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Penggunaan Ekstrak Kubis Ungu Sebagai Indikator Alami 

untuk Penentuan Asam Asetat dalam Cuka Kemasan 

Secara Sequential Injection-Valve Mixing (SI-VM) 

 

 

ABSTRAK 

Penentuan asam asetat dengan menggunakan reagen alami secara 

Sequential Injection Analysis (SIA) mulai dikembangkan karena dapat 

menciptakan analisis kimia yang ramah lingkungan. Metode SIA yang 

dimodifikasi dengan penambahan mixing tip yang digunakan untuk 

tempat terjadinya reaksi disebut dengan metode Sequential Injection-

Valve Mixing (SI-VM). Salah satu bahan alam yang dapat digunakan 

sebagai reagen alami dalam penentuan asam asetat yaitu kubis ungu. 

Ekstrak kubis ungu mengandung antosianin yang dapat digunakan 

sebagai indikator alami. Dalam penelitian ini, penentuan asam asetat 

secara SI-VM dilakukan dengan menggunakan prinsip reksi asam-

basa dan ekstrak kubis ungu yang berfungsi sebagai indikator. NaOH 

berlebih akan menyebabkan perubahan warna indikator dari ungu 

menjadi hijau-kuning. Penentuan asam asetat secara SI-VM 

menggunakan detektor spektrofotometer sinar tampak pada panjang 

gelombang 400 nm. Ekstraksi antosianin dari kubis ungu dilakukan 

dengan cara maserasi menggunakan pelarut akuades. Kestabilan 

ekstrak kubis ungu dapat bertahan selama tiga hari. Kondisi optimum 

penentuan asam asetat yaitu konsentrasi NaOH 0,6 M, Volume NaOH 

60 µL, volume indikator ekstrak kubis ungu 50 µL, waktu reaksi 20 s 

dan laju alir 250 µL/detik. Kurva baku dibuat dengan konsentrasi asam 

asetat 2-8% dengan koefisien korelasi (R2) sebesar 0,9921. Metode ini 

dapat diaplikasikan dalam mengukur kadar asam astat dalam cuka 

dengan limit deteksi sebesar 0,73% b/v  

  
Kata kunci: asam asetat, kubis ungu, reaksi asam basa, SI-VM, cuka  
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The Use of Red Cabbage Extract as a Natural Indikator for 

Determination of Acetic Acid in Vinegar in Sequential 

Injection-Valve Mixing (SI-VM)  

 

ABSTRACT 

 Determination of acetic acid using natural reagent in 

Sequential Injection Analysis (SIA) has been developed because it has 

creating environmentally friendly of chemical analysis. SIA with 

addition of a tip mixing used for reaction is called with the method of 

Sequential Injection-Valve Mixing (SI-VM). One of the natural 

resourches that can be used as a reagent is a red cabbage. Red cabbage 

extract contain anthocyanin can be used as the natural indicator. This 

study, determination of acetic acid in SI-VM using principles of acid-

base reaction which will occur the color change indicator when acetic 

acid will react so the excess NaOH reacts with indicator. Indicator of 

Red cabbage extract will color change from purple to green-yellow. 

Determination of acetic acid in SI-VM was using spectrophotometer 

visible at 400 nm. Exrtraction of anthocyanin from red cabbage is done 

by means of maceration using solvent water. The stability of red 

cabbage extract can last for three days. Optimum condition for 

dertemination of acetic acid are as follows, concentration of NaOH 0,6 

M, volume of NaOH 60 µL, Volume of red cabbage extract 50 µL, 

delay time 20 s and flow rate 250 µL/s. A standard curve created by 

the concentration of acetic acid 2-8% b/v with the correlation 

coefficient (R2) at 0.9921. The method can be applied for 

determination of acetic acid in vinegar with limit of detection at 0,73% 

(b/v)  

 

Keyword: acetic acid, Red cabbage, acid base reaction, SI-VM, 

vinegar 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Asam asetat merupakan asam lemah golongan asam karboksilat 

yang berbentuk cairan dan memiliki bau yang khas [1]. Meskipun 

termasuk asam lemah, asam asetat juga bersifat korosif seperti asam-

asam lainnya [2]. Senyawa ini sering digunakan untuk analisis kimia 

dan merupakan reagen yang penting dalam industri kimia. Asam asetat 

sering digunakan dalam produksi plastik, pestisida, dan polimer 

buatan [3]. Ada dua jenis asam asetat yaitu asam asetat glasial dan 

asam asetat yang terdapat pada cuka [1]. Penggunaan asam asetat pada 

cuka sering digunakan untuk mengatur keasaman.  

