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ABSTRACT

Calcium is one of the essential nutrients needed for various bodily
functions. Calcium has various functions such as reduce blood pressure, hormone
regulation, blood clotting, and other functions. One of food that contains calcium
is anchovy (Stolephorus sp.). In determining calcium levels in food, the analytical
method commonly used is atomic absorption spectrophotometry and titrimetric.

This research is a descriptive observational study aimed to comparing and
knowing whether there were differences in calcium levels in anchovy determined
by permanganometry, complexometry, and atomic absorption spectrophotometry.
This research was conducted at the Laboratory of Water, Food and Beverage
Chemistry, Department of Health Analyst, Surabaya Health Polytechnic and
Surabaya Health Laboratory Center from December 2018 to June 2019. The
results of calcium determination using permanganometric method obtained an
average of 1660.97 mg/Kg, complexometry 1230.23 mg/Kg, and atomic
absorption spectrophotometry 1248.75 mg/Kg.

The results of the calcium determination by permanganometric method
obtained higher results than complexometry and atomic absorption
spectrophotometry method, that value can be concluded there were significant
differences in calcium levels from the three methods. The Least Significant
Different Test showed the results of calcium determination by permanganometry
different than complexometry and atomic absorption spectrophotometry method,
meanwhile between complexometry methods and atomic absorption
spectrophotometry there were no significant differences. The difference in the
results of calcium content determination with the three methods is influenced by
differences in the ability of the method in analyzing the levels of analytes in the
sample which can be shown by the value of accuracy, precision, linearity,
sensitivity and specificity of the analysis method.

Keyword: Permanganometry, Complexometry, Atomic Absorption
Spectrophotometry, Anchovy, Calcium.



ABSTRAK

Kalsium merupakan salah satu nutrien esensial yang dibutuhkan untuk
berbagai fungsi tubuh. Kalsium berfungsi untuk menurunkan tekanan darah,
regulasi hormon, pembekuan darah, dan berbagai fungsi lainnya. Salah satu bahan
pangan yang mengandung kalsium adalah ikan teri (Stolephorus sp.). Dalam
menentukkan kadar kalsium dalam bahan pangan, metode analisis yang umum
digunakan adalah spektrofotometri serapan atom dan titirimetri.

Penelitian ini  bersifat observasional deskriptif yang bertujuan
membandingkan dan mengetahui apakah terdapat perbedaan kadar kalsium dalam
ikan teri yang ditetapkan dengan metode permanganometri, kompleksometri dan
spektrofotometri serapan atom. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia
Air, Makanan dan Minuman Jurusan Analis Kesehatan Politeknik Kesehatan
Kementrian Kesehatan Surabaya dan Balai Besar Laboratorium Kesehatan
Surabaya dari bulan Desember 2018 sampai Juni 2019. Hasil penetapan kadar
kalsium menggunakan metode permanganometri diperoleh rata-rata 1660,97
mg/Kg, kompleksometri 1230,23 mg/Kg, dan spektrofotometri serapan atom
1248,75 mg/Kg.

Hasil penetapan kadar dengan metode permanganometri memberikan hasil
yang lebih tinggi dari metode kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom,
sehingga dapat disimpulkan terdapat perbedaan kadar kalsium yang signifikan
dari ketiga metode tersebut. Uji Least Significant Different menunjukkan hasil
penetapan kadar kalsium metode permanganometri berbeda terhadap
kompleksometri dan spektrofotmetri serapan atom, sedangkan antara metode
kompleksometri terhadap spektrofotometri serapan atom tidak terdapat perbedaan
yang bermakna. Perbedaan hasil penetapan kadar kalsium dengan ketiga metode
tersebut dipengaruhi oleh perbedaan kemampuan metode dalam menganalisa
kadar analit dalam sampel yang dapat ditunjukkan oleh nilai akurasi, presisi,
linieritas, sensitivitas dan spesifitas metode analisis.

Kata Kunci: Permanganometri, Kompleksometri, Spektrofotometri Serapan
Atom, lkan Teri, Kalsium.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kalsium merupakan salah satu nutrien esensial yang dibutuhkan untuk
berbagai fungsi tubuh. Sebagai makronutrien, kalsium mewakili sekitar 2% dari
berat badan orang dewasa. Di dalam tubuh, kalsium berfungsi untuk
meningkatkan kesehatan tulang, menurunkan tekanan darah, transmisi impuls
saraf, mengendalikan kontraksi otot, regulasi hormon, produksi dan aktivitas
enzim (regulasi pencernaan, metabolisme lemak, produksi energi), pembekuan
darah serta penyembuhan luka (Beto 2015; Kapadnis, 2015).

Untuk memenuhi kebutuhan kalsium, tubuh harus memperoleh asupan
makanan yang mengandung kalsium. Salah satu bahan pangan yang mengandung
kalsium adalah ikan teri (Stolephorus sp.). Menurut Amrullah, (2012), ikan teri
dapat menjadi salah satu sumber kalsium yang baik karena ikan teri dikonsumsi
utuh bersama tulangnya, berbeda dengan ikan lain yang hanya dikonsumsi
dagingnya saja. Penelitian yang dilakukan oleh Nurhafni, (2011) melaporkan
kadar kalsium dalam ikan teri berukuran besar mencapai 2296,01 mg/100 gram.

Kandungan kalsium yang tinggi pada ikan teri teri (Stolephorus sp.)
dimanfaatkan untuk meningkatkan kadar kalsium pada produk olahan pangan.
Penelitian yang dilakukan oleh Juniati, (2010), melaporkan penambahan ikan teri
meningkatkan kadar kalsium krupuk bawang sebesar 0,19%. Penelitian Herliani
dkk., (2016), mengenai pengaruh penambahan ikan teri terhadap karakteristik
dendeng, dilaporkan semakin banyak ikan teri yang ditambahkan, berbanding

lurus dengan peningkatan kadar kalsium dalam dendeng.



Penetapan kadar suatu zat yang terkandung dalam bahan pangan dapat
dilakukan dengan beberapa metode baik secara konvensional ataupun modern.
Metode analisis konvensional merupakan metode pengukuran menggunakan
pereaksi dan alat-alat sederhana, sedangkan metode analisis modern lebih
mengarah pada penggunaan instrumen (Sabrina, dkk., 2012). Dalam analisis kadar
kalsium terdapat beberapa metode yang dapat digunakan, diantaranya titrimetri
(Basak dan Kundu, 2013; Kapadnis, 2015), AAS (atomic absorption
spectrometry) (Sowmya dkk., 2015), ICP-OES (inductively couple plasma optical
emission spectrometry) (Kumaravel dan Alagusundaram, 2014) dan ICP-MS
(inductively couple plasma mass spectrometry) (Vallapragada dkk., 2011; Poirier
dkk., 2016).

Menurut Petrovich dkk. (2007), dari beberapa metode tersebut, metode
yang umum digunakan untuk analisis kadar kalsium adalah AAS dan titirimetri.
Metode AAS dan titrimetri banyak digunakan karena memiliki kelebihan yaitu
sederhana, serta memiliki akurasi dan presisi yang tinggi. Permanganometri
merupakan salah satu metode titimetri yang dapat digunakan untuk penetapan
kadar kalsium dalam bahan pangan. Kalsium adalah unsur mineral yang
merupakan bahan anorganik, sehingga pada metode ini dilakukan proses destruksi
untuk menghilangkan bahan organik pada sampel dan kemudian ditentukan
kadarnya dengan titrasi menggunakan kalium permanganat (Rahmadani, 2011).

Metode konvensional lain yang dapat digunakan untuk penetapan kadar
kalsium pada bahan pangan adalah titrasi kompleksometri. Berbeda dengan titrasi
permanganometri, metode ini didasarkan pada reaksi pembentukan senyawa

kompleks antara ion target yaitu kalsium dengan zat pengkompleks asam etilen



diamin tetra asetat (EDTA) (Gandjar dan Rohman, 2016). Pada metode analisis
modern seperti spektrofotometri serapan atom, analisis didasarkan pada
penyerapan energi sinar oleh atom-atom netral berupa sinar tampak dan ultraviolet
(Gandjar dan Rohman, 2016). Penetapan kadar kalsium dengan metode ini
dilakukan dengan mendestruksi sampel dengan menggunakan asam nitrat pekat
dan hidrogen peroksida pekat. Kalsium dianalisis pada panjang gelombang 422,7
nm (Noriyanti, 2012).

Beberapa penelitian telah menguji ketiga metode diatas untuk menentukan
kadar kalsium pada bahan pangan. Metode permanganometri digunakan oleh
Rahmadani, (2011), untuk menetapkan kadar kalsium dalam tempe yang
dibungkus plastik dan daun. Hasil penelitiannya diperoleh kadar kalsium secara
berturut-turut  0,651% dan 0,931%. Penelitian Agustina, dkk., (2017),
menggunakan metode kompleksometri pada penetapan kadar kalsium pada bayam
hijau sebelum dan setelah perebusan, diperolen kadar kalsium berturut-turut
0,1309% dan 0,0744%. Metode spektrofotometri serapan atom digunakan dalam
penelitian yang dilakukan oleh Susanti, dkk., (2016), mengenai penetapan kadar
kalsium dalam ikan kembung dan ikan gabus.

Penelitian terdahulu juga melaporkan mengenai validasi metode di atas
pada penetapan kadar kalsium dalam bahan pangan. Taufik dkk., (2018)
melaporkan metode titrasi kompleksometri mempunyai akurasi dan presisi yang
baik dengan nilai recovery 99,29% dan nilai koefisien variasi yaitu 0,98%.
Susanti, (2016) melaporkan akurasi metode spektrofotometri serapan atom dalam
penetapan kadar kalsium memiliki nilai 91,58% dan nilai presisi 0,1%. Kedua

metode tersebut dilaporkan memiliki akurasi dan presisi yang baik, sedangkan



metode titrasi permanganometri belum tersedia data validasinya dalam penetapan
kadar kalsium.

Kemampuan metode analisis mendeteksi kadar suatu zat, berkaitan dengan
sensitivitas, spesifitas dan selektivitas metode dalam menentukan kadar analit
pada sampel (Najwa & Azrina, 2017). Selain didasarkan pada ketiga parameter
tersebut, pemilihan metode analisis juga didasarkan pada beberapa pertimbangan
seperti biaya, waktu analisis, dan ketersediaan alat di laboratorium. Penelitian
penetapan kadar kalsium pada bahan pangan menggunakan metode
permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom telah
umum dilakukan, namun belum terdapat studi yang membandingkan hasil
pemeriksaan ketiga metode ini.

Berdasarkan uraian tersebut, dalam penelitian ini akan dilakukan
penetapan kadar kalsium pada ikan teri dengan tiga metode yang berbeda yaitu
metode permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom.
Dalam penelitian ini juga dilakukan penentuan nilai akurasi, presisi, linieritas,

limit of detection dan limit of quantification dari masing-masing metode.

1.2 Rumusan Masalah
“Apakah terdapat perbedaan kadar kalsium pada ikan teri yang ditetapkan
dengan metode permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan

atom?”



1.3 Batasan Masalah
1. Kemampuan metode dalam menganalisa kadar kalsium dibandingkan
berdasarkan parameter akurasi, presisi, linieritas, limit of detection dan limit of

quantification dari masing-masing metode.

1.4 Tujuan
1.4.1 Tujuan Umum
Untuk mengetahui kadar kalsium dalam ikan teri yang ditetapkan dengan
metode permanganometri, kompleksometri, dan spektrofotometri serapan atom.
1.4.2 Tujuan Khusus
1. Menganalisa kadar kalsium dalam ikan teri secara permanganometri.
2. Menganalisa kadar kalsium dalam ikan teri secara kompleksometri.
3. Menganalisa kadar kalsium dalam ikan teri secara spektrofotometri serapan
atom.
4. Menganalisis perbedaan kadar kalsium dalam ikan teri yang ditetapkan
dengan metode permanganometri, kompleksometri, dan spektrofotometri

serapan atom.

1.5 Manfaat
1.5.1 Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
kadar kalisum dalam ikan teri dan dapat digunakan sebagai acuan dalam
melakukan penetapan kadar kalsium khususnya pada ikan teri ataupun bahan
pangan lainnya dengan menggunakan metode permanganometri, kompleksometri

dan spektrofotometri serapan atom.



1.5.2 Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat dalam ilmu
pengetahuan, sebagai salah satu bahan kepustakaan serta dapat dijadikan dasar
penelitian lebih lanjut mengenai penetapan kadar kalsium dalam bahan pangan
menggunakan metode permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri

serapan atom.



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kalsium
2.1.1 Definisi

Mineral esensial diklasifikasikan dalam mineral makro dan mineral mikro.
Beberapa mineral yang termasuk mineral makro diantaranya adalah kalsium,
posfor, kalium, sulfur, natrium, klor, dan magnesium. Sementara yang termasuk
mineral mikro adalah besi, seng, selenium, mangan, tembaga, Yyodium,
molibdenum, kobalt, kromium, silikon, vanadium, nikel, arsen, dan flour. Mineral
merupakan unsur esensial yang mempunyai fungsi normal sebagai enzim dan
sangat penting dalam pengendalian komposisi cairan tubuh (Maryam, 2016).

Kalsium merupakan mineral makro yang paling banyak ditemukan dalam
tubuh manusia (Maryam, 2016; Trailokya, dkk., 2017). Jumlah kalsium mencapai
2% dari berat total tubuh, 99% kalsium tersebut berada dalam jaringan keras,
tulang dan gigi, sedangkan 1% berada dalam darah dan tersebar luas di dalam
tubuh, baik dalam cairan ekstraseluler maupun cairan intraseluler (Nurrahmani,
2015).

Kandungan mineral dalam bahan pangan merupakan salah satu parameter
awal untuk menilai kualitas suatu bahan pangan. Selain mineral, bioavailabilitas
juga merupakan faktor penting dalam menilai kualitas bahan pangan.
Bioavailabilitas adalah istilah yang digunakan untuk menggambarkan proporsi
nutrisi dalam makanan yang dapat dimanfaatkan untuk fungsi-fungsi tubuh
normal. Mineral yang bersifat bioavailable harus dalam bentuk terlarut, walaupun
tidak semua mineral terlarut bersifat bioavailable (Santoso, dkk 2006 dalam

Salamah, dkk., 2012).



2.1.2 Fungsi Kalsium

Kalsium sangat berperan dalam tubuh manusia diantaranya untuk
pembentukan tulang dan gigi, selain itu berperan pada berbagai proses fisiologi
dan biokimia di dalam tubuh. Kalsium berperan dalam proses pembekuan darah,
eksitabilitas saraf otot, kerekatan selular, memelihara dan meningkatkan fungsi
membrane sel, mengaktifkan reaksi enzim, perangsangan saraf dan otot,
pengumpulan darah, perantara dalam tanggap hormonal dan sekresi hormon
(Limawan, 2015; Maryam, 2016).
2.1.3 Sumber Kalsium

Sumber kalsium dapat dibagi menjadi dua, yaitu hewani dan nabati.
Sumber kalsium dari pangan hewani antara lain susu dan olahannya seperti keju
dan yoghurt. Golongan ikan seperti teri, sarden, salmon, kerang dan aneka ikan air
tawar juga kaya akan kalsium. Sedangkan sumber kalsium dari bahan pangan
nabati adalah kacang-kacangan seperti kacang panjang, kacang hijau, kacang
merah, dan kacang kapri. Kalsium juga terdapat dalam buah-buahan, seperti jeruk,
jambu biji, apel, advokad, salak dan sawo (Irianto, 2014; Maryam, 2016).
2.1.4 Kondisi Akibat Kekurangan dan Kelebihan Kalsium

Menurut Maryam, (2016), terdapat beberapa kondisi yang dapat
diakibatkan oleh kekurangan dan kelebihan kalsium. Kekurangan kalsium dapat
menyebabkan gangguan pertumbuhan, tulang kurang kuat, mudah bengkok, dan
rapuh. Kondisi ini disebut dengan osteoporosis. Kondisi lain yang dapat
disebabkan oleh kekurangan kalsium adalah osteomalasia atau riketsia. Hal ini
biasanya terjadi akibat kekurangan vitamin D serta ketidakseimbangan konsumsi

kalsium terhadap fosfor. Mineralisasi matriks tulang terganggu, sehingga



kandungan kalsium dalam tulang menurun. Sementara kelebihan kalsium dapat

menyebabkan kondisi klinis seperti batu ginjal dan konstipasi.

2.2 lkan Teri (Stolephorus sp.)
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi Ikan Teri

Ikan teri asin kering merupakan produk setengah jadi dari hasil
pengolahan ikan yang menggunakan kombinasi perlakuan penggaraman dan
pengeringan. Meskipun demikian, ada juga ikan teri yang tidak mengalami proses
penggaraman. Pengolahan ikan teri yang di keringkan dengan memiliki rasa asin
dapat di lakukan dengan cara berikut ini: ikan yang berukuran kecil (sering di
sebut ikan teri) dalam proses pengolahan beragam tidak memerlukan penyiangan
atau pembuangan bagian tubuh lainnya. Ikan teri cukup dibersihkan dari kotoran
dan dicuci bersih, kemudian dimasukkan dalam larutan garam secukupnya dalam
waktu tertentu, dan dilanjutkan dengan pengeringan di bawah sinar matahari
(Wenda, 2017). Menurut Hutomo, dkk., (1987) dalam Aryati dan Dharmayanti,

(2014) Kklasifikasi ikan teri adalah sebagai berikut

Filum : Chordata

Sub filum : Vertebrae
Kelas : Pisces

Sub kelas : Teleostei

Ordo : Malacopteryqgii
Famillia : Clopeidae

Sub famili : Engraulidae

Genus . Stolephorus
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Species . Stolephorus sp.

Ikan teri berukuran kecil dengan ukuran bervariasi yaitu antara 6-9 cm
seperti pada Gambar 2.1. Gambaran morfologi ikan teri yaitu sirip caudal
bercagak dan tidak bergabung dengan sirip anal, duri abdominal hanya terdapat
sirip pektoral dan ventral, tidak berwarna atau agak kemerah-merahan. Bentuk
tubuhnya bulat memanjang (fusiform) atau agak termampat kesamping
(compressed), pada sisi samping tubuhnya terdapat garis putih keperakan
memanjang dari kepala sampai ekor. Sisiknya kecil dan tipis sangat mudah lepas,
tulang rahang atas memanjang mencapai celah insang (Saanin, 1984 dalam Aryati
dan Dharmayanti, 2014).
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Gambar 2.1 (a) Morfologi Ikan Teri Segar, (b) Morfologi Ikan Teri Setelah
Dikeringkan

2.2.2 Kandungan Ikan Teri

Ikan teri mengandung protein, mineral, vitamin, dan zat gizi lainnya yang
sangat bermanfaat untuk kesehatan dan kecerdasan. Protein teri tersusun atas
beberapa macam asam amino esensial. Komposisi kimia ikan teri di pengaruhi
oleh faktor intrinsik dan ekstrinsik. Ikan teri sangat tinggi kandungan proteinnya,
yaitu 68,7 g/100 g teri kering tawar dan 42 g/100 g teri kering asin. Protein ikan

teri mengandung sejumlah asam amino esensial, yaitu asam amino yang tidak
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dapat dibentuk didalam tubuh, tetapi harus berasal dari makanan. Asam amino
esensial yang paling menonjol pada ikan teri adalah isoleusin, leusin, lisin dan
valin (Astawan, 2008).

Selain mengandung asam amino esensial, teri juga kaya akan asam amino
non esensial. Asam amino non esensial yang menonjol pada ikan teri adalah asam
glutamat dan asam aspartat, masing-masing kadarnya mencapai 1.439 dan 966
mg/100 g teri segar. Zat gizi yang tinggi dari ikan teri adalah mineral, kalsium,
fosfor dan zat besi. Kandungan kalsium pada ikan teri segar, kering tawar dan
kering asin per 100 gramnya, masing-masing adalah 500, 2.381, dan 2.000 mg,
Sedangkan kadar fosfornya, masing-masing adalah 500, 1.500, dan 300 mg/100g
(Astawan, 2008). Kandungan kalsium ikan teri yaitu 1989 + 14,5360 mg/100
gram untuk ikan teri kecil, pada ikan teri sedang 2207,23 + 12,1305 mg/100 gram
dan pada ikan teri besar adalah 2296,01 + 11,4356 mg/100 gram (Nurhafni, 2011).
2.2.3 Manfaat Ikan Teri

Ikan teri dikonsumsi seluruh bagiannya, dari ujung kepala hingga ekornya.
Hal ini sangat membantu untuk pertumbuhan dan kekuatan tulang, karena ikan
teri sangat kaya dengan kandungan kalsium dan fluor. Bahkan dengan berat yang
sama, kandungan kalsium teri lebih tinggi dibandingkan susu. Di dalam tubuh,
kalsium berperan penting dalam menjaga kekuatan tulang, kerapatan tulang
(massa), sehingga mengurangi risiko osteoporosis. Meski demikian penyerapan
kalsium pada teri perlu mendapat dukungan dari vitamin D agar lebih mudah
diserap tubuh. Makanan yang mengandung vitamin D antara lain aneka makanan

laut, sereal, keju, telur dan juga susu (Wenda, 2017).
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Menurut Wenda, (2017), terdapat beberapa manfaat ikan teri dalam
kesehatan, diantaranya adalah:
a. Kesehatan Tulang

Vitamin dan mineral yang ada dalam ikan teri memberikan banyak
manfaat kesehatan, termasuk membantu meningkatkan kesehatan tulang,
mencegah risiko osteoporosis dan masalah tulang lainnya. Kalsium dan vitamin A
yang ada dalam ikan teri dapat mempengaruhi pertumbuhan tulang, serta
mencegah degradasi tulang.
b. Kesehatan Mata

Vitamin A yang terkandung dalam ikan teri juga dapat membantu menjaga
kesehatan mata. Dengan mendapatkan vitamin A yang cukup, tubuh dapat
mempertahankan diri dari radikal bebas yang membantu mencegah degenerasi
makula dan katarak.
c. Kesehatan kulit

Adanya omega-3 dan selenium dapat membantu mempertahankan
kehalusan kulit, mencegah jerawat, dan mengurangi kemungkinan keriput yang
berkaitan dengan penuaan dini. Vitamin E pada ikan teri juga dapat membantu
melindungi kulit dari sinar matahari, sehingga membantu mengurangi risiko
kanker kulit.
d. Kesehatan jantung

Ikan teri mengandung lemak tak jenuh ganda yang dapat mengurangi
tingkat kolesterol jahat (Low Density Lipoprotein) yang dapat menyebabkan

arterosklerosis, serangan jantung, dan stroke.
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e. Perbaikan sel dan jaringan

Kandungan protein dalam ikan teri dapat membantu fungsi dan efisiensi
metabolisme sel, perbaikan jaringan ikat dan pertumbuhan sel-sel baru.
f. Membantu menurunkan berat badan

Ikan teri kaya akan protein dan rendah kalori yang membuatnya ideal bagi
mereka yang mencoba untuk menurunkan berat badan. Peningkatan kadar protein
sering dapat menghasilkan rasa kenyang, yang mencegah makan berlebihan, dan
memberikan manfaat gizi cukup tanpa meningkatkan jumlah kalori.
g. Meningkatkan sistem kekebalan tubuh

Banyaknya kandungan vitamin dan mineral dalam ikan teri dapat
membantu meningkatkan sistem kekebalan tubuh sehingga orang yang
mengonsumsi ikan teri cenderung tidak mudah sakit, aliran darah lancar dan sel-

sel dapat berfungsi dengan baik.

2.3 Metode Permanganometri
2.3.1 Definisi dan Prinsip

Permanganometri merupakan salah satu metode titrasi yang menggunakan
prinsip reaksi reduksi dan oksidasi. Dalam suasana asam reaksi paro kalium
permanganat adalah sebagai berikut:

MnO,4 + 8H" 5e «» Mn** + 4H,0 o

Kalium permanganat merupakan oksidator yang sangat kuat. Dari

persamaan diatas dapat diketahui bahwa berat ekivalen (BE) dari KMnO, adalah

seperlima dari berat molekulnya (BE=1/5 BM), karena tiap mol kalium
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permanganat setara dengan 5 elektron sehingga valensinya 5 dan BE = BM/5
(Gandjar dan Rohman, 2012).

Asam sulfat merupakan asam yang paling cocok digunakan sebagai pelarut
karena jika digunakan asam klorida maka kemungkinan akan terjadi reaksi seperti
di bawah ini:

2 MnO, +16H" + 10CI" > 2Mn?" + 5Cl, + 8 H,0 @

Dengan demikian, sebagian permanganatnya digunakan untuk
pembentukan Kklorin. Reaksi ini terutama terjadi dengan garam-garam besi.
Adanya mangan dioksida dapat mempercepat peruraian permanganat karena
mangan dioksida tersebut memperbanyak pembentukan mangan dioksida
sehingga penguraian bertambah cepat. lon-ion mangan juga dapat bereaksi dengan
permanganat membentuk mangan dioksida menurut reaksi:

2Mn0O4" + 3Mn*" + 2H,0 <> 2 MnO, + 4H" @)

Reaksi ini berjalan lambat dalam suasana asam, akan tetapi berjalan
dengan sangat cepat dalam suasana netral. Karena akuades mengandung zat-zat
organik yang dapat mereduksi, maka sering terjadi penguraian sendiri dalam
penyimpanan larutan kalium permanganat menurut reaksi berikut:

AMnO, +2H,0 <> 4 MnO; + 30, + 40H @

Reaksi ini dikatalis oleh MnO, padat. Kalium permanganat juga digunakan
sebagai oksidator dalam larutan alkalis kuat, maka terdapat dua kemungkinan
bagian reaksi yaitu pertama reaksi yang berjalan relatif cepat: MnO; + ¢ «
MnO,* dan reaksi kedua yang berlangsung lambat: MnO,* +2H,0 + 2¢ <> MnO

+ 40H



15

Dengan mengatur suasana pada reaksi sebaik-baiknya (misalnya dengan
menambah ion barium yang dapat membentuk endapan barium manganat) maka
reaksi pertama dapat berjalan dengan baik sekali. Dalam suasana alkalis,
permanganat secara kuantitatif direduksi menjadi mangan dioksida menurut reaksi
berikut:

MnO4 +2H,0 + 3¢ <> MnO, +40H" ©)

Dari uraian diatas maka untuk membuat larutan baku kalium permanganat
harus dilakukan pengendalian terhadap faktor-faktor yang dapat menyebabkan
penurunan yang besar dari kekuatan larutan baku tersebut, antara lain dengan
pemanasan dan penyaringan untuk menghilangkan zat-zat yang mudah dioksidasi
(Gandjar dan Rohman, 2012).

