effectively
deal with free radicals that can damage cells or tissues. Spinach is a plant in which
contained nutrients and vitamins. The purpose of this study was to determine the
levels of vitamin C in spinach leaf species.

This research method is done by descriptive experimental using UV-Vis
spectrophotometry with reagent 2.6-dichlorophenol indofenol. The samples used
in this research are spinach leaf, red leaf spinach (Amaranthusgangecticus L.) and
large leaf spinach (Amaranthushybridus L.).

The results showed vitamin C levels found in red spinach leaves of 0.085
+ 0,00991% and 0.023 + 0,00991% large spinach leaves. Levels obtained showed
differences in vitamin C levels in each type of spinach leaf analyzed.

Keywords:Spektrophotometri UV-Vis, 2,6-Diklorofenol indofenol, Vitamin C,
Spinach.

xiii
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Vitamin C adalah vitamin yang berbentuk kristal putih agak kuning, tidak
berbau, mudah larut dalam air, terasa asam, mencair suhu 190°C -192°C,
merupakan suatu asam organik, dan mudah rusak oleh oksidasi yang dipercepat
pada suhu tinggi, pemanasan yang terlalu lama, pengeringan dan lama
penyimpanan tetapi dalam bentuk larutan vitamin C mudah rusak karena oksidasi
oleh oksigen dari udara. Rumus molekul vitamin C adalah CgHgOs dan berat
molekulnya adalah 176,13. Vitamin C mempunyai dua bentuk molekul aktif yaitu
bentuk tereduksi (asam askorbat) dan bentuk teroksidasi (asam dehidro askorbat).
Bila asam dehidroaskorbat teroksidasi lebih lanjut akan berubah menjadi asam
diketoglukonat yang tidak aktif secara biologis.

Fungsi vitamin C adalah pembentukan kolagen dalam jaringan ikat,
pembentukan gigi, metabolisme tirosin, sintesis neurotransmitters dan
penggunaan Fe, Ca, dan Folasin (Lestari 2001).

Vitamin C merupakan vitamin yang paling mudah rusak. Vitamin C
sangat larut dalam air, mudah teroksidasi oleh panas, sinar, alkali, enzim,
oksidator, tembaga dan besi (Winarno 2004). Kandungan vitamin C yang tinggi
dapat ditemukan pada jeruk. Jeruk sering dikonsumsi secara langsung atau diperas
untuk diambil airnya. Jeruk yang biasa digunakan untuk jeruk peras adalah jeruk
siam. Jeruk peras sering dikonsumsi dalam kedaan panas. Namun, karena sifat
vitamin C yang tidak tahan panas maka memungkinkan vitamin C yang dikosumsi
tersebut mengalami kerusakan, sehingga manfaat vitamin C yang dikosumsi dapat
berkurang. Metilainen dkk,(1996) melakukan penelitian dengan membandingkan
kadar vitamin C plasma di dua tempat berbeda. Hasilnya terdapat perbedaan kadar
vitamin C pada kedua tempat tesebut. Perbedaan tersebut dihubungkan dengan

perbedaan konsumsi sayur dan buah dimana kadar vitamin C plasma lebih tinggi



bila mengkonsumsi buah dan sayur segar setiap hari, dibandingkan dengan subjek
yang lebih banyak mengkonsumsi dalam bentuk yang sudah diolah.

Berdasarkan sejumlah penelitian pada tanaman dilaporkan bahwa banyak
tanaman yang mengandung antioksidan dalam jumlah besar. Efek antioksidan
terutama disebabkan karena adanya senyawa fenol seperti flavonoid, dan vitamin
C. Biasanya senyawa-senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan adalah
senyawa fenol yang mempunyai gugus hidroksi yang tersubstitusi pada posisi orto
dan para terhadap gugus OH dan OR.

Flavonoid adalah senyawa fenol alam yang terdapat dalam hampir semua
tumbuhan. Sejumlah tanaman obat yang mengandung flavonoid telah dilaporkan
memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri, antivirus, anti radang, anti alergi, dan
antikanker. Efek antioksidan senyawa ini disebabkan oleh penangkapan radikal
bebas melalui donor atom hidrogen dari gugus hidroksil flavonoid. Beberapa
penyakit seperti arterosklerosis, kanker, diabetes, parkinson, alzheimer, dan
penurunan kekebalan tubuh telah diketahui dipengaruhi oleh radikal bebas dalam
tubuh manusia. Flavonoid menjadi perhatian karena peranannya bersifat obat
dalam pencegahan kanker dan penyakit kardiovaskular.

Spektrum flavonoid dan vitamin C biasanya ditentukan dalam larutan
dengan pelarut metanol atau etanol. Spektrum khas flavonoid terdiri atas dua
maksimal pada rentang 300-560 nm. Analisis kualitatif flavonoid dan vitamin C
dapat dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Spektrum
serapan ultra violet dan serapan tampak merupakan cara tunggal yang paling
bermanfaat untuk mengidentifikasi struktur vitamin C. Vitamin C mengandung
sistem aromatis yang terkonjugasi dan dapat menunjukkan pita serapan kuat pada
daerah UV-Vis. Metode tersebut juga dapat dilakukan dengan spetrofotometer
UV-Vis yaitu dengan mengukur nilai absorbansinya. Absorbansi sebagai analisa
kuantitatif dilakukan berdasarkan Hukum Lambert-Beer.

Spektrofotometer adalah alat yang terdiri dari spektrofotometer dan
fotometer. Spektofotometer adalah alat yang digunakan untuk mengukur energi

secara relative jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan, atau diemisikan



sebagai fungsi dari panjang gelombang. Spektrofotometer menghasilkan sinar dari
spektrum dengan panjang gelombang tertentu, dan fotometer adalah alat pengukur
intensitas cahaya yang ditransmisikan atau yang diabsorpsi.
B. Rumusan Masalah
Kebutuhan akan vitamin C di masyarakat semakin meningkat, didalam
daun bayam terdapat kandungan vitamin C. Dalam penelitian ini akan dilakukan

penentuan kadar vitamin C yang terdapat pada berbagai jenis daun bayam :

Pertama, Apakah bisa kandungan vitamin C pada daun bayam merah dan

daun bayam besar dianalisis dengan metode spektrofotometri UV-Vis ?

Kedua, Seberapa besar kandungan kadar vitamin C yang terdapat pada

daun bayam merah dan daun bayam besar ?

C. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah :

Pertama, Menganalisis kandungan vitamin C pada daun bayam merah dan
daun bayam besar menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis
Kedua, Menentukan kadar vitamin C pada daun bayam merah dan daun

bayam besar yang tumbuh di lingkungan masyarakat.

D. Manfaat Penelitian
Pertama, manfaat penelitian ini diharapkan dapat memberikan sumber
informasi bagi masyarakat tentang kandungan kadar vitamin C dari daun bayam

merah dan daun bayam besar yang dianalisis.

Kedua, memberikan masukan dan wawasan lebih lanjut bagi peneliti
mengenai metode spektrofotometri UV-Vis dan pereaksi 2,6-diklorofenol
indofenol yang digunakan untuk menganalisis kandungan vitamin C pada daun

bayam merah dan daun bayam besar.
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TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Bayam

1.Sistematika Tanaman

Bayam “ Amaranthus sp. ~ adalah salah satu tanaman sayuran yang dapat
di budidayakan di dataran rendah dan dataran tinggi. Bayam ini memiliki dua jenis
yang dapat dibudidayakan yaitu bayam hijau(Amaranthus tricolor L)dan bayam
cabut(Amaranthus hibrydus L). Namun, kedua bayam ini memiliki perbedaan yang
sangat jauh mulai dari bentuk daun, cabang batang dan juga bunga. Secara garis
besarnya bayam ini masih berfamili dengan bayam-bayaman (Amaranthuscea).
Selain itu, menurut beberapa ilmuan bahwa bayam ini memiliki sistematika
morfologi dan anatomi sebagai berikut.

Secara lengkap ahli-ahli botani mengklasifikasikan sayuran bayam secara

sistemik sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Sub kingdom : Tracheobionta

Sub Divisi : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliophyta

Sub Classis : Caryophyllidae

Famili : Amaranthacea

Genus : Amaranthus

Species :Amaranthus L(Tugiyono 2005).

Sosok tanaman bayam sangat mudah dikenali, yaitu berupa perdu yang
tumbuh tegak, batangnya tebal berserat dan sukulen pada beberapa jenis



mempunyai duri. Daunnya bisa tebal atau tipis, besar atau kecil, berwarna hijau
atau ungu kemerahan (pada jenis daun bayam merah). Bunganya berbentuk pecut,
muncul di pucuk tanaman atau pada ketiak daunnya. Bijinya berukuran sangat
kecil berwarna hitam atau cokelat dan mengkilap (Bandini,Y 2001).

Bayam termasuk sayuran yang sangat kaya nutrisi, dengan kandungan
rendah kalori, namun sangat tinggi vitamin, mineral dan fitonutrien lainnya.
Bayam mengandung flavonoid yang berfungsi sebagai antioksidan, yang dapat
melindungi tubuh dari radikal bebas. Produksi bayam di Indonesia dari tahun ke
tahun mengalami peningkatan. Pada tahun 2010 produksinya mencapai 152,334
ton dan meningkat menjadi 160,513 ton pada tahun 2011 (BPJS 2012).

Menurut UU No.13 tahun 2000 pasal 52, produk holtikultura (varietas
holtikultura) yang boleh beredar di masyarakat adalah varietas yang telah
didaftarkan ke pemerintah untuk peredaran melalui pihak pusat perlindungan
varietas tanaman dan perijinan pertanian. Sebelum proses pendaftaran, pemulia
yang akan mendaftarkan harus melakukan uji keunggulan dan uji kebenaran.

Balai penelitian Tanaman Sayuran merupakan satu-satunya lembaga
pemerintah yang bergerak di bidang penelitian tanaman sayuran. Proses perakitan
varietas diharapkan dapat dihasilkan varietas yang memiliki produktivitas dan
kualitas yang baik yang disukai konsumen. Penelitian ini bertujuan untuk
menetapkan kadar vitamin C dari daun bayam berdasarkan dari 2 varietas daun
bayam yang berbeda, yaitu daun bayam merah (Amaranthus gangecticus L.) dan
daun bayam besar (Amaranthus hybridus L.) dengan menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis dan pereaksi 2,6-diklorofenol indofenol, penelitian ini
diharapkan dapat menganalisis dan menetapkan kandungan vitamin C dari 2 jenis
bayam tersebut serta mengetahui faktor-faktor yang dapat mempengaruhi dalam
penelitian.