Penggunaan cuka pada makanan harus disesuaikan dengan kebutuhan 

karena penggunaan asam cuka dengan konsentrasi yang tinggi dapat 

membahayakan kesehatan. Salah satunya dapat menyebabkan 

gangguan pencernaan [2,3]. Batas maksimum kadar asam asetat dalam 

cuka makanan yang diperbolehkan 100 mg/kg [4]. Dalam pembuatan 

acar biasanya memerlukan tambahan cuka, dengan batasan kadar 

0,5% - 2,7% [5]. Namun masih banyak cuka yang di pasaran tidak 

mencantumkan kadar asam asetat dalam kemasannya yang 

menyebabkan konsumen kurang mengetahui secara pasti kadar asam 

asetat dalam cuka. Sehingga perlu dilakukan analisa asam asetat dalam 

cuka makanan yang berada dipasaran. 

Metode penentuan kadar asam asetat yang sedang populer dalam 

beberapa tahun terakhir yaitu menggunakan sistem alir dengan prinsip 

titrasi asam-basa [3,7,8]. Sebelumnya penentuan kadar asam asetat 

pada cuka sering menggunakan titrasi asam-basa dengan 

menggunakan buret [8]. Kelebihan dari menggunakan sistem alir yaitu 

analisis yang dilakukan lebih cepat sehingga tidak memerlukan waktu 

yang lama. Selain itu kelebihan dari menggunakan sistem alir yaitu 

tidak menggunakan reagen yang banyak sehingga menghasilkan 

limbah yang lebih sedikit [3,7,8].   

Sistem alir yang sering digunakan dalam penentuan asam asetat 

adalah flow Injection Analysis (FIA) dan Sequential Injection Analysis 

(SIA). Gonzales dkk [7] melakukan Penentuan asam asetat dalam cuka 

dengan menggunakan metode FIA. Sedangkan Lenghor dkk [7] 

melakukan penentuan asam asetat dengan menggunakan metode SIA. 
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Namun kedua penelitian tersebut masih menggunakan reagen buatan 

yang bersifat toksik sehingga dapat mencemari lingkungan.  

Analisis kimia dengan menggunakan reagen alami yang ramah 

lingkungan sudah mulai dikembangkan. Reagen alami dapat diperoleh 

dari bagian tanaman seperti akar, batang, daun dan bunga [9]. Tidak 

seperti reagen buatan, reagen alami mempunyai banyak keuntungan 

diantaranya mudah diperoleh dan tidak bersifat toksik sehingga lebih 

ramah lingkungan. Selain itu keuntungan menggunakan reagen alami 

yaitu murah dan lebih ekonomis. Grudpan dkk [3] menggunakan 

ekstrak kunyit dan mineral alam untuk penentuan asam asetat dalam 

cuka. Dari penelitian yang sudah dilakukan, dapat diketahui bahwa 

kestabilan dari reagen alami akan berkurang dalam waktu 8 jam. 

Sehingga perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut untuk 

mendapatkan bahan alam yang dapat dijadikan reagen alami dengan 

kestabilan yang lebih lama.   

Bahan alam yang sudah diketahui dapat dimanfaatkan sebagai 

reagen alami yaitu kubis ungu [10]. Ekstrak kubis ungu mengandung 

senyawa antosianin yang merupakan pigmen berwarna merah,ungu 

dan biru [11]. Pigmen antosianin mudah larut dalam air dan akan 

membentuk warna yang berbeda pada kondisi pH tertentu [12]. Hal ini 

yang membuat ekstrak kubis ungu dapat dimanfaatkan sebagai 

indikator alami. Kubis ungu telah digunakan sebagai indikator alami 

dalam titrasi asam-basa dengan menggunankan metode konvensional 

[13]. Selain mempunyai banyak kelebihan, indikator alami juga 

mempunyai kekurangan yaitu cepat rusak dan kurang stabil. 