Reaksi oksidasi tehadap H,C,0,4 berjalan lambat pada temperatur ruang.
Untuk mempercepat reaksi diperlukan proses pemanasan. Untuk mempersiapkan
larutan standar KMnO, harus dihindarkan adanya MnO,. KMnO, dapat
distandarkan terhadadap Na,C,0,4. Natrium oksalat merupakan bahan baku primer
yang baik, sangat murni, stabil selama pengeringan dan tidak higroskopis.
Natrium oksalat di titrasi dalam larutan asam (Rahmadani, 2011).

2MnO,4 + 5 HyCy04 + 6H" — 2 Mn," + 10 CO,1 + 8 H0. ©)

Reaksi sebenarnya sangat kompleks dan berjalan lambat walaupun pada
suhu tinggi. Tetapi setelah mulai, selanjutnya berlangsung lebih cepat berkat
katalis oleh Mn?* yang terbentuk (autokatalisa). Diperkirakan autokatalisa ini
terjadi karena Mn?* dengan cepat dioksidasi oleh MnO,” menjadi Mn bervalensi 3

atau 4. Inilah yang dengan cepat sekali mengoksidasi oksalat kembali menjadi
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Mn**. Sebagian kecil oksalat teroksidasi oleh udara menjadi peroksida yang
kemudian dapat terurai sendiri dalam larutan yang panas.

H,C,04 + 0; — Hy0, + 2 CO; 1 @

2H,0, — 2H,0 + O, 1 (8)

Umumnya titrasi oksalat oleh KMnO, berlangsung pada larutan yang
sudah dipanaskan dengan api sekitar 60°C, dengan penambahan KMnO, tidak
terlalu cepat dan tidak juga terlalu lambat. Penambahan yang terlalu cepat
cenderung menyebabkan reaksi antara MnO,4” dengan Mn*?, sedangkan bila terlalu
lambat mungkin terjadi kehilangan oksalat karena membentuk peroksida yang
kemudian terurai menjadi air (Rahmadani, 2011).

2.3.2 Penentuan Kadar Kalsium Dengan Metode Permanganometri

Kalsium yang merupakan unsur mineral dan bahan anorganik, didestruksi
dengan bantuan oksidator asam nitrat pekat, asam klorida pekat dan H,O, 30 %
untuk menghilangkan bahan organik dalam sampel, kemudian kalsium
diendapkan terlebih dahulu sebagai kalsium oksalat lalu endapannya dilarutkan
dalam H,SO, encer dan dititrasi dengan KMnO4 0,1 N yang bertindak sebagai
oksidator. Titik akhir titrasi ditandai dengan terbentuknya warna larutan merah
jambu pertama yang tidak hilang selama 15 detik (Yenrina, 2015).

Kalium permanganat bukan pereaksi baku primer, sangat sukar didapatkan
dalam keadaan murni dan bebas dari mangan dioksida. Oleh karena itu harus
distandarisasi terlebih dahulu. Standarisasi dilakukan supaya dapat diketahui
konsentrasi dari kalium permanganat. Larutan baku primer yang digunakan adalah

H,C,0,4 (Rahmadani , 2011).
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Pada standarisasi kalium permanganat titik akhir titrasi menunjukkan

warna merah muda. Reaksi yang terjadi adalah :
5H,C,04 + 2 MnO4 + 6 H* — 2 Mn*"2 + 10 CO, + 8 H,0 (g

Pada penentuan kadar kalsium digunakan kalium permanganat sebagai
titran karena dapat diperoleh dengan mudah, tidak mahal dan tidak membutuhkan
indikator. Satu tetes 0,1 N permanganat memberikan warna merah muda. Warna
ini digunakan untuk mengidentifikasi kelebihan KMnO, tersebut. Reaksinya
adalah :

MnOs+ 8 H* + 5 e- — Mn** + 4 H,0 (10)

Titrasi yang menggunakan kalium permanganat sebagai titran harus dalam
suasana asam, karena jika dalam suasana asam lemah atau dalam larutan netral
dan basa akan terbentuk endapan coklat MnO, yang mengganggu. Pada
penambahan titran, warna merah hilang makin cepat karena ion Mn®** yang
berfungsi sebagai katalis untuk mempercepat reaksi. Selanjutnya titran
ditambahkan lebih cepat sampai titik akhir titrasi tercapai, yaitu sampai pada
tetesan warna merah jambu pucat yang tidak hilang selama 15 detik. Warna pada
titik akhir ini tidak tetap bertahan, setelah beberapa lama lenyap kembali akibat
reaksi antara kelebihan MnO, dengan ion Mn®" hasil titrasi. Reaksinya adalah :

2 H,0 + 2 MnO4 + 3 Mn* — 5 MnO, + 4 H* (Rahmadani , 2011).

2.4 Metode Kompleksometri
2.4.1 Definisi dan Prinsip
Titrasi kompleksometri digunakan untuk menentukan kandungan garam-

garam logam. Etilen diamin tetra asetat (EDTA) merupakan zat pengkompleks
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yang sering digunakan. Gambar 2.2 menunjukkan struktur EDTA (Gandjar dan

Rhoman, 2016)..

HOOC-CIT, CH,-COOH HOOC-CH, CHy-COUY

N-CHa-CH N o H=—N-CH-CH1,-N H

CHL-COOL CH,>-COOH

HOOC-CH, OOC-CH,

Gambar 2.2 Struktur Etilen Diamin Tetra Asetat (Gandjar dan Rohman, 2012)

Etilen diamin tetra asetat akan membentuk kompleks 1:1 yang stabil
dengan semua logam kecuali logam alkali tanah seperti kalsium dan magnesium
membentuk kompleks yang tidak stabil pada pH rendah, karenanya titrasi logam-
logam ini dengan EDTA dilakukan pada larutan buffer ammonia pH 10 (Gandjar
dan Rhoman, 2016). Nilai pH larutan dalam titrasi kompleksometri harus
dikontrol, karena dapat mempengaruhi selektivitas pembentukan kompleks antara
EDTA dengan logam target (Nielsen, 2010). Berikut merupakan persamaan reaksi
pada titrasi kompleksometri.

Mn + Na;EDTA — (MEDTA)™ + 2H* 1)

Untuk mendeteksi titik akhir titrasi digunakan indikator zat warna.
Indikator zat warna ditambahkan pada larutan logam pada saat awal sebelum
dilakukan titrasi dan akan membentuk kompleks berwarna dengan sejumlah kecil
logam. Pada titik akhir titrasi (terdapat sedikit kelebihan EDTA) maka kompleks
indikator logam akan pecah dan menghasilkan warna yang berbeda. Indikator
yang dapat digunakan untuk titrasi kompleksometri ini antara lain: Eriokrom
hitam (Eriochrom Black T, Mordant Black Il, Solochrome Black); mureksid,;
jingga pirokatekol; jingga xilenol; asam kalkon karbonat; kalmagit; dan biru

hidroksi naftol (Gandjar dan Rohman, 2016).
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2.4.2 Jenis-jenis Titrasi Kompleksometri

Terdapat berbagai jenis titrasi kompleksometri yaitu: titrasi langsung,
titrasi kembali, titrasi substitusi, titrasi tidak langsung, dan titrasi alkalimetri
(Gandjar dan Rohman, 2012).
1. Titrasi Langsung

Titrasi langsung merupakan metode paling sederhana dan sering
digunakan. Larutan ion yang akan ditetapkan ditambah dengan buffer, misalnya
buffer pH 10 lalu dtambahkan indikator logam yang sesuai dan dititrasi langsung
dengan larutan baku dinatrium etilen diamin tetra asetat. Untuk mencegah
pengendapan logam hidroksida atau garam basa dengan buffer, dilakukan dengan
penambahan pembentuk kompleks pembantu misalnya tartrat, sitrat, atau trietanol
amin. Pada titik ekuivalen, kadar ion logam yang ditetapkan berkurang dengan
yang ditunjukkan oleh perubahan warna indikator logam yang dipengaruhi oleh
pM = -log (M™). Titik akhir juga dapat ditetapkan secara amperometri,
konduktometri, spektrofotometri, atau potensiometri.
2. Titrasi Kembali

Cara ini penting untuk logam yang mengendap dengan hidroksida pada pH
yang dikehendaki untuk titrasi, untuk senyawa tidak larut misalnya sulfat, kalsium
oksalat, untuk senyawa yang membentuk komplek yang sangat lambat dan ion
logam yang membentuk kompleks lebih stabil dengan natrium EDTA daripada
indikator. Pada keadaan demikian, dapat ditambahkan larutan baku dinatrium
EDTA berlebih kemudian larutan ditambahkan buffer pada pH yang diinginkan,
dan kelebihan dinatrium EDTA dititrasi kembali dengan larutan baku ion logam.

Titik akhir ditunjukkan dengan bantuan indikator logam.
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3. Titrasi Substitusi

Cara ini dilakukan bila ion logam tersebut tidak memberikan titik akhir
yang jelas apabila dititrasi secara langsung atau dengan titrasi kembali, atau juga
jika ion logam tersebut membentuk kompleks dengan dinatrium EDTA lebih
stabil daripada logam lain seperti magnesium dan kalsium. Kalsium, timbal dan
raksa dapat ditetapkan menggunakan cara ini dengan indikator hitam eriokrom.
4. Titrasi Tidak Langsung

Cara titrasi tidak langsung (Indirect titration) dapat digunakan untuk
menentukan kadar ion-ion seperti anion yang tidak bereaksi dengan pengkelat.
Hal ini dapat dilakukan pada barbiturat yang diketahui tidak bereaksi dengan
EDTA, akan tetapi secara kuantitatif dapat diendapkan ddengan ion merkuri
dalam keadaan basa sebagai ion kompleks 1:1. Setelah pengendapan dengan
kelebihan Hg(ll), kompleks dipindahkan dengan cara penyaringan dan dilarutkan
kembali dalam larutan baku EDTA berlebih. Larutan baku Zn(1l) dapat digunakan
untuk menitrasi kelebihan EDTA ini menggunakan indikator yang sesuai untuk
mendeteksi titik akhir. Pendekatan lain adalah pengendapan anion dengan
kelebihan logam yang sesuai dan kelebihan ion logam dalam filtrat ini dititrasi
dengan larutan baku EDTA.
5. Titrasi Alkalimetri

Pada metode ini, proton dari dinatrium EDTA, NayH,Y dibebaskan oleh
logam berat dan dititrasi dengan larutan baku alkali sesuai dengan persamaan
reaksi berikut:

Mn* +H2Y? & (MY)"™ +2H" 12)
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Larutan logam yang ditetapkan dengan metode ini sebelum dititrasi harus
dalam suasana netral terhadap indikator yang digunakan. Penetapan titik akhir

titrasi menggunakan indikator asam-basa atau secara potensiometri.

2.5 Metode Spektrofotometri Serapan Atom
2.5.1 Definisi dan Fungsi

Spektroskopi serapan atom digunakan untuk analisis kuantitatif unsur-
unsur logam dalam jumlah sekelumit (trace) dan sangat kelumit (ultratrace). Cara
analisis ini memberikan kadar total unsur logam dalam suatu sampel dan tidak
bergantung pada bentuk molekul dari logam dalam sampel tersebut. Cara ini
cocok digunakan untuk analisis kelumit logam karena mempunyai kepekaan yang
tinggi (batas deteksi kurang dari 1 ppm), pelaksanaannya sederhana dan
interferensinya sedikit (Gandjar dan Rohman, 2011). Gambar 2.3 berikut ini,

menunjukkan alat spektrofotometri serapan atom.

Gambar 2.3 Alat Spektrofotometri Serapan Atom (Shimadzu)
2.5.2 Instrumentasi Spektrofotometer Serapan Atom
Gambar 2.4 menunjukkan sistem peralatan spektrofotometer serapan atom
yang terdiri dari sumber sinar, nyala, monokromator, detector, tempat sampel dan

readout (Gandjar dan Rohman, 2016).
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Gambar 2.4 Sistem Peralatan Spektrofotometer Serapan Atom
(Gandjar dan Rohman, 2016)

1. Sumber sinar

Sumber sinar yang umum digunakan adalah lampu katoda berongga
(hollow cathode lamp). Lampu ini terdiri atas tabung kaca tertutup yang
mengandung suatu katoda dan anoda. Katoda sendiri berbentuk silinder berongga
yang terbuat dari logam atau dilapisis dengan logam tertentu. Tabung logam ini
diisi dengan gas mulia (neon atau argon) dengan tekanan rendah (10-15 torr).
Neon biasanya lebih umum digunakan karena memberikan intensitas pancaran
lampu yang lebih rendah.

Bila antara anoda dan katoda diberi suatu selisih tegangan yang tinggi (600
volt), maka katoda akan memancarkan berkas-berkas elektron yang bergerak
menuju anoda yang mana kecepatan dan energinya sangat tinggi. Elektron-
elektron dengan energi tinggi ini dalam perjalanannya menuju anoda akan
bertabrakan dengan gas-gas mulia yang diisikan sebelumnya. Akibat dari tabrakan
ini membuat unsur-unsur gas mulia akan kehilangan electron dan menjadi ion
bermuatan positif. lon-ion gas mulia yang bermuatan positif ini selanjutnya akan

bergerak menuju katoda dengan kecepatan dan energi yang tinggi.
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2. Tempat sampel

Dalam analisis dengan spektrofotometer serapan atom, sampel yang akan
dianalisis harus diuraikan menjadi atom-atom netral yang masih dalam keadaan
asas. Terdapat berbagai macam alat yang dapat digunakan untuk mengubah suatu
sampel menjadi uap atom-atom vyaitu: dengan nyala (flame) dan tanpa nyala
(flameless). Nyala (flame) digunakan untuk mengubah sampel yang berupa
padatan atau cairan menjadi bentuk uap atomnya, berfungsi untuk atomisasi, dan
untuk mengeksitasi atom dari tingkat dasar ke tingkat yang lebih tinggi.

Teknik atomisasi dengan nyala dinilai kurang peka karena atom gagal
mencapai nyala, tetesan sampel yang masuk ke dalam nyala terlalu besar, dan
proses atomisasi kurang sempurna. Oleh karena itu, terdapat teknik lain yaitu
atomisasi tanpa nyala. Sistem pemanasan dengan nyala ini dapat dibagi menjadi
tiga tahap yiatu: pengeringan (drying) yang membutuhkan suhu yang relatif
rendah, pengabuan (ashing) dengan suhu yang lebih tinggi untuk menghilangkan
matriks kimia dengan mekanisme volatilasi atau pirolisis, dan pengatoman
(atomizing).

3. Monokromator

Pada spektrofotometer serapan atom, monokromator dimaksudkan untuk
memisahkan dan memilih panjang gelombang yang digunakan dalam analisis. Di
samping sistem optik, dalam monokromator juga terdapat suatu alat yang
digunakan untuk memisahkan radiasi resonansi dan kontinyu yang disebut dengan

istilah chopper.
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4. Detektor

Detektor digunakan untuk mengukur intensitas cahaya yang melaui tempat
atomisasi. Biasanya digunakan tabung gandaan foton (photomultiplier tube).
Terdapat dua cara yang dapat digunakan dalam sistem deteksi yaitu: (a) yang
memberikan respon terhadap radiasi resonansi dan radiasi kontinyu; dan (b) yang
hanya memberikan respon terhadap radiasi resonansi.

Pada cara pertama, output yang dihasilkan dari radiasi resonan dan radiasi
kontinyu disalurkan pada sistem galvanometer dan setiap perubahan yang
disebabkan oleh radiasi resonan akan menyebabkan perubahan output. Pada cara
kedua, output berasak dari radiasi resonan dan radiasi kontinyu yang dipisahkan.
Dalam hal ini, sistem penguat harus cukup selektif untuk dapat membedakan
radiasi. Cara terbaik adalah dengan menggunakan detektor yang hanya peka
terhadap radiasi resonan yang termodulasi.

5. Readout

Readout merupakan suatu alat penunjuk atau dapat juga diartikan sebagai
sistem pencatatan hasil. Pencatatan hasil dilakukan dengan suatu alat yang telah
terkalibrasi untuk pembacaan suatu transmisi atau absorbsi. Hasil pembacaan
dapat berupa angka atau berupa kurva dari suatu recorder yang menggambarkan
absorbansi atau intensitas emisi.

2.5.3 Analisis Kuantitatif dengan Spektrofotometri Serapan Atom

Untuk keperluan analisis kuantitatif dengan SSA, maka sampel harus
dalam bentuk larutan. Untuk menyiapkan larutan, sampel harus diperlakukan
sedemikian rupa yang pelaksanaannya tergantung dari macam dan jenis sampel.

Bagian terpenting yaitu larutan yang akan dianalisis harus sangat encer. Terdapat
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beberapa cara untuk melarutkan sampel, yaitu: (1) langsung dilarutkan dengan
pelarut yang sesuai; (2) sampel dilarutkan dalam suatu asam; (3) sampel
dilarutkan dalam suatu basa atau dilebur dahulu dengan basa baru kemudian hasil
leburan dilarutkan dalam pelarut yang sesuai (Gandjar dan Rohman, 2016).

Metode pelarutan apapun yang akan dipilih untuk dilakukan analisis
dengan SSA, yang terpenting adalah bahwa larutan yang dihasilkan harus jernih,
stabil, dan tidak menganggu zat-zat yang dianalisis. Terdapat beberapa metode
kuantifikasi hasil analisis dengan metode SSA vyaitu: (1) dengan menggunakan
kurva kalibrasi; (2) dengan perbandingan langsung; (3) dengan menggunakan dua
baku; dan (4) dengan mengunakan metode standar adisi (metode penambahan
baku) (Gandjar dan Rohman, 2012).

1. Kuantifikasi dengan kurva baku (kurva kalibrasi)

Spektrofotometri serapan atom merupakan metode analisis yang absolut.
Perbandingan dengan baku merupakan metode yang umum dalam melakukan
analisis kuantitatif. Kurva kalibrasi dalam SSA dibuat dengan memasukkan
sejumlah tertentu konsentrasi larutan dalam sistem dilanjutkan dengan
pengukuran. Dalam prakteknya disarankan untuk membuat paling tidak 4 baku
dan 1 blanko untuk membuat kurva kalibrasi linier yang menyatakan hubungan
antara absorbansi (A) dengan konsentrasi analit untuk melakukan analisis.

Disarankan absorbansi sampel tidak melebihi dari absorbansi baku
tertinggi dan tidak kurang dari absorbansi baku terendah. Dengan kata lain
absorbansi sampel harus terletak di luar kisaran absorbansi kurva kalibrasi maka

diperlukan pengenceran atau pemekatan. Ekstrapolasi atau pembacaan absorbansi
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di luar kisaran absorbansi baku tidak direkomendasikan karena kurangnya
linieritas.
2. Kuantifikasi dengan cara perbandingan langsung

Cara ini hanya boleh dilakukan jika telah diketahui bahwa kurva kalibrasi
baku yang menyatakan hubungan antara konsentrasi dengan absorbansi linier dan
melewati titik nol. Kuantifikasi perbandingan langsung dilakukan dengan
mengukur absorbansi larutan baku (Ap) dengan konsentrasi tertentu (Cp) pada satu
konsentrasi saja; lalu dibaca juga absorbansi larutan sampel (A;). Kadar sampel

(C,) dihitung dengan rumus:

Cs= 22 % Gy (V - 4)
Keterangan: Ay adalah absorbansi baku; As adalah absorbansi sampel; C, adalah
konsentrasi baku; Cs adalah konsentrasi sampel.
3. Kuantifikasi dengan cara dua baku

Cara ini merupakan adaptasi dari cara (1) dan cara (2). Dibuat masing-
masing 2 buah larutan baku yang konsentrasinya sedikit lebih rendah dan lebih
tinggi dari konsentrasi sampel (konsentrasi baku yang dibuat kira-kira konsentrasi
sampel -5% dan konsentrasi +5%). Keuntungan cara ini adalah komposisi/
konsentrasi larutan baku mendekati komposisi/ konsentrasi sampel sehingga akan
diperoleh presisi dan akurasi yang baik.
4. Cara standar adisi (cara penambahan baku)

Kebanyakan analisis dilakukan pada sampel yang tidak identik dengan
standar dalam larutan air, karenanya pada kasus ini diperlukan pencampuran

matriks dengan matriks standar. Jika matriks tidak diketahui atau bervariasi dari

satu ke yang lain, maka dapat digunakan metode standar adisi. Metode ini
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digunakan untuk menghindari gangguan-gangguan, baik gangguan kimia atau
gangguan spektra.

Prosedur metode standar adisi ini melibatkan pengukuran absorbansi
dengan SSA (S), selanjutnya sejumlah kecil standar (S,) ditambahkan pada
sampel dan diukur absorbansinya (S + S,). Langkah penambahan standar ini
diulangi dengan menggunakan konsentrasi standar S, yang berbeda (Sv1. Sv2, Sz,
dsb) dan dilanjutkan dengan pembacaan absorbansinya. Proses penambahan baku
pada sampel ini disebut dengan spiking. Gambar 2.5 menggambarkan grafik
standar adisi yang menunjukkan banyaknya konsentrasi analit dalam sampel dapat

diperoleh dengan ekstrapolasi balik.

Abs

/ \ sampel yang di-spiking
sampel yang tidak di-spiking
e Konsentrasi

e
Banyaknya sampel

Gambar 2.5 Kurva Standar Adisi (Gandjar dan Rohman, 2016)
2.5.4 Gangguan-Gangguan pada Spektrofotometri Serapan Atom
Menurut Gandjar dan Rohman, (2012) yang dimaksud dengan gangguan-
gangguan (interference) pada SSA adalah peristiwa yang menyebabkan
pembacaan absorbansi unsur yang dianalisis menjadi lebih kecil atau lebih besar
dari nilai yang sesuai dengan konsentrasinya dalam sampel. Gangguan-gangguan

yang dapat terjadi dalam SSA adalah sebagai berikut:
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1. Gangguan yang berasal dari matriks sampel yang mana dapat mempengaruhi
banyaknya sampel mencapai nyala.

Sifat-sifat tertentu matriks sampel dapat mengganggu analisis yakni matrik
tersebut dapat berpengaruh terhadap laju aliran bahan bakar/ gas pengoksidasi.
Sifat-sifat tersebut adalah: viskositas, tegangan permukaan, berat jenis, dan
tekanan uap. Gangguan matriks yang lain adalah pengendapan unsur yang
dianalisis sehingga jumlah atom yang mencapai nyala menjadi lebih sedikit dari
konsentrasi yang seharusnya terdapat dalam sampel.

2. Gangguan kimia yang dapat mempengaruhi jumlah/ banyaknya atom yang
terjadi di dalam nyala.

Terbentuknya atom-atom netral yang masih dalam keadaan azas di dalam
nyala sering terganggu oleh dua peristiwa kimia, yaitu: (a) disosiasi senyawa-
senyawa Yyang tidak sempurna, dan (b) ionisasi atom-atom di dalam nyala.
Terjadinya disosiasi yang tidak sempurna disebabkan oleh terbentuknya senyawa-
senyawa yang bersifat refraktorik (sukar diuraikan dalam nyala api). Contoh
senyawa-senyawa refraktorik adalah: oksida-oksida dan garam-garam fosfat,
silikat, aluminat dari logam alkali tanah, dan juga garam flourotantalat. Dengan
terbentuknya senyawa yang bersifat refraktorik ini, maka akan mengurangi jumlah
atom netral yang ada di dalam nyala.

lonisasi atom-atom dalam nyala dapat terjadi jika suhu yang digunakan
untuk atomisasi terlalu tinggi. Prinsip analisis dengan SSA adalah mengukur
absorbansi atom-atom netral yang berada dalam keadaan azas. Jika terbentuk ion

maka akan menganggu pengukuran absorbansi atom netral karena spektrum
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absorbansi atom-atom yang mengalami ionisasi tidak sama dengan spektrum atom

dalam keadaan netral.

3. Gangguan oleh absorbansi yang disebabkan bukan oleh absorbansi atom yang
dianalisis; yakni absorbansi oleh molekul-molekul yang tidak terdisosiasi di
dalam nyala.