Seperti diketahui bayam mempunyai kandungan vitamin C, dimana
vitamin C adalah vitamin yang paling sederhana, mudah berubah akibat oksidasi,
tetapi amat berguna bagi manusia. Struktur kimianya terdiri dari rantai 6 atom C
dan kedudukannya tidak stabil (CsHgOg), karena mudah bereaksi dengan O, di

udara menjadi asam dehidroaskorbat



Berikut ini adalah klasifikasi jenis-jenis tanaman bayam :

Tabel 1. klasifikasi tanaman bayam

HAL BAYAM MERAH BAYAM HIJAU BAYAM DAUN BESAR
GAMBAR
Superdivisi :Spermatoph  Superdivisi :Spermatoph  Superdivisi :Spermatophy
yta yta ta
Divisi : Magnoliophyta Divisi : Magnoliophyta  Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida Kelas : Magnoliopsida Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Subkelas : Subkelas : Cariophyllidae
Cariophyllidae Cariophyllidae Ordo : Cariophyllales
Ordo : Cariophyllales Ordo : Cariophyllales Famili : Amaranthaceae
Famili : Amaranthaceae ~ Famili : Amaranthaceae  Genus : Amaranthus L
Genus : Amaranthus L Genus : Amaranthus L Spesies : Amaranthus
Spesies : Spesies : Amaranthus hybridus L.(Haragan, P.D
KLASIFIKA

Sl

Amaranthustricolor
L.(Haragan, P.D 1991)

viridis L. (Haragan, P.D
1991)

1991)

2. Nama Daerah

2.1 Nama daerah.Jakarta : bayam glatik, b.putih, b.merah. Jawa : bayem

abrit, b.lemah, b.ringgit, b.sekul, b.siti,, Maluku: jawa lufife, tona magaahu,

hohoruitoka tokara, baya roriha, loda kohori.

2.2 Nama asing. Chinese spinach (1)

3. Morfologi

Tanaman bayam merupakan salah satu jenis sayuran komersial yang

mudah diperoleh disetiap pasar, baik pasar tradisional maupun pasar swalayan.

Harganya pun dapat terjangkau oleh semua lapisan masyarakat. Tumbuhan bayam



ini awalnya berasal dari negara Amerika beriklim tropis, namun sekarang tersebar
keseluruh dunia. Hampir semua orang mengenal dan menyukai kelezatannya.
Rasanya enak, lunak dan dapat memberikan rasa dingin dalam perut dan dapat
memperlancar pencernaan.Umumnya tanaman bayam dikonsumsi bagian daun
dan batangnya.Ada juga yang memanfaatkan biji atau akarnya sebagai tepung,
obat, bahan kecantikan, dan lain-lain.Ciri dari jenis bayam yang enak untuk
dimakan ialah daunnya besar, bulat, dan empuk.Sedangkan bayam yang berdaun
besar, tipis diolah campur tepung untuk rempeyek (Yusni B dan Nurudin Azis
2001).

Tanaman bayam sangat mudah dikenali, yaitu berupa perdu yang tumbuh
tegak, batangnya tebal berserat dan ada beberapa jenisnyamempunyai duri.
Daunnya biasa tebal atau tipis, besar atau kecil, berwarna hijau atau ungu
kemerahan (pada jenis bayam merah). Bunganya berbentuk pecut, muncul di
pucuk tanaman atau pada ketiak daunnya. Bijinya berukuran sangat kecil
berwarna hitam atau coklat dan mengilap. Tanaman bayam sangat toleran
terhadap perubahan keadaan iklim. Bayam banyak ditaman di dataran rendah
hingga menengah, terutama padaketinggian antara 5-2000 meterdari atas
permukaan laut. Kebutuhan sinar matahari untuk tanaman bayam adalah tinggi,
dimana pertumbuhan optimum dengan suhu rata-rata 20-30C, curah hujan antara
1000-2000 mm, dan kelembaban di atas 60 %. Oleh karena itu, bayam tumbuh
baik bila ditanam di lahan terbuka dengan sinar mataharipenuh atau berawan dan
tidak tergenang air/becek (Yusni B dan Nurudin Azis 2001).

Di Indonesia hanya dikenal 2 (dua) jenis tanaman bayambudidaya, yaitu
Amaranthus tricolor L. dan Amaranthus hybridus L. Bayam cabut atau bayam
sekul/bayam putih (Amaranthus tricolor L.) memiliki batang berwarna kemerahan
atau hijau keputihan dan memiliki bunga yang keluar dari ketiak cabang. Bayam
cabut yang batangnya merah disebut bayam merah, sedangkan yang batangnya
hijaukeputihan disebut bayam hijau (Amaranthus tricolor L.). Bayam tahun,
bayam skop atau bayam daun besar (Amaranthus hybridus L.) memiliki daun
lebar. Varietas bayam diluar dari jenis tersebut merupakan bayam liar.Bayam

cabut lebih banyak dikenal oleh masyarakat dibandingkan dengan bayam petik.



Bayam petik banyak dijumpai di daerah Jawa tengah dan Jawa timur, seperti
Banyumas dan Yogyakarta. Sedangkan bayam cabut banyak dijumpai di daerah

Jawa Barat, Sumatera, Kalimantan, Sulawesi, Irian, dan Jakarta.

4.Manfaat Dan Kandungan Gizi Sayur Bayam

Bayam termasuk sayuran yang sangat kayanutrisi, dengan kandungan
rendah kalori, namun sangat tinggi vitamin, mineral dan fitonutrien lainnya.
Bayam mengandung flavonoid yang berfungsi sebagai antioksidan, yang dapat
melindungi tubuh dari radikal bebas. Produksi bayam di Indonesia dari tahun ke
tahun mengalami peningkatan. Padatahun 2010 produksinya mencapai 152.334
ton dan meningkat menjadi 160.513 ton pada tahun 2011 (BPS 2012).

Kandungan gizi per 100 g meliputi energyl00 kJ, karbohidrat 3,4 g,
protein 2,5 g, betacarotene 4,1 mg, Viamin B kompleks 0,9 mg, VitaminC 52 mg
(Grubben, 1994). Vitamin C sangat penting untuk tubuh manusia. Manfaatnya
antara laindapatmengobati berbagai macam gangguan padamanusia, mulai dari
kanker, diabetes, infeksi virusdan bakteri, serta memperlambat penuaan
dini(Massey dkk 2005; Brock dkk 2010). Rekomendasi Organisasi Kesehatan
Dunia untuk asupan vitamin C telah ditetapkan 45 miligram per hari (Snesa2010).

Serat memiliki fungsi yang tidak digantikanoleh zat lain dalam memicu
kondisi fisiologis danmetabolisme yang dapat memberikan perlindunganpada
saluran pencernaan. Serat makanan tidak dicernadalam usus, sehingga tidak
berfungsi dalammenghasilkan energi. Dalam ilmu gizi, serat makanan terdapat
pada sayuran dan buah. Serat makanan juga berguna mengurangi asupan kalori.
Diet seimbang rendah kalori disertai diet tinggi serat bermanfaat sebagai strategi
menghadapi obesitas. Kecukupan asupan serat kini dianjurkan semakin tinggi,
mengingat banyak manfaat yang menguntungkan untuk kesehatan tubuh.
Adequate Intake (Al) untuk serat makanan bagi orang dewasaadalah 20 - 35
g/hari. Bayam mengandung serat 0,8mg/100 g bahan (Kusharto 2006).

Pada tabel 2 dibawah ini menunjukkan komposisi gizi yang terkandung

tiap 100 gram pada tanaman bayam :



Tabel 2. Komposisi gizi pada tanaman daun bayam tiap 100 gram

No. Zat gizi Bayam besar Bayam merah
1 Kalori (kal.) 36 51
2 Karbohidrat (g) 6.5 10.0
3 Lemak (g) 0.5 0.5
4 Protein (g) 3.5 4.6
5 Kalsium (mg) 267 368
6 Fosfor (mg) 67 111
7 Besi (mg) 3.9 2.2
8 Vitamin A (SI) 6090 5800
9 Vitamin B1 (mg) 0.08 0.08
10 Vitamin C (mg) 80 80
11 Air (9) 86.9 82

B. Vitamin C

1. Pengertian Vitamin C

Vitamin C merupakan vitamin yang termasuk dalam kelompok vitamin
larut dalam air dan dikenal sebagai vitamin askorbat karena berkhasiat
menyembuhkan penyakit skorbut. Pada tahun 1928, Zents Gyorgyi berhasil
mengisolasi faktor anti askorbut yang kemudian dinamakan hexuronik. Isolasi
didapat jaringan adrenal, jeruk dan kubis. Pada tahun 1932 ia bersama C.glenn
king menyatakan bahwa asam hexuronik adalah vitamin C (Narins 1996).
Vitamin memilliki peran dalam beberapa tahap reaksi metabolisme energi,
pertumbuhan dan pemeliharaan tubuh, pada umumnya sebagai koenzim atau
sebagai bagian dari enzim. Berdasarkan kelarutanya vitamin dibedakan menjadi
dua kelompok yaitu vitamin yang larut air dan larut lemak. Golongan vitamin
yang larut lemak adalah vitamin A,D,E dan K, sedangkan yang larut air adalah
vitamin B dan C (Almatsier 2004).

2. Nama Dan Struktur
Nama umumnya vitamin C, Asam karbonat, Asam ceritamat, Nama ini

pertama Kkali diusulkan J.C.Drummond pada tahun 1920 untuk menamakan suatu
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senyawa yang dapat mencegah dan mengobati penyakit “scurvy”. Asam askorbat
Pertama kali diusulkan oleh Szent-Gyorgyi dan Hawort pada tahun 1933. Asam
ceritamat (Ceritamic acid), nama ini diperkenalkan oleh badan kimia dan farmasi
Amerika Serikat (Council on Fhharmacy and Chemistry of the Amerika Medical
Association). Organisasi ini kemudian mengubah nama tersebut menjadi asam
askorbat.

Nama Trivialnya asam heksuronat, Anti-scorbutin, Vitamin scorbutamin
Asam Heksuronat (Hexuronic Acid), nama ini diusulkan oleh SzentGyorgyi pada
tahun 1928 untuk suatu senyawa yang bersifat pereduksi kuat yang diisolasi dari
kelenjar anak ginjal (adrenal), jeruk dan kubis.

Anti-scorbutin pertama kali disusulkan oleh Holst pada tahun 1912.
Vitamin anti-scorbut (anti-scorbutat vitamin), scorbutamin diusulkan oleh
R.L.Jones pada tahun 1928.

Nama kimia -L-Asam askorbat, -L-Xylo-Asam askorbat, -L-threo-3-keto-
asam heksuronat lakton, -L-keto-threo-asam heksuronat lakton, -L-threo-
2,3,4,5,6-pentoksi-heksa-2-asam karboksilat lakton, dengan rumus empiris
CsHsOg, berat molekul: 176,.

| O
I

HO = o

ly
%,

-
H

HO OH

Gambar 2.1 Struktur vitamin C (Farmakopelndonesia. Edisi 1V 1995).

3. Sifat Vitamin C

Vitamin C adalah suatu senyawa yang bersifat reduktor kuat yang sangat
mudah terjadi reaksi oksidasi secara reversibel menjadi bentuk asam L-askorbat
dan asam L-dehidroaskorbat yang mempunyai keaktifan sebagai vitamian C.
Asam L-dehidroaskorbat secara kimia sangat labil dan dapat mengalami
perubahan lebih lanjut menjadi asam L-diketogulonat yang tidak memiliki
keaktifan vitamin C lagi. Vitamin C sangat larut dalam air dan paling mudah
teroksidasi secara cepat dengan adanya panas, sinar, alkali, enzim, oksidator, serta
oleh katalis tembaga dan besi (Winarno 2004).
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Vitamin C merupakan vitamin yang dapat dibentuk oleh beberapa jenis
spesies tanaman dan hewan dari prekusor karbohidrat. Sayang sekali manusia
tidak dapat mensisntesis vitamin C dalam tubuhnya, karena tidak memiliki enzim
L-gulonolakton oksidase. Manusia mutlak memerlukan vitamin C dari luar tubuh
untuk memenuhi kebutuhannya (Carr and Frei 1999).