Kestabilan antosianin dalam ekstrak kubis ungu sangat dipengaruhi 

oleh temperatur dan pH [12]. Kestabilan antosianin dalam bentuk 

serbuk bertahan sampai 10 hari, lebih lama dibandingkan dengan 

kurkumin pada kunyit [3]. Sehingga ekstrak kubis ungu lebih efektif 

dijadikan sebagai indikator dalam penentuan asam asetat dengan 

menggunakan metode SIA.  

Dalam metode SIA, proses pencampuran sampel dengan reagen 

dilakukan secara berurutan kemudian dialirkan menuju detektor 

sehingga dapat diketahui konsentrasi yang terukur [14]. Detektor yang 

digunakan untuk analisis asam asetat dengan menggunakan sistem alir 

diantaranya dengan spektrometer, amperometer dan konduktometer 

[3]. SIA dioperasikan dengan progam yang sudah terinstal pada 

komputer. Komponen dari sequential injection diantaranya syringe 

pump, holding coil, katup multiposisi, dan detektor. Semua komponen 
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tersebut dihubungkan dengan pipa kapiler PTFE [15]. Metode SIA 

dapat dimodifikasi menjadi SI-VM ( Sequential Injection analysis-

valve mixing ) dengan penambahan mixing tip pada salah satu port 

sebagai tempat terjadinya reaksi. Penambahan mixing tip pada salah 

satu port dapat menyempurnakan reaksi dibandingkan hanya dengan 

holding coil.  

Berdasarkan uraian diatas, maka pada penelitian ini 

dikembangkan suatu metode analisis asam asetat dengan 

menggunakan indikator alami dalam sistem SI-VM. Sebelumnya 

dilakukan pengukuran kestabilan ekstrak kubis ungu dengan 

menggunakan spektrofotometer sinar tampak. Penentuan asam asetat 

didasarkan pada reaksi asam-basa dimana kadar asam asetat yang 

terukur setara dengan jumlah larutan basa yang habis bereaksi dengan 

larutan asam. Dalam penelitian ini digunakan ekstrak kubis ungu yang 

bertindak sebagai indikator alami, sehingga basa yang berlebih akan 

menyebabkan perubahan warna larutan menjadi hijau kuning. 

Kemudian perubahan warna larutan ditentukan aborbansinya dengan 

menggunakan detektor spektrofotometer pada panjang gelombang 400 

nm. Selanjutnya dilakukan analisa dengan menggunakan beberapa 

parameter seperti variasi konsentrasi NaOH, volume NaOH, volume 

ekstrak kubis ungu, waktu reaksi dan laju alir.     
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1.2 Perumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang dapat dirumuskan permasalahan yang 

akan diteliti adalah sebagai berikut :  

1. Bagaimana kestabilan ekstrak kubis ungu yang digunakan 

sebagai indikator alami pada penentuan asam asetat secara SI-

VM? 

2. Bagaimana pengaruh konsentrasi NaOH, volume NaOH, 

ekstrak kubis ungu, waktu reaksi serta laju alir pada penentuan 

asam asetat secara SI-VM? 

3. Bagaimana aplikasi SI-VM untuk penentuan asam asetat 

dalam sampel cuka perdagangan? 

1.3 Batasan Masalah 

Berdasarkan rumusan masalah diatas, batasan masalah yang 

dapat diambil adalah: 

1. Larutan standar yang digunakan adalah asam asetat glasial 

yang dilarutkan dalam akuades.  

2. Pengukuran kestabilan reagen menggunakan ekstrak kubis 

ungu yang masih mengandung pelarut akuades.  

3. Pengukuran kadar asam asetat menggunakan detektor 

spektrofotometer.  

4. Sampel cuka yang digunakan merupakan cuka perdagangan 

yang ada di pasaran. 

1.4 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Menentukan kestabilan ekstrak kubis ungu yang digunakan 

sebagai indikator alami pada penentuan asam asetat secara SI-

VM.  

2. Menentukan pengaruh konsentrasi NaOH, volume NaOH, 

ekstrak kubis ungu, waktu reaksi serta laju alir pada penentuan 

asam asetat secara SI-VM.  

3. Mengaplikasikan metode SI-VM untuk penentuan asam asetat 

dalam sampel cuka makanan.  
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1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat yang didapatkan dari penelitian ini antara lain:  

1. Mengetahui kestabilan ekstrak kubis ungu sebagai indikator 

alami.  

2. Mengetahui kondisi optimum penentuan asam asetat secara 

SI-VM.  