Adanya gangguan-gangguan di atas dapat diatasi dengan menggunakan
cara-cara-cara berikut:

a. Penggunaan nyala/suhu atomisasi yang lebih tinggi

Dengan suhu yang lebih tinggi, maka senyawa-senyawa akan bereaksi
secara sempurna. Untuk menguraikan senyawa yang bersifat refraktorik, tidak
hanya suhu yang harus ditinggikan, akan tetapi juga komposisi nyala; yakni
perbandingan antara gas pembakar dan gas pengoksidasi. Jika jumlah gas
pembakar berlebih, maka nyala akan bersifat mereduksi dan hal ini penting untuk
membantu proses penguraian.

b. Penambahan senyawa penyangga

Senyawa penyangga akan mengikat gugus penganggu (silikat, fosfat,
aluminat, sulfat dan sebagainya). Contoh unsur penyangga adalah Sr dan La yang
ditambahkan pada analisa Ca secara SSA. Dengan penambahan senyawa-senyawa
ini maka ion fosfat akan terikat dan tidak akan membentuk Ca-fosfat yang bersifat
refraktoris. Sementara itu, untuk menghindari pengaruh gangguan karena ionisasi
dapat ditambahkan unsur lain yang mempunyai potensial ionisasi yang lebih

rendah dibanding potensial ionisasi unsur yang dianalisis.
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c. Pengekstrasian unsur yang akan dianalisis

Untuk mengekstraksi senyawa logam ke dalam pelarut organik, maka
logam tersebut harus dibuat dalam bentuk kompleks baru. Kompleks ini
selanjutnya dapat diekstraksi dengan pelarut organik.

d. Pengekstraksian ion atau gugus penganggu

Gangguan kimia yang ditimbulkan oleh ion atau gugus penganggu dapat
dihindari dengan jalan mengekstraksi ion atau gugus penganggu tersebut.
4. Gangguan oleh penyerapan non-atomik (non atomic absorption)

Gangguan jenis ini berarti terjadinya penyerapan cahaya dari sumber sinar
yang bukan berasal dari atom-atom yang akan dianalisis. Penyerapan non-atomik
dapat disebabkan adanya penyerapan cahaya oleh partikel-partikel padat yang
berada di dalam nyala. Cara mengatasi gangguan penyerapan non atomik ini
adalah dengan bekerja pada panjang gelombang yang lebih besar atau pada suhu
yang lebih tinggi. Jika kedua cara ini masih belum bisa membantu menghilangkan
gangguan penyerapan non atomik ini, maka satu-satunya cara adalah dengan
mengukur besarnya penyerapan non atomik menggunakan sumber sinar yang
memberikan spektrum kontinyu. Alat yang digunakan dilengkapi dengan lampu

katoda nikel yang diisi dengan gas hidrogen.

2.6 Validasi Metode Analisis

Validasi metode adalah proses yang digunakan untuk mengonfirmasi
bahwa prosedur analitik yang digunakan untuk pengujian memenuhi persyaratan.
Hasil dari validasi metode dapat digunakan untuk menilai kualitas, keandalan, dan

konsistensi analitis (Patel, dkk., 2011). Validasi metode menurut United States
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Pharmacopeia (USP) dilakukan untuk menjamin bahwa metode analisis akurat,
spesifik, reprodusibel, dan tahan pada kisaran analit yang akan dianalisis. Prinsip
dan praktik validasi prosedur analitis dimuat oleh International Conference on
Harmonisation (ICH) dan diterbitkan sebagai pedoman Q2 (R1) (Eldin, 2011).

Menurut Gandjar dan Rohman, (2016), suatu metode analisis harus
divalidasi untuk melakukan verifikasi bahwa parameter-parameter kinerjanya
cukup mampu untuk mengatasi permasalahan analisis, karenanya suatu metode
harus divalidasi, ketika:

a. Metode baru dikembangkan untuk mengatasi problem analisis tertentu.

b. Metode yang sudah baku direvisi untuk menyesuaikan perkembangan atau
karena munculnya suatu problem yang mengarahkan bahwa metode baku
tersebut harus direvisi.

c. Penjaminan mutu yang mengindikasikan bahwa metode baku telah berubah
seiring dengan berjalannya waktu.

d. Metode baku digunakan di laboratorium yang berbeda, di kerjakan oleh analis
yang berbeda, atau dikerjakan dengan alat yang berbeda.

e. Untuk mendemonstrasikan kesetaraan antar 2 metode, seperti antara metode
baru dengan metode baku.

Menurut USP (United States Pharmacopeia), terdapat 8 langkah dalam
validasi metode analisis, meliputi: presisi, akurasi, batas deteksi, batas
kuantifikasi, spesifisitas, linieritas dan rentang, kekasaran (ruggedness) dan
ketahanan (robustness). Sementara itu menurut ICH (International Conference on
Harmonization) membagi karakteristik validasi metode yang sedikiti berbeda

dengan USP vyaitu: presisi, akurasi, batas deteksi, batas kuantifikasi, spesifisitas,
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linieritas, kisaran (range), ketahanan (robustness) dan kesesuaian sistem (Gandjar
dan Rohman, 2016).
1. Ketepatan (akurasi)

Akurasi (accuracy) menunjukkan kedekatan nilai hasil analisis terhadap
nilai sebenarnya (Kazusaki dkk., 2012). Akurasi merupakan ketelitian metode
analisis yang diterima baik nilai konvensi, nilai sebenarnya, atau nilai rujukan.
Akurasi diukur sebagai banyaknya analit yang diperoleh kembali pada suatu
pengukuran dengan melakukan spiking pada suatu sampel. Nilai % recovery yang
dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical Chemist (2012), yaitu 90-
108%. Untuk memperoleh nilai akurasi dari suatu metode ICH (International
Conference on Harmonization) merekomendasikan pengumpulan data dari 9 kali
penetapan kadar dengan 3 konsentrasi yang berbeda (misal 3 konsentrasi dengan 3
kali replikasi) dan data dilaporkan sebagai presentase perolehan kembali (Gandjar
dan Rohman, 2016).

2. Presisi

Presisi merupakan ukuran keterulangan atau konsistensi kedekatan suatu
hasil pemeriksaan apabila dilakukan secara berulang pada sampel yang homogen.
Nilai presisi dari metode analisis biasanya dinyatakan sebagai simpangan baku
relative atau koefisien variasi dari jumlah sampel yang berbeda signifikan secara
statistik (Eldin, 2011). Sesuai dengan ICH, presisi harus dilakukan pada 3
tingkatan yang berbeda vyaitu: keterulangan (repeatability), presisi antara
(intermediate precision), dan ketertiruan (reproducibility) (Gandjar dan Rohman,
2016). Nilai CV yang dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical

Chemist (2012), yaitu maksimal 2%.
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a. Keterulangan yaitu ketepatan (precision) pada kondisi percobaan yang sama
(berulang) baik orangnya, peralatannya, tempatnya, maupun waktunya.

b. Presisi antara yaitu ketepatan (precision) pada kondisi percobaan yang
berbeda, baik orangnya, peralatannya, tempatnya, maupun waktunya.

c. Ketertiruan merujuk pada hasil-hasil dari laboratorium yang lain.

Pedoman ICH menyatakan bahwa pengulangan ditentukan menggunakan
setidaknya 9 data hasil penentuan dengan kisaran yang ditentukan untuk prosedur
misalkan masing-masing tiga konsentrasi / tiga ulangan atau minimal 6 data
penentuan pada konsentrasi 100% (Ravisankar, dkk., 2015). Pengumpulan data
presisi sebaiknya mencakup: simpangan baku, simpangan baku relative (RSD)
atau koefisien variasi (CV), dan kisaran kepercayaan. Pada umumnya pengujian
validasi metode hanya menggunakan dua parameter yaitu keterulangan dan presisi
antara, sedangkan reprodusibilitas biasanya dilakukan ketika akan melakukan uji
banding antar laboratorium. Presisi dinilai dari standar deviasi (SD) atau standar
deviasi relative (RSD) dari serangkaian data (Gandjar dan rohman, 2012).

3. Linieritas

Linearitas (linearity) merupakan kemampuan suatu metode untuk
memberikan hasil yang proporsional terhadap konsentrasi analit pada rentang
tertentu (Wenclawiak dan Hadjicostas, 2010). Linieritas suatu metode merupakan
ukuran seberapa baik kurva kalibrasi yang menghubungkan antara respon (y)
dengan konsentrasi (x). Linieritas dapat diukur dengan melakukan pengukuran
tunggal pada konsentrasi yang berbeda-beda. Data yang diperoleh selanjutnya
ditentukan nilai kemiringan (slope), intersep, dan koefisien korelasinya (Gandjar

dan rohman, 2016).
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4. Batas Deteksi (limit of detection)

Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam
sampel yang masih dapat dideteksi, meskipun tidak selalu dapat dikuantifikasi
(Patel, dkk., 2011). Limit Of Detection merupakan batas uji yang secara spesifik
menyatakan apakah analit memiliki nilai di atas atau di bawah nilai tertentu.
Definisi batas deteksi yang paling umum digunakan dalam kimia analisis
merupakan kadar analit yang memberikan respon sebesar respon blanko (yp)
ditambah dengan 3 simpangan baku blanko (3Sp) (Gandjar dan rohman, 2016).

Limit Of Detection diekspresikan sebagai suatu konsentrasi pada rasio
signal terhadap derau (signal to noise ratio) yang biasanya rasionya 2 atau 3
dibanding 1. International Conference on Harmonization (ICH) mengenalkan
suatu konversi metode signal to noise ration ini, meskipun demikian ICH juga
menggunakan 2 metode pilihan lain untuk menentukan LOD yakni: metode non
instrumental visual dan dengan metode perhitungan. Metode non instrumental
visual digunakan pada teknik kromatografi lapis tipis dan metode titrimetri. Nilai
LOD juga dapat dihitung berdasarkan pada standar deviasi (SD) respon dan
kemiringan (slope,S) kurva baku pada level yang mendekati LOD sesuai dengan
rumus, LOD = 3,3 (SD/S). standar deviasi respon dapat ditentukan berdasarkan
pada standar deviasi blanko, pada standar deviasi residual dari garis regresi, atau
standar intersep y pada garis regresi (Gandjar dan rohman, 2016).

5. Batas Kuantifikasi (limit of quantification)

Batas kuantifikasi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam

sampel yang dapat ditentukan dengan presisi dan akurasi yang dapat diterima pada

kondisi operasional metode yang digunakan (Patel, dkk., 2011). Sebagaimana
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LOD, LOQ juga diekspresikan sebagai konsentrasi (dengan akurasi dan presisi
juga dilaporkan). Terkadang rasio signal to noise 10 : 1 digunakan untuk
menentukan LOQ. Perhitungan LOQ dengan rasio signal to noise 10 : 1
merupakan aturan umum, meskipun demikian perlu diingat bahwa LOQ
merupakan suatu nilai yang diperoleh berdasarkan keterkaitan antara konsentrasi
dengan presisi dan akurasi yang dipersyaratkan (Gandjar dan rohman, 2012).
Terdapat dua metode penetapan LOQ yang diperkenalkan oleh ICH vyaitu
metode non instrumental visual dan metode perhitungan. Metode perhitungan
didasarkan pada standar deviasi respon (SD) dan slope (S) kurva baku sesuai
dengan rumus: LOQ = 10(SD/S). Standar deviasi respon dapat ditentukan
berdasarkan standar deviasi blanko pada standar deviasi residual garis linier atau

dengan standar deviasi intersep-y pada garis regresi (Gandjar dan rohman, 2012).



BAB 3
KERANGKA KONSEP

3.1 Kerangka Konsep

Kalsium

N4
Bahan Pangan

R 2 V2 2R S 2
I Tahu : : Susu 1| lIkan Teri : Keju ;! Tempe
_____ .l—————I e
Penetapan Kadar Kalsium
v
Metode Analisis
I
\2 v
Konvensional Modern
v
Titrimetri
I
v v vV v
|
Permanganometri Kompleksometri AAS | ICP-OES : 1 ICP-MS :
| . T~ ~TTTTT
v v \ v N
Akurasi Presisi Linieritas LOD LOQ

Keterangan:
:Variabel yang diteliti
_____ :Variabel yang tidak diteliti

Gambar 3.1 Kerangka Konsep
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3.2 Penjelasan Kerangka Konsep

Kalsium merupakan nutrien esensial yang termasuk mineral makro.
Beberapa bahan pangan diketahui mengandung kalsium diantaranya, tahu, susu,
keju, tempe dan ikan teri (Rahmadani, 2011). Untuk menetapkan kadar kalsium
terdapat beberapa metode yang dapat digunakan baik secara konvensional ataupun
modern. Metode analisis digunakan untuk mengetahui kandungan suatu zat
adalam bahan pangan. Analisis kalsium dapat dilakukan dengan metode titimetri,
AAS (atomic absorption spectrometry) (Sowmya dkk., 2015), ICP-OES
(inductively couple plasma optical emission spectrometry) (Kumaravel dan
Alagusundaram, 2014) dan ICP-MS (inductively couple plasma mass
spectrometry) (Poirier dkk., 2016).

Metode yang umum digunakan untuk analisis kadar kalsium adalah AAS
dan titirimetri (Petrovich dkk., 2007). Metode titrimetri yang dapat digunakan
untuk penetapan kadar kalsium adalah permanganometri dan kompleksometri
yang merupakan metode analisis konvensional, sedangkan spektrofotometri
serapan atom (AAS) merupakan metode modern. Dalam penelitian ini digunakan
ketiga metode tersebut yaitu permanganometri, kompleksometri dan
spektrofotometri serapan atom untuk menetapkan kadar kalsium dalam ikan teri.

Ketiga metode ini dibandingkan untuk mengetahui kemampuan metode
dalam menganalisis kalsium sesuai dengan kandungan sebenarnya dalam bahan
pangan berdasarkan nilai akurasi, presisi, linieritas, limit of detection dan limit of
quantification dari masing-masing metode. Hasil penetapan kadar kalsium dalam
ikan teri kemudian dianalisis lebih lanjut untuk mengetahui ada atau tidaknya

perbedaan kadar kalsium hasil pengukuran dari ketiga metode tersebut.



BAB 4
METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah observasional deskriptif. Jenis penelitian
observasional digunakan karena peneliti tidak melakukan intervensi terhadap
variabel penelitian (Jasaputra dan Santosa, 2008). Penelitian deskriptif merupakan
jenis penelitian yang berfungsi untuk mendeskripsikan atau memberi gambaran
terhadap objek penelitian melalui data atau sampel yang telah terkumpul
sebagaimana adanya (Sugiyono, 2017). Dalam penelitian ini observasi yang
dilakukan adalah pengukuran kadar kalsium pada ikan teri dengan tiga metode
berbeda yaitu permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan
atom, sehingga dapat memberikan gambaran perbandingan ketiga metode tersebut

dalam penetapan kadar kalsium pada ikan teri.

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah ikan teri (Stolephorus sp.) yang
diperoleh dari penjual ikan teri di Pasar Tegal Dharmasaba, Kecamatan
Abiansemal, Kabupaten Badung, Bali.
4.2.2 Sampel Penelitian

Sampel dalam penelitian ini adalah ikan teri (Stolephorus sp.) yang
dikumpulkan secara purposive sampling dengan kriteria inklusi yaitu ikan teri
yang sudah dikeringkan, berukuran kecil sampai sedang dengan panjang 3-5 cm.
Ikan teri sebanyak 300 gram dibagi menjadi tiga dengan berat sama rata,

kemudian dilakukan preparasi sampel untuk selanjutnya dapat dilakukan
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penetapan kadar kalsium menggunakan tiga metode yaitu permanganometri,

kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom.

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Balai Besar Laboratorium Kesehatan Surabaya
yang terletak di Jalan Karang Menjangan No.18, Surabaya dan Laboratorium
Kimia Air, Makanan, dan Minuman Jurusan Analis Kesehatan Politeknik
Kesehatan Kementerian Kesehatan Surabaya yang terletak di Jalan
Karangmenjangan 18A, Surabaya. Penelitian dilakukan pada bulan Desember

2018 sampai bulan Juni 2019.

4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel Bebas

Independent variabel / variabel bebas merupakan suatu variabel yang
diteliti atau dilihat pengaruhnya terhadap variabel terikat (Dependent variabel)
(Sugiyono, 2014). Variabel bebas dalam penelitian ini adalah metode
permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom yang
digunakan untuk menetapkan kadar kalsium dalam ikan teri.
4.4.2 Variabel Terikat

Dependent variabel/ variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi
oleh variabel bebas (Independent variabel) (Sugiyono, 2014). Variabel terikat

dalam penelitian ini adalah kadar kalsium dalam ikan teri (Stolephorus sp.)
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4.5 Definisi Operasional Variabel
Definisi operasional merupakan suatu uraian tentang batasan variabel yang
dimaksud, atau tentang apa yang diukur oleh variabel yang bersangkutan

(Notoatmodjo, 2012). Definisi operasional didasarkan pada karakteristik yang

dapat diobservasi berupa istilah yang spesifik (tidak berinterpretasi ganda) dan

terukur (observable atau measurable) (Munith, 2011). Berikut merupakan definisi
operasional dalam penelitian ini.

1. Kadar kalsium adalah kadar hasil pengukuran kalsium pada ikan teri yang
ditetapkan dengan tiga metode berbeda yaitu permanganometri,
kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom.

2. lkan teri (Stolephorus sp.) adalah bahan pangan yang mengandung kalsium.
Ikan teri yang digunakan adalah ikan teri segar, berukuran kecil sampai
sedang dengan kriteria panjang 3-5 cm.

3. Permanganometri merupakan suatu metode analisis volumetri konvensional
yang dapat digunakan untuk menetapkan kadar kalsium pada ikan teri yang
didasarkan pada reaksi reduksi dan oksidasi menggunakan kalium
permanganat sebagai titran.

4. Kompleksometri merupakan suatu metode analisis volumetri konvensional
yang digunakan untuk menetapkan kadar kalsium pada ikan teri yang
didasarkan pada reaksi pembentukan senyawa kompleks antara ion target
dengan zat pengkompleks asam etilen diamin tetra asetat (EDTA).

5. Spektrofotometri serapan atom merupakan metode modern yang digunakan

untuk menetapkan kadar kalsium pada ikan teri yang didasarkan pada
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penyerapan energi sinar oleh atom-atom netral, dan sinar yang diserap berupa

sinar tampak dan ultraviolet.

4.6 Pengumpulan Data

Jenis data yang dikumpulkan dalam penelitian ini adalah data primer. Data
primer diperoleh dengan mengumpulkan data secara langsung dari hasil penelitian
di laboratorium. Data dalam penelitian ini dikumpulkan dengan menganalisa
kadar kalsium dalam ikan teri menggunakan metode permanganometri,

kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom.

4.7 Alat dan Bahan
471 Alat

Blender (philips), indikator universal pH 0-14 MColorpHastTM, buret
(Iwaki-Pyrex®), statif, erlenmeyer (lwaki-Pyrex®), labu ukur (lwaki-Pyrex®)
10mL, 50mL dan 100mL, pipet volume (Iwaki-Pyrex®) 5 mL dan 10 mL, pipet
tetes, kertas saring Whatman, batang pengaduk, neraca analitik (Radwag),
mikropipet 100ul - 1000ul (secorex), ball pipet (b&n ballppipet), gelas ukur
(lwaki-Pyrex®) 250mL, corong (lwaki-Pyrex®), beaker glass (lwaki-Pyrex®)
500 mL, Spektrofotometer Serapan Atom (Merk AA 6300 Shimadzu), dan
perangkat microwave digesti (Merk Milestone).
4.7.2 Bahan

Dinatrium etilen diamin tetra asetat (Na,EDTA.2H,0) 0,05 M, zink sulfat
(ZnS04-7H,0) 0,05 M, indikator eriochrome black T, natrium klorida (NaCl)
ammonium hidroksida (NH;OH) (1:4), standard solution kalsium, aquadest,

kalium permanganat (KMnQ,) 0,1 N, asam oksalat (H,C,0,4) 0,05 N, ammonium
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oksalat (C,HgN204) 4%, asam asetat (CH3COOH) 1:4, asam nitrat (HNO3) 65%,
asam sulfat (H,SO4) 8N, buffer amonium klorida pH 10, asam sulfat (H,SO,)
encer (1:4), hidrogen peroksida (H20,) 30%, AgNO3z 0,1 M, indikator Metil

Merah.

4.8 Prosedur Penelitian
4.8.1 Persiapan reagen
1. Pembuatan variasi konsentrasi larutan standar kalsium

Variasi konsentrasi larutan standar kalsium dibuat dari standar solution Ca
1000 ppm yang kemudian dipipet untuk dibuat variasi konsentrasi. Untuk metode
titrasi permanganometri dan kompleksometri, larutan standar dipipet sebanyak 4
mL, 8 mL, 12 mL, 16 mL, 20 mL, dan 24 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur
100 mL dan ditepatkan sampai tanda batas labu ukur sehingga diperoleh
konsentrasi 40 ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm, 200 ppm, dan 240 ppm.

Untuk metode spektrofotometri serapan atom, larutan standar kalsium
1000 ppm dipipet sebanyak 10 mL kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100
mL. Larutan ditepatkan dengan akuadest bebas mineral hingga garis batas
kemudian dikocok hingga homogen sehingga diperoleh larutan dengan
konsentrasi 100 ppm. Larutan 100 ppm tersebut, dipipet masing-masing sebanyak
1 mL, 2 mL, 5mL dan 10 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL.
Larutan tersebut kemudian ditepatkan dengan akuadest bebas mineral hingga garis
batas, dan dihomogenkan sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 1 ppm; 2

ppm; 5 ppm dan 10 ppm.
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2. Pembuatan larutan baku primer H,C,0,0,05 N

Ditimbang sebanyak 0,315 gram asam oksalat. Hasil penimbangan
dilarutkan terlebih dahulu ke dalam gelas kimia 100 mL yang berisi 50 mL
aquades. Larutan dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu takar 100 mL.
Ditambahkan akuades sampai tanda batas dan dihomogenkan. Berikut persamaan
yang digunakan untuk menghitung massa H,C,O, yang harus ditimbang untuk

membuat larutan dengan konsentrasi 0,05 N.

m 1000
M=—x

Mr v

N =M X valensi
Keterangan :
M: Molaritas suatu zat (mol/L)
N: Normalitas larutan
m: massa yang harus ditimbang (gram)
Mr: massa molekul relative H,C,0,4 (126 gr/mol) valensi 2
v: volume larutan yang akan dibuat
3. Pembuatan larutan baku sekunder KMnO,4 0,1 N

Ditimbang sebanyak 3,2 gram kalium permanganat. Kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 1 L, ditambahkan dengan sedikit akuades dan
dihomogenkan. Larutan ditepatkan sampai tanda batas labu ukur. Larutan KMnQ,
dipindahkan ke dalam gelas beker ditutup dan dipanaskan didalam penangas air
selama 10-15 menit. Larutan disimpan dalam keadaan tertutup selama 24 jam.
Kemudian larutan disaring dengan menggunakan glasswool kedalam botol kaca

gelap/coklat. Berikut persamaan yang digunakan untuk menghitung massa
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KMnO, yang harus ditimbang dalam pembuatan larutan dengan konsentrasi

kalium permanganat dengan konsentrasi 0,1 N.

m 1000
M=—x

Mr v

N =M X valensi
Keterangan :
M: Molaritas suatu zat (mol/L)

m: massa yang harus ditimbang (gram)

Mr: massa molekul relative KMnQOy (158 gr/mol), valensi 5

v: volume larutan yang akan dibuat

4. Pembuatan larutan baku primer ZnSO,. 7H,0 0,05 M

Larutan ZnSQO,. 7H,0 dibuat sebanyak 100 mL dengan menimbang 1,437

gram ZnS0O,. 7H,0 pada neraca analitik kemudian dimasukkan kedalam labu ukur

100 mL, ditambahkan sedikit akuades dan dihomogenkan. Larutan kemudian

ditepatkan hingga tanda batas labu ukur. Berikut merupakan persamaan yang

digunakan untuk menghitung massa ZnSQO,.7H,O yang harus ditimbang untuk

membuat larutan zink sulfat dengan konsentrasi 0,05 M.

M = M 5 1000

Mr v

Keterangan :

M: Molaritas suatu zat (mol/L)

m: massa yang harus ditimbang (gram)

Mr: massa molekul relative ZnSQ,.7H,0 (287,54 gr/mol)

v: volume larutan yang akan dibuat
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5. Pembuatan larutan baku sekunder Na;EDTA 0,05 M

Larutan Na,EDTA 0,05 M dibuat sebanyak 1 L dengan menimbang 18,8
gram reagen Na,EDTA pada neraca analitik kemudian dimasukkan kedalam labu
ukur 1 L, ditambahkan sedikit akuades dan dihomogenkan. Larutan kemudian
ditepatkan hingga tanda batas labu ukur. Persamaan yang digunakan untuk
menghitung massa Na,EDTA yang harus ditimbang untuk membuat larutan
dengan konsentrasi 0,05 M sama dengan persamaan untuk menghitung massa
larutan baku primer ZnS0,4.7H,0.
6. Standarisasi KMnO, dengan H,C,0,4.2H,0

Sebanyak 100 mL aquades dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer,
dipanaskan hingga suhu 70 °C, ditambahkan 5 mL larutan asam sulfat 8 N dan 10
mL larutan baku asam oksalat 0,05 N. Dititrasi dengan larutan baku kalium
permanganat 0,1 N sampai warna merah muda dan dicatat volume pemakaian.
Pembakuan KMnQ, dilakukan sebanyak tiga kali ulangan. Berikut merupakan
persamaan yang digunakan untuk menentukan normalitas KMnQ,.