Struktur vitamin C mirip dengan struktur monosakarida, tetapi
mengandung gugus enediol. Pada vitamin C terdapat gugus enediol yang
berfungsi dalam sistem perpindahan hydrogen yang menunjukkan peranan penting
dari vitamin ini. Vitamin C mudah teroksidasi menjadi bentuk dehidro, keduanya
secara fisiologis aktif dan ditemukan di dalam tubuh. Vitamin C dapat dioksidasi
menjadi L-dehidroksiaskorbat terutama jika terpapar cahaya, pemanasan dan
suasana alkalis. Selanjutnya jika asam L-dehidroksiaskorbat dioksidasi lebih
lanjut akan terbentuk asam 2,3 diketogulonik, lalu dapat menjadi asam oksalat dan
1-asam treonik. Reaksi asam vitamin C menjadi asam L-dehidroaskorbat bersifat
reversible, sedangkan reaksi-reaksi lainnya tidak (Thurnham dkk 2000).

Asam askorbat dalam keadaan kering cukup stabil, tetapi dalam larutan
cepat teroksidasi oleh udara. Reaksi oksidasi ini dipercepat oleh beberapa logam,
terutama tembaga. Asam askorbat jika terkena sinar matahari, lambat laun akan
berubah warna menjadi coklat (Sudjadi dan Rohmsn 2004).

Vitamin yang paling sederhana, mudah berubah akibat oksidasi, tetapi
amat berguna bagi manusia. Struktur kimianya terdiri dari rantai 6 atom C dan
kedudukannya tidak stabil (C¢HgOs), karena mudah bereaksi dengan O, di udara
menjadi asam dehidroaskorbat. Tetapi dari beberapa vitamin dapat diketahui dari
kepentingannya dalam membantu aktivitas berbagai enzim, misalnya banyak
vitamin B-kompleks merupakan koenzim beberapa enzim tertentu yang terdapat
dalam sel hidup (Safaryani 2007).

Gambar 2.2 Struktur kimia asam askorbat
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4. Fungsi Vitamin C

Peranan utama vitamin C adalah dalam pembentukan kolagen interseluler.
Kolagen merupakan senyawa protein yang banyak terdapat dalam tulang rawan,
kulit bagian dalam tulang, dentin, dan vasculair endothelium. Asam askorbat
sangat penting peranannya dalam proses hidroksilasi dua asam amino prolin dan
lisin menjadi hidroksi prolin dan hidroksilisin (Sunita, Almatsier2004).

Vitamin C berfungsi dalam proses metabolisme yang berlangsungdi dalam
jaringan tubuh. Fungsi fisiologis dari vitamin C ialah:

a. Kesehatan substansi matrix jaringan ikat.

b. Integritas epitel melalui kesehatan zat perekat antar sel.

c. Mekanisme immunitas dalam rangka daya tahan tubuh terhadap berbagai
serangan penyakit dan toksin.

d. Kesehatan epitel pembuluh darah.

e. Penurunan kadar kolesterol, dan

f.Diperlukan untuk pertumbuhan tulang dan gigi-geligi.(Achmad Djaeni
Sediaoetama 2000).

5. Metabolisme Vitamin C

Vitamin C mudah diabsorbsi secara aktif dan mungkin pula secara difusi
pada bagian atas usus halus lalu masuk ke peredaran darah melalui vena porta.
Rata-rata absorbansi adalah 90% untuk konsumsi diantaranya 20-120 mg/hari
(Yuniastuti 2008). Status vitamin C di dalam tubuh ditetapkan melalui tanda-
tanda Kklinik dan pengukuran kadar vitamin C di dalam darah. Tanda-tanda klinik
antara lain, perdarahan gusi dan perdarahan pembuluh darah kapiler di bawah
kulit (Sunita 2004).

Vitamin C dapat terserap sangat cepat dari alat pencernaan masuk dalam
saluran darah dan dibagikan ke seluruh jaringan tubuh. Umumnya tubuh menahan
vitamin sangat sedikit, kelebihan vitamin C dibuang melalui saluran air kemih.
Konsentrasi vitamin C dalam plasma darah sekitar 0,4 sampai 1,0 mg per 100 ml
dianggap sudah sangat baik. Bila konsentrasi sudah 0,1 mg, memberi indikasi

plasma darah sudah jenuh terhadap vitamin C (Winarno 2002).
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6. Kekurangan Dan Kelebihan Vitamin C

6.1 Kekurangan vitamin C, Defisiensi vitamin C adalah suatu keadaan
dimana kadarvitamin C dalam darah seseorang berkurang dari kadar normalnya.
Nilai normal untuk vitamin C dalam darah adalah: dewasa : 0,6-2 mg/dL dalam
plasma dan 0,2-2 mg/dL dalam serum, anak : 0,6-1,6 mg/dL dalam plasma.

Pada keadaan kekurangan vitamin C dapat terjadi kudis (scurvy). Tanpa
vitamin ini, hasil sintesis kolagen tidak stabil untuk menjalankan fungsinya.
Gejala kudis ini seperti pembentukan liver spotpada kulit, gusi yang seperti bunga
karang (spongy gums), dan perdarahan dari semua mukosa membran. Bintiknya
tersebut kebanyakan di daerah paha dan tungkai, dan orang yang kena penyakit
tersebut terlihat pucat, depresi, dan sebagian tidak bergerak tubuhnya.

6.2 Kelebihan vitamin C. Overdosis vitamin C (>1000 mg/hari) dapat
menimbulkan efek toksik yang serius, yaitu batu ginjal, hiperoksaluria, diare yang

berlangsung terus menerus (severe diarrhea), serta iritasi mukosa saluran cerna.

7. Metode Analisis Vitamin C

Terdapat beberapa metode untuk menentukan kadar vitamin C pada suatu
bahan pangan diantaranya, metode titrasi dan spektrofotometer.

7.1 Metode titrasi iodimetri. Titrasi adalah suatu proses atau suatu
prosedur dalam analisis volumetric dimanasuatu titran atau larutan standar (yang
telah diketahui konsentrasinya) diteteskan melaluiburet kelarutan lain yang dapat
bereaksi dengannya (belum diketahui konsentrasinya) hingga tercapai titik
ekuivalen atau titik akhir. Artinya, zat yang ditambahkan tepat bereaksi dengan
zat yang ditambabhi.

7.1.1. Metode iodium. lodium merupakan oksidator yang relatif lemah
dibanding dengan kalium kromat, senyawa serum (1V), brom, dan kalium
bikromat.

12 +2e —»2I-E0=0,535V

Walaupun demikian, iodium masih mampu megoksidasi secara sempurna

senyawa-senyawa Yyang bersifat reduktor kuat seperti SnCl2, H2SO3, H2S,

Na2S203 dan lain-lainnya, sedangkan dengan reduktor lemah seperti senyawa-
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senyawa arsen, antimon trivalent dan besi (I1) sianida dapat berlangsung sempurna
jika larutan netral atau sedikit asam (Achmad Mursyidi 249: 2007).

Vitamin C atau asam askorbat adalah asam karboksilat yang dapat
mengalami reaksi oksidasi. Vitamin C ini dapat bereaksi dengan larutan iodium
(12), yang mengubah 12 menjadi ion iodida (I) sehingga ion iodin mengalami
reduksi atau berperan sebagai oksidator. Penentuan iodida menggunakan metode
spektrofotometri  berdasarkan  pembentukan  kompleks  amilum-iodium
menggunakan oksidator iodat. Metode spektrofotometri ini didasarkan pada reaksi
reduksi-oksidasi dan pembentukan kompleks amilum-iodium sesuai dengan reaksi
berikut :

Reaksi vitamin C dengan KIO3 dalam suasana asam :

1057 + 51 + 6H* —— 3l, + 3H,0

1)

(KIO,) Kl (H2SO,)

CeHgOg+ I, — CeHsOs + 2HY + 2I
2)

I» + I —_ 13

(Senyawa kompleks iod-amilum)

Larutan kalium iodida dan kalium iodat jika direaksikan dengan asam
sulfat akan berwarna kuning sampai kecoklatan kuat. Larutan tersebut akan lebih
peka jika bereaksi dengan larutan kanji karena adanya iodida, kanji bereaksi
dengan iod membentuk suatu kompleks yang berwarna biru kuat. Vitamin C yang
semula merupakan zat yang tidak berwarna akan dapat ditampakkan warnanya
menggunakan pewarna kanji (starch) akan memunculkan warna biru yang
dideteksi menggunakan spektrofotometri sinar tampak (\Vogel 1985).

Bila tidak terdapat zat pengganggu yang berwarna, sebenarnya larutan
iodin masih dapat berfungsi sebagai indikator meskipun warna yang terjadi tidak
sejelas KMnO4. Umumnya lebih disukai penggunaan larutan kanji sebagai
indikator yang dengan iodin membentuk kompleks berwarna biru cerah. Larutan

kanji yang telah disimpan lama memberikan warna violet dengan iodium.
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Meskipu warna ini tidak mengganggu ketajaman titik akhir titrasi, tetapi larutan
kanji yang baru perlu dibuat kembali (Mei Zega 17: 2009).

Titrasi iodimetri harus dilakukan dengan lambat agar 12 sempurna bereaksi
dengan analit, jika titrasi cepat maka 12 tidak bereaksi sempurna dengan analit
sehingga titik akhir lebih cepat tercapai dan hasilnya tidak akurat. Deteksi titik
akhir pada iodimetri ini dilakukandengan menggunakan indikator kanji atau
amilum yang akan memberikan warna biru pada saat tercapainya titik akhir (Mei
Zega 22: 2009).

7.1.2. Titrasi asam-basa.Titrasi asam basa merupakan contoh analisa
volumetri, yaitu suatu cara yang menggunakan larutan yang disebut titran dan
dilakukan dari perangkat gelas disebut biuret. Larutan yang diuji bersifat basa
maka harus bersifat asam dan sebaliknya (Sudarmadji 2007).

7.1.3 Titrasi 2,6 D (Dichloroindophenol), Metode ini menghasilkan hasil
yang lebih spesifik dari titrasi yodium. Pada titrasi ini, persiapan sampel
ditambahkan asam oksalat atau asam metafosfat, sehingga mencegah logam
katalis lain mengoksidasi vitamin C namun metode ini jarang dilakukan karena
harga dari larutan 2,6 D dan asam metafosfat sangat mahal (Wijanarko 2002).

Larutan 2,6-diklorofenol indofenol dalam suasana netral atau basa akan
berwarna biru sedangkan dalam suasana asam akan berwarna merah muda.
Apabila 2,6-diklorofenol indofenol direduksi oleh asam askorbat maka akan
menjadi tidak berwarna, dan bila semua asam askorbat sudah mereduksi 2,6-
diklorofenol indofenol maka kelebihan larutan 2,6-diklorofenol indofenol sedikit
saja sudah akan terlihat terjadinya warna merah muda (Sudarmadji 1989).