3. Menghasilkan metode penentuan asam asetat yang ramah 

lingkungan dengan waktu analisis yang cepat, teliti dan 

sensitif.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Asam Asetat dalam Cuka  

Asam asetat atau acetic acid merupakan senyawa organik yang 

termasuk dalam golongan asam karboksilat. Asam asetat merupakan 

senyawa dengan rumus umum CH3COOH yang berbentuk cairan tidak 

berwarna dan mempunyai bau yang khas [1, 16]. Asam asetat larut 

dapat dalam air, alkohol, dan eter, namun tidak larut dalam karbon 

disulfida. Asam asetat mudah menguap dan bersifat korosif. [17].  

Berikut ini merupakan Struktur kimia dari asam asetat :  

 

 

  

 

 

Gambar 2.1: Struktur Kimia Asam Asetat  

. 

Asam asetat sering disebut dengan asam cuka karena rasanya 

yang asam dan baunya yang menyengat. Sebagian besar cuka yang 

terdapat dipasaran merupakan hasil dari fermentasi buah-buahan 

dalam media etanol [2]. Asam asetat yang murni sering disebut dengan 

asam asetat glasial. Asam asetat glasial merupakan asam asetat pekat 

dengan konsentrasi 99,7%. Sedangkan cuka yang berada dipasaran 

biasanya hanya mengandung asam asetat ±25% [1]. Pada umumnya 

pembuatan cuka melalui proses fermentasi dari buah-buahan atau hasil 

pertanian [18]. Penggunaan asam cuka pada makanan harus terlebih 

dahulu diencerkan agar tidak menimbulkan efek samping bagi 

kesehatan [3]. Batas maksimum kadar asam asetat dalam cuka 

makanan yang diperbolehkan sebesar 100 mg/kg [4].  

Asam asetat merupakan pereaksi kimia dan sebagai bahan baku 

dari industri kimia. Asam asetat digunakan dalam produksi plastik, 

pestisida dan polimer buatan seperti polietilena, tereftalat, selulosa 

asetat dan polivinil asetat [3]. Produksi asam asetat melalui tiga proses 

yaitu oksidasi asetaldehid, oksidasi n-butana dan kabornilasi metanol 

[1]. Sedangkan bahan baku pembuatan asam asetat berasal dari 

substrat yang mengandung etanol seperti buah-buahan, kuliit nanas, 

kulit biji kopi, dan air kelapa [19].  
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2.2 Metode Penentuan Asam Asetat 

Metode konvensional dalam penentuan asam asetat yang sering 

digunakan adalah metode titrasi asam basa [8]. Metode ini sering 

dikenal dengan metode alkalimetri. Alkalimetri merupakan analisis 

atau penetapan kadar secara volumetrik dan jumlah total suatu asam 

dalam suatu larutan dengan menggunakan larutan standar basa. 

Analisis alkalimetri menggunakan titrasi langsung dengan melibatkan 

reaksi antara asam dan basa dengan penambahan indikator [20].   

Indikator adalah senyawa yang dapat berubah warna apabila pH 

lingkungannya berubah [10]. Indikator yang biasa digunakan dalam 

titrasi antara lain fenolftalein (PP) , Metil Orange (MO) , Metil Red 

(MR) dan phenol red (PR) [21]. Indikator yang digunakan dalam 

penentuan asam asetat yaitu fenolftalein [10]. Fenolftalein merupakan 

indikator buatan yang bersifat asam lemah dan mempunyai trayek pH 

8,3-10,0 [22]. Penambahan indikator dalam titrasi asam-basa akan 

memudahkan untuk menentukan titik akhir titrasi yang ditandai 

adanya perubahan warna indikator.  

Kekurangan dengan menggunakan metode titrasi yaitu waktu 

analisis yang diperlukan sangat lama. Salah satu metode alternatif 

penentuan kadar asam asetat adalah dengan menggunakan sistem alir. 

Metode sistem alir dapat mempersingkat waktu analisis dibandingkan 

metode konvensional [23]. Metode penentuan asam asetat pada cuka 

dengan menggunakan metode FIA sudah dilakukan [6]. Selanjutnya 

dilakukan pengembangan dari metode FIA yaitu penentuan asam 

asetat dengan menggunakan SIA. Metode SIA lebih sedikit dalam 

penggunan reagen dibandingkan dengan FIA [7]. Pada umumnya 

reagen yang digunakan dalam penentuan asam asetat merupakan 

reagen buatan. Sehingga limbah yang dihasilkan dapat mencemari 

lingkungan [3].  