M; xVi=M;, xV,
Keterangan:
N; = Normalitas H,C,04
V1 = Volume H,C,0,4
N, = Normalitas KMnQO,4
V, = Volume KMnO;,
7. Standarisasi Na,EDTA dengan ZnS0O,.7H,0

Dipipet 10 mL larutan baku primer ZnSQO,4.7H,0 0,05 M dimasukkan ke

dalam erlenmeyer. Ditambahkan 5 mL buffer amonium klorida pH 10.
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Penambahan indikator Eriochrome Black T (EBT) 1% (b/b) sebanyak 50 mg
dilakukan pada saat titrasi dimulai. Titik akhir titrasi ditandai perubahan warna
dari merah keunguan menjadi biru. Pembakuan larutan Na,EDTA dilakukan
sebanyak tiga kali ulangan. Berikut merupakan persamaan yang digunakan untuk
menentukan molaritas dari Na,EDTA.

M; x Vi =My xV,
Keterangan:
M3 = Molaritas ZnSO4.7H,0
V1 = Volume ZnS0O,.7H,0
M, = Molaritas Na,EDTA
V, = Volume Na;EDTA
4.8.2 Preparasi sampel

Sebanyak 100 gram sampel ikan teri diblender sehingga diperoleh ikan teri
dalam bentuk serbuk, kemudian ditimbang + 2,5 gram sampel dan didestruksi
dengan menambahkan HNO3; 65% 10 mL, dan H,O, 30% 5 mL dimasukkan ke
dalam vessel, lalu vessel dimasukkan ke dalam High Perfomance Microwave
Digestion System dan didestruksi selama 45 menit pada suhu 180 °C sampai
didapatkan larutan dalam keadaan jernih dan terlarut, cairan tersebut dimasukkan
kedalam labu ukur 50 mL dan diadd hingga 50 mL. Larutan hasil destruksi
tersebut ditampung pada botol kaca. Hasil destruksi dalam bentuk larutan ini
digunakan sebagai sampel yang diuji dengan tiga metode berbeda yaitu metode
permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom (Susanti,

2016).
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4.8.3 Penetapan Kadar Kalsium
1. Metode Titrasi Permanganometri
a. Prinsip pemeriksaan

Kalsium yang merupakan unsur mineral dan bahan anorganik, didestruksi
dengan bantuan oksidator asam nitrat pekat dan H,O, 30% untuk menghilangkan
bahan organik dalam sampel, kemudian kalsium diendapkan terlebih dahulu
sebagai kalsium oksalat lalu endapannya dilarutkan dalam H,SO, (1:4) encer dan
dititrasi dengan KMnO4 0,1 N yang bertindak sebagai oksidator. Titik akhir titrasi
ditandai dengan terbentuknya warna larutan merah jambu pertama yang tidak
hilang selama 15 detik (Yenrina, 2015).
b. Penetapan kadar kalsium dalam sampel

Sebanyak 20 mL sampel dimasukkan dalam labu erlenmeyer 250 mL lalu
ditambah 50 mL aquades. Larutan ditambahkan 2 tetes indikator metil merah dan
20 mL ammonium oksalat 4% (berlebih atau secukupnya hingga ammonium
oksalat mampu mengendapkan kalsium semuanya). Larutan ditambahkan sedikit
ammonia encer untuk menetralkan dan menggeser reaksi ke arah pembentukan
produk sehingga peluang terbentuknya endapan kalsium oksalat lebih besar dan
warna larutan berubah menjadi kuning, kemudian buat larutan menjadi sedikit
asam dengan menambah beberapa tetes asam asetat 10% sampai warna larutan
merah muda.

Larutan dipanaskan sampai mendidih untuk menghilangkan ion-ion
penganggu lalu didiamkan 24 jam. Larutan disaring menggunakan Kkertas
whatman dan dibilas beberapa kali dengan 100 mL akuades panas sehingga filtrat

bebas klorida dan oksalat. Untuk memastikan filtrat bebas dari kalsium oksalat,
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diuji filtrat dengan ammonium oksalat dan larutan kalsium. Apabila penambahan
ammonium oksalat tidak menyebabkan terbentuknya endapan, maka filtrat bebas
dari endapan kalsium oksalat. Adanya oksalat juga diuji dengan menambahkan
larutan kalsium. Apabila penambahan kalsium pada filtrat larutan tetap jernih dan
tidak keruh menunjukkan filtrat bebas oksalat.

Cara memastikan endapan bebas klorida adalah dengan menguji air bilasan
terakhir menggunakan larutan AgNO3. Apabila terdapat ion CI™ pada air bilasan,
ion tersebut akan bereaksi dengan AgNO3; dan membentuk endapan AgCl yang
berwarna putih, sehingga apabila air bilasan terakhir masih berwarna keruh seperti
air kapur, maka perlu dilakukan pembilasan ulang hingga air bilasan yang diuji
dengan AgNO;3 berwarna jernih.

Endapan dipindahkan kedalam labu erlenmeyer lain dengan cara ujung
kertas saring dilubangi dengan pengaduk gelas lalu dibilas dan dilarutkan dengan
20 mL asam sulfat panas encer (1:4). Dalam keadaan panas (70-80°C), larutan
dititrasi dengan larutan baku KMnO,4 0,1 N sampai terbentuk warna larutan merah
jambu pertama yang tidak hilang selama 15 detik. Kadar kalsium dihitung
berdasarkan banyaknya volume larutan baku KMnO, yang digunakan untuk titrasi

(Yenrina, 2015).

VKMn04 XNKMn0O4 XBe Ca X volume larutan abu X 1000
V sampel yang digunakan xb sampel yang diabukan

Kadar Kalsium (mg/Kg) =

c. Ujiakurasi
Uji akurasi dinyatakan dengan nilai uji perolehan kembali (UPK). Uji
perolehan kembali dinyatakan dalam presentase (%) recovery yang didapatkan

dari perhitungan antara konsentrasi hasil pengukuran dengan konsentrasi



49

sebenarnya. Untuk menetapkan nilai uji perolehan kembali dapat dilakukan
dengan menggunakan metode adisi.

Metode adisi dilakukan dengan penambahan larutan standar ke dalam
sampel dan tanpa penambahan standar ke dalam sampel (berfungsi sebagai
blangko). Dalam penelitian ini nilai akurasi dari masing-masing metode
ditetapkan dengan cara mengukur kadar sampel yang ditambahkan dengan standar
pada tiga variasi konsentrasi, yaitu konsentrasi rendah, sedang dan tinggi sesuai
dengan standar yang ditetapkan oleh International Conference on Harmonization.

Untuk uji perolehan kembali, sampel yang telah didestruksi dipipet dan
diletakkan pada 4 labu ukur 50 mL yang berbeda-beda dengan volume 25 mL
pada masing-masing labu ukur. Kelompok pertama, tidak ditambahkan larutan
standar kalsium (berfungsi sebagai blangko). Pada kelompok kedua, ketiga dan
keempat ditambahkan secara berturut-turut sebanyak 2,5 mL; 5 mL dan 10 mL
dari larutan standar kalsium konsentrasi 1000 ppm. Labu ukur dicukupkan
volumenya hingga garis batas dengan aquadest bebas mineral, sehingga
didapatkan konsentrasi akhir penambahan pada kelompok kedua, ketiga dan
keempat secara berturut-turut 50 ppm; 100 ppm dan 200 ppm.

Sebanyak 20 mL larutan dipindahkan ke erlenmeyer 250 mL lalu ditambah
50 mL aquades, 2 tetes indikator metil merah dan 20 mL larutan ammonium
oksalat 4% (berlebih atau secukupnya hingga ammonium oksalat mampu
mengendapkan kalsium semuanya). Larutan dinetralkan dengan penambahan
ammonia encer, kemudian ditambahkan beberapa tetes asam asetat sampai warna

larutan merah muda. Larutan dipanaskan sampai mendidih lalu didiamkan 24 jam.
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Larutan disaring menggunakan kertas whatman dan dibilas beberapa kali dengan
akuades sehingga filtrat bebas oksalat dan klorida.

Cairan jernih diuji dengan ammonium oksalat. Endapan dipindahkan
kedalam labu erlenmeyer lain dengan cara ujung kertas saring dilubangi dengan
batang pengaduk lalu dibilas dan dilarutkan dengan asam sulfat panas. Dalam
keadaan panas (70-80°C), larutan dititrasi dengan larutan baku KMnO,4 0,1 N
sampai terbentuk warna larutan merah jambu pertama yang tidak hilang selama 15
detik. Kadar kalsium dihitung berdasarkan banyaknya volume larutan baku
KMnQ, yang digunakan untuk titrasi.

Titrasi dilakukan sebanyak dua kali ulangan pada sampel yang
ditambahkan dengan standar pada tiga konsentrasi dan tiga replikasi sehingga
diperoleh 9 data sesuai dengan standar perhitungan % recovery yang ditetapkan
oleh International Conference on Harmonization. Berikut ini rumus perhitungan

untuk memperoleh nilai perolehan kembali:

c2—-C1

% recovery = X 100%

Keterangan :
C1 = kadar sampel yang tidak ditambah standar
C2 = kadar sampel yang ditambah standar
S = kadar standar yang ditambahkan
d. Uji presisi
Uji presisi dalam penelitian ini ditetapkan dengan melakukan pengukuran
sampel (konsentrasi 100%) dengan 6 kali ulangan (Ravisankar, dkk., 2015). Uji

presisi ditentukan dengan membandingkan koefisien varian (Coefficient of
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Variation/ CV) hasil analisis dengan CV yang dipersyaratkan oleh AOAC (2012).

Berikut merupakan rumus perhitungan standar deviasi dan koefisien variasi:

_ (X-X)?
SD = Z—n_l
cv =—>2 % 100%
Rata—rata
Keterangan:

CV analisis = Koefisien varian hasil analisis (%)
SD = Standar deviasi kadar kalsium (mg/100 mL)
X = Rata-rata kadar kalsium (mg/100 mL)

e. Ujilinieritas

Linearitas (linearity) ditentukan dengan menggunakan larutan standar
kalsium pada enam konsentrasi berbeda, yaitu 40 ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160
ppm, 200 ppm, dan 240 ppm. Sebanyak 20 mL dari masing-masing variasi
konsentrasi, dititrasi sesuai dengan prosedur kerja penetapan kadar kalsium pada
sampel. Dilakukan tiga kali pengulangan untuk setiap konsentrasi.

Data hasil pengukuran berupa volume titran dan konsentrasi standar
disajikan dalam bentuk tabel dan diplot ke dalam grafik regresi linier untuk
mengetahui persamaan regresi dan nilai R. Linieritas diukur dengan nilai R? dari
kurva hubungan antara volume larutan KMnO, 0,1N (sebagai sumbu y) yang
digunakan untuk titrasi dengan konsentrasi larutan standar kalsium (ppm) (sebagai
sumbu x). Nilai linieritas yang baik adalah R? lebih dari 0,99 (AOAC, 2012).

f.  Uji limit of detection dan Uji limit of quantification
Batas deteksi (limit of detection) merupakan konsentrasi terkecil dari analit

yang dapat dideteksi tetapi belum dapat dikuantifikasi secara benar, sedangkan
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batas kuantifikasi (limit of quantification) merupakan konsentrasi terendah dari
analit yang dapat ditentukan dengan akurasi dan presisi yang baik. Batas deteksi
dan batas kuantifikasi ditentukan dengan menggunakan larutan standar kalsium
dan dihitung berdasarkan data pengukuran yang diperoleh dari uji linieritas yaitu
pada konsentrasi 40 ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm, 200 ppm, dan 240 ppm

secara statistik. Berikut ini rumus untuk perhitungan nilai batas deteksi dan batas

kuantifikasi.
LOD = 3Sy/%
LOQ - 10Sy/x

b

Keterangan : Nilai b merupakan nilai kemiringan (slope) dari persamaan kurva
kalibrasi y = a + bx dan S(y/x) diperoleh dengan menggunakan rumus sebagai

berikut, (Harmita, 2006 dalam Noriyanti, 2012).

_ |y 0-yb?
Syw =2 g

2. Titrasi Kompleksometri
a. Prinsip pemeriksaan

Kalsium akan membentuk kompleks 1:1 dengan Na;,EDTA pada suasana
basa. Setelah Na,EDTA habis bereaksi dengan kalsium dalam sampel pada titik
ekuivalen, maka kelebihan sedikit Na,EDTA akan menyebabkan kompleks logam
dengan indikator pecah dan menghasilkan perubahan warna dari merah keunguan
menjadi biru sebagai penanda titik akhir titrasi (Gandjar dan Rohman, 2012).
b. Penetapan kadar kalsium sampel

Sebanyak 20 mL larutan sampel hasil destruksi ikan teri dipipet ke dalam

erlenmeyer. Nilai pH larutan yang akan dititrasi diatur dengan menambahkan 5
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mL buffer amonium klorida pH 10. Larutan ditambahkan indikator Eriochrome
Black T (EBT) 1% (b/b) sebanyak 50 mg, dititrasi sampel dengan menggunakan
larutan Na,EDTA 0,05 M yang sudah distandarisasi. Titik akhir titrasi ditandai

perubahan warna dari merah keunguan menjadi biru (Taufik, 2018).

VNa2EDTA xMNa2EDTA x40.08 x volume larutan abu x 1000
V sampel yang digunakan xb sampel yang diabukan

Kadar Kalsium (mg/Kg) =

c. Ujiakurasi

Uji akurasi dinyatakan dengan uji perolehan kembali (UPK). Uji perolehan
kembali dilakukan dengan menggunakan metode adisi, yaitu penambahan larutan
standar ke dalam sampel dan tanpa penambahan larutan standar ke dalam sampel
(sebagai blangko). Dilakukan dengan cara mengukur kadar kalsium dari sampel
yang ditambahkan dengan standar pada tiga konsentrasi, yaitu konsentrasi rendah,
sedang dan tinggi.

Untuk uji perolehan kembali, sampel yang telah didestruksi dipipet dan
diletakkan pada 4 labu ukur 50 mL yang berbeda-beda dengan volume 25 mL
pada masing-masing labu ukur. Kelompok pertama, tidak ditambahkan larutan
standar kalsium (berfungsi sebagai blangko). Pada kelompok kedua, ketiga dan
keempat ditambahkan secara berturut-turut sebanyak 2,5 mL; 5 mL dan 10 mL
dari larutan standar kalsium konsentrasi 1000 ppm. Labu ukur dicukupkan
volumenya hingga garis batas dengan aquadest bebas mineral, sehingga
didapatkan konsentrasi akhir penambahan pada kelompok kedua, ketiga dan
keempat secara berturut-turut 50 ppm; 100 ppm dan 200 ppm.

Larutan dipindahkan ke erlenmeyer. pH larutan yang akan dititrasi diatur
dengan menambahkan 5 mL buffer amonium klorida pH 10. Larutan ditambahkan

indikator Eriochrome Black T (EBT) 1% (b/b) sebanyak 50 mg, kemudian dititrasi
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sampel dengan menggunakan larutan Na,EDTA 0,05 M yang sudah
distandarisasi. Titik akhir titrasi ditandai perubahan warna dari merah keunguan
menjadi biru. Titrasi diulangi sebanyak dua kali kemudian dicatat volume
Na,EDTA yang digunakan. Untuk mengetahui nilai akurasi dilakukan perhitungan
menggunakan rumus yang sama dengan metode sebelumnya.
d. Uji presisi

Uji presisi dalam penelitian ini ditetapkan dengan melakukan pengukuran
pada sampel konsentrasi 100% dengan 6 kali ulangan. Uji presisi ditentukan
dengan membandingkan koefisien varian (Coefficient of Variation/CV) hasil
analisis dengan CV yang dipersyaratkan oleh AOAC (2012), yaitu < 2%. Untuk
memperoleh nilai presisi dilakukan perhitungan menggunakan rumus yang sama
dengan metode sebelumnya.
e. Ujilinieritas

Linearitas (linearity) ditentukan dengan menggunakan larutan standar
kalsium pada enam konsentrasi berbeda, yaitu 40 ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160
ppm, 200 ppm, dan 240 ppm. Sebanyak 20 mL dari masing-masing larutan
tersebut dititrasi dengan menggunakan larutan Na;,EDTA 0,05 M yang sudah
dibakukan. Titrasi dilakukan tiga kali ulangan pada setiap konsentrasi. Linieritas
diukur dengan nilai R? dari kurva hubungan antara volume larutan Na,EDTA
(sebagai sumbu y) yang digunakan untuk titrasi dengan konsentrasi larutan
standar kalsium (ppm) (sebagai sumbu x). Linieritas yang baik adalah R? lebih

dari 0,99 (AOAC, 2012).
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f. Uji limit of detection dan Uji limit of quantification

Batas deteksi (limit of detection) dan batas kuantifikasi (limit of
quantification) ditentukan dengan menggunakan larutan standar kalsium dan
dihitung berdasarkan data pengukuran yang diperoleh dari uji linieritas secara
statistik. Untuk memperoleh nilai limit of detection dan limit of quantification dari
metode kompleksometri, dilakukan perhitungan menggunakan rumus yang sama
dengan metode sebelumnya.
3. Metode Spektrofotometri Serapan Atom
a. Prinsip pemeriksaan

Cahaya diserap oleh atom bebas dari suatu unsur pada tingkat energi
terendah (ground state). Keadaan ground state dari sebuah atom adalah keadaan
semua elektron yang dimiliki unsur tersebut memiliki konfigurasi yang stabil.
Saat cahaya diserap oleh atom, satu atau lebih elektron tereksitasi ke tingkat
energi yang lebih tinggi. Penyerapan energi cahaya ini berlangsung pada panjang
gelombang yang spesifik untuk setiap logam dan mengikuti hukum Lambert Beer,
yaitu serapan berbanding lurus dengan konsentrasi (Welz, 2005 dalam Noriyanti,
2012).
b. Kurva Kalibrasi Kalsium

Larutan standar kalsium 1000 ppm dipipet sebanyak 10 mL kemudian
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. Larutan ditepatkan dengan akuades
bebas mineral hingga garis batas kemudian dikocok hingga homogen sehingga
diperoleh larutan dengan konsentrasi 100 ppm. Larutan 100 ppm tersebut, dipipet
masing-masing sebanyak 1 mL, 2 mL, 5mL dan 10 mL dan dimasukkan ke dalam

labu ukur 100 mL.
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Larutan tersebut kemudian ditepatkan dengan akuadest bebas mineral
hingga garis batas, dan dihomogenkan sehingga diperoleh larutan dengan
konsentrasi 1 ppm; 2 ppm; 5 ppm dan 10 ppm. Larutan standar kalsium tersebut
masing-masing diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer serapan
atom pada panjang gelombang 422,7 nm, kemudian diplot ke dalam kurva regresi
linier (Noriyanti, 2012).

c. Penetapan kadar kalsium pada sampel

Pengukuran sampel dilakukan setelah pembuatan kurva kalibrasi larutan
standar kalsium dengan konsentrasi O ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, dan 10 ppm.
Sampel hasil destruksi diukur absorbansinya pada panjang gelombang 422,7 nm,
kemudian absorbansi yang diperoleh disubstitusikan ke dalam persamaan kurva
kalibrasi dengan mensubstitusi nilai (y) dari persamaan regresi linier sehingga
didapatkan kadarnya (Noriyanti, 2012).

d. Uji akurasi

Uji akurasi dinyatakan dengan uji perolehan kembali (UPK). Uji perolehan
kembali dilakukan dengan menggunakan metode adisi, yaitu penambahan larutan
standar ke dalam sampel dan tanpa penambahan larutan standar ke dalam sampel
(sebagai blangko). Dilakukan dengan cara mengukur serapan dari sampel yang
ditambahkan dengan standar pada tiga konsentrasi, yaitu konsentrasi rendah,
sedang dan tinggi.

Untuk uji perolehan kembali, sampel yang telah didestruksi dipipet
sebanyak 20 mL yang dibagi menjadi 4 kelompok dan diletakkan pada labu ukur
10 mL yang berbeda-beda dengan volume 5 mL sampel pada masing-masing labu

ukur. Kelompok pertama, tidak ditambahkan larutan standar kalsium (berfungsi
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sebagai blangko). Pada kelompok kedua, ketiga dan keempat ditambahkan secara
berturut-turut sebanyak 200 ul; 500 ul dan 1000 pl dari larutan standar kalsium
konsentrasi 100 ppm. Labu ukur dicukupkan volumenya hingga garis batas
dengan akuadest bebas mineral, sehingga didapatkan konsentrasi akhir 2 ppm; 5
ppm dan 10 ppm.

Pengukuran absorbansi dilakukan sebanyak tiga kali replikasi pada sampel
yang ditambahkan dengan standar sehingga diperoleh sembilan data sesuai dengan
standar yang ditetapkan oleh International Conference on Harmonization. Nilai
absorbansi yang diperoleh dicatat, kemudian dihitung konsentrasi masing-masing
bagian dan dihitung % recovery. Untuk memperoleh nilai akurasi dari metode
spektrofotometri serapan atom, dilakukan perhitungan menggunakan rumus yang
sama dengan metode sebelumnya.

e. Uji presisi

Uji presisi dalam penelitian ini ditetapkan dengan melakukan pengukuran
pada sampel konsentrasi 100% sebanyak 6 kali ulangan. Uji presisi ditentukan
dengan membandingkan koefisien varian (Coefficient of Variation/CV) hasil
analisis dengan CV yang dipersyaratkan oleh AOAC (2012). Untuk memperoleh
nilai presisi dari metode spektrofotometri serapan atom, dilakukan perhitungan
menggunakan rumus yang sama dengan metode sebelumnya.

f.  Uji linieritas

Linearitas (linearity) ditentukan dengan menggunakan larutan standar
kalsium pada enam konsentrasi berbeda, yaitu 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, dan
10 ppm. Hasil plot kurva kalibrasi dihitung untuk mendapatkan faktor kelinearan

garis, yaitu r. Linieritas diukur dengan nilai R? dari kurva hubungan antara
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absorbansi (sebagai sumbu y) dengan konsentrasi larutan standar kalsium (ppm)
(sebagai sumbu x).
g. Uji limit of detection dan limit of quantification

Batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi (LOQ) diperoleh dari
perhitungan persamaan kurva kalibrasi secara statistik. Berikut ini rumus untuk

perhitungan nilai batas deteksi dan batas kuantifikasi:

LoD = =0

LOQ - 1OS;y/X)
Keterangan :

Nilai b merupakan nilai kemiringan (slope) dari persamaan kurva kalibrasi
y = a + bx dan S(y/x) diperoleh dengan menggunakan rumus sebagai berikut,

(Harmita, 2006 dalam Noriyanti, 2011).
_ |y G-yb?
Spro =X

4.9 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini menggunakan analisis deskriptif yang
bertujuan untuk menjelaskan atau mendeskripsikan karakteristik setiap variabel
penelitian. Data yang diperoleh dikumpulkan, dikelompokkan, diolah, dan
kemudian disajikan dalam bentuk tabel, grafik serta diberi narasi.

Dalam penelitian ini analisis data juga dilakukan secara statistik yang
bertujuan untuk membandingkan metode permanganometri, kompleksometri, dan
spektrofotometri serapan atom dalam penetapan kadar kalsium pada ikan teri.
Ketiga metode dibandingkan menggunakan uji beda. Terdapat tiga kelompok data

yang diuji dalam penelitian ini yaitu; kadar kalsium ikan teri hasil penetapan
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dengan menggunakan metode permanganometri, kadar kalsium hasil penetapan
dengan metode kompleksometri dan kadar kalsium hasil penetapan dengan
menggunakan metode spektrofotometri serapan atom dengan skala data rasio.

Untuk menguji data berdistribusi normal atau tidak normal digunakan uji
kolmogorov smirnov. Untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan hasil
penetapan kadar kalsium dalam ikan teri dengan variabel bebas metode
permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom apabila
data berdistribusi normal digunakan uji one way anova, sedangkan apabila data
berdistribusi  tidak normal digunakan uji kruskal wallis untuk dapat
membandingkan hasil penetapan kadar secara simultan.

Dalam uji one way anova dan kruskal wallis, kesimpulan analisis akan
dinyatakan terdapat perbedaan apabila minimal satu pasang kelompok data yang
berbeda, sehingga untuk mengetahui pada metode mana yang memiliki perbedaan
hasil penetapan kadar kalsium yang signifikan secara statistik digunakan uji post
hoc LSD (Least Significant Deference) apabila data berdistribusi normal.

Sementara apabila data berdistribusi tidak normal digunakan uji Mann-Whitney.
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Kerangka Operasional
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4.10.1 Preparasi Sampel Ikan Teri (Stolephorus sp.)

Ikan teri (Stolephorus sp.) dipilih
sesuai dengan kriteria inklusi yaitu

A4

Sebanyak 100 gram sampel diblender
untuk memperoleh sampel dengan

berukuran  kecil sampai sedang bentuk yang lebih kecil

dengan panjang 3-5 cm

Serbuk ikan teri yang telah Serbuk ikan teri didestruksi dengan
didestruksi dimasukkan ke dalam menambahkan HNO3; 65% dan H,0,
vessel. 30%.

v

Vessel dimasukkan ke dalam High
Perfomance Microwave Digestion
System dan didestruksi selama 45
menit pada suhu 180 °C.

A4

Larutan hasil destruksi tersebut

ditampung pada botol kaca

Gambar 4.1 Kerangka Operasional Proses Preparasi Sampel Ikan Teri
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4.10.2 Penetapan Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) Menggunakan

Metode Permanganometri

Metode Permanganometri

Penetapan Kadar

20 mL sampel dimasukkan dalam labu
erlenmeyer 250 mL + 50 mL aquades + 20
mL ammonium oksalat + beberapa tetes
ammonia

\ 4

Larutan dipanaskan sampai mendidih
didiamkan 24 jam. Larutan disaring
menggunakan kertas whatman dan dibilas
dengan akuades

Untuk memastikan filtrat bebas oksalat, filtrat
diuji dengan ammonium oksalat.

Untuk memastikan endapan bebas klorida, air
bilasan terakhir diuji dengan AgNOs.