Titrasi dan ekstraksi vitamin C harus dilakukan dengan cepat karena
banyak faktor yang menyebabkan oksidasi vitamin C misalnya pada saat
penyiapan sampel atau penggilingan. Oksidasi ini dapat dicegah dengan
menggunakan asam metafosfat, asam asetat, asam trikloroasetat, dan asam oksalat
sebagai pengekstraksi. Titrasi harus selesai dalam waktu 2 menit. Suasana larutan
yang asam akan memberikan hasil yang lebih akurat dibandingkan dalam suasana
netral atau basa. Penggunaan asam-asam di atas juga berguna untuk mengurangi

oksidasi vitamin C oleh enzim-enzim oksidasi yang terdapat dalam jaringan
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tanaman. Selain itu, larutan asam metafosfat-asetat juga berguna untuk pangan
yang mengandung protein karena asam metafosfat dapat memisahkan vitamin C
yang terikat dengan protein (Garrat 1964; Higuchi dan Hansen 1961; Counsell
1996).

Metode ini pada saat sekarang merupakan cara yang paling banyak
digunakan untuk menentukan kadar vitamin C dalam bahan pangan. Metode ini
lebih baik dibandingkan metode iodimetri karena zat pereduksi lain tidak
mengganggu penetapan kadar vitamin C. Reaksinya berjalan kuantitatif dan
praktis spesifik untuk larutan asam askorbat pada pH 1-3,5. Larutan standar harus
distandarisasi setiap hari. Untuk perhitungan maka perlu dilakukan standarisasi
larutan 2,6-diklorofenol indofenol dengan vitamin C standar (Andarwulan dan
Koswara 1989; Ranganna 2000; Sudarmadji 1989).

Kadar vitamin C ditetapkan berdasarkan titrasi dengan 2,6-diklorofenol
indofenol dimana terjadi reaksi reduksi 2,6- diklorofenol indofenol dengan adanya
vitamin C dalam larutan asam. Sebagai reduktor, asam askorbat akan
mendonorkan satu elektron membentuk semidehidroaskorbat yang tidak bersifat
reaktif dan selanjuthnya mengalami reaksi disproporsionasi membentuk
dehidroaskorbat yang bersifat tidak stabil. Dehidroaskorbat akan terdegradasi
membentuk asam oksalat dan asam treonat (Hashmi 1986). Reaksi yang terjadi

antara 2,6-diklorofenol indofenol dan vitamin C dapat dilihat pada di bawah ini :

0O OH
Cl Cl 0=C Cl_~ Cl O=C——l
o) HO-—(IZ‘I N l o= |
N & HoLE iy N-H + o=C |
Z I H—é-J H—(!:
S HO—C—H HO—C—H
(1>H (l?H.,OH OH (;?H._.OH
‘Dye (pink) Ascorbic acid Dye (cclourless) Dch_\'dro'adscorbic
aci

Gambar 2 Reaksi 2,6-diklorofenol dengan vitamin C

Asam askorbat akan mereduksi indikator dye (2,6-diklorofenol indofenol)

dalam suatu larutan yang tidak berwarna. Titik akhir titrasi asam askorbat yang



17

terkandung dalam sampel yang telah ditambahkan dye ditandai dengan adanya
kelebilhan dye yang tidak tereduksi dan akan merubah warna larutan menjadi
warna merah muda dalam kondisi asam (Nielsen 2010).

Pereaksi yang digunakan pada penetapan kadar vitamin C dengan metode
spektrofotometri antara lain asam oksalat atau asam metafosfat dan diklorofenol
indofenol. Sebagai reduktor, asam askorbat akan mendonorkan satu elektron
membentuk semidehidroaskorbat yang tidak bersifat reaktif dan selanjutnya
mengalami reaksi disproporsionasi membentuk dehidroaskorbat yang bersifat
tidak stabil. Dehidroaskorbat akan terdegradasi membentuk asam oksalat dan
asam treonat.

Asam oksalat adalah senyawa kimia yang memiliki rumus H,C,0,4 dengan
nama sistematis asam etanadioat. Banyak ion logam yang membentuk endapan tak
larut dengan asam oksalat, contoh terbaik adalah kalsium oksalat (CaOOC-
COOCa), yaitu penyusun utama jenis batu ginjal yang sering ditemukan. Adapun
asam oksalat maupun asam metafosfat itu sendiri berperan dalam membuat
larutan sampel dalam kondisi asam sehingga reaksi antara larutan sampel vitamin
C dengan larutan diklorofenol indofenol dapat berlangsung optimal (Hashmi
1986). Asam oksalat berperan sebagai pengekstraksi dan membuat larutan sampel
dalam kondisi asam sehingga reaksi antara larutan sampel vitamin C dengan
larutan diklorofenol Indofenol dapat berlangsung optimal (Hashmi 1986; Garrat
1964; Higuchi dan Hansen 1961; Counsell 1996).

Larutan 2,6-diklorofenol indofenol dapat mengalami berbagai perubahan
warna sesuai reaksi yang dialaminya. Larutan tersebut dalam suasana netral atau
basis akan berwarna biru, sedangkan dalam suasana asam akan berwarna merah
muda. Apabila 2,6-diklorofenol indofenol direduksi oleh asam askorbat maka
akan menjadi tidak berwarna dan apabila semua asam askorbat sudah mereduksi
2,6-diklorofenol indofenol maka kelebihan larutan 2,6-diklorofenol indofenol
sedikit saja sudah akan terlihat dengan terjadinya pewarnaan. Untuk perhitungan
maka perlu dilakukan standarisasi larutan dengan vitamin C standar (Sudarmadji
dkk 1996).
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7.2 Metode spektrofotometri. Spektroskopi adalah ilmu yang
mempelajari materi dan atributnya berdasarkan cahaya, suara, atau partikel yang
dipancarkan, diserap atau dipantulkan oleh materi tersebut. Spektroskopi juga
dapat didefinisikan sebagai ilmu yang mempelajari interaksi antara cahaya dan
materi.

Metode spektroskopi merupakan alat ukur utama pada kimia modern
untuk mengidentifikasikan struktur molekul. Dalam masa modern, definisi
spektroskopi berkembang seiring teknik-teknik baru yang dikembangkan untuk
memanfaatkan tidak hanya cahaya tampak, tetapi juga bentuk lain dari radiasi
elektromagnetik dan non-elektromagnetik seperti gelombang mikro, gelombang
radio, elektro, fonon, gelombang suara,sinar x dan lain-lain.

Spektroskopi umumnya digunakan dalam kimia fisik dan kimia analisis
untuk mengidentifikasi suatu substansi melalui spektrum yang dipancarkan atau
yang diserap. Pada kimia organik metode spektroskopi digunakan untuk
menentukan dan mengkonfirmasi struktur molekul, untuk memantau reaksi, dan
untuk mengetahui kemurnian suatu senyawa. Alat untuk merekam spektrum
disebut spektrometer.

Spektroskopi juga digunakan secara intensif dalam astronomi dan
penginderaan jarak jauh. Kebanyakan teleskop-teleskop besar mempunyai
spektrograf yang digunakan untuk mengukur komposisi kimia dan atribut fisik
lainnya dari suatu objek astronomi atau mengukur kecepatan objek astronomi
berdasarkan pergeseran Doppler garis-garis spektral. Salah satu jenis spektroskopi

adalah spektroskopi serapan sinar ultra violet (Mulya 1994).

7.2.1. Prinsip kerja spektroskkopi UV-Vis. Umumnya sebagian besar
senyawa organik dapat dianalisis secara kualitatif maupun kuantitatif dengan
menggunakan spektrofotometer ultraviolet pada panjang gelombang 200-400 nm,
kemudian hasil pengukuran dapat diperoleh dari pencatat pada spektrofotometer.

Molekul-molekul dengan elektron terikat lemah dapat menyerap energi
dalam daerah UV. Pengecualian, spektra UV dapat digunakan untuk menentukan
ketidakjenuhan molekul-molekul yang menyerap (gugus kromofor), karena hanya

molekul dengan ikatan rangkaplah yang mempunyai energi eksitasi yang cukup
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rendah yang menimbulkan penyerapan dalam daerah UV dekat. Sehingga
hidrokarbon jenuh, alkohol, dan eter transparan tidak menunjukkan serapan dalam
UV. Gugus-gugus fungsi tak jenuh seperti aldehid, keton, nitro alifatik dan ester
nitrat mempunyai puncak serapan pada UV dekat, tetapi intensitasnya begitu
rendah sehingga hanya dapat digunakan pada kondisi khusus. Senyawa dengan
ikatan rangkap terkonjugasi mempunyai absortivitas molar dalam UV yang cukup
tinggi.

Analisis organik dengan UV mempunyai keterbatasan, tetapi gugus
olefenik, asetilenik, dan karboksil akan memberikan serapan kuat dalam daerah
UV bila terkonjugasi satu dengan yang lainnya. Sebagian besar gugus-gugus yang
tidak menyerap daerah UV dekat menyerap pada panjang gelombang yang lebih
pendek. Penambahan gugus kromofor memperbesar sistem resonasi sehingga
memperlihatkan panjang gelombang serapan bergeser ke daerah UV dekat.

Dengan demikian, spektra UV berguna untuk mempelajari secara kualitatif
sistem konjugasi. Oleh karena itu larutan yang digunakan biasanya encer,
pemakaian hukum Beer bertujuan kuantitatif dimungkinkan.

Hukum Lambert Beer :

A=ab.c

Dimana :

A : Absorbansi

a . Absortifitas yang konstan

b : Tebal larutan yang dianalisis
c : Konsentrasi (mg/ml)

Beberapa istilah penting pada spektra elektronik :

Kromofor gugus tak jenuh kovalen yang menyebabkan serapan elektronik
(seperti C=C, C=0 dan NO,). Auksokrom, yaitu gugus jenuh yang bila terikat
pada suatu kromofor akan mempengaruhi panjang gelombang dan intensitas
serapan maksimumnya (seperti NH,, OH dan CI). Pergeseran batokromik
(pergeseran merah). Pergeseran serapan ke arah panjang gelombang lebih panjang
akibat pengaruh substitusi atau pelarut. Pergeseran hipsokromik (pergeseran biru).

Pergeseran serapan ke arah panjang gelombang lebih pendek akibat substitusi
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pelarut. Efek hiperkromik. Suatu kenaikan intensitas serapan Efek hipokromik.

Suatu penurunan intensitas serapan. (Sumardi 2005)

Pada umumnya konfigurasi dasar setiap spektrofotometer UV-Vis berupa

susunan peralatan optik yang terkonstruksi sebagai berikut :

Sumber

radiasi

Y

Monokro
mator

\ 4

Sampel
kompartme
n

Y

Detektor

Gambar 3 Susunan instrumen spektrofotometer UV-Vis

1. Sumber radiasi

Y

Ampifier
atau
penguat

Y

Visual
diplay/met
er

Beberapa sumber radiasi yang dipakai pada spektrofotometer UV-Vis

adalah lampu deuterium, lampu tungsten dan lampu merkuri.

2. Monokromator

Monokromator berfungsi untuk mendapatkan radiasi monokromatis dari

sumber radiasi yang memancarkan radiasi polikromatis. Monokromator pada

spektrofotometer biasanya terdiri atas : celah(slit)-filter-prisma-kisi-celah keluar.