Metode penentuan asam asetat dengan menggunakan reagen 

alami yang lebih ramah lingkungan sudah dilakukan dengan 

menggunakan ekstrak kunyit sebagai indikator alami. Ekstrak kunyit 

mengandung kurkumin yang berwarna kuning [3]. Kurkumin yang 

berwarna kuning akan berubah menjadi orange dalam pH basa [24]. 

Sehingga panjang gelombang maksimum juga mengalami pergeseran 

dari 420 nm ke 450 nm [3]. Penentuan dengan menggunakan 

sequential injection Analysis (SIA) tetap menggunakan prinsip titrasi 

asam-basa, dimana harus terjadi perubahan warna larutan dari pH 

asam ke pH basa. Perubahan warna larutan dikarenakan adanya basa 
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berlebih yang mengakibatkan perubahan warna dari indikator. 

Sehingga akan terdeteksi oleh detektor spektrofotometer sebagai nilai 

absorbansi dari larutan yang dianalisis [3,6,7]. 

 

2.3 Kubis Ungu sebagai Indikator Alami  

Kubis ungu (Brassica oleracea L) merupakan sayuran yang 

banyak mengandung mineral, vitamin, oligosakarida dan senyawa 

bioaktif seperti antosianin, flavonol, dan glukosinolat [25–27]. Kubis 

ungu banyak digunakan dalam pembuatan salad. Warna ungu yang 

dari kubis ungu dapat digunakan untuk membuat makanan menjadi 

lebih menarik [28]. Dalam bidang kesehatan kubis ungu dapat 

digunakan sebagai antikanker dan antidiabetes karena memiliki 

kandungan antosianin yang tinggi. Antosianin merupakan senyawa 

flavonoid yang dapat berperan sebagai antioksidan alami [29]. Selain 

pada sayur, antosianin juga ditemukan pada bunga dan buah [11]. 

Ekstraksi antosianin dari kubis ungu menggunakan metode 

sederhana dengan cara meserasi. Maserasi merupakan proses 

penyarian simplisia dengan metode perendaman menggunakan pelarut 

dengan beberapa kali pengadukan. Ekstrak dapat berupa ekstrak 

kering dan ekstrak basah. Ekstrak yang masih mengandung pelarut 

disebut dengan ekstrak basah [30]. Hasil dari ektraksi suatu bahan 

tanaman dipengaruhi beberapa faktor diantaranya jenis pelarut, 

konsentrasi pelarut, metode ekstraksi dan suhu [29]. Pelarut yang 

sering digunakan dalam ekstraksi antosianin dari kubis ungu yaitu 

etanol. Sifat dari antosianin yang dapat larut dalam air dapat dijadikan 

dasar penggunaan pelarut air dalam ekstraksi antosianin. Ekstraksi 

antosianin dengan menggunakan air dilakukan pada suhu yang tidak 

terlalu tinggi, karena pada suhu tinggi dapat menyebabkan kerusakan 

pada antosianin [12].   

Antosianin merupakan pigmen warna merah, ungu dan biru yang 

dapat larut dalam air dan banyak terdapat pada buah dan sayuran. 

Beberapa jenis antosianin diantaranya sianidin, delpinidin, 

pelargonidin, peonidin, petunidin dan malvidin [11].  Antosianin yang 

terdapat pada kubis ungu yaitu sianidin atau antosianidin [28]. Berikut 

ini struktur umum dari antosianidin [11]. 
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Gambar 2.2: Struktur umum dari antosianidin 

 

Struktur antosianin dapat berubah-ubah mengikuti pH dalam 

larutan. Hal tersebut yang menyebabkan warna antosianin dalam 

suasana asam, netral dan basa berbeda. Pada pH rendah (asam) 

antosianin berwarna merah, sedangkan pada pH tinggi(basa) berwarna 

hijau sampai kuning [11,28,29]. Dalam pH tinggi antosianin akan 

berbentuk kalkon yang berwarna kuning [31]. Hal ini yang 

menjadikan ekstrak kubis ungu dapat dijadikan indikator alami. 