Vv

Endapan dipindahkan kedalam labu
Erlenmeyer + 20 mL asam sulfat panas

Parameter VValidasi Metode

Larutan dititrasi dengan larutan baku KMnQO,

0,1 N sampai terbentuk warna larutan merah

jambu pertama yang tidak hilang selama 15
detik

Penetapan nilai akurasi, presisi, linieritas,
limit of detection, dan limit of quantification

Gambar 4.2 Kerangka Operasional Penetapan Kadar Kalsium Ikan Teri

(Stolephorus sp.) Menggunakan Metode Permanganometri
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4.10.3 Penetapan Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) Menggunakan

Metode Kompleksometri

Metode Kompleksometri

Penetapan Kadar

Sebanyak 20 mL larutan sampel hasil
destruksi ikan teri dipipet ke dalam labu
erlenmeyer.

pH larutan yang akan dititrasi diatur dengan
menambahkan buffer amonium klorida pH 10

Ditambahkan 50 mg indikator EBT 1% (b/b)

Dititrasi sampel dengan menggunakan larutan

9| Na,EDTA 0,05 M yang sudah distandarisasi

Titik akhir titrasi ditandai dengan perubahan
warna dari merah keunguan menjadi biru

Parameter VValidasi Metode

Penetapan nilai akurasi, presisi, linieritas,
limit of detection, dan limit of quantification

Gambar 4.3 Kerangka Operasional Penetapan Kadar Kalsium Ikan Teri

(Stolephorus sp.) Menggunakan Metode Kompleksometri
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4.10.4 Penetapan Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) Menggunakan

Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Metode Spektrofotometri
Serapan Atom

Kurva kalibrasi kalsium

Penetapan kadar

Dari larutan standar kalsium 100 ppm dibuat
variasi konsentrasi 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, dan
10 ppm

v

Diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer serapan atom pada panjang
gelombang 422,7nm

A4

Hasil pengukuran diplot kedalam kurva
kalibrasi

Parameter Validasi Metode

A4

Sampel hasil destruksi diukur pada panjang
gelombang 422,7nm.

Y

Absorbansi yang diperoleh disubstitusikan ke
dalam persamaan kurva kalibrasi untuk
memperoleh nilai konsentrasi

Penetapan nilai akurasi, presisi, linieritas,
limit of detection, dan limit of quantification

Gambar 4.4 Kerangka Operasional Penetapan Kadar Kalsium Ikan Teri

(Stolephorus sp.) Menggunakan Metode Spektrofotometri Serapan

Atom
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4.10.5 Validasi Metode Analisis Permanganometri, Kompleksometri dan

Spektrofotometri Serapan Atom

Validasi Metode Analisis

Permanganometri Kompleksometri Spektrofotometri Serapan Atom
| | |
| Uji Akurasi:
Uji Akurasi: Sampel dengan konsentrasi 100%,

Sampel dengan konsentrasi 100%,
sampel dengan adisi standar 50 ppm,

sampel dengan adisi standar 2 ppm, 5
ppm, 10 ppm diukur kadar

Sampel dengan konsentrasi 100%
diuji sebanyak 6 kali ulangan dan
ditentukan nilai koefisien varian

100 ppm, 200 ppm diukur kadar kalsiumnya
kalsiumnya |
I Uji Presisi:
Uji Presisi: Sampel dengan konsentrasi 100%

diuji sebanyak 6 kali ulangan dan
ditentukan nilai koefisien varian

I
Uji Linieritas:
Diuji larutan standar kalsium pada
enam konsentrasi berbeda, yaitu 40
ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm,
200 ppm, dan 240 ppm.

Uji Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi:
Ditentukan dengan menggunakan larutan
standar kalsium dan dihitung berdasarkan
data pengukuran yang diperoleh dari uji
linieritas secara statistik.

Uji Linieritas:
Diuji larutan standar kalsium pada
enam konsentrasi berbeda, yaitu 0
ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, dan 10
ppm. Hasil plot kurva kalibrasi
dihitung untuk mendapatkan faktor
kelinearan garis, yaitu r.

Uji Batas Deteksi dan Batas Kuantifikasi:
Batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi
(LOQ) diperoleh dari perhitungan
persamaan kurva kalibrasi secara statistik.

Gambar 4.5 Kerangka Operasional Validasi Metode Analisis Permanganometri,
Kompleksometri dan Spektrofotometri Serapan Atom




BAB 5
HASIL PENELITIAN

5.1 Persiapan Sampel dan Penetapan Kadar Kalsium Ikan Teri

Bahan pemeriksaan dalam penelitian ini adalah ikan teri (Stolephorus sp.)
yang diperoleh dari penjual ikan teri di Pasar Desa Adat Tegal Dharmasaba,
Kecamatan Abiansemal, Kabupaten Badung, Bali, dikumpulkan secara purposive
sampling dengan Kkriteria inklusi yaitu ikan teri yang sudah dikeringkan,
berukuran kecil sampai sedang dengan panjang 3-5 cm. Ikan teri sebanyak 300
gram dibagi menjadi tiga dengan berat masing-masing 100 gram, kemudian
dilakukan preparasi sampel yaitu dihaluskan dan didestruksi untuk tiga Kali
replikasi.

Dalam penelitian ini dilakukan penetapan kadar kalsium pada ikan teri
menggunakan metode permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri
serapan atom serta pengukuran nilai akurasi, presisi, linieritas, limit of detection
dan limit of quantification dari masing-masing metode. Volume sampel hasil
destruksi yang dibutuhkan untuk satu kali replikasi dan 3 metode adalah + 500
mL, ikan teri yang dibutuhkan dalam setiap 50 mL hasil destruksi adalah + 2,5
gram, sehingga kebutuhan ikan teri untuk satu kali replikasi = 25 gram. Total
kebutuhan ikan teri untuk tiga kali replikasi dan tiga metode adalah + 75 gram
sampel ikan teri (Stolephorus sp.) yang sudah dihaluskan. Setelah diperoleh
sampel pemeriksaan dalam bentuk cairan jernih hasil destruksi, sampel diperiksa
dengan masing-masing metode.

Hasil penetapan kadar kalsium pada ikan teri (Stolephorus sp.) dari
masing-masing metode kemudian dibandingkan menggunakan uji beda untuk

mengetahui apakah terdapat perbedaan bermakna secara statistik hasil penetapan
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kadar kalsium dari ketiga metode tersebut. Pengukuran kadar dilakukan tiga kali
replikasi dengan tiga ulangan pada masing-masing metode.
5.1.1 Penetapan Kadar Kalsium dengan Metode Permanganometri

Pada metode permanganometri, kadar kalsium ditentukan menggunakan
larutan KMnO,; 0,1 N. Hasil pengukuran kadar kalsium pada ikan teri
(Stolephorus sp.) dengan menggunakan metode permanganometri tiga Kkali

replikasi dan tiga kali ulangan dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil Penetapan Kadar Kalsium Dengan Metode Permanganometri

Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) (mg/Kg)

Ulangan
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
1 1665,17 1687,00 1581,82
2 1665,17 1750,26 1539,64
3 1727,61 1750,26 1581,82
Rerata + SD 1685,98 + 36,05 1729,17 + 36,52 1567,76 + 24,35

Berdasarkan data Tabel 5.1 dapat diketahui bahwa dari sembilan data hasil
penetapan kadar kalsium ikan teri diperoleh rata-rata antara 1567,76 sampai
1729,17 mg/Kg. Kadar kalsium terendah ditunjukkan pada replikasi 3 ulangan ke
2 dengan nilai 1539,64 mg/Kg, sedangkan kadar kalsium tertinggi ditunjukkan
oleh data replikasi 2 ulangan ke 2 dan 3 dengan nilai 1750,26 mg/Kg.

5.1.2 Penetapan Kadar Kalsium dengan Metode Kompleksometri

Kadar kalsium ikan teri pada metode kompleksometri ditentukan
menggunakan larutan Na,EDTA 0,05 M. Hasil pengukuran kadar kalsium pada
ikan teri dengan menggunakan metode kompleksometri tiga kali replikasi dan tiga

kali ulangan dapat dilihat pada Tabel 5.2.
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Tabel 5.2 Hasil Penetapan Kadar Kalsium Dengan Metode Kompleksometri

Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) (mg/Kg)

Ulangan
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
1 1158,34 1280,42 1280,21
2 1116,22 1280,42 1258,87
3 1158,34 1259,08 1280,21

Rerata+ SD  1144,30 + 24,31 1273,31+£12,32 1273,09 +£12,31

Data pada Tabel 5.2 menunjukkan bahwa hasil penetapan kadar kalsium
dalam ikan teri menggunakan metode kompleksometri diperoleh nilai rata-rata
antara 1144,30 mg/Kg sampai 1273,31 mg/Kg. Kadar kalsium terendah
ditunjukkan pada replikasi 1 ulangan ke 3 dengan nilai 1158,34 mg/Kg,
sedangkan kadar kalsium tertinggi ditunjukkan oleh data replikasi 2 ulangan ke 1
dan 2 dengan nilai 1280,42 mg/Kg.

5.1.3 Penetapan Kadar Kalsium dengan Metode Spektrofotometri Serapan
Atom

Hasil pengukuran kadar kalsium pada ikan teri dengan menggunakan
metode spektrofotometri serapan atom pada panjang gelombang 422,7 nm, tiga

kali replikasi dan tiga kali ulangan dapat dilihat pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3 Hasil Penetapan Kadar Kalsium Dengan Metode Spektrofotometri
Serapan Atom

Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) (mg/Kg)

Ulangan
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
1 1232,79 1273,58 1239,42
2 1249,27 1210,27 1256,68
3 1240,86 1272,13 1263,74

Rerata = SD 1240,97 £ 8,24 1251,99 + 36,14 1253,28 + 12,51
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Data pada Tabel 5.3 menunjukkan bahwa hasil penetapan kadar kalsium
dalam ikan teri menggunakan metode spektrofotometri serapan atom diperoleh
nilai rata-rata antara 1240,97 mg/Kg sampai 1253,28 mg/Kg. Kadar kalsium
terendah ditunjukkan pada replikasi 2 ulangan ke 2 dengan nilai 1210,27 mg/Kg,
sedangkan kadar kalsium tertinggi ditunjukkan oleh data replikasi 2 ulangan ke 1

dengan nilai 1273,58 mg/Kg.

5.2 Perbandingan Kadar Kalsium dan Analisis Data

Nilai hasil pengukuran kadar kalsium ikan teri dengan metode
permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom yang
diperoleh pada penelitian ini selanjutnya dianalisis menggunakan uji statistik
untuk membandingkan dan mengetahui apakah terdapat perbedaan kadar kalsium
yang bermakna secara statistik. Perbandingan data hasil pengukuran dari ketiga

metode dapat dilihat pada Tabel 5.4.

Tabel 5.4 Hasil Penetapan Kadar Kalsium Dengan Metode Permanganometri,
Kompleksometri dan Spektrofotometri Serapan Atom

Data Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) (mg/Kg)
Pelzztdaap;an Permanganometri Kompleksometri Sgi‘:;g:ﬁg?:'
1 1665,17 1158,34 1232,79
2 1665,17 1116,22 1249,27
3 1727,61 1158,34 1240,86
4 1581,82 1280,42 1273,58
5 1539,64 1280,42 1210,27
6 1581,82 1259,08 1272,13
7 1687,00 1280,21 1239,42
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Data Kadar Kalsium Ikan Teri (Stolephorus sp.) (mg/Kg)
Penetapan . . Spektrofotometri
Kadar Permanganometri Kompleksometri Serapan Atom
8 1750,26 1258,87 1256,68
9 1750,26 1280,21 1263,74
Rerata £ SD 1660,97 £ 77,7 1230,23 £ 66,1 1248,75 + 20,4

Berdasarkan data pada Tabel 5.4 diatas dapat diketahui nilai rata-rata
penetapan kadar kalsium dengan metode permanganometri lebih tinggi
dibandingkan nilai rerata metode kompleksometri dan spektrofotometri serapan
atom, sedangkan nilai penetapan kadar spektrofotometri serapan atom lebih tinggi
dibandingkan nilai penetapan kadar metode kompleksometri. Nilai tersebut
kemudian dianalisis secara statistik.

Uji pertama yang dilakukan adalah menguji distribusi data dengan
menggunakan uji Kolmogorov Smirnov (KS). Setelah dilakukan uji normalitas
data, dilanjutkan dengan uji beda yang apabila data berdistribusi normal
digunakan uji one way anova, sedangkan apabila data berdistribusi tidak normal
digunakan uji Kruskal wallis.

5.2.1 Uji Normalitas

Uji distribusi data menggunakan Kolmogorov Smirnov (KS) dilakukan
pada hasil penetapan kadar kalsium dari masing-masing metode.
1. Hipotesis Uji Kolmogorov Smirnov

Hipotesis dalam uji distribusi data menggunakan Kolmogorov Smirnov
adalah sebagai berikut:

a. Ho : Data berdistribusi normal

b. Hi: Data tidak berdistribusi normal
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2. Pengambilan Keputusan Hasil Uji Kolmogorov Smirnov

Berdasarkan hipotesis tersebut, terdapat pedoman dalam pengambilan
keputusan hasil uji statistik. Adapun pengambilan keputusan didasarkan pada
ketentuan berikut ini :
a. Jika nilai signifikan (p) < a (0,05) , maka Ho ditolak dan Hi diterima
b. Jika nilai signifikan (p) > a. (0,05) , maka Ho diterima dan Hi ditolak
3. Hasil Uji Kolmogorov Smirnov

Hasil uji Kolmogorov Smirnov yang diperoleh pada data hasil pengukuran
kadar kalsium ikan teri (Stolephorus sp.) dengan metode permanganometri,
memiliki nilai probabilitas (p) = 0,907, hasil pengukuran dengan metode
kompleksometri (p) = 0,268 dan hasil pengukuran metode spektrofotometri
serapan atom, (p) = 1,000 Nilai probabilitas dari ketiga metode lebih tinggi
daripada nilai o (0,05), p > o (0,907 > 0,05), (0,268 > 0,05), (1,000 > 0,05). Hal
ini menunjukkan data hasil pengukuran kadar kalsium ikan teri (Stolephorus sp.)
dari ketiga metode berdistribusi normal. Karena data berdistribusi normal, maka
untuk mengetahui adanya perbedaan zona hambat dilanjutkan dengan uji One
Way Annova.
5.2.2 Uji One Way Anova

Pada uji One Way Anova terdapat tiga kelompok data yang akan dianalisis
yaitu hasil penetapan kadar kalsium ikan teri dengan menggunakan metode
permanganometri, hasil penetapan kadar kalsium dengan metode kompleksometri
dan hasil penetapan kadar kalsium dengan menggunakan metode spektrofotometri

serapan atom dengan skala data rasio. Ketiga hasil tersebut dianalisis secara
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simultan sehingga dapat diketahui apakah terdapat perbedaan hasil penetapan

kadar kalsium dari ketiga metode.

1. Hipotesis Uji One Way Anova

Hipotesis dalam uji One Way Anova adalah sebagai berikut :

a. Ho : Tidak terdapat perbedaan kadar kalsium pada ikan teri (Stolephorus sp.)
yang ditetapkan dengan metode permanganometri, kompleksometri dan
spektrofotometri serapan atom.

b. Hi : Terdapat perbedaan kadar kalsium pada ikan teri (Stolephorus sp.) yang
ditetapkan dengan metode permanganometri, kompleksometri  dan
spektrofotometri serapan atom.

2. Pedoman Pengambilan Keputusan Hasil Uji One Way Anova

Berdasarkan hipotesis tersebut, terdapat pedoman dalam pengambilan
keputusan hasil uji statistik. Adapun pengambilan keputusan didasarkan pada
ketentuan berikut ini:

a. Jika nilai signifikan (p) < a (0,05), maka Ho ditolak dan Hi diterima.

b. Jika nilai signifikan (p) > a (0,05) , maka Ho diterima dan Hi ditolak.

3. Hasil Uji One Way Anova

Hasil uji diperoleh nilai p (0,000) < a (0,05) dengan derajat kepercayaan

95% (oo = 0,05) yang artinya bahwa terdapat perbedaan bermakna hasil

pengukuran kadar kalsium ikan teri (Stolephorus sp.) dengan metode

permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom. Dalam uji
one way anova, kesimpulan analisis akan dinyatakan terdapat perbedaan apabila
minimal satu pasang kelompok data yang berbeda, sehingga untuk mengetahui

pada metode mana yang memiliki perbedaan hasil penetapan kadar kalsium yang



72

signifikan secara statistik digunakan uji post hoc LSD (Least Significant
Deference).
5.2.3 Uji Least Significant Different

Hasil uji Least Significant Different data pengukuran kadar kalsium dalam
ikan teri menggunakan metode permanganometri, kompleksometri dan
spektrofotometri serapan atom diperoleh nilai p (0,000) < a (0,05) pada data kadar
kalsium yang ditetapkan dengan metode permanganometri terhadap metode
kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom, sedangkan hasil penetapan
kadar kalsium menggunakan metode kompleksometri dengan spektrofotometri
serapan atom diperoleh nilai probabilitas (p) (0,502) > a (0,05).

Nilai p (0,000) < a (0,05) menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna hasil penetapan kadar kalsium dalam ikan teri (Stolephorus sp.)
menggunakan metode permanganometri  dengan  kompleksometri  dan
spektrofotometri serapan atom, sedangkan nilai (p) (0,502) > a (0,05)
menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang signifikan hasil penetapan kadar

kalsium dengan metode kompleksometri dengan spektrofotometri serapan atom.

5.3 Akurasi Metode

Nilai akurasi dari masing-masing metode analisis dalam penelitian ini
ditetapkan berdasarkan pedoman dari ICH (International Conference on
Harmonization) yang merekomendasikan pengumpulan data dari 9 kali penetapan
kadar dengan 3 konsentrasi yang berbeda (3 konsentrasi dengan 3 kali replikasi)
dan dilaporkan sebagai presentase perolehan kembali. Penetapan nilai akurasi

menggunakan metode adisi (standard addition method) yaitu penambahan standar
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kalsium kedalam sampel dan diukur kadarnya sehingga dapat ditentukan nilai %
recovery (% perolehan kembali).
5.3.1 Metode Permanganometri

Penetapan nilai akurasi dari metode permanganometri dilakukan pada tiga
tingkatan konsentrasi adisi standar kalsium yaitu konsentrasi 50 ppm, 100 ppm,

dan 200 ppm. Nilai akurasi yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 5.5.

Tabel 5.5 Hasil Penetapan Nilai Akurasi Metode Permanganometri

Konsentrasi Nilai Akurasi (% recovery)
o _ _ _ Rata-rata
Adisi Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
50 ppm 112,2 117,3 91,8 107,1
100 ppm 117,3 109,7 119,9 115,6
200 ppm 95,6 112,2 114.8 107,5

Berdasarkan Tabel 5.5 di atas dapat diketahui bahwa dari sembilan data
penetapan akurasi diperoleh nilai perolehan kembali (recovery) rata-rata antara
107,1 sampai 115,6%. Nilai rata-rata akurasi tersebut berada pada rentang syarat
akurasi yang baik yaitu 80% - 120% (Harmita, 2004).

5.3.2 Metode Kompleksometri

Penetapan nilai akurasi dari metode kompleksometri juga dilakukan pada

tiga tingkatan konsentrasi penambahan standar kalsium yaitu konsentrasi 50 ppm,

100 ppm, dan 200 ppm diperoleh nilai akurasi yang dapat dilihat pada Tabel 5.6.

Tabel 5.6 Hasil Penetapan Nilai Akurasi Metode Kompleksometri

Konsentrasi Nilai Akurasi (% recovery)
o _ _ _ Rata-rata
Adisi Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
100 ppm 92,9 108,4 113,5 104,9

250 ppm 110,9 95,5 92,9 99,8
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Konsentrasi Nilai Akurasi (% recovery)
- - - - - - - - Rata-rata
Adisi Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
500 ppm 94,2 113,5 110,9 106,2

Berdasarkan Tabel 5.6 di atas dapat diketahui bahwa dari sembilan data
penetapan akurasi diperoleh nilai perolehan kembali (recovery) rata-rata antara
99,8 sampai 106,2%. Nilai tersebut berada pada rentang syarat akurasi yang baik

yaitu 80% - 120% (Harmita, 2004).

5.3.3 Metode Spektrofotometri Serapan Atom
Penetapan nilai akurasi dari metode spektrofotometri serapan atom pada
tiga tingkatan konsentrasi penambahan standar kalsium yaitu konsentrasi 2 ppm, 5

ppm, dan 10 ppm. Nilai akurasi yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 5.7.

Tabel 5.7 Hasil Penetapan Nilai Akurasi Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Konsentrasi Nilai Akurasi (% recovery)
o _ _ _ Rerata
Adisi Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
2 ppm 96,57 98,87 97,30 97,58
5 ppm 106,79 104,19 96,87 102,62
10 ppm 102,71 96,64 97,81 99,05

Berdasarkan Tabel 5.7 di atas dapat diketahui bahwa dari sembilan data
penetapan nilai akurasi diperoleh nilai perolehan kembali (recovery) rata-rata
antara 97,58 sampai 102,62%. Hasil penetapan nilai akurasi metode
spektrofotometri serapan atom juga dikonfirmasi dengan melakukan pengukuran
pada Certified Reference Material (CRM) dengan nilai true value 12, 3 mg/L, nilai
ketidakpastian 2,6% dan nilai QC 11,0 — 13,6 mg/L. Hasil pengukuran CRM

didapatkan kadar terukur 11,73 mg/L, sehingga berdasarkan nilai tersebut
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diperoleh nilai akurasi 95,36%. Nilai hasil penetapan akurasi metode AAS berada
pada rentang syarat akurasi yang baik yaitu 80% - 120% (Harmita, 2004).
5.3.4 Perbandingan Akurasi Metode

Hasil penetapan nilai perolehan kembali (recovery) dari masing-masing
metode diketahui metode permanganometri memiliki nilai akurasi dengan rentang
107,1 - 115,6%, metode kompleksometri 99,8 -106,2%, spektrofotometri serapan
atom adalah 97,58 — 102,62%. Nilai akurasi dari metode permanganometri
memiliki nilai rentang yang melebihi 100 %, namun nilai dari ketiga metode
tersebut berada pada rentang syarat akurasi yang baik apabila dibandingkan
dengan nilai akurasi dalam Harmita, (2004) yaitu 80% - 120%, sedangkan apabila
dibandingkan dengan standar yang ditetapkan oleh Association of Official
Analytical Chemist (2012), yaitu 90-108%, nilai akurasi metode permanganometri

melebihi standar akurasi yang dipersyaratkan.

5.4 Presisi Metode

Penetapan nilai presisi dari masing-masing metode didasarkan pada
pedoman yang ditentukan oleh ICH (International Conference on Harmonization)
yaitu menggunakan 6 data penentuan pada konsentrasi 100%. Pengumpulan data
presisi dalam penelitian ini yaitu nilai simpangan baku (SD), dan simpangan baku
relative (RSD) atau koefisien variasi (CV).
5.4.1 Metode Permanganometri

Hasil pengukuran kadar kalsium pada ikan teri dengan 6 kali ulangan
untuk memperoleh nilai presisi dari metode permanganometri dapat dilihat pada

Tabel 5.8.
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Tabel 5.8 Hasil Penetapan Nilai Presisi dari Metode Permanganometri

Ulangan Kadar Sampel (mg/Kg)

1 1665.17

2 1665.17

3 1727.61

4 1665.17

5 1727.61

6 1665.17

Rata-rata 1685.98
Standar Deviasi 3295
Cv 1.91

Tabel 5.8 di atas menunjukkan hasil penetapan kadar kalsium dengan
metode permanganometri diperoleh nilai rerata 1685,98 dengan standar deviasi
32,25. Berdasarkan nilai tersebut diperoleh nilai koefisien variasi (CV) 1,91%.
Nilai CV metode ini apabila dibandingkan dengan nilai yang dipersyaratkan oleh
Association of Official Analytical Chemist (2012), berada pada rentang yang baik
yaitu maksimal 2%, sehingga metode ini memiliki presisi yang baik.

5.4.2 Metode Kompleksometri

Hasil pengukuran kadar kalsium pada ikan teri dengan 6 kali ulangan
untuk memperoleh nilai presisi dari metode kompleksometri dapat dilihat pada
Tabel 5.9.

Tabel 5.9 Hasil Penetapan Nilai Presisi dari Metode Kompleksometri
Ulangan Kadar Sampel (mg/Kg)

1 1158.34
2 1116.22
3 1158.34
4 1116.22
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Ulangan Kadar Sampel (mg/Kg)
5 1116.22
6 1116.22
Rata-rata 1130.26
Standar Deviasi 21.75
CVv 1.92

Berdasarkan Tabel 5.9 di atas dapat diketahui bahwa hasil penetapan kadar
kalsium dengan metode kompleksometri diperoleh nilai rata — rata 1130,26
dengan standar deviasi 21,75, berdasarkan nilai tersebut diperoleh nilai koefisien
variasi (CV) 1,92%. Nilai CV metode ini berada pada rentang yang baik sesuai
standar yang dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical Chemist
(2012), yaitu maksimal 2%, yang menunjukkan metode ini memiliki presisi yang
baik.

5.4.3 Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Hasil pengukuran kadar kalsium pada ikan teri dengan 6 kali ulangan

untuk memperoleh nilai presisi dari metode kompleksometri dapat dilihat pada

Tabel 5.10.