3. Kuvet atau sel

Kuvet atau sel merupakan wadah sampel yang dianalisis. Ada dua macam

yaitu : kuvet dari leburan silika dan kuvet dari gelas. Kuvet dari silika dapat

dipakai untuk analisis kualitatif dan kuantitatif pada daerah pengukuran 190-1100

nm, dan dari bahan gelas dipakai pada daerah pengukuran 380-1100 nm.

4. Detektor

Detektor merupakan salah satu bagian dari spektrofotometer UV-Vis yang

penting. Oleh karena itu detektor akan menentukan kualitas spektrofotometer UV -

Vis. Fungsi detektor adalah mengubah sinyal radiasi yang diterima menjadi sinyal

elektronik.

7.2.2. Keseksamaan Keseksamaan adalah kedekatan hasil uji dengan cara

memperoleh pengukuran dan berbagai contoh yang homogeny dalam kondisi yang

normal. Keseksamaan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian antara

hasil individual, diukur melalui penyebaran hasil individual rata-rata jika

prosedur. Keseksamaan yang baik dinyatakan dengan semakin kecil persen RSD.
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Pada umumnya nilai keseksamaan dihitung menggunakan standar deviasi
(SD) untuk menghasilkan Relative Standard Deviasion (RSD) atau Coeficient
Vriation (CV). Keseksamaan yang baik dinyatakan dengan semakin kecil persen
RSD maka nilai presisi semakin tinggi. Kriteria seksama yang diberikan metode
memberikan simpangan baku relative atau koefisien variasi 2% atau kurang RSD
< 15%. Makin kecil nilai standar deviasi yang diperoleh, maka makin kecil pola
nilai variasinya. Nilai standar deviasidan persen koefisien variasi dapat dihitung

dengan mengikuti persamaan ekuivalen

SD = ’S (Xi—x)2
n-—1

%RSD = % X 100%

Keterangan :
Xi = pengukuran tunggal
X = pengukuran rata-rata

N = jumlah

7.2.3. Penentuan Limit of Detection dan Limit of Quantification kurva
baku. Batas deteksi merupakan jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat
dideteksi yang masih memberikan respon yang significant dibandingkan dengan
blanko. Batas deteksi merupakan parameter uji batas. Batas deteksi dinyatakan
dalam konsentrasi analit (persen bagian permilyar) dalam sampel.

Batas kuantitasi merupakan jumlah terkecil analit dalam sampel yang
masih memenuhi kriteria cermat dan seksama dan dapat dikuantifikasi dengan
akurasi dan presisi yang baik. Batas kuantitasi adalah nilai parameter penentuan
kuantitatif senyawa yang terdapat dalam konsentrasi rendah dalam matriks.

Makin kecil nilai standar deviasi yang diperoleh, maka makin kecil pola
nilai variasinya. Keseksamaan yang baik dinyatakan dengan semakin kecil persen
RSD maka nilai presisi semakin tinggi. Kriteria seksama yang diberikan metode

memberikan simpangan baku relative atau koefisien variasi 2%.
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Gambar 3 Batas deteksi dalam metode pengujian

_ kxSD
Q T os1
LoD (Limit of Detection) LoD = 3£52

slope

. .. _ 10xSD

LoQ (Limit of Quantition) LOQ = Slope
— , (y-y1)2
SD - Z n-2

Dimana :
Q - LOD atau LOQ
K : 3 untuk batas deteksi atau 10 untuk batas kuantitasi

SD  :simpangan baku respon dari blanko
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Sl . arah garis linear (kepekaan arah) dari kurva antara respon terhadap

konsentrasi slope (b pada persamaan garis y=a+bx)

7.2.4. Kesalahan pengukuran dengan spektrofotometer UV-Vis.

Kesalahan dalam pengukuran secara spektrofotometer dapat timbul dari banyak

sebab, diantaranya karena beberapa zat (misalnya protein) kadang-kadang melekat

kuat pada sel dan sulit dibersihkan, sidik jari dapat menyerap radiasi ultraviolet.

Penerapan panjang gelombang dari alat harus diteliti, penyimpangan atau
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ketidaktelitian di dalam sirkuit harus diperbaiki. Ketidaktepatan contoh dapat
menyebabkan kesalahan-kesalahan-kesalahan jika pengukuran tidak direncanakan

dengan hati-hati (Kusmaningrum 2011).

C. Landasan Teori

Bayam(Amaranthus sp.) merupakan tanaman sayuran yang berasal dari
daerah Amerika Tropik.Bayam semula dikenal sebagai tanaman hias, namun
dalam perkembangan selanjutnya bayam dipromosikan sebagai bahan pangan
sumber protein, vitamin A dan C serta sedikit vitamin B dan mengandung garam-
garam mineral seperti kalsium, pospor, dan besi (Sunarjono, 2006). Bayam
memiliki masa budidaya yang pendek (23 hari) dan umur simpan bayam yang
relatif singkat (Miftakhurrohmat 2009).

Bayam telah lama dikenal dan dimanfaatkan oleh masyarakat Indonesia.
Bayam merupakan bahan sayuran daun yang bergizi tinggi dan digemari oleh
semua lapisan masyarakat. Daun Bayam dapat dibuat berbagai sayur mayur,
bahkan disajikan sebagai hidangan mewah (elit). Bayam juga memiliki beberapa
manfaat diantaranya dapat memperbaiki daya kerja ginjal dan melancarkan
pencernaan (Sunarjono 2006).

Kadar vitamin C ditetapkan berdasarkan titrasi dengan 2,6-diklorofenol
indofenol dimana terjadi reaksi reduksi 2,6-diklorofenol indofenol dengan adanya
vitamin C dalam larutan asam. Sebagai reduktor, asam askorbat akan
mendonorkan satu elektron membentuk semidehidroaskorbat yang tidak bersifat
reaktif dan selanjuthnya mengalami reaksi disproporsionasi membentuk
dehidroaskorbat yang bersifat tidak stabil. Dehidroaskorbat akan terdegradasi
membentuk asam oksalat dan asam treonat (Hashmi 1986).

Asam askorbat akan mereduksi indikator dye (2,6-diklorofenol indofenol)
dalam suatu larutan yang tidak berwarna. Titik akhir titrasi asam askorbat yang
terkandung dalam sampel yang telah ditambahkan dye ditandai dengan adanya
kelebilhan dye yang tidak tereduksi dan akan merubah warna larutan menjadi

warna merah muda dalam kondisi asam (Nielsen 2010).
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Pada penelitian kali ini, analisa kadar vitamin C pada tanaman bayam
dilakukan dengan metode spektrofotometri UV-Vis karena metode ini merupakan
metode yang cukup mudah dalam pelaksanaannya, menggunakan alat dan bahan
yang sederhana dan hasil yang cukup akurat.

Penetapan kadar vitamin C dapat dilakukan dengan berbagai cara,
diantaranya adalah metode iodimetri, metode 2,6 dichloroindopenol, metode
kalorimetri 4-metoksi-2-itronailin, dan spektrofotometri (Sudjadi dan Rahman
2004).

D. Hipotesis
Berdasarkan landasan teori maka hipotesis dari penelitian ini adalah
dengan metode spektrofotometri UV-Vis dan pereaksi 2,6-diklorofenol dapat
digunakan untuk menentukan kadar vitamin C pada daun bayam merah

(Amaranthus gangeticus L.) dan daun bayam besar (Amaranthus hibrydus L.).



BAB Il

METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel
1. Populasi

Populasi adalah keseluruhan unit atau individu dalam ruang lingkup yang
ingin diteliti. Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah bayam merah
(Amaranthus gangeticus L.) dan bayam bayam daun besar(Amaranthus hibrydus

L.) di daerah Tawangmangu Surakarta.
2. Sampel

Sampel adalah sebagian dari populasi yang dipilih dengan menggunakan
prosedur tertentu sehingga diharapkan mampu mewakili populasi. Sampel yang
dipilih adalah jenis-jenis daun bayam, yaitu bayam merah (Amaranthus
gangeticus L.) dan bayam bayam daun besar(Amaranthus hibrydus L.) yang

diperlakukan secara direbus kemudian dianalisis secara spektrofotometri UV-Vis.

B. Variabel Penelitian

1. Identifikasi Variabel Utama

Variabel utama memuat identifikasi dari semua sampel yang detiliti
langsung. Variabel utama adalah kadar vitamin C pada jenis-jenisdaun bayam,
yaitu daun bayam merah (Amaranthus gangeticus L.) dan bayam daun
besar(Amaranthus hibrydus L.) pada perlakuan direbus berdasarkan reaksi antara
2,6-diklorofenol dengan vitamin C secara spektrofotometri UV-Vis.
2. Klasifikasi Variabel Utama

Variabel utama memuat identifikasi dari semua variabel yang diteliti
langsung. Variabel utama yang telah diidentifikasi terlebih dahulu dapat
diklasifikasikan ke dalam berbagai macam variabel yakni variabel bebas, variabel

terkendali dan variabel tergantung.

25
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Variabel bebas yang dimaksud dalam penelitian ini adalah variabel yang
digunakan untuk diteliti terhadap variabel tergantung. Variabel bebas adalah
variabel utama yang sengaja diubah-ubah untuk dipelajari pengaruhnya terhadap
variabel tergantung. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah jenis-jenis daun
bayam yaitu yaitu bayam merah (Amaranthus gangeticus L) dan bayam daun
besar (Amaranthus hibrydus L.) dengan perlakuan direbus, sarinya dilakukan
perlakuan pada hasil reaksi dengan 2,6-diklorofenol indofenol.

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah titik pusat permasalahan
yang merupakan pilihan dalam penelitian ini adalah intensitas warna pereaksi 2,6-
diklorofenol indofenol.

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah variabel yang
mempengaruhi variabel tergantung selain bebas. Variabel terkendali dalam
penelitian ini adalah tahapan analisis spektrofotometri UV-Vis, metode analisis,

kondisi fisik daun bayam dan kondisi penelitian.
C. Alat dan Bahan

1. Alat
Alat yang digunakan adalah spektrofotometri UV varian U-2900 Hitachi,
kertas label, blender, kertas saring, neraca analitik, pipet volume, labu takar,

syringe, beaker glass, botol kaca gelap, dan pipet tetes.

2. Bahan

Bahan yang digunakan adalah asam askorbat standart (E Merck), 2,6-
diklorofenol indofenol, aquabidest, Natrium Bikarbonat, Asam oksalat
indikator,jenis-jenis daun bayam, yaitu bayam merah (Amaranthus gangeticus L.),

dan bayam daun besar(Amaranthus hibrydus L.)

D. Jalannya Penelitian

1. Preparasi sampel daun bayam

Daun bayam merah dan daun bayam besar dibersihkan dari kotoran
kemudian menimbang +25 gram. Kemudian daun bayam direbus selama 5 menit

dengan metode digesti dengan pelarut air, lalu diblender atau dihancurkan sampai
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halus dengan menambahkan aquadest 100 ml. Kemudian diambil 5 ml lalu
diencerkan dalam labu takar 50 ml, kemudian direaksikan dengan ditambah

pereaksi 2,6-diklorofenol. Lalu dibaca absorbansinya..