Trayek pH kubis ungu lebih luas dibandingkan dengan indikator 

fenolftalein. Trayek pH kubis ungu berada pH 6,5-7,5 (Ungu-Biru), 

pH 10,50-12,00 (Hijau-hijau kebiruan) dan pH 12,00-13,00 (Hijau 

kebiruan-Kuning) [10]. Selain mempunyai trayek pH yang luas 

indikator kubis ungu tidak bersifat toksit seperti indikator buatan. 

Namun penggunaan indikator kubis ungu sebagai indikator alami 

dipengaruhi oleh kestabilan antosianin.  

Faktor-faktor yang mempengaruhi kestabilan antosianin 

diantaranya pH, suhu dan cahaya [12]. Pada pH tinggi antosianin akan 

berwarna kuning dan menghasilkan suatu produk dari degradasi 

antosianin. Kestabilan ekstrak kubis ungu dalam bentuk serbuk lebih 

lama dibandingkan dengan yang masih bercampur dengan pelarut. 

Ketahanan dari bentuk serbuk sampai dengan 10 hari dengan 

penyimpana dalam lemari pendingin (4o C) [32].  

 

2.4 Sequential Injection Analysis (SIA)  
Sequential Injection Analysis (SIA) adalah metode sistem alir  

yang dikembangkan dari metode flow injection Analysis (FIA). SIA  

merupakan sistem alir otomatis yang digunakan untuk analisis 

senyawa kimia dalam jumlah sedikit [15]. Perbedannya dengan FIA 

yaitu terletak pada jenis pompa, multiposition valve dan semua sistem 

kerja yang dikendalikan dengan komputer. Selain itu, rangkaian alat 
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dari SIA lebih sederhana dengan menggunakan jenis pompa dua arah 

(syringe pump) . Pada multiposition valve terdiri dari beberapa saluran 

yang dihubungkan dengan sampel reagen, sampel, holding coil, 

limbah dan detektor. Syiringe pump memiliki kemampuan untuk 

menarik (aspirate) dan mendorong (dispense) larutan Komponenen 

[33]. SIA terdiri dari syringe pump, holding coil, selection walve, dan 

detektor [34]. Berikut ini merupakan rangkain alat dari SIA : 

 

 

                                Gambar 2.3: Skema SIA  

 

Prinsip Kerja SIA yaitu larutan sampel dan reagen akan 

diinjeksikan dan dialirkan menuju holding coil menggunakan syringe 

pump. Dalam holding coil seluruh larutan menjadi bercampur karena 

adanya perbedaan antara kecepatan alir antar larutan yang berdekatan. 

Kemudian larutan sampel dan reagen dialirkan menuju mixing coil 

untuk menyempurnakan proses reaksi sehingga dapat diukur secara 

kuantitatif menggunakan detektor [34]. Proses dispersi yang akan 

menyebabkan difusi sampel yang memiliki konsentrasi lebih besar 

kedalam larutan pembawa. Bagian yang memiliki konsentrasi terbesar 

akan terbaca oleh detektor sebagai puncak dari kurva. Namun dispersi 

yang terlalu besar akan menghasilkan kurva yang berekor sehingga 

puncak yang terdeteksi memilik sensitivitas rendah [23].  

Metode SIA sudah banyak digunakan dalam analisis suatu 

senyawa kimia. Salah satunya penentuan asam asetat dalam cuka 
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dengan menggunakan reagen buatan maupun reagen alami. Penentuan 

berdasarkan perubahan warna larutan ketika reagen dan sampel saling 

bereaksi yang akan terdeteksi oleh detektor spektrofotometer. 

Sebelumnya ditentukan terlebih dahulu panjang gelombang 

maksimum yang digunakan. Hasil dari analisis tersebut akan 

menghasilkan nilai absorbansi dari larutan campuran [3,7,8]. 

 

2.5 Spektrofotometri UV-VIS  

Spektrofotometri merupakan metode analisis kualitatif dan 

kuantitatif yang didasarkan pada interaksi antara cahaya dan materi. 

Analisis yang dilakukan pada daerah panjang gelombang ultraviolet 

sampai visible disebut dengan spektrofotometri uv-vis [35]. Cahaya 

merupakan partikel foton yang bergerak dan mempunyai kecepatan. 

Ketika cahaya mengenai partikel akan menyebabkan transisi 

elektronik. Transisi elektronik melibatkan orbital n , sighma (σ) dan 

phi (π) [36].  

Alat