Tabel 5.10 Hasil Penetapan Nilai Presisi dari Metode Spektrofotometri Serapan

Atom
Ulangan Kadar Sampel (mg/Kg)
1 1199,61
2 1208,46
3 1240,86
4 1232,79
5 1209,01
6 1249,27

Rata-rata 1223,33
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Ulangan Kadar Sampel (mg/Kg)
Standar Deviasi 20,29
Cv 1,66

Berdasarkan Tabel 5.10 di atas dapat diketahui bahwa hasil penetapan
kadar kalsium dengan metode spektrofotometri serapan atom diperoleh nilai rerata
1223,33 mg/Kg dengan standar deviasi 20,29, sehingga diperoleh nilai koefisien
variasi (CV) 1,66%. Nilai CV metode ini berada pada rentang yang baik sesuai
standar yang dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical Chemist
(2012), yaitu tidak lebih dari 2%, yang menunjukkan metode ini memiliki presisi
yang baik.

5.4.4 Perbandingan Presisi Metode

Hasil penetapan nilai koefisien variasi (CV) yang menunjukkan presisi
dari masing-masing metode diketahui metode permanganometri memiliki nilai
CV 1,91%, metode kompleksometri 1,92%, spektrofotometri serapan atom adalah
1,66%. Metode spektrofotometri serapan atom memiliki nilai CV yang lebih
rendah dari pada metode kompleksometri dan permanganometri, namun ketiga
metode memiliki nilai CV yang sesuai dengan dipersyaratkan oleh Association of

Official Analytical Chemist (2012), yaitu maksimal 2%.

5.5 Linieritas Metode

Linieritas dari masing-masing metode ditetapkan dengan melakukan
pengukuran pada variasi konsentrasi standar kalsium yang berbeda-beda. Data
yang diperoleh selanjutnya diplotkan ke grafik linieritas sehingga dapat ditentukan

nilai kemiringan (slope), intersep, dan koefisien korelasinya.
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5.5.1 Metode Permanganometri

Uji linieritas pada metode permanganometri ditentukan berdasarkan nilai
R? dari plot data volume KMnO, yang digunakan untuk mentitrasi variasi
konsentrasi standar kalsium 40 ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm, 200 ppm, 240
ppm ke dalam grafik regresi linier. Hasil titrasi larutan standar kalsium dapat

dilihat pada Tabel 5.11.

Tabel 5.11 Hasil Pengukuran Variasi Konsentrasi Standar Kalsium dengan
Metode Permanganometri

Konsentrasi (ppm) Volume rata-rata KMnO,4 (mL)
40 0.45
80 0.80
120 1.30
160 1.63
200 2.15
240 2.47

Pada Tabel 5.11 tersebut dapat diperhatikan bahwa, meningkatnya
konsentrasi standar kalsium berbanding lurus dengan meningkatnya volume titran
KMnO, yang diperlukan untuk mentitrasi variasi konsentrasi larutan standar.
Hasil pengukuran tersebut kemudian diplot ke dalam grafik regresi linier untuk
mengetahui persamaan regresi dan nilai R? nilai intersep dan slope. Linieritas
diukur dengan nilai R? dari kurva hubungan antara volume larutan KMnO, 0,1N
(sebagai sumbu y) dengan konsentrasi larutan standar kalsium (ppm) (sebagai

sumbu Xx), yang dapat dilihat pada Gambar 5.1.
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Grafik Linieritas Metode Permanganometri
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Gambar 5.1 Grafik Linieritas Metode Permanganometri

Grafik pada Gambar 5.1 diatas menunjukkan persamaan regresi linier yang
diperoleh yaitu y = 0.0103x + 0.0187 dengan koefisien korelasi (r) adalah 0,9964,
nilai slope = 0.0103 dan intersep = 0.0187. Nilai coefficient of determination (R?)
memenuhi nilai yang dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical
Chemist (2012), yaitu lebih besar dari 0,99, sehingga metode permanganometri
memiliki linieritas yang baik dalam penetapan kadar kalsium.

5.5.2 Metode Kompleksometri

Pada metode kompleksometri nilai linieritas metode juga ditentukan
dengan melakukan pengukuran standar kalsium menggunakan variasi konsentrasi
40 ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm, 200 ppm, 240 ppm. Hasil pengukuran dapat

dilihat pada Tabel 5.12.
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Tabel 5.12 Hasil Pengukuran Variasi Konsentrasi Standar Kalsium dengan
Metode Kompleksometri

Konsentrasi (ppm) Volume rata-rata Na,EDTA (mL)
40 0.45
80 0.9
120 1.27
160 1.65
200 2
240 2.50

Pada Tabel 5.12 tersebut dapat diperhatikan bahwa, volume titran
Na,EDTA yang diperlukan untuk mentitrasi larutan standar kalsium berbanding
lurus dengan peningkatan konsentrasi standar kalsium. Hasil pengukuran tersebut
kemudian diplot ke dalam grafik regresi linier untuk mengetahui persamaan
regresi dan nilai R?, nilai intersep dan slope. Linieritas diukur dengan nilai R? dari
kurva hubungan antara volume larutan Na,EDTA 0,05 M (sebagai sumbu y)
dengan konsentrasi larutan standar kalsium (ppm) (sebagai sumbu x), yang dapat

dilihat pada Gambar 5.2.

Grafik Linieritas Metode Kompleksometri
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Gambar 5.2 Grafik Linieritas Metode Kompleksometri
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Grafik pada Gambar 5.2 diatas menunjukkan persamaan regresi linier yang
diperoleh yaitu y = 0,01x + 0,0687 dengan koefisien korelasi (r) adalah 0,9975,
intersep 0,0687 dan slope 0,01. Nilai coefficient of determination (R?) yang
diperoleh dari hasil pengukuran tersebut memenuhi nilai yang dipersyaratkan oleh
Association of Official Analytical Chemist (2012), yaitu lebih besar dari 0,99,
sehingga metode kompleksometri memiliki linieritas yang baik dalam penetapan
kadar kalsium.

5.5.3 Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Pada metode spektrofotometri serapan atom nilai linieritas metode
ditentukan dengan melakukan pengukuran absorbansi dari standar kalsium kurva
kalibrasi pada konsentrasi 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, 10 ppm. Hasil

pengukuran dapat dilihat pada Tabel 5.13.

Tabel 5.13 Hasil Pengukuran Variasi Konsentrasi Standar Kalsium dengan
Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
0 0,0135
1 0,2596
2 0,4303
5 0,9564
10 1,9104

Berdasarkan Tabel 5.13 diatas dapat diperhatikan bahwa, nilai absorbansi
hasil pengukuran berbanding lurus dengan peningkatan konsentrasi standar
kalsium. Hasil pengukuran tersebut kemudian diplot ke dalam grafik regresi linier
untuk mengetahui persamaan regresi dan nilai R% Linieritas diukur dengan nilai

R? dari kurva hubungan antara absorbansi (sebagai sumbu y) dengan konsentrasi
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larutan standar kalsium (ppm) (sebagai sumbu x), yang dapat dilihat pada Gambar

5.3.
Grafik Linieritas Spektrofotometri Serapan Atom
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Gambar 5.3 Grafik Linieritas Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Grafik pada Gambar 5.3 diatas menunjukkan persamaan regresi linier yang
diperoleh yaitu y = 0.18453x + 0.043725 dengan koefisien korelasi (r) adalah
0,9982. Nilai coefficient of determination (R?») memenuhi nilai yang
dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical Chemist (2012), yaitu lebih
besar dari 0,99.
5.5.4 Perbandingan Linieritas Metode

Hasil penentuan nilai linieritas dari masing-masing metode analisis yang
ditunjukkan oleh nilai coefficient of determination (R?) diketahui metode
permanganometri memiliki nilai koefisien korelasi (r) 0,9964. Nilai tersebut lebih
rendah dari metode kompleksometri dengan koefisien korelasi (r) 0,9975, dan
metode spektrofotometri serapan atom dengan koefisien korelasi (r) 0,9982.

Berdasarkan hasil penetapan nilai linieritas tersebut dapat diketahui metode
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spektrofotometri serapan atom memiliki nilai linieritas yang lebih tinggi
dibandingkan metode permanganometri dan kompleksometri, namun Kketiga
metode memiliki nilai linieritas sesuai dengan yang dipersyaratkan oleh

Association of Official Analytical Chemist (2012), yaitu lebih besar dari 0,99.

5.6 Limit Of Detection dan Limit Of Quantification Metode

Batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi (LOQ) diperoleh dari
perhitungan persamaan regresi linier secara statistik. Dalam menentukan nilai
LOD dan LOQ dari suatu metode, nilai persamaan regresi linier yang diperoleh
dari plot antara variasi konsentrasi standar dengan volume titran (y) pada metode
kompleksometri dan permanganometri atau antara variasi konsentrasi dengan
absorbansi (y) pada metode spektrofotometri serapan atom, digunakan untuk
menentukkan volume titran atau absorbansi sebenarnya yang dinyatakan sebagai
nilai (yi).

Berdasarkan nilai (yi), selanjutnya akan diperoleh nilai ¥ (y-yi)* yang
digunakan untuk menentukan nilai SD (Syx)). Nilai SD dan slope dari persamaan
regresi linier selanjutnya digunakan untuk menentukan batas deteksi dan batas
kuantitasi dari metode analisis. Hasil penentuan batas deteksi (LOD) dan batas
kuantitasi (LOQ) metode permanganometri, kompleksometri dan spektrofotometri
serapan atom adalah sebagai berikut.

5.6.1 Metode Permanganometri

Pada metode permanganometri, hasil uji linieritas diperoleh persamaan
garis y = 0.0103x + 0.0187, sehingga diketahui nilai slope = 0.0103. Berdasarkan
persamaan garis tersebut, nilai konsentrasi standar kalsium disubstitusikan ke nilai

x dari persamaan garis sehingga diperoleh nilai (yi). Hasil perhitungan yang



85

dilakukan diperoleh nilai Y (y-yi)* = 1,11 x 10, sehingga didapatkan nilai Sy =
5,269 x 1072 Nilai batas deteksi ditentukan dari persamaan (3S(y/x))/slope), Nilai
faktor 3 merupakan rekomendasi IUPAC sesuai tingkat kepercayaan 90%
(Thomsen dkk., 2003) dan diperoleh nilai 15,34 ppm, sedangkan nilai batas
kuantitasi ditentukan dari persamaan (10S(y/x))/slope) sehingga diperoleh nilai
51,16 ppm. Nilai LOD dan LOQ tersebut menunjukkan bahwa metode
permanganometri dapat mendeteksi kadar terendah 15,34 ppm, namun batas kadar
yang dapat dikuantifikasi secara akurasi dan presisi adalah 51,16 ppm.
5.6.2 Metode Kompleksometri

Pada metode kompleksometri, hasil uji linieritas diperoleh persamaan
garis y = 0,01x + 0,0687, sehingga diketahui nilai slope = 0,01. Berdasarkan
persamaan garis tersebut, nilai konsentrasi standar kalsium 40 ppm, 80 ppm, 120
ppm, 160 ppm, 200 ppm, dan 240 ppm, disubstitusikan ke nilai x dari persamaan
garis sehingga diperoleh nilai (yi). Hasil perhitungan yang dilakukan diperoleh
nilai Y (y-yi)® = 7,38 x 10°°, sehingga didapatkan nilai Sy = 4,295 x 10, Nilai
batas deteksi ditentukan dari persamaan (3S(y/x))/slope) dan diperoleh nilai LOD
12,88 ppm, sedangkan nilai batas kuantitasi ditentukan dari persamaan
(10S(y/x))/slope) sehingga diperoleh nilai 42,95 ppm. Nilai LOD dan LOQ
tersebut menunjukkan bahwa metode kompleksometri dapat mendeteksi kadar
terendah 12,88 ppm, namun batas kadar yang dapat dikuantifikasi secara akurasi
dan presisi adalah 42,95 ppm.
5.6.3 Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Pada metode spektrofotometri serapan atom, hasil uji linieritas diperoleh

persamaan garis y = 0.18453x + 0.043725, sehingga diketahui nilai slope =
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0.18453. Berdasarkan persamaan garis tersebut, nilai konsentrasi standar kalsium
0 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm dan 10 ppm disubstitusikan ke nilai x dari
persamaan garis sehingga diperoleh nilai (yi). Hasil perhitungan yang dilakukan
diperoleh nilai ¥ (y-yi)® = 2,75 x 107, sehingga didapatkan nilai Sy = 3,0327 x
1072, Nilai batas deteksi ditentukan dari persamaan (3S(y/x))/slope) dan diperoleh
nilai 0,493 ppm, sedangkan nilai batas kuantitasi ditentukan dari persamaan
(10S(y/x))/slope) sehingga diperoleh nilai 1,643 ppm. Nilai LOD dan LOQ
tersebut menunjukkan bahwa metode spektrofotometri serapan atom dapat
mendeteksi kadar terendah 0,493 ppm, namun batas kadar yang dapat
dikuantifikasi secara akurasi dan presisi adalah 1,643 ppm.

5.6.4 Perbandingan Limit Of Detection dan Limit Of Quantification Metode

Permanganometri, Kompleksometri, dan Spektrofotometri Serapan
Atom

Berdasarkan hasil perhitungan batas deteksi dan batas kuantisasi dapat
diketahui bahwa metode spektrofotometri dapat mendeteksi dan mengkuantifikasi
kalsium dalam kadar yang lebih rendah dari metode permanganometri dan
kompleksometri yang ditunjukkan oleh nilai limit of detection dan limit of
quantification, berturut — turut 0,493 ppm dan 1,643 ppm. Hasil perhitungan pada
metode kompleksometri juga diketahui dapat mendeteksi dan mengkuantifikasi
kadar kalsium lebih rendah dari metode permanganometri dengan nilai LOD dan
LOQ berturut - turut 12,88 ppm dan 42,95 ppm, sedangkan metode

permanganometri memiliki nilai LOD 15,34 ppm dan LOQ 51,16 ppm.



BAB 6
PEMBAHASAN

6.1 Analisa Kadar Kalsium Pada Ikan Teri (Stolephorus sp.)

Kalsium merupakan unsur mineral dan dikenal sebagai bahan anorganik
atau kadar abu (Rahmadani, 2011). Untuk dapat dilakukan penetapan kadar
kalsium, ikan teri yang digunakan sebagai sampel didestruksi untuk memperoleh
sampel berupa cairan jernih sehingga bisa ditetapkan kadar kalsium dengan tiga
metode yang berbeda. Pada proses destruksi digunakan larutan HNO3; 65% dan
H.0, 30%. Penambahan dari HNO3; berfungsi sebagai destruktor dan melarutkan
logam-logam yang ada di dalam sampel tersebut, sedangkan H,O, sebagai
pengoksidasi untuk mempercepat proses oksidasi dan menguraikan senyawa
organik (Bakhtra, 2015; Susanti, 2016).

Zat pengoksidasi HNO3 dan H,O, mengoksidasi mineral menjadi bentuk
garamnya. Penggunaan asam campuran lebih baik daripada asam tunggal untuk
proses destruksi mineral, karena penggunaan asam tunggal seperti asam nitrat saja
dapat menyebabkan destruksi yang tidak sempurna pada larutan keruh (Yang,
dkk., 2012; ldera, dkk., 2015). Setelah ditambahkan HNO3; dan H,O, larutan
dimasukkan ke dalam vessel dan dimasukkan ke dalam High Perfomance
Microwave Digestion System dan didestruksi selama 45 menit pada suhu 180°C
sampali didapatkan larutan dalam keadaan jernih dan terlarut.

Peningkatan suhu hingga 180°C dalam pH rendah meningkatkan
kecepatan dekomposisi sampel dengan mengubah sampel dari padatan ke larutan
(Yuyun, dkk., 2017). Dari proses dekstruksi ini diharapkan yang tertinggal adalah

residu bahan anorganik berupa mineral khususnya kalsium untuk ditentukan
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kadarnya, karena prinsip kerja destruksi adalah memusnahkan bahan organik dan
dioksidasi dengan bantuan asam pengoksidasi kuat yang didihkan bersama-sama
(Rahmadani, 2011; Bakhtra, 2015).

Teknik destruksi berupa pengabuan basah ini memiliki beberapa
kelebihan, yaitu mineral tetap dalam larutan dan ada sedikit atau tidak ada
kerugian penguapan karena suhunya rendah, dan waktu oksidasinya singkat. Pada
umumnya dekstruksi basah dapat digunakan untuk menentukan unsur-unsur
dengan konsentrasi yang sangat rendah, agar unsur-unsur tidak saling
mengganggu dalam analisis, maka unsur yang tidak ingin diamati harus
dihilangkan dengan proses dekstruksi tersebut diharapakan yang tertinggal hanya
bahan anorganik saja (Nielsen, 2010; Bakhtra, dkk, 2017). Metode destruksi basah
membutuhkan lebih banyak perhatian dari operator, memerlukan reagen korosif
dan hanya sediikit sampel yang dapat ditangani pada satu waktu (Nielsen, 2010).
6.1.1 Analisa Kadar Kalsium dengan Metode Permanganometri

Analisa kadar kalsium pada metode permanganometri menggunakan titran
kalium permanganat. Kalium permanganat memiliki beberapa kelebihan
diantaranya merupakan oksidator kuat, mudah diperoleh dan tidak memerlukan
indikator, namun agar dapat digunakan untuk menetapkan kadar, larutan kalium
permanganat harus distandarisasi terlebih dahulu karena kalium permanganat
bukan pereaksi baku primer, sangat sukar didapatkan dalam keadaan murni dan
bebas dari mangan dioksida (Rahmadani, 2011). Standarisasi dilakukan untuk
dapat diketahui kosentrasi dari kalium permanganat. Larutan baku primer yang

digunakan untuk standarisasi adalah H,C,O4.
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Larutan asam oksalat ditambahkan dengan asam sulfat yang berfungsi
untuk memberikan suasana asam, karena titik akhir titrasi lebih mudah diamati
bila reaksi dilakukan dalam suasana asam dan reaksi H,SO, tersebut tidak
menghasilkan produk ataupun tidak bereaksi dengan titran. Reaksi titrasi dengan
kalium permanganat harus dilakukan pada suasana asam, karena dalam suasana
asam zat ini akan mengalami reduksi menghasilkan ion Mn?* yang tidak berwarna
sedangkan apabila reaksi dilakukan dalam suasana asam lemah, pH netral atau
sedikit basa maka akan terbentuk padatan MnO, yang berwarna coklat yang dapat
mengganggu dalam penentuan titik akhir titrasi (Rahmadani, 2011; Putra dan
Sugiarso, 2016).

Sebelum dilakukan standarisasi larutan asam oksalat dipanaskan pada suhu
70-80°C untuk mempercepat reaksi antara KMnO, dengan asam oksalat karena
pada suhu kamar reaksi antara keduanya cenderung lambat sehingga akan sulit
untuk menentukan titik akhir reaksi (Rahmadani, 2011). Standarisasi KMnO4
menggunakan asam oksalat ini tidak menggunakan indikator eksternal untuk
menentukan titik akhir reaksinya. Hal ini disebabkan KMnO, sendiri selain
bertindak sebagai titran, ia juga bertindak sebagai indikator (auto indicator). Titik
akhir titrasi ditunjukkan dengan perubahan warna dari bening menjadi merah
muda (Putra dan Sugiarso, 2016). Reaksi yang terjadi adalah sebagai berikut:

5 H,C,04 + 2 MnO* + 6 H" — 2 Mn®" + 10 CO, + 8 H,0

Penentuan kadar kalsium dalam sampel dilakukan dengan menambahkan
ammonium oksalat berlebih pada larutan hasil destruksi sehingga diharapkan
dapat mengendapkan kalsium keseluruhan dalam sampel menjadi kalsium oksalat.

Larutan ditambahkan sedikit ammonia encer untuk menetralkan dan menggeser
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reaksi ke arah pembentukan produk sehingga peluang terbentuknya endapan
kalsium oksalat lebih besar, kemudian larutan ditambahkan beberapa tetes asam
asetat 10% (Rahmadani, 2011; Yenrina, 2015).

Larutan dipanaskan untuk menghilangkan ion-ion penganggu kemudian
didiamkan 24 jam yang bertujuan untuk memaksimalkan pengendapan kalsium
dalam sampel. Larutan disaring menggunakan kertas whatman dan dibilas
beberapa kali dengan akuades panas sehingga filtrat bebas klorida dan ion oksalat.
Untuk memastikan filtrat bebas dari kalsium oksalat dan ion oksalat, diuji filtrat
dengan ammonium oksalat dan larutan standar kalsium. Apabila penambahan
ammonium oksalat tidak menyebabkan terbentuknya endapan, maka filtrat bebas
dari endapan kalsium oksalat, dan apabila penambahan larutan kalsium tidak
menyebabkan filtrat menjadi keruh maka filtrat bebas ion oksalat (Rahmadani,
2011; Yenrina, 2015).

Filtrat juga harus terbebas dari ion klorida, dalam penelitian ini cara
memastikan endapan bebas klorida adalah dengan menguji air bilasan terakhir
menggunakan larutan AgNOgs. Apabila terdapat ion CI™ pada air bilasan, ion
tersebut akan bereaksi dengan AgNO; dan membentuk endapan AgQCIl yang
berwarna putih, sehingga apabila air bilasan terakhir masih berwarna keruh seperti
air kapur, maka perlu dilakukan pembilasan ulang hingga air bilasan yang diuji
dengan AgNO; berwarna jernih (Yenrina, 2015).

Pengujian tersebut bertujuan agar dalam penentuan kadar kalsium, reaksi
yang terjadi benar-benar hanya antara kalium permanganat dengan kalsium dalam
sampel dan tidak membentuk reaksi samping yang dapat mempengaruhi

pembacaan titik akhir titrasi. Endapan dibilas dan dilarutkan dengan asam sulfat
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panas encer. Penambahan asam sulfat bertujuan untuk membentuk suasana asam,
karena seperti yang dijelaskan sebelumnya titrasi yang menggunakan kalium
permanganat sebagai titran harus dalam suasana asam, untuk menghindari
terbentuknya endapan coklat MnO, karena suasana asam lemah, netral dan basa
(Rahmadani, 2011).

Asam sulfat yang ditambahkan akan bereaksi dengan endapan ammonium
oksalat membentuk asam oksalat yang ekuivalen dengan kadar kalsium dalam
sampel. Larutan dititrasi dengan larutan baku KMnO,4 0,1 N. Pada penambahan
titran, warna merah hilang makin cepat karena ion Mn?* yang terjadi berfungsi
sebagai katalis untuk mempercepat reaksi. Selanjutnya titran ditambahkan lebih
cepat sampai titik akhir titrasi tercapai, yaitu sampai pada tetesan warna merah
jambu pucat yang tidak hilang selama 15 detik (Yenrina, 2015).

Warna pada titik akhir ini tidak tetap bertahan, karena setelah beberapa
lama akan hilang kembali akibat reaksi antara kelebihan MnO* dengan ion Mn?*
hasil titrasi. Reaksinya adalah : 2H,O + 2 MnO* + 3 Mn®** — 5 MnO, + 4 H".
Kadar kalsium dihitung berdasarkan banyaknya volume larutan baku KMnO,
yang digunakan untuk titrasi (Rahmadani, 2011). Hasil penetapan kadar kalsium
dengan titrasi permanganometri diperoleh kadar kalsium rata-rata dalam ikan teri
adalah 1660,97 mg/Kg. Nilai kadar tersebut diperoleh berdasarkan penetapan
kadar kalsium menggunakan 3 kali replikasi dan 3 kali ulangan. Data tersebut
selanjutnya akan digunakan untuk menganalisis apakah terdapat perbedaan hasil
penetapan kadar kalsium dalam ikan teri.

Dalam penetapan kadar kalsium dengan titrasi permanganometri, untuk

dapat memperoleh kadar kalsium maksimal dan sesuai dengan kadar sebenarnya
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dalam sampel, terdapat beberapa hal yang perlu diperhatikan. Faktor pertama
yaitu suhu titrasi, suhu titrasi dalam permanganometri harus dilakukan dalam
keadaan panas (70-80°C) hal ini dikarenakan reaksi antara KMnO,4 dengan asam
oksalat pada suhu kamar cenderung lambat, sehingga dapat menganggu
pembacaan kadar akhir (Rahmadani, 2011). Faktor selanjutnya yaitu penambahan
titran, penambahan ammonium oksalat, pelarutan endapan dan lamanya waktu
pengendapan.

Penambahan titran dilakukan tidak terlalu cepat dan tidak terlalu lambat.
Penambahan yang terlalu cepat cenderung menyebabkan reaksi antara MnO,
dengan Mn*?, sedangkan bila terlalu lambat terdapat kemungkinan terjadi
kehilangan oksalat karena membentuk peroksida yang kemudian terurai menjadi
air sehingga kadar yang terbaca lebih kecil (Rahmadani, 2011). Penambahan
ammonium oksalat dilakukan secara hati-hati tetes demi tetes dan proses
pengendapan dibiarkan terjadi selama 24 jam untuk memaksimalkan proses
terbentuknya endapan kalsium oksalat, karena kesempurnaan pembentukan
endapan kalsium oksalat sangat mempengaruhi jumlah kadar akhir yang terbaca
(Santoso, 1997; Yenrina, 2015).

Pembentukan endapan yang tidak sempurna akan menyebabkan hasil
titrasi menjadi lebih kecil dari yang sebenarnya. Hal lainnya yaitu proses
pelarutan endapan, apabila pembentukkan endapan sempurna tetapi pada proses
pelarutan kembali dengan asam kurang sempurna maka hasil titrasi pun menjadi
kecil karena pembentukan asam oksalat yang seharusnya ekuivalen dengan kadar
kalsium juga relative kecil. Hal-hal tersebut mengakibatkan hasil analisis menjadi

lebih rendah dari yang seharusnya (Santoso, 1997).
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Hal-hal teknis lainnya yang perlu diperhatikan dalam analisis
menggunakan titrimetri diantaranya, alat pengukur volume seperti buret, pipet
volume, dan labu ukur yang telah dikalibrasi untuk menjamin volume yang
terukur sesuai dengan volume yang sebenarnya, senyawa yang digunakan sebagai
larutan baku atau untuk pembakuan harus senyawa dengan kemurnian yang tinggi
(Gandjar dan Rohman, 2012).