2. Pembuatan Larutan 2,6-diklorofenol indofenol

Ditimbang seksama 50 mg natrium 2,6-diklorofenol indofenol P yangtelah
disimpan dalam eksikator, tambahkan 50 ml larutan NaHCO3; 0,05%, kocok
kuat,dan jika sudah terlarut, ditambahkan aquadest hingga 200 ml. Disaring ke
dalam botolbersumbat kaca berwarna coklat. Larutan 2,6-diklorofenol indofenol

dibuat sebagai reagen untuk analisis pada spektrofotometri UV-Vis.

3. Pembuatan Larutan Asam oksalat 0,4%

Menimbang padatan asam oksalat H,C,0, sebanyak 0,4gram dimasukkan
ke dalam beaker glass kemudian ditambahkan aquadest sampai 100 ml sambil
diaduk atau dikocok hingga homogen. Pembuatan larutan asam oksalat berfungsi

mencegah supaya vitamin C baku tidak teroksidasi.

4. Analisis Kuantitatif

4.1. Pembuatan larutan induk vitamin C 1000 ppm. Menimbang baku
pembanding vitamin C secara seksama + 100 mg, lalu dimasukkan dalam labu
takar 100 ml, kemudian dilarutkan dengan aquadest sampai tanda batas, sehingga

didapatkan konsentrasi nya 1000 ppm.

4.2. Penentuan panjang gelombang maksimum. Larutan baku yang
diperoleh (1000 ppm) dipipet 10 ml dimasukkan labu takar 100 ml dicukupkan
dengan asam oksalat 0.4% sampai tanda batas, sehingga konsentrasi nya menjadi
100 ppm. Dipipet 25 ml larutan baku ke dalam beaker glass 50 ml dicukupkan
dengan asam oksalat sampai tanda batas, sehingga didapat konsentrasi 50 ppm.
Larutan baku konsentrasi 50 ppm. Kemudian dipipet 1 ml larutan dimasukkan
kedalam labu ukur 10 ml dan ditambah 2,6-diklorofenol hingga berubah warna
menjadi merah muda, lalu di ad kan dengan asam oksalat 0.4%. Mengukur
serapan larutan baku pada panjang gelombang 300-750 nm dengan interval 5 nm.
Panjang gelombang yang menghasilkan serapan tertinggi adalah panjang

gelombang maksimum vitamin C.
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4.3. Penentuan operating time. Mengukur absorbansi pada lamda
maksimal 535 nm, dicari absorbansi yang stabil mulai dari menit ke-0 sampai
menit ke-30. Dilihat absorbansi yang paling stabil dengan rentang waktu selama 5

menit.

4.4. Penentuan kurva baku. Larutan baku asam askorbat 50 ppm dipipet
sebanyak 0.5ml; 1ml; 2ml; 3ml; 4ml; dan 5ml dimasukkan ke dalam labu ukur 10
mlmasing-masing larutan ditambahkan larutan 2,6-diklorofenol indofenol dan
dicukupkan volumenya dengan asam oksalat 0,4% hingga tanda batas. Diperoleh
masing-masing konsentrasi 2.5; 5; 10; 15; 20; 25 ppm. Kemudian diukur

serapannya pada panjang gelombang maksimal.

5. Pengukuran kadar sampel Vitamin C

Larutan sampel daun bayam dipipet kemudian dimasukkan ke dalam
kuvet, setelah itu ditambahkan dengan 2,6 - diklorofenol indofenol hingga batas
tanda kemudian dikocok hinggahomogen lalu diukur serapannya dengan

menggunakan spektrofotometri UV-Vis

E. Metode Analisa

1. Regresi Linear

Y =a+bx
Keterangan : Y : Serapan yang diperoleh

X : Konsentrasi

Creg(%)x pengenceran x Vol.Pelarutan (ml)

2. % Kadar = X 100%

Berat sampel(gram)
3. Penetapan batas deteksi dan kuantitasi

_kxSD _ / y—y1)2
Q TSI SD= X% n-2

3xSD 10 x SD
= LOQ =
slope slope

LOD
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F. Skematis Jalannya Penelitian

Membuat larutan induk vitamin C standar 100 ppm
|

l

Membuat larutan asam oksalat 0,4%

l

Membuat larutan NaHCO; 0,05%

l

Membuat pereaksi 2,6-diklorofenol indofenol

!

Pembuatan kurva baku

)

Pengukuran lamda maksimal

l

Menentukan operating time

l

Preparasi sampel tanaman bayam

l

Pengukuran absorbansi masing-masing sampel

Gambar 3.1 Skema jalannya penelitian
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G. Preparasi Sampel Daun Bayam

DITIMBANG

SAMPEL DAUN BAYAM 25 GRAM SAMPEL DAUN
DIBERSIHKAN DARI BAYAM DIREBUS

KOTORAN SELAMA 5 MENIT

MENGGUNAKAN METODE EKSTRAKSI DIGESTI (PEMANASAN SUHU TINGGI)

SAMPEL YANG

FILTRAT SUDAH DIREBUS
DISARING <:| KEMUDIAN
DENGAN KERTAS DIBLENDER HINGGA
SARING A

4 HASIL FILTRAT SIAP N
DIUKUR ABSORBANSI NYA
MENGGUNAKAN
SPEKTROFOTOMETRI UV-Vis
\ J

Gambar 3.2 Skema preparasi sampel daun bayam
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BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. HASIL PENELITIAN
1. Hasil determinasi tanaman
1.1 Determinasi bayam daun besar (Amaranthus hybridus L.)

Berikut ini adalah hasil kunci determinasi tanaman bayam daun besar : 1b-
2b3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-21b-22b-23b-24b-25b-26b27b-799b-
800b-801b-802a-803b-804b-805c-806b-807a-808¢c-809b-810b-811a-812b-815b-
816b820b--821b-822b-824b-825b-826b-829b-830b-831b-832b-833b-834a-835a-
836a-837c-851a-852b-853a.

Deskripsi tanaman : Habitus : terna, tegak, semusim, tinggi 0,5-3m, Akar:
tunggang, bercabang berwarna putih, Batang: bulat, lunak, tidak berkayu,
permukaan halus, Daun : tunggal,letak berseling, bentuk bulat telur melebar

hingga belah ketupat.

1.2 Determinasi bayam daun merah (Amaranthus gangecticus L.)

Berikut ini adalah hasil dari kunci determinasi tanaman bayam daun hijau :
1b-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-21b-23b-24b-25b-26b-27b-799b-
800b-801b-802b-803b-804b-805¢-806b-830b-831b-832b-833b-834a-835a-836a-
837c-851a-852b-853a.

Deskrikpsi tanaman : habitat : terna, tegak, semusim, tinggi 0,5-2,5 m;
Daun : tunggal, letak berseting, bentuk bulat telur-lanset hingga belah ketupat,

Batang: bulat, lunak, tidak berkayu, bercabang, permukaan halus bulat.

2. Penentuan Panjang Gelombang maksimal
Panjang gelombang maksimum pada spektrofotometri UV-Vis dilakukan
pada larutan baku vitamin C pada rentang serapan 300 nm-700 nm. Karena

vitamin C memiliki gugus kromofor dan auksokrom, dari hasil yang diperoleh
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larutan baku vitamin C menunjukkan panjang gelombang maksimal 535 nm pada

absorbansi 0,977, dapat dilihat pada gambar 4.1

PANJANG GELOMBANG

MAKSIMAL
1
[%2]
=2
<
2 0
S 400 475 550 625 700
2 PANJANG GELOMBANG (NM)

Gambar 4.1 Panjang gelombang maksimal

3. Penentuan operating time

Penentuan operating time dilakukan dengan cara mengukur absorbansi pada
lamda maksimal 535 nm, kemudian dicari absorbansi yang stabil mulai dari menit
ke-0 sampai menit ke-30. Dilihat absorbansi yang paling stabil dengan rentang
waktu selama 5 menit. Absorbansi yang stabil dapat dilihat dari menit ke-5

sampai ke-10. Dapat dilihat pada gambar 4.2

Operating Time
0,94

0,92

0,9
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

Waktu (menit)

Absorbansi

Gambar 4.2 Kurva operating time

4. Penentuan kurva baku

Dari perhitungan kurva baku diperoleh nilai persamaan regresi linear
dengan:

a=0,4619

b =0,0138

r=0,9971
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Maka diperoleh persamaan garis y = 0,0138x — 0,4619, dengan koefisien

korelasi (r) sebesar 0,9971. Kriteria penerimaan dari koefisien korelasi adalah (r)

sebesar r > 0,99 menunjukan linearitas yang sangat baik berarti bahwa hasil kurva

antara absorban dan konsentrasi tersebut linear, yaitu apabila terjadi peningkatan

pada nilai konsentrasi, nilai absorban juga meningkat (Lestari 2001).

Absorbansi

Konsentrasi (ppm)

Kurva baku
1
0,5 V=Q.Qi38x#04680—
R? =0.997
O T T 1
0 10 20 30

absorbansi

Linear
(absorbansi)

Gambar 4.3 Kurva regresi linear kurva baku

5. Penetapan kadar vitamin C pada sampel

Kadar vitamin C pada sampel berbagai jenis daun bayam dianalisis dengan

metode spektrofotometri UV-Vis dengan pereaksi 2,6-diklorofenol indofenol.

Berikut adalah data penetapan kadar sampel daun bayam :

5.1 Data kadar sampel Bayam Daun Besar

Tabel 4.2 Data kadar bayam daun besar

SAMPEL REPLIKASI BERAT ABSORBANSI KADAR RATA-RATA
(gram) VIT.C | KADARVIT.C
%) (%)
1 25,063 0,542 0,023
BAYAM 2 25,030 0571 0,031
DAUN
BESAR 3 25,041 0,516 0,015 0.023 %
4 25,073 0,536 0,021
5 25,061 0,552 0,026




5.2 Data kadar sampel Bayam Daun Merah

Tabel 4.4 Data kadar bayam daun merah
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SAMPEL REPLIKASI BERAT ABSORBANSI KADAR RATA-RATA
(gram) VIT.C | KADARVIT.C
%) (%)
1 25,031 0,769 0,090
BAYAM 2 25,081 0,715 0073
DAUN
HIJAU 3 25,011 0,755 0,084 0,085%
4 25,041 0,785 0,093
5 25,032 0,756 0,083

6. Penentuan metode validasi Limit Of Detection (LOD) & Limit Of

Quantification (LOQ)

Dari hasil persamaan regresi linear vitamin C, yaitu y = 0,4619 + 0,0138x,

dapat dicari batas deteksi dan batas kuantifikasinya, dimana batas deteksi adalah

konsentrasi analit sampel terendah yang masih dapat terdeteksi dan dibedakan

oleh blanko. Batas kuantifikasi adalah jumlah kriteria sampel analit yang masih

dalam kriteria cermat dan seksama serta dapat dikuantifikasi dengan presisi dan

akurasi yang baik.

Langkah pertama, mencari nilai SD (Standart Deviasi) :

sD= [p22

Kemudian dicari nilai LOD & LOQ :
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LOD:3xSD I_OQ:10)CSD

slope slope

Didapat hasil dari perhitungan LOD & LOQ sebagai berikut :

0,00999, Standar deviasi atau simpangan baku dari perhitungan.
2,154 | Batas deteksi adalah konsentrasi analit sampel terendah

SD

LOD
yang masih dapat terdeteksi dan dibedakan oleh blanko

LOQ = 7,182, Batas kuantifikasi adalah jumlah kriteria sampel analit

yang masih dalam kriteria cermat dan seksama serta dapat dikuantifikasi dengan

presisi dan akurasi yang baik.
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B. PEMBAHASAN

Vitamin C adalah vitamin yang berbentuk kristal putih agak kuning, tidak
berbau, mudah larut dalam air, terasa asam, mencair suhu 190°C -192°C,
merupakan suatu asam organik, dan mudah rusak oleh oksidasi yang dipercepat
pada suhu tinggi, pemanasan yang terlalu lama, pengeringan dan lama
penyimpanan tetapi dalam bentuk larutan vitamin C mudah rusak karena oksidasi
oleh oksigen dari udara. Rumusmolekul vitamin C adalah CgHgOg dan berat
molekulnya adalah 176,13. Vitamin C mempunyai dua bentuk molekul aktif yaitu
bentuk tereduksi (asam askorbat) dan bentuk teroksidasi (asam dehidroaskorbat).
Bila asam dehidroaskorbat teroksidasi lebih lanjut akan berubah menjadi asam
diketoglukonat yang tidakaktif secara biologis.

Metode vyang digunakan pada penelitian ini adalah metode
spektrofotometri UV-Vis, karena metode ini mempunyai tingkat ketelitian,
presisi, dan akurasi yang tinggi. Metode spektrofotometri UV-Vis dapat
menganalisis sampel yang berwarna serta mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi
dan gugus kromofor seperti halnya struktur dari vitamin C.

Tujuan dari penelitian adalah menentukan tingkat kadar vitamin C pada
jenis-jenis daun bayam dengan menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis
dengan pereaksi 2,6-diklorofenol indofenol, sekaligus mengetahui perbedaan
kadar vitamin C pada tiap-tiap jenis daun bayam yang dianalisis. Sampel daun
bayam yang dipilih harus segar, bersih serta tidak cacat.

Penetapan kadar menggunakan Spektromotometer Visible menggunakan
pereaksi 2,6-diklorofenol indofenol pada daun bayam, reaksi ini didasarkan atas
pengukuran jumlah larutan 2,6-diklorofenol indofenol yang dihilangkan warnanya
oleh vitamin C. Intensitas warna dari 2,6-diklorofenol indofenol sangat tergantung
terhadap waktu, karena hasil reaksi dari 2,6-diklorofenol indofenol dengan
vitamin C semakin lama semakin hilang. Hal ini dapat mempengaruhi pada
absorbansi yang diperoleh dan secara langsung yang akan mempengaruhi dalam

penetapan kadar.
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Asamaskorbat akan mereduksi indikator dye (2,6-diklorofenol indofenol)
dalam suatu larutan yang tidak berwarna. Titik akhir titrasi asam askorbat yang
terkandung dalam sampel yang telah ditambahkan dye ditandai dengan adanya
kelebilhan dye yang tidak tereduksi dan akan merubah warna larutan menjadi
warna merah muda dalam kondisi asam (Nielsen 2010).

Hasil penetapan kadar vitamin C pada jenis sampel daun bayam

menunjukkan adanya perbedaan kadar, sampel daun bayam besar kadar rata-

ratanya sebesar 0,023%%, kadar dan kadar rata-rata sampel daun bayam merah

sebesar 0,085%%. Rata-rata kadar vitamin C yang dianalisis menunjukkan adanya

perbedaan kadar vitamin C pada tiap jenis sampel. Hasil ini berbeda menurut
literature dimana disebutkan dalam tiap 100 gram daun bayam mengandung 80
mg vitamin C, perbedaan tersebut disebabkan karena adanya beberapa factor,
diantaranya waktu panen, iklim, tanah dan perbedaan tempat tumbuh.

Selama penelitian terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi jalannya
penelitian, diantaranya reagen 2,6-diklorofenol indofenol yang tidak tahan lama
karena teroksidasi, oleh karena itu penelitian harus dilakukan secara cepat. Selain
itu juga baku asam askorbat (vitamin C) yang harus disimpan pada tempat tertutup

supaya tidak mudah rusak.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini yang sudah didapatkan, maka didapatkan

hasil penelitian sebagai berikut :

Pertama, Kandungan vitamin C pada daun bayam merah dan daun bayam

besar dapat dianalisis kadarnya menggunakan spektrofotometri UV-Vis.

Kedua, kadar vitamin C pada sampel daun bayam besar 0,023%% dan daun

bayam merah 0,085%%

B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian dan kesimpulan dapat disarankan hal-hal

sebagai berikut :

Pertama, sampel dapat dipreparasi dengan metode ekstraksi yang lain seperti

maserasi, sokhletasi, dll

Kedua, dapat ditetapkan kandungan senyawa lain seperti Fe dari bayam

menggunakan metode AAS.
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Lampiran 1. Penimbangaan bahan untuk pembuatan kurva baku

Pembuatan kurva baku 1000 ppm, dibuat dengan cara menimbang dengan

seksama serbuk baku vitamin C sebanyak 100 mg. Pengambilan serbuk vitamin C

dilebihkan supaya penimbangannya lebih akurat. Berikut cara penimbangannya :

Tabel lampiran 1.1 Penimbangan kurva baku

NO BAHAN PENIMBANGAN (gram)
1 Kertas timbang kosong 0,2842 gram
2 Kertas timbang dinetralkan + serbuk vit.C 0,1005 gram +
3 Kertas timbang kosong + serbuk vit.C 0,3847 gram
4 Kertas timbang + sisa 0,2847 gram -
5 Berat baku vit.C 0,1000 gram

Dilarutkan 100 mg serbuk baku vitamin C dalam 100 ml aquabidest

sehingga didapat konsentrasinya sebesar 1000 ppm. Lalu dipipet 10 ml larutan

baku kemudian di ad kan 100 ml dengan asam oksalat sehingga konsentrasinya

menjadi 100 ppm.
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Lampiran 2. Perhitungan kurva baku
Perhitungan kurva baku dilakukan pengenceran bertingkat dari larutan 50
ppm, dibuat pengenceran dengan cara dipipet 0.5ml; 1ml; 2ml; 3ml; 4ml; dan 5ml

kemudian dimasukkan ke labu ukur 10 ml. Berikut cara perhitungannya :

1. Pengenceran 0.5 ml

V1 . C1 = Vz . CZ
0,5ml . 50 ppm= 10 ml . V,
V, = 2,5 ppm

2. Pengenceran 1 ml

V, . C; =V, . Cz
Iml . 50 ppm= 10 ml : V,
V2 = 5 ppm

3. Pengenceran 2 ml

V]_ . Cj_ = V2 . C2
2ml . 50 ppm= 10 ml : V,
V2 = 10 ppm

4. Pengenceran 3 ml

V1 . C;L = V2 . CZ
3ml . 50 ppm= 10 ml : V,
V, = 15 ppm

5. Pengenceran 4 ml

V1 . C1 = Vz . C2
4ml . 50 ppm= 10 ml . V,
V, = 20 ppm

6. Pengenceran 5 ml

V]_ . Cj_ = V2 . C2
2ml . 50 ppm= 10 ml : V,



44



45

Lampiran 3. Pengukuran lamda maksimal

Larutan baku 50 ppm dipipet 1 ml dari larutan dimasukkan ke dalam labu
ukur 10 ml, kemudian ditambah 2,6-diklorofenol hingga berwarna merah muda,
lalu dicukupkan volumenya dengan asam oksalat 0.4% lalu diukur panjang
gelombangnya pada spektrofotometri UV-Vis. Berikut ini adalah data pengukuran
panjang gelombang maksimum pada spektrofotometri UV-Vis dengan interval 5

nm:

Tabel lampiran 1.2 Panjang gelombang maksimal

Panjang gelombang (nm) | Absorbansi
585 0,401
580 0,477
575 0,559
570 0,643
565 0,722
560 0,796
550 0,862
500 0,915
545 0,952
540 0,974
535 0,977
530 0,965
525 0,941
520 0,908
515 0,868




510 0,823
505 0,776
500 0,727
495 0,677
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Lampiran 4. Pengukuran operating time

Penetapan operating time dilakukan pada panjang gelombang 535 nm,
dilakukan pembacaan absorbansi dari menit ke-O sampai menit ke-30 dicari
absorbansi yang paling stabil dalam setiap rentang waktu 5 menit. Absorbansi
yang stabil mulai terlihat pada menit ke-5 sampai menit ke-10 yang menunjukkan
absorbansi sebesar 0.913.

Tabel lampiran 1.3 Data operating time

Waktu (menit ke) Absorbansi
1 0,916
2 0,915
3 0,913
4 0,914
5 0,913
6 0,913
7 0,913
8 0,913
9 0,913
10 0,913
11 0,912
12 0,913
13 0,912
14 0,913
15 0,913
16 0,914




17 0,915
18 0,916
19 0,916
20 0,917
21 0,917
22 0,918
23 0,919
24 0,919
25 0,920
26 0,922
27 0,922
28 0,922
29 0,923
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Lampiran 5. Perhitungan kadar (Creg) sampel bayam daun besar
Penetapan kadar vitamin C pada sampel daun bayam, diketahui :

a=0,4619

b=0,0138

r=0,9973

1. Y =0,542
Y =a+ bX
0,542 =0,4619 + 0,0138X
X =5,8043

2. Y =0,571
Y =a+ bX
0,571 =0,4619 + 0,0138X
X =4,7898

3. Y =0,516
Y =a+ bX
0,516 =0,4619 + 0,0138X
X =2,6304

4. Y =0,536
Y =a+ bX
0,536 =0,4619 + 0,0138X
X =6,6014

5. Y =0,552
Y =a+ bX

0,552 =0,4619 + 0,0138X
X =7,9057



Lampiran 6. Perhitungan kadar (Creg) sampel bayam daun merah

1.