6.1.2 Analisa Kadar Kalsium dengan Metode Kompleksometri

Pada metode kompleksometri, sebelum dilakukan penetapan kadar,
terlebih dahulu dilakukan pembakuan dari larutan Na,EDTA dengan ZnSO,.7H,0
0,05 M yang bertujuan untuk menentukan standar molaritas dari natrium etilen
diamin tetra asetat, karena Na,EDTA adalah larutan baku sekunder sehingga harus
dibakukan dengan larutan ZnS0O,.7H,O yang merupakan larutan baku standar
primer.

Dalam metode kompleksometri kalsium akan membentuk kompleks 1:1
dengan Na,EDTA pada suasana basa. Setelah Na,EDTA habis bereaksi dengan
kalsium dalam sampel pada titik ekuivalen, maka kelebihan sedikit Na,EDTA
akan menyebabkan kompleks logam dengan indikator pecah dan menghasilkan
perubahan warna dari merah keunguan menjadi biru sebagai penanda titik akhir
titrasi (Gandjar dan Rohman, 2012; Taufik, dkk., 2013).

Tahap awal penetapan kadar kalsium dengan metode kompleksometri
adalah penambahan larutan buffer ammonia-amonium klorida pH 10 kedalam
larutan sampel. Penambahan buffer pH 10 ini berfungsi untuk menstabilkan
kompleks yang terjadi antara ligan EDTA dengan kation Ca®* yang ada dalam

sampel (Setyaningtyas dkk, 2008). Nilai pH larutan harus dikontrol, dikarenakan
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pH dapat mempengaruhi selektivitas pembentukan kompleks antara EDTA
dengan logam target (Nielsen, 2010).

Gandjar dan Rhoman, (2016) merekomendasikan penetapan kadar kalsium
dengan metode kompleksometri dilakukan pada pH 10 karena kompleks yang
terbentuk tidak stabil pada pH rendah. Selain itu pH yang terlalu tinggi dapat
menyebabkan penurunan jumlah kalsium dari larutan karena terjadi pengendapan
membentuk Ca(OH), (Setyaningtyas dkk, 2008). Menurut Miefthawati dkk,
(2013) rentang pH untuk pembentukkan kompleks antara kalsium dengan EDTA
berada pada pH 10 — 11.

Penelitian yang dilakukan oleh Abdalgader, dkk., (2016) juga
menggunakan rentang pH tersebut untuk penetapan kadar kalsium. Nilai pH yang
digunakan dalaam penelitiannya adalah 10,5. Setelah penambahan larutan buffer,
larutan sampel kemudian ditambahkan indikator Eriochrome Black T (EBT) 1%
(b/b) sebanyak 50 mg dilakukan pada saat titrasi dimulai. Titik akhir titrasi
ditandai dengan perubahan warna dari merah muda menjadi ungu (Taufik dkk.,
2018). Hasil penetapan kadar kalsium dengan titrasi kompleksometri diperoleh
kadar kalsium rata-rata tiga kali replikasi dan tiga kali ulangan dalam ikan teri
adalah 1230,23 mg/Kag.

Hal yang harus diperhatikan dalam analisa kalsium dengan metode
kompleksometri selain nilai pH adalah larutan yang digunakan untuk memperoleh
nilai pH 10. Berdasarkan hasil optimasi dalam penelitian ini disarankan untuk
menggunakan larutan buffer ammonia-amonium klorida karena perubahan warna

pada titik akhir titrasi yang terbentuk lebih stabil menggunakan larutan buffer.
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6.1.3 Analisa Kadar Kalsium dengan Metode Spektrofotometri Serapan
Atom

Penetapan kadar kalsium dengan spektrofotometri serapan atom (SSA),
larutan sampel dilewatkan pada nyala sehingga terbentuk uap atom yang akan
dianalisis dan akan menyerap radiasi sinar, sinar akan melalui monokromator
untuk memilih panjang gelombang yang sesuai dengan logam yang akan
dianalisis, kemudian masuk ke dalam detektor dan absorbansi, lalu sampel akan
terbaca di dalam sistem pembacaan alat (Gandjar & Rohman, 2012).

Pada metode ini tahap awal yang dilakukan adalah penetapan nilai
persamaan regresi linier kurva Kkalibrasi standar kalsium dengan variasi
konsentrasi 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm, dan 10 ppm pada panjang gelombang
422,7 nm. Rentang konsentrasi pembuatan kurva kalibrasi logam disesuaikan,
sehingga konsentrasi logam dalam sampel yang diteliti berada dalam rentang
tersebut. Hasil pengukuran absorbansi dari variasi konsentrasi standar kalsium
tersebut diplot kedalam grafik regresi linier sehingga diperoleh persamaan regresi
linier yaitu y = 0.18453x + 0.043725.

Persamaan tersebut memiliki koefisien korelasi (r) yang mendekati 1 yakni
0,9982 yang menunjukkan adanya korelasi antara x (konsentrasi) dan y
(absorbansi). Hal ini menunjukkan bahwa persamaan tersebut dapat digunakan
untuk menentukan nilai atau kadar sampel (Emawati, dkk., 2017). Nilai koefisien
korelasi (r) yang mendekati 1 dari kurva kalibrasi menunjukkan korelasi antara
konsentrasi dan absorbansi yang sesuai dengan hukum Lambert — Beer yaitu A =
abc, yaitu nilai absorbansi (A) berbanding lurus dengan nilai konsentrasi (c) (Day

dan Underwood, 2002).
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Untuk memastikan alat bekerja dengan baik sehingga hasil pengukuran
kalsium dalam sampel valid, pada metode spektrofotometri serapan atom
dilakukan pengukuran Certified Reference Material (CRM). CRM mempunyai
nilai tertelusur ke Sl dan dapat dijadikan sebagai nilai acuan (refference value)
untuk nilai yang sebenarnya. Syarat CRM yang digunakan matriksnya cocok
dengan contoh uji (mempunyai komposisi matriks yang mirip matriks contoh uji)
(Riyanto, 2014). CRM yang digunakan dalam penelitian ini memiliki nilai true
value 12,3 mg/L, nilai ketidakpastian 2,6% dan nilai QC 11,0 — 13,6 mg/L.

Hasil pengukuran CRM didapatkan kadar terukur 11,73 mg/L. Nilai
tersebut masuk kedalam rentang nilai QC yang dipersyaratkan sehingga hasil
pengukuran nantinya dapat teruji validitasnya. Hasil pengukuran absorbansi
disubstitusikan ke dalam nilai y dari persamaan regresi linier, sehingga dapat
diketahui konsentrasi kalsium dalam sampel. Hasil penetapan kadar kalsium
dengan metode spektrofotometri serapan atom diperoleh kadar kalsium rata-rata
tiga kali replikasi dan tiga kali ulangan dalam ikan teri adalah 1248,75 mg/Kg.

Menurut Khopkar (1990) dalam Manuhutu, (2009) spektrofotometri
serapan atom memiliki kelebihan dalam kecepatan analisisnya; dapat digunakan
untuk menentukan konsentrasi semua unsur pada konsentrasi runut (ketelitiannya
sampai tingkat runut/trace); dan sebelum pengukuran tidak perlu memisahkan
unsur yang ditentukan karena kemungkinan penentuan satu unsur dengan
kehadiran unsur lain dapat dilakukan asalkan lampu katoda berongga yang
diperlukan tersedia. Kekurangan spektrofotometri serapan atom adalah kurang
sensitif untuk pengukuran sampel bukan logam dan adanya gangguan-gangguan

(interference) adalah peristiwa-peristiwa yang menyebabkan pembacaan serapan
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unsur yang dianalisis menjadi lebih kecil atau lebih besar dari nilai yang sesuai

dengan konsentrasinya dalam sampel.

6.2 Analisis perbedaan kadar kalsium dalam ikan teri yang ditetapkan
dengan metode permanganometri, kompleksometri, dan spektrofotometri
serapan atom.

Hasil penetapan kadar kalsium dengan metode permanganometri memiliki
rata-rata lebih tinggi yaitu 1660,97 mg/Kg dibandingkan nilai rata-rata metode
kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom berturut-turut 1230,23 mg/Kg
dan 1248,75 mg/Kg, sedangkan nilai penetapan kadar spektrofotometri serapan
atom memiliki nilai rata-rata lebih tinggi dibandingkan nilai penetapan kadar
metode kompleksometri. Hasil uji statistik one way anova dan least significant
different didapatkan metode permanganometri memiliki hasil penetapan kadar
kalsium yang berbeda signifikan terhadap metode kompleksometri dan
spektrofotometri serapan atom, sedangkan hasil penetapan kadar kalsium antara
metode kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom, tidak berbeda
bermakna secara statistik.

Perbedaan hasil pengukuran antara metode permanganometri terhadap
kompleksometri dan spektrofotometri serapan atom dapat disebabkan oleh
perbedaan sensitivitas, spesifitas atau selektivitas metode dalam menentukan
kadar analit pada sampel (Najwa & Azrina, 2017). Sensitivitas suatu metode dapat
ditunjukkan oleh nilai batas deteksi dan batas kuantifikasi, sedangkan selektivitas
atau spesifisitas suatu metode adalah kemampuannya yang hanya mengukur zat
tertentu saja secara cermat dan seksama dengan adanya komponen lain yang

mungkin ada dalam matriks sampel (Riyanto, 2014).
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Menurut Santoso, (1997) dalam penetapan kadar kalsium, metode
permanganometri memiliki prosedur yang panjang sehingga memiliki risiko
kesalahan lebih besar dibandingkan spektrofotometri serapan atom. Apabila hasil
penetapan kadar kalsium dengan metode permanganometri menjadi lebih tinggi
dari kadar sebenarnya dapat disebabkan oleh sifat dari kalium permanganat yang
sangat labil dan mudah terkontaminasi sehingga larutannya mudah membentuk
MnO,. Pembentukan MnQO ini akan mengurangi konsentrasi kalium permanganat
yang akan menyebabkan hasil titrasi menjadi besar dan berpengaruh terhadap
hasil akhir analisis.

Pengendalian terhadap faktor-faktor yang dapat menyebabkan penurunan
konsentrasi larutan baku tersebut dapat dilakukan dengan pemanasan dan
penyaringan larutan baku untuk menghilangkan zat-zat yang mudah dioksidasi
(Gandjar dan Rohman, 2012). Menurut Soraya, (2009) perbedaan hasil penetapan
kadar dari ketiga metode juga dapat disebabkan oleh beberapa hal teknis lainnya
seperti, kelemahan masing-masing metode uji atau teknik pengukuran, dan
kondisi lingkungan.

Kemampuan metode dalam menganalisa kadar kalsium dalam sampel
dapat diketahui melalui beberapa parameter validasi. Dalam penelitian ini
dilakukan penetapan nilai akurasi, presisi, linieritas, limit of detection dan limit of
quantification dari masing-masing metode. Parameter validasi tersebut merupakan
konfirmasi terhadap mutu metode dan melengkapi bukti-bukti yang objektif,
apakah metode tersebut memenuhi persyaratan yang sesuai untuk analisis dan
mengetahui sejauh mana penyimpangan suatu metode yang tidak dapat dihindari

pada kondisi normal dan keadaan seluruh elemen terkait telah dilaksanakan
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dengan baik dan benar sehingga didapatkan hasil analisis yang valid, dapat
dipercaya, dan dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah (Soraya, 2009;
Riyanto, 2014).

Parameter validasi yang pertama yaitu akurasi metode. Akurasi (ketepatan)
adalah tingkatan kedekatan hasil uji yang didapatkan terhadap nilai yang diterima
sebagai nilai sebenarnya (Prabowo, dkk., 2011; Sukaryono, dkk., 2017). Dalam
penelitian ini akurasi diukur sebagai banyaknya analit yang diperoleh kembali
dinyatakan dalam nilai % recovery. Metode yang digunakan dalam menentukan
nilai % recovery adalah metode adisi standar. Pada metode ini sampel yang akan
dianalisis ditambahkan dengan larutan standar yang diketahui konsentrasinya
untuk meminimalkan kesalahan yang disebabkan oleh berbagai matrik
(Suriansyah, 2012). Menurut Syahputra (2004) dalam Suriansyah, (2012) metode
ini mampu meminimalkan kesalahan yang disebabkan oleh perbedaan kondisi
lingkungan (matrik) sampel dan standar.

Pada metode permanganometri nilai %recovery yang diperoleh dengan
standar adisi 50 ppm, 100 ppm, dan 200 ppm memiliki rentang 107,1 - 115,6%.
Metode kompleksometri memiliki nilai rentang %recovery antara 99,8 - 106,2%,
sedangkan metode spektrofotometri serapan atom memiliki nilai rentang 97,58 —
102,62%. Hasil penetapan nilai akurasi metode spektrofotometri serapan atom
juga dikonfirmasi dengan melakukan pengukuran pada Certified Reference
Material (CRM) dengan nilai true value 12,3 mg/L, hasil pengukuran CRM
didapatkan kadar terukur 11,73 mg/L, sehingga berdasarkan nilai tersebut

diperoleh nilai akurasi 95,36%.
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Ketiga rentang nilai akurasi yang diperoleh tersebut apabila dibandingkan
dengan standar yang dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical
Chemist (2012), yaitu 90-108%, nilai %recovery metode kompleksometri dan
spektrofotmetri serapan atom berada pada rentang yang dipersyaratkan, sedangkan
metode permanganometri melebihi standar akurasi yang dipersyaratkan yaitu
lebih besar 7,6% dari batas tertinggi yang dipersyaratkan. Penyimpangan-
penyimpangan yang terjadi pada hasil analisis akurasi dapat disebabkan oleh
kesalahan sistematik. Kesalahan sistematik dapat disebabkan oleh kelemahan
metode uji atau teknik pengukuran, kondisi lingkungan, dan kesalahan peralatan
atau instrumentasi (Soraya, 2009).

Parameter validasi selanjutnya adalah nilai presisi. Presisi merupakan
ukuran keterulangan atau konsistensi kedekatan suatu hasil pemeriksaan apabila
dilakukan secara berulang pada sampel yang homogen. Nilai presisi menunjukkan
kesalahan acak yang terjadi dalam sebuah metode, disebabkan oleh pengaruh
faktor-faktor yang tidak dapat diperkirakan atau diprediksi dan hanya bersifat
sementara (Soraya 2009; Riyanto, 2014). Nilai presisi dari metode analisis
biasanya dinyatakan sebagai simpangan baku relative (%RSD) atau koefisien
variasi (CV) (Eldin, 2011). Hasil penetapan nilai koefisien variasi
permanganometri memiliki nilai CV 1,91%, metode kompleksometri 1,92%,
spektrofotometri serapan atom adalah 1,66%.

Metode spektrofotometri serapan atom memiliki nilai CV yang lebih
rendah dari pada metode kompleksometri dan permanganometri, namun ketiga
metode memiliki nilai CV yang sesuai dengan dipersyaratkan oleh Association of

Official Analytical Chemist (2012), yaitu maksimal 2% yang menunjukkan ketiga
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metode memiliki presisi yang baik. Semakin kecil % RSD yang dihasilkan maka
semakin tinggi tingkat ketelitian suatu metode analisis (Riyanto, 2014).

Parameter linieritas merupakan kemampuan suatu metode untuk
memberikan hasil yang proporsional terhadap konsentrasi analit pada rentang
tertentu (Wenclawiak dan Hadjicostas, 2010; Maryati, 2011). Linieritas suatu
metode merupakan ukuran seberapa baik kurva kalibrasi yang menghubungkan
antara respon (y) dengan konsentrasi (x). Dalam uji linieritas akan diperoleh suatu
persamaan y = bx + a (b adalah slope, a adalah intersep, x adalah konsentrasi
analit dan y adalah respon instrumen). Nilai a menunjukkan kepekaan analisis
terutama instrumen yang digunakan (Riyanto, 2014).

Linieritas dapat diukur dengan melakukan pengukuran tunggal pada
konsentrasi yang berbeda-beda. Data yang diperoleh selanjutnya ditentukan nilai
kemiringan (slope), intersep, dan koefisien korelasinya (Gandjar dan rohman,
2016). Hasil penentuan nilai linieritas dari masing-masing metode analisis
diketahui metode permanganometri memiliki nilai koefisien korelasi (r) 0,9964.
Nilai tersebut lebih rendah dari koefisien korelasi (r) metode kompleksometri
yaitu 0,9975, dan metode spektrofotometri serapan atom dengan koefisien korelasi
(r) adalah 0,9982. Uji linearitas suatu metode memenuhi syarat jika koefisien
relasi mendekati nilai 1 (Supriatno dan Lelifajri 2009).

Berdasarkan hasil penetapan nilai linieritas tersebut dapat diketahui
metode spektrofotometri serapan atom memiliki nilai linieritas yang lebih tinggi
dibandingkan metode permanganometri dan kompleksometri, namun ketiga
metode memiliki nilai coefficient of determination (R”) sesuai dengan yang

dipersyaratkan oleh Association of Official Analytical Chemist (2012), yaitu lebih
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besar dari 0,99. Hal ini menunjukkan adanya korelasi linier yang menyatakan
terdapatnya hubungan yang proporsional antara konsentrasi dengan absorbansi
pada metode spektrofotometri serapan atom dan konsentrasi dengan volume titran
pada metode permanganometri dan kompleksometri.

Parameter terakhir yang digunakan untuk menentukkan kemampuan
metode dalam menganalisa kadar kalsium dalam sampel adalah limit of detection
dan limit of quantification. Batas deteksi (Limit Of Detection/LOD) merupakan
batas konsentrasi analit terendah yang masih dapat dideteksi tidak secara
kuantitatif; sedangkan batas kuantifikasi (Limit Of Quantification/LOQ) adalah
batas konsentrasi analit terendah yang dapat diterapkan secara kuantitatif dengan
tingkat akurasi dan presisi yang dapat diterima ketika metode yang dimaksud
diaplikasikan (Vera, 2011). Nilai batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi (LOQ)
diperoleh dari perhitungan persamaan regresi linier secara statistik.

Pada metode permanganometri diperoleh nilai batas deteksi 15,34 ppm,
sedangkan nilai batas kuantifikasi 51,16 ppm. Nilai LOD dan LOQ tersebut
menunjukkan bahwa metode permanganometri dapat mendeteksi kadar terendah
15,34 ppm, namun batas kadar yang dapat dikuantifikasi secara akurasi dan presisi
adalah 51,16 ppm. Konsentrasi 51,16 ppm merupakan konsentrasi terendah yang
dapat dianalisis oleh metode permanganometri yang tidak menimbulkan bias
perhitungan (Ambarwati, 2013). Metode kompleksometri diperoleh nilai batas
deteksi 12,88 ppm, sedangkan nilai batas kuantifikasi 42,95 ppm. Nilai LOD dan
LOQ tersebut menunjukkan bahwa metode kompleksometri dapat mendeteksi
kadar terendah 12,88 ppm, namun batas kadar yang dapat dikuantifikasi secara

akurasi dan presisi adalah 42,95 ppm.
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Metode spektrofotometri serapan atom memiliki nilai batas deteksi 0,493
ppm dan batas kuantifikasi 1,643 ppm. Nilai LOD dan LOQ tersebut
menunjukkan bahwa metode spektrofotometri serapan atom dapat mendeteksi
kadar terendah 0,493 ppm, namun batas kadar yang dapat dikuantifikasi secara
akurasi dan presisi adalah 1,643 ppm. Konsentrasi 1,643 ppm merupakan
konsentrasi terkecil yang tidak menimbulkan bias perhitungan (Ambarwati, 2013).
Menurut Prabowo,dkk., (2012) nilai batas deteksi dan batas kuantitasi merupakan
parameter sensitivitas dari suatu metode analisis, semakin kecil nilai batas deteksi
dan kuantitasi menandakan semakin sensitif suatu metode dalam menganalisis dan
mengukur kadar suatu analit.

Menurut Sulistyaningrum, dkk., (2014) nilai LOD dan LOQ dipengaruhi
oleh persamaan regresi linier yang diperoleh yaitu nilai slope. Nilai slope rendah
akan menyebabkan batas deteksi dan batas kuantifikasi dari suatu metode semakin
tinggi sehingga mengurangi kemampuan metode dalam mendeteksi dan
mengkuantifikasi analit dalam kadar rendah. Dari ketiga metode yang digunakan
untuk menetapkan kadar kalsium dalam penelitian ini, metode spektrofotometri
dapat mendeteksi dan mengkuantifikasi kalsium dalam kadar yang lebih rendah
dari metode permanganometri dan kompleksometri. Hal ini menunjukkan
sensitivitas metode spektrofotometri serapan atom lebih tinggi dibandingkan
permanganometri  dan  kompleksometri, sedangkan sensitivitas metode
kompleksometri lebih tinggi dari permanganometri.

Berdasarkan hasil validasi metode, dapat diketahui bahwa metode
spektrofotometri serapan atom memiliki kemampuan paling baik diantara metode

kompleksometri dan permanganometri dalam menganalisa kadar kalsium pada
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sampel bahan pangan berdasarkan nilai akurasi, presisi, linieritas, batas deteksi
dan batas kuantifikasi. Pemilihan metode analisis untuk menentukkan kadar suatu
zat didasarkan pada sensitivitas, dan spesifitas atau selektivitas metode. Selain
didasarkan pada hal tersebut, pemilihan metode analisis juga didasarkan pada
pertimbangan seperti biaya, waktu analisis, dan ketersediaan alat di laboratorium.
Metode titrimetri banyak digunakan karena murah, sederhana, dan tidak
memerlukan peralatan laboratorium yang canggih, namun penggunaan metode
analisis modern seperti spektrofotometri serapan atom lebih efisien dalam segi
waktu dibanding dengan metode konvensional serta memiliki beberapa kelebihan
yaitu waktu analisis cepat, volume sampel yang diperlukan sedikit, dan memiliki
sensitivitas tinggi (Sabrina, dkk., 2012; Techinamuti & Pratiwi, 2018).
Berdasarkan hasil penelitian ini, pemilihan metode analisis juga dapat
ditentukkan berdasarkan perkiraan kadar kalsium dalam sampel. Apabila
diperkirakan kadar kalsium dalam suatu sampel rendah disarankan menggunakan
metode spektrofotometri serapan atom karena memiliki batas deteksi kurang dari
1 ppm (Gandjar dan Rohman, 2012), sedangkan apabila diperkirakan kandungan
kalsium dalam sampel tinggi maka penetapan kadar dapat menggunakan metode

konvensional titrasi.



BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang diperolen maka
didapatkan kesimpulan sebagai berikut.

1. Hasil penetapan kadar kalsium dalam ikan teri menggunakan metode
permanganometri didapatkan nilai rata-rata 1660,97 mg/Kg.

2. Hasil penetapan kadar kalsium dalam ikan teri menggunakan metode
kompleksometri didapatkan hasil 1230,23 mg/Kg.

3. Hasil penetapan kadar kalsium dalam ikan teri menggunakan metode
spektrofotometri didapatkan hasil 1248,75 mg/Kg.

4. Hasil analisis perbedaan kadar kalsium, diperoleh hasil penetapan kadar
kalsium metode permanganometri berbeda dengan kompleksometri dan
spektrofotometri serapan atom, sedangkan hasil penetapan kadar kalsium
menggunakan metode kompleksometri tidak terdapat perbedaan yang

bermakna dengan spektrofotometri serapan atom.

7.2 Saran

1. Penetapan kadar kalsium pada bahan pangan dapat menggunakan metode
spektrofotometri serapan atom untuk memperoleh hasil pengukuran yang
akurasi dan presisi dengan batas deteksi dan kuantifikasi analit yang rendah
atau disarankan menggunakan metode konvensional titrasi kompleksometri
karena hasil yang didapatkan tidak memiliki perbedaan bermakna secara

statistik.
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2. Kepada peneliti selanjutnya disarankan untuk melakukan perbandingan
metode penetapan kadar dengan menggunakan parameter uji validasi lainnya
serta diharapkan dapat melakukan uji optimasi berupa pengembangan
sensitivitas, spesifitas dan selektivitas metode analisis dalam menganalisa

kadar kalsium pada bahan pangan.
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Contoh diambil oleh :  Yang bersangkutan
Tanggal pengambilan Contoh : 13 Mei 2019
Tanggal diterima di BBLK : 13 Mei 2019
KODE HASIL KALSIUM (Ca)
No. BAHAN I SATUAN
1 2 3 4 l 5 6

% lkan Teri R1 1249,3 1199,6 1208,4 1240,9 1232,8 1209,0 mg/Kg

2. lkan Teri R2 1273,6 1442,5 12721 1161,4 1323,5 1210,3 mg/Kg

3. lkan Teri R3 1315,2 1256,7 1318,2 1284,3 1239,4 1263,7 mg/Kg
Perhatian :
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B. Hasil Penelitian Metode Permanganometri dan Kompleksometri

KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENGEMBANGAN DAN PEMBERDAYAAN
SUMBER DAYA MANUSIA KESEHATAN

POLITEKNIK KESEHATAN KEMENKES SURABAYA

I1. Pucang Jajar Tengah No. 56 Surabaya - 60282 Website : www.poltekkesdepkes-sby.ac.id
Telp. (031) 5027058 Fax. (031) 5028141 Email : admin@poltekkesdepkes-sby.ac.id

HASIL PEMERIKSAAN

Nama : 1 Wayan Bagus Adigunawan (D4AJ)
NIM . P27834118077
Judul Skripsi : Penetapan Kadar Kalsium Dalam Ikan Teri (Stolephorus Sp.)