Y
Y
0,769

0,766
X

=0,769

=a+ bX

=0,4619 + 0,0138X
= 22,2536

=0,715

=a+ bX

=0,4619 + 0,0138X
= 18,3405

=0,755

=a+ bX

=0,4619 + 0,0138X
=21,2391

=0,785

=a+ bX

=0,4619 + 0,0138X
= 23,4130

=0,766

=a+ bX

=0,4619 + 0,0138X
= 22,0362
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Lampiran 7. Penetapan kadar vitamin C pada sampel daun bayam
Setelah didapat hasil nilai Creg, maka dapat ditetapkan presentase kadar
vitamin C dari sampel daun bayam :

Creg (ng) X Faktor Pengenceran X Volume pelarut (ml)

% KADAR = x 100 %

Berat Sampel (mg)

Lampiran 8. Perhitungan kadar vitamin C bayam daun besar

5.8043 (%) Xx10%0.1L

25063 mg

= 0,023 %g

1. Kadar (%) = X 100 %

7.9057 (%) x10x0.1L

2. Kadar (%) = X 100 %

25030 mg

= 0,031 %g

3.9202 (%) x10x0.1L

X100 %

3. Kadar (%) = 25041 mg

= 0,015 %g

5.3695 (%) x10x0.1L

4. Kadar (%) = X 100 %

25003 mg

= 0,021 %g

6.5289 (ng) x10x0.1L

5. Kadar (%) = X 100 %

25061 mg

= 0,026 %g



No Berat sampel Creg (mg/L) % Kadar
1 25063 mg 5,8043 0,023 %
2 25030 mg 7,9057 0,031 %
3 25041 mg 3,9202 0,015 %
4 25003 mg 5,3695 0,021 %
5 25061 mg 6,5289 0,026 %

Rata-rata % kadar

0,023 %%
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Lampiran 9. Perhitungan kadar vitamin C bayam daun merah

22.2536 (%) x10x0.1L

1. Kadar (%) = L X 100 %
25031 mg
b
=0,090 %;
18.3405 (%) x10x0.1L
2. Kadar (%) = X 100 %
25081 mg
b
=0,073 %Z
21.2391 (%) x10x0.1L
3. Kadar (%) = X 100 %
25011 mg
b
=0,084 %;
23.4130 (%) x10x0.1L
4. Kadar (%) = X 100 %
25041 mg
b
= 0,093%;
22.0362 (%) x10x0.1L
5. Kadar (%) = X 100 %
25032 mg
b
=0,088 %Z
No Berat sampel Creg (mg/L) % Kadar
1 25031 mg 22,2536 0,090 %
2 25081 mg 18,3405 0,073 %
3 25011 mg 21,2391 0,084 %
4 25041 mg 23,4130 0,093 %
5 25032 mg 22,0362 0,088 %




Rata-rata % kadar

0,085 %g
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Lampiran 10. Perhitungan LOD & LOQ
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Dari hasil persamaan regresi linear yang didapat y = 0,4619 + 0,0138x,
maka dapat dicari batas deteksi dan batas kuantisasinya
NO KONSENTRASI | ABSORBANSI Y’ Y-Y’ (Y-Y’)2
(ppm)
(Y)
1 2,5 0,498 0,4968 0,0016 0,0000025
2 5 0,526 0,5309 0,0049 0,000024
3 10 0,614 0,5999 0,0141 0,000199
4 15 0,657 0,6689 0,0119 0,000142
5 20 0,738 0,7379 0,0001 0,00000008
6 25 0,812 0,8069 0,0051 0,000026
Y (y-y)2 | 0,000393

Perhitungan Y’ = a + bx, dimana x adalah konsentrasi dari kurva baku.

1. Y’ = 0,542
Y’ =a+ bX
=0,4619 + 0,0138(2,5)
Y’ =0,4968
2. Y’ = 0,542
Y’ =a+ bX
=0,4619 + 0,0138(5)
Y’ =0,5309
3. Y’ =0,542
Y’ =a+ bX
=0,4619 + 0,0138(10)

Y’ =0,5999



4, Y’ =0,542
Y’ =a+ bX
=0,4619 + 0,0138(15)
Y’ =0,6689

S. Y’ =0,542
Y’ =a+ bX
=0,4619 + 0,0138(20)
Y’ =0,7379

6. Y’ =0,542
Y’ =a+ bX
=0,4619 + 0,0138(25)
Y’ =0,8069

s =3 - ")
N2

_0,000393
T 6-2

SD =S
=./0,000099 = 0,00991

358D

" b (slope)
: 3x%0.00991

=—— =2,154
0.0138

= 0,000099

LOD

10 SD

LOQ - b (slope)



~10x0.00991

0.0138

=7,182
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1. Lampiran Penimbangan Baku

Kertas Kosong Vitamin C baku

Kertas Timbang + Sisa
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2. LampiranPanjangGelombangMaksimal

Panjang Gelombang maksimal & peak

700.0  0.124 2 .895.0  0.12 690.0  0.128

685.0  0.134 680.0 0. 675.0  0.152

670.0  0.153 666.0  0.146 9 ' 660.0  0.138

855.0  0.133 0.130 2 645.0  0.129

640.0  0.128 635.0  0.13 511111 5300511101138

625.0  0.141 7 620.0 0.15 § 615.0 0.165

B10.0  0.184 20 21 800.0  0.238

595.0 0. 23 500.0 0.3 M 585.0 0@
580.0 75.0  0.559 1 570.0 .0

565.0 2 560.0 0 565.0

Select Function © _
Trace BData List BlList Interval (5.0 )
Easeline differs from the current Nethod.
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3. lampiran operating time

LT s TR, i
LI e ‘ v

I

0.918 :
19 0.916 1

3l 0.9
32

29  0.923
30  0.923

sample, thex; press START k
key: End of Weasurement

iili




4. lampiran pembuatan kurva baku

g

L,' .(“,!“(m((guum( , T >

4.1 Kurva Kalibrasi 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm
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5.Lampiran sampel daun bayam

6. Absorbansi sampel daun bayam

a. Bayam Daun Besar

N S g o i i e
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b. Bayam Daun Merah

7. Lampiran Bahan dan Alat

a. Alat

Kuvet Spektro UV



65

b. Bahan

2,6- Larutan Diklorofenol NaHCO3 As.Oksalat& 2,6-D

8. Lampiran Jenis-jenis Bayam

Bayam Daun Besar B. Bayam Daun merah
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JI. Ir. Sutami 36A Kentingan Surakarta 57126 Telp. (0271) 663375 Fax (0271) 663375
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Nomor . 85/UN27.9.6.4/Lab/2017
Hal : Hasil Determinasi Tumbuhan
Lampiran -

Nama Pemesan : Widanditya BP
NIM : 19133849A
Alamat : Program Studi S1 Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta

HASIL DETERMINASI TUMBUHAN

Nama Sampel : Amaranthus hybridus L.
Familia : Amaranthaceae

Hasil Determinasi menurut C.A. Backer & R.C. Bakhuizen van den Brink, Jr. (1963) :
1b-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-21b-22b-23b-24b-25b-26b-27b-799b-800b-801b-802a-803b-
804b-805¢-806b-807a-808c-809b-810b-811a-812b-815b-816b-818b-820b-821b-822b-824b-
825b-826b-829b-830b-831b-832b-833b-834a-835a-836a-837c-851a-852b-853a__48. Amaranthaceaee
1a-2b-3b-5b-6a 4. Amaranthus
1b-3b-4b-6b Amaranthus hybridus L.

Deskripsi Tumbuhan :

Habitus : terna, tegak, semusim, tinggi 0.5-3 m. Akar : tunggang, bercabang, berwarna putih hingga
putih kekuningan. Batang : bulat, lunak, tidak berkayu, bercabang banyak, permukaan halus dan gundul,
warna batang hijau. Daun : tunggal, letak berseling, bentuk bulat telur melebar hingga belah ketupat,
panjang 8-15 cm, lebar 5-12 cm, pangkal runcing, tepi rata, ujung tumpul atau membulat atau runcing
atau meruncing pendek, pertulangan menyirip, gundul, permukaan atas hijau tua, permukaan bawah
hijau muda, daging daun lunak. Bunga : majemuk tipe malai, di ujung cabang atau di ketiak daun, bunga
di malai bagian atas bercabang banyak, bunga berkelamin tunggal (uniseksual), bunga jantan tersusun
pada malai bagian atas, hijau, bunga betina terdapat di malai bagian bawah; daun pelindung bunga
(braktea) lebih panjang daripada perhiasan bunga; kelopak bunga dan mahkota bunga belum bisa
dibedakan (tenda bunga), daun tenda bunga 4-5, jarang 3, sangat meruncing dan panjang pada ujungnya,
berlepasan, tidak sama besar, bentuk bulat telur-bulat telur memanjang, panjang 1.5-3 mm, cembung;
benang sari 5, panjang sama dengan ukuran daun tenda bunga; putik 2-3, melengkung. Buah : bentuk
bulat telur memanjang, dengan sisa tangkai putik, hijau. Biji : bulat, kecil, diameter + 1 mm, hitam atau
hitam kecokelatan ketika masak, mengkilat.

Surakarta, 18 April 2017
Penanggungjawab

Kepala Lab, Program Studi Biologi Determinasi Tumbuhan
¢

Dr. Tetri Widiyani, M.Si.
NIP. 19711224 200003 2 001

Sur. , S.8i., M.Si.
NIP. 19800705 200212 1 002

Ke gfam Suith Biglogi FMIPA UNS
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS SEBELAS MARET
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM

LAB. PROGRAM STUDI BIOLOG]|

JI. Ir. Sutami 36A Kentingan Surakarta 57126 Telp. (0271) 663375 Fax (0271) 663375
http://www4biology.mipa.uns.acjd. E-mail biologi @ mipa.uns.ac.id

Nomor : 84/UN27.9.6.4/Lab/2017
Hal . Hasil Determinasi Tumbuhan
Lampiran -

Nama Pemesan : Widanditya BP
NIM 1 19133849A
Alamat : Program Studi S1 Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarta

HASIL DETERMINASI TUMBUHAN

Nama Sampel : Amaranthus tricolor L.
Familia : Amaranthaceae

Hasil Determinasi menurut C.A. Backer & R.C. Bakhuizen van den Brink, Jr. (1963) :
1b-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-1 9b-20b-21 b-22b-23b-24b-25b-26b-27b-799b-800b-80 1b-802a-803b-
804b-805¢-806b-807a-808¢-809b-8 10b-811a-812b-815b-816b-81 8b-820b-821b-822b-824b-
825b-826b-829b-830b-83 1b-832b-833b-834a-835a-836a-837c-85 1a-852b-853a__48. Amaranthaceaee
1a-2b-3b-5b-6a 4. Amaranthus
1b-3a Amaranthus tricolor L.

Deskripsi Tumbuhan :

Habitus : terna, tegak, semusim, tinggi 0.5-2.5 m. Akar : tunggang, bercabang, berwarna putih hingga
putih kekuningan. Batang : bulat, lunak, tidak berkayu, bercabang, permukaan halus dan gundul, warna
batang hijau atau hijau kemerahan hingga hijau keunguan. Daun - tunggal, letak berseling, bentuk bulat
telur-lanset hingga belah ketupat, panjang 3.5-11 cm, lebar 1-4.5 cm, pangkal runcing, tepi rata, ujung
tumpul atau membulat atau runcing atau meruncing pendek, pertulangan menyirip, gundul, warna daun
sangat bervariasi seperti hijau semua atau hijau keunguan atau hijau kemerahan atau merah terang

tersusun pada bunga bulir bagian atas, hijau; daun tenda bunga 3, sangat meruncing dan panjang pada
ujungnya, berlepasan, tidak sama besar, bentuk bulat telur-bulat telur memanjang, panjang 3.5-6 mm
pada bunga jantan dan 2-5 mm pada bunga betina, cembung, tepi transparan, dengan garis tengah warna
ungu atau hijau; benang sari 5, panjang sama dengan ukuran daun tenda bunga; putik 2-3, melengkung.
Buah : bentuk bulat telur memanjang, dengan sisa tangkai putik, hijau. Biji : bulat, kecil, diameter + 1
mm, hitam atau hitam kecokelatan, mengkilat.

Surakarta, 18 April 2017

Penanggungjawab
Kepala Lab. Program Studi Biologi Determinasi Tumbuhan
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