Menggunakan Metode Permanganometri, Kompleksometri
Dan Spektrofotometri Serapan Atom

Pemeriksaan : Kadar Kalsium dengan metode Permanganometri dan
Kompleksometri

Tanggal Penelitian : 24-26 April 2019

Penetapan Kadar Kalsium Menggunakan Metode Permanganometri

Metode Permanganometri
Kadar (mg/Kg)
Blimgea Replikasi | Replikasi 2 Replikasi 3
1 1665.17 1687.00 1581.82
2 1665.17 1750.26 1539.64
3 1727.61 1750.26 1581.82
4 1665.17 1687.00 1539.64
5 1727.61 1750.26 1581.82
6 1665.17 1687.00 1581.82
Rata-rata 1685.98 1718.63 1567.76
Standar Deviasi 3225 34.65 21.78

Penetapan Kadar Kalsium Menggunakan Metode Kompleksometri

Metode Kompleksometri
Kadar (mg/Kg)
Ulangan Replikasi | Replikasi 2 Replikasi 3
1 115834 | 128042 | = 1280.21
2 1116.22 1280.42 1258.87
3 1158.34 1259.08 1280.21
4 1116.22 1259.08 1280.21
5 1116.22 1280.42 1216.20
6 1116.22 1280.42 1280.21
Rata-rata 1130.26 1273.31 1265.98
Standar Deviasi 21.75 11.02 25.84
Surabaya, 29 Mei 2019

I

—-..Mengetahui, Ka. Sub Unit
ST is Kesehatan Surabaya Laboratoriyfi & Bengkel Kerja

Ratno TrjUtomo, S.S.T
NIP. 19820421 200604 1 013
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LAMPIRAN 4
PERHITUNGAN KADAR KALSIUM, NILAI AKURASI, PRESISI,
LINIERITAS, LIMIT OF DETECTION, DAN
LIMIT OF QUANTIFICATION

A. Data Penetapan Kadar
1. Metode Permanganometri

Tabel L.1 Data Volume Titran (KMnQO,4) dan Hasil Penetapan Kadar Kalsium
dengan Metode Permanganometri

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

Ulangan Vc_)lume Kadar V(_Jlume Kadar Vc_JIume Kadar
titran (mg/Kg) titran (ma/Kg) titran (ma/Kg)

(mL) g/Kkg (mL) g/Kg (mL) g/Kg

1 0.80 1665.17 0.80 1687.00 0.75 1581.82

2 0.80 1665.17 0.83 1750.26 0.73 1539.64

3 0.83 1727.61 0.83 1750.26 0.75 1581.82

4 0.80 1665.17 0.80 1687.00 0.73 1539.64

5 0.83 1727.61 0.83 1750.26 0.75 1581.82

6 0.80 1665.17 0.80 1687.00 0.75 1581.82
Rata-rata 0.81 1685.98 0.82 1718.63 0.74 1567.76
SD 0.02 32.25 0.02 34.65 0.01 21.78

2. Metode Kompleksometri

Tabel L.2 Data Volume Titran (Na;EDTA) dan Hasil Penetapan Kadar Kalsium
dengan Metode Kompleksometri

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
Ulangan V(_)Iume Kadar Vc_>|ume Kadar Vc_;lume Kadar
titran titran titran

o | MoK | O mykg) || (moiKg)

0.55 1158.34 0.60 1280.42 0.60 1280.21

0.53 1116.22 0.60 1280.42 0.59 1258.87

0.55 1158.34 0.59 1259.08 0.60 1280.21

0.53 1116.22 0.59 1259.08 0.60 1280.21

0.53 1116.22 0.60 1280.42 0.57 1216.20

| o1 b Wl N

0.53 1116.22 0.60 1280.42 0.60 1280.21
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Rata-rata

0.54

1130.26

0.60

1273.31

0.59

1265.98

SD

0.01

21.75

0.01

11.02

0.01

25.84

3. Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Tabel L.3 Data absorbansi dan Hasil Penetapan Kadar Kalsium dengan Metode

Spektrofotometri Serapan Atom

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3
Ulangan Absorbansi (rlrf;/dlzgr:;) Absorbansi (r:gldligr;) Absorbansi (r:;?;;)
1 1.1285 1199.61 1.1803 1273.58 1.2176 1315.16
2 1.1365 1208.46 1.3311 1442.50 1.1654 1256.68
3 1.1658 1240.86 1.1790 1272.13 1.2203 1318.19
4 1.1585 1232.79 1.0802 1161.42 1.1901 1284.35
5 1.1370 1209.01 1.2249 1323.50 1.1500 1239.42
6 1.1734 1249.27 1.1238 1210.27 1.1717 1263.74
Rata-rata 1.15 1223.33 1.20 1280.57 1.19 1279.59
SD 0.02 20.29 0.09 97.29 0.03 32.15

B. Data Uji Akurasi
1. Metode Permanganometri

Tabel L.4 Data %Recovery Uji Akurasi Metode Permanganometri

Replikasi \ﬁélizf' Voluzpnel_')rltran Kadar (mg/L) % Recovery
0.45 45.90
Blanko 0.40 40.80 0

Rata-rata 0.43 43.35
50 ppm 0.95 96.90

1.00 102.00 112.2
1 Rata-rata 0.98 99.45
100 ppm 1.60 163.20

1.55 158.10 117.3
Rata-rata 1.58 160.65
2.30 234.60

200 ppm 2.30 234.60 95.6
Rata-rata 2.30 234.60
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0.50 51.00
Blanko 0.55 56.10 0
Rata-rata 0.53 53.55
50 ppm 1.10 112.20
1.10 112.20 117.3
2 Rata-rata 1.10 112.20
1.60 163.20
100 ppm 1.60 163.20 109.7
Rata-rata 1.60 163.20
2.75 280.50
200 ppm
2.70 275.40 112.
Rata-rata 2.73 277.95
0.40 40.80
Blanko 0.40 20.80 0
Rata-rata 0.40 40.80
50 ppm 0.80 81.60
0.90 91.80 91.8
3 Rata-rata 0.85 86.70
100 ppm 1.55 158.10
1.60 163.20 119.9
Rata-rata 1.58 160.65
2.60 265.20
200 ppm 2.70 275.40 114.8
Rata-rata 2.65 270.30

2. Metode Kompleksometri

Tabel L.5 Data %Recovery Uji Akurasi Metode Kompleksometri

Replikasi \//:\I(;Iiifl VquEPneJltran Kadar (mg/L) % Recovery
0.30 30.96
Blanko
0.35 36.12 0

Rata-rata 0.33 33.54
50 0.75 77.40

bpm 0.80 82.56 92.9
Rata-rata 0.78 79.98
1 100 1.40 144.49

PP 1.40 144.49 1109
Rata-rata 1.40 144.49
200 2.20 227.05

ppm 2.10 216.73 94.2
Rata-rata 2.15 221.89
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0.40 41.28
Blanko 0.40 41.28 0

Rata-rata 0.40 41.28
50 ppm 0.95 98.05

0.90 92.89 108.4
2 Rata-rata 0.93 95.47
1.30 134.17

100 ppm 1.35 139.33 95.5
Rata-rata 1.33 136.75
2.60 268.34

200 ppm 2.60 268.34 113.5
Rata-rata 2.60 268.34
Blanko 0.40 41.28

0.40 41.28 0

Rata-rata 0.40 41.28
0.95 98.05

>0 ppm 0.95 98.05 113.5
Rata-rata 0.95 98.05

3

100 ppm 1.30 134.17

1.30 134.17 92.9
Rata-rata 1.30 134.17
2.50 258.02

200 ppm 2.60 268.34 110.9
Rata-rata 2.55 263.18

3. Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Tabel L.6 Data %Recovery Uji Akurasi Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Replikasi Variasi Adisi Absorbansi Kadar (mg/L) % Recovery

Blanko 0.8044 4.1222 0

Adisi 2 ppm 1.1608 6.0536 96.57

! Adisi 5 ppm 1.7897 9.4617 106.79

Adisi 10 ppm 2.6997 14.3932 102.71
Blanko 0.913 4.7108 0

Adisi 2 ppm 1.2779 6.6882 98.87

? Adisi 5 ppm 1.8743 9.9202 104.19

Adisi 10 ppm 2.6963 14.3748 96.64
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Blanko 0.9548 4.9373 0
3 Adisi 2 ppm 1.3139 6.8833 97.30
Adisi 5 ppm 1.8486 9.7809 96.87
Adisi 10 ppm 2.7597 14,7183 97.81
C. Data Uji Presisi
1. Metode Permanganometri
Tabel L.7 Data Uji Presisi Metode Permanganometri
Ulangan Volume Titran Kadar (mg/L) Kadar (mg/Kg)
1 0.80 81.60 1665.17
2 0.80 81.60 1665.17
3 0.83 84.66 1727.61
4 0.80 81.60 1665.17
5 0.83 84.66 1727.61
6 0.80 81.60 1665.17
Rata-rata 0.81 82.62 1685.98
Standar Deviasi 0.02 1.58 32.25
CVv 1.91 191 191
2. Metode Kompleksometri
Tabel L.8 Data Uji Presisi Metode Kompleksometri
Ulangan Volume Titran Kadar (mg/L) Kadar (mg/Kg)
1 0.55 56.76 1158.34
2 0.53 54.70 1116.22
3 0.55 56.76 1158.34
4 0.53 54.70 1116.22
5 0.53 54.70 1116.22
6 0.53 54.70 1116.22
Rata-rata 0.54 55.39 1130.26
Standar Deviasi 0.01 1.07 21.75
CVv 1.92 1.92 1.92
3. Metode Spektrofotometri Serapan Atom
Tabel L.9 Data Uji Presisi Metode Spektrofotometri Serapan Atom
Ulangan Absorbansi Kadar (mg/L) | Kadar (mg/Kg)
1 1.1285 5.8786 1199.61
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2 1.1365 5.9219 1208.46
3 1.1658 6.0807 1240.86
4 1.1585 6.0412 1232.79
5 1.1370 5.9246 1209.01
6 1.1734 6.1219 1249.27
Rata-rata 1.15 5.99 1223.33
Standar Deviasi 0.02 0.10 20.29
cVv 1.60 1.66 1.66
D. Data Uji Linieritas
1. Metode Permanganometri
Tabel L.10 Data Uji Linieritas Metode Permanganometri
Konsentrasi Volume . . 2
(ppm) rata-rata (y) yi (y-yi) (y-yi)
40 0.45 0.43 0.0193 3.7 x 10"
80 0.80 0.84 -0.0427 1.82 x 107
120 1.30 1.25 0.0453 2.05 x 10°°
160 1.63 1.67 -0.0367 1.35 x 107
200 2.15 2.08 0.0713 5.08 x 107
240 2.47 2.49 -0.0207 4.3 x10™
Jumlah 1.11 x 107
y = 0.0103x + 0.0187 dengan (R?) = 0,9964
2. Metode Kompleksometri
Tabel L.11 Data Uji Linieritas Metode Kompleksometri
Konsentrasi Volume . . 2
(ppm) rata-rata (y) yi (y-yi) (y-yi)
40 0.45 0.4687 -0.0187 3.5 x 10"
80 0.9 0.8687 0.0313 9.8 x 10™
120 1.27 1.2687 0.0013 1.7x10°
160 1.65 1.6687 -0.0187 3.5 x 10"
200 2 2.0687 -0.0687 47 %10
240 2.5 2.4687 0.0313 9.8 x 10™
Jumlah 7.38x 107

y = 0,01x + 0,0687 dengan nilai (R?) 0,9975
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3. Metode Spektrofotometri Serapan Atom
Tabel L.12 Data Uji Linieritas Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Koz‘ssprgas' Absorbansi (y) yi (y-yi) (y-yi)?
0 0.0135 0.0437 -0.0302 |9.1351 x 10™
1 0.2596 0.2283 0.0313 |9.8250 x 10™
2 0.4303 0.4128 0.0175 |3.0677 x 10™
5 0.9564 0.9664 | -0.0100 |1x10*
10 1.9104 1.8890 0.0214 | 4.5689 x 10™
Jumlah 2.7592 x 10

y = 0.18453x + 0.043725 dengan nilai (R?) 0,9982

E. Data Uji Limit of detection dan Limit of quantification
1. Metode Permanganometri
Tabel L.13 Data Uji Limit of detection dan Limit of quantification Metode

Permanganometri
Slope 0.0103
> (y-yi)?n-2 2.776 x 107
S(y/x) 5.269 x 107
Limit Of Detection 15.34 ppm
Limit Of Quantification 51.16 ppm

2. Metode Kompleksometri

Tabel L.14 Data Uji Limit of detection dan Limit of quantification Metode
Kompleksometri

Slope 0.01
Y (y-yi)?n-2 1.845 x 10°°
S(y/x) 4.295 x 107
Limit Of Detection 12.88 ppm
Limit Of Quantification 42.95 ppm

3. Metode Spektrofotometri Serapan Atom

Tabel L.15 Data Uji Limit of detection dan Limit of quantification Metode
Spektrofotometri Serapan Atom

Slope 0.18453
Y (y-yi)?/n-2 9.1974 x 10™
S(y/x) 3.032 x 107
Limit Of Detection 0.493 ppm
Limit Of Quantification 1.643 ppm
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F. Contoh Perhitungan

1. Perhitungan Standarisasi Larutan Standar Sekunder KMnQ4

Diketahui: V H,C>04 = 10 mli

Ditanya :

Jawab :

N H,C,04 = 0,05

V rata-rata KMnO4 = 4,9 mi

N KMnQO4 =7

V KMnO4 x N KMnO4 =V HyC304 X N HC204
4,9 ml x NKMnOs=10ml x 0,05 N

N KMnO4=0,5mL /4,9 mL =0, 102

Perhitungan Standarisasi Larutan Standar Sekunder Na,EDTA

Diketahui: V ZnS0,4.7H>,0 = 10 ml

Ditanya :

Jawab :

M ZnSQO,4.7H,0 = 0,05

V rata-rata Na,EDTA = 9,7 ml

M Na,EDTA =7

V Na;EDTA x M Na;EDTA =V ZnS0,.7H,0 x M ZnS0,4.7H,0
9,7 ml x M Na,EDTA =10 ml x 0,05 M

M Na,EDTA = (0,5 mL)/(9,7 mL) = 0,0515

Perhitungan Kadar Kalsium dalam Sampel Metode Permanganometri

Diketahui: V KMnO,4 =0,8 mL

N KMnOQO4 =0,102

Be Kalsium =20

V Sampel =20 mL
V Larutan abu = 50 mL

Berat sampel =2,4502 gram
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Ditanya: Kadar kalsium dalam sampel=?

VKMn0O4 XNKMn0O4 XBe Ca X 1000
V sampel yang digunakan

Jawab: Kalsium (mg/L) =

0.8 X0.102 x20 X 1000
= ” = 81,6 mg/L

V larutan abu
X Kadar terbaca

Kalsium (mg/Kg) =

Berat sampel yang diabukan

=% x81,6=1.665, 17 mg/Kg

~ 2,4502

4. Perhitungan Kadar Kalsium dalam Sampel Metode Kompleksometri
Diketahui: V Na,EDTA =0,55 mL
M Na,EDTA =0,0515
Berat atom Kalsium =40.08
V Sampel =20 mL
V Larutan abu = 50 mL
Berat sampel =2,4502 gram

Ditanya: Kadar kalsium dalam sampel=?

VNa2EDTA XM Na2eDTA xB40.08 x 1000
V sampel yang digunakan

Jawab: Kalsium (mg/L) =

0.55 x0.0515%x40.08 X 1000
= ” = 56,76 mg/L

V larutan abu
X Kadar terbaca

Kalsium (mg/Kg) =

Berat sampel yang diabukan

=22« 56,76 = 1.158, 34 mg/Kg

= 2,4502

5. Perhitungan Kadar Kalsium dalam Sampel Metode Spektrofotometri Serapan
Atom

Diketahui: Persamaan regresi =y = 0.18453x + 0.043725
Absorbansi = 1,1285
V Larutan abu =50 mL

Berat sampel =2,4502 gram
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Faktor pengenceran = 10
Ditanya: Kadar kalsium dalam sampel=?
Jawab:
Kalsium (mg/L) = substitusi absorbansi ke nilai y dari persamaan y =
0.18453x + 0.043725
=(1,1285 - 0.043725)/ 0.18453

= 5,8786 mg/L

V larutan abu

Kalsium (mg/Kg) = X Kadar terbaca (mg/L)

Berat sampel yang diabukan

=22 58786 x 10=1199,61 mg/Kg

= 2,4502

Perhitungan Uji presisi Metode Kompleksometri
Diketahui :

Tabel L.16 Data Hasil Penetapan Kadar Kalsium Uji Presisi

Ulangan Kadar (x — %)?
1 1158.34 788.49
2 1116.22 197.16
3 1158.34 788.49
4 1116.22 197.16
5 1116.22 197.16
6 1116.22 197.16
Jumlah 6781.56 2365.62
Rata-rata 1130.26 394.27

Ditanya : CV Analisis=?

Jawab :

SD = JZ ®X - \/'(236?62)2 =21,75
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CV= SD x 100 = 21,75

Rata—rata 1130,26

x 100 = 1,92%

Perhitungan Uji Akurasi Metode Spektrofotometri Serapan Atom
Diketahui : Konsentrasi Blanko = 4,7108 mg/L
Konsentrasi + Standar 5 ppm = 9,9202 mg/L

Ditanya: % recovery = ?

c2—-C1 9,9202-4,7108
X100 =——

S

x 100

Jawab : % recovery =
=104,19%

Perhitungan Limit Of Detection dan Limit Of Quantification metode

spektrofotometri serapan atom

Diketahui :

Persamaan regresi = y = 0.18453x + 0.043725

Slope = 0.18453

Tabel L.17 Perhitungan Limit Of Detection dan Limit Of Quantification
metode spektrofotometri serapan atom

KO?;SES a1 Absorbansi (y) | vi (y-yi) (y-yi)?
0 0.0135 0.0437 | -0.0302 |9.1351x10™
1 0.2596 0.2283 | 0.0313 |[9.8250 x 10™
2 0.4303 0.4128 | 0.0175 |3.0677 x 10™
5 0.9564 0.9664 | -0.0100 |1x10*
10 1.9104 1.8890 | 0.0214 | 4.5689 x 10™
Jumlah 2.7592 x 107

Ditanya : LOD dan LOQ?

Jawab : S(y/x) :\/Z (YI:/;)Z - \/2.7592;{ 10~-3 — 3’0327 X 10-2

LOD = (3 x 3,0327 x 10)/0.18453 = 0,493

LOQ = (10 x 3,0327 x 10?)/0.18453 = 1,643



LAMPIRAN 5

HASIL UJI STATISTIK
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1. Hasil Uji Normalitas Data Penetapan Kadar Dengan Metode Permanganometri

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Kadar Kalsium

N
Normal Parameters(a,b)

Most Extreme Differences

Kolmogorov-Smirnov Z
Asymp. Sig. (2-tailed)

Mean

Std. Deviation
Absolute
Positive
Negative

9
1660.9722
77.74120
.188

179

-.188

.565

907

a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.

2. Hasil Uji Normalitas Data Penetapan Kadar Dengan Metode Kompleksometri

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Kadar Kalsium

N
Normal Parameters(a,b)

Most Extreme Differences

Kolmogorov-Smirnov Z
Asymp. Sig. (2-tailed)

Mean

Std. Deviation
Absolute
Positive
Negative

9
1230.2344
66.16388
334

224

-.334
1.002

.268

a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.



3. Hasil Uji Normalitas Data Penetapan Kadar Dengan Spektrofotometri Serapan

Atom
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Kadar Kalsium
N 9
Normal Parameters(a,b) Mean 1248.7489
Std. Deviation 20.41979
Most Extreme Absolute
: 112
Differences
Positive A12
Negative -.106
Kolmogorov-Smirnov Z .336
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.
4. Hasil Uji Beda One Way Anova Data Penetapan Kadar Kalsium
ANOVA
Kadar Kalsium
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between 1067417 2| 533708.842 | 147.728 .00
Groups 683
Within Groups 86706.52 o4 3612.773
Total 1154124.
247 26
5. Hasil Uji Post Hoc Least Significant Different Data Penetapan Kadar Kalsium

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Kadar Kalsium

Mean 95% Confidence
(I) Metode | (J) Metode | Difference (1-J) | Std. Error | Sig. Interval
Lower Upper
Bound Bound
Metode 1  Metode 2 430.73778(*) | 28.33441 .000 | 372.2584 | 489.2171
Metode 3 412.22333(*) | 28.33441 .000 | 353.7440 | 470.7027
Metode 2~ Metode1 | 43 7377(*) | 28.33441| .000 -489.2171 -372.2584
Metode 3 -18.51444 | 28.33441 | 520 | -76.9938 | 39.9649
Metode 3  Metode 1 -412.22333(*) | 28.33441 .000 | -470.7027 | -353.7440
Metode 2 1851444 | 28.33441| 520 -39.9649  76.9938

Keterangan : Metode 1 (Permanganometri, Metode 2 (Kompleksometri), Metode
3 (Spektrofotometri Serapan Atom)
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LAMPIRAN 6

LOGBOOK
HARI/ KEGIATAN GAMBAR
TANGGAL
Kamis, 18 Pemilihan sampel
April 2019 sesuai kriteria
penelitian , ' ' '
S l“: ,i"ii: { d\;‘ ::'-; ;,; -
Rabu, 24; Destruksi sampel
Selasa, 30
April 2019;
Rabu, 8 Mei B
2019; Jumat 17 ‘ —
Mei, 2019
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Rabu, 24 April; | Mempersiapkan

Selasa 30 April | reagen

2019; Rabu, 8 | kompleksometri  dan

Mei 2019; permanganometri serta

Jumat 17 Mei, | preparasi sampel

2019 metode
permanganometri

Kamis, 25 Optimasi cara Kkerja

April 2019 dan uji pendahuluan

sampai metode

Minggu, 28 permanganometri

April 2019
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Kamis, 25 Optimasi cara kerja

April 2019 dan uji pendahuluan
sampai metode

Minggu, 28 kompleksometri

April 2019
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Rabu, 1 Mei Penetapan kadar, nilai

2019; Kamis 9 | akurasi, presisi,
Mei 2019; linieritas, LOD dan
Sabtu 18 Mei, | LOQ dengan metode
2019 permanganometri
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Rabu, 1 Mei
2019; Kamis 9
Mei 2019;
Sabtu, 18 Mei
2019

Penetapan kadar, nilai
akurasi, presisi,
linieritas, LOD dan
LOQ dengan metode
kompleksometri
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Kamis, 2 Mei
2019; Jumat 10
Mei 2019;
Jumat, 17 Mei
2019

Penetapan kadar, nilai
akurasi, presisi,
linieritas, LOD dan
LOQ dengan metode
spektrofotometri
serapan atom

Heiw) &) o
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LAMPIRAN 7
KARTU BIMBINGAN PROPOSAL SKRIPSI

P
.ﬁ%

KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENGEMBANGAN DAN PEMBERDAYAAN
SUMBER DAYA MANUSIA KESEHATAN

POLITEKNIK KESEHATAN KEMENKES SURABAYA

JURUSAN ANALIS KESEHATAN
PROGRAM STUDI DIPLOMA 4 ALIH JENJANG
JI. Karangmenjangan No. 18 A — Tlp. (031)5020718
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LAMPIRAN 8
KARTU BIMBINGAN SKRIPSI

138



LAMPIRAN 9

BUKTI REVISI PROPOSAL SKRIPSI

NAMA : I Wayan Bagus Adigunawan
NIM : P27834118077
JUDUL . Penetapan Kadar Kalsium Dalam Ikan Teri (Stolephorus sp.)
Menggunakan Metode Permanganometri, Kompleksometri Dan
Spektrofotometri Serapan Atom
DOSEN PENGUJI TOPIK REVISI TANDA
TANGAN
Ayu Puspitasari, S.T., M.Si Tidak ada revisi
Indah Lestari, S.E., S.Si.,, M.Kes | 1. Memperbaiki daftar isi
. Memperjelas batasan masalah / 4

3. Memperbaiki prosedur Kkerja

metode titrasi dan kerangka

operasionalnya

Suhariyadi, S.Pd, M.Kes

. Memperbaiki

. Mencantumkan

penulisan -

penulisan rumus molekul kimia

. Memperjelas dan memperbaiki

cara kerja metode titrasi
permanganometri
konsentrasi

reagen yang digunakan
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LAMPIRAN 10
BUKTI REVISI SKRIPSI

NAMA : I Wayan Bagus Adigunawan
NIM : P27834118077
JUDUL . Penetapan Kadar Kalsium Dalam Ikan Teri (Stolephorus sp.)

Menggunakan Metode Permanganometri, Kompleksometri Dan
Spektrofotometri Serapan Atom

DOSEN PENGUJI TOPIK REVISI TANDA
TANGAN

Ayu Puspitasari, S.T., M.Si 1. Melengkapi perhitungan
metode spektrofotometri

serapan atom

Indah Lestari, S.E., S.Si., M.Kes | 1. Melengkapi  data-data

penelitian

Suhariyadi, S.Pd, M.Kes 1. Memperjelas jenis
reagen standar yang
digunakan

2. Satuan  diseragamkan
menjadi mg/Kg

3. Melengkapi perhitungan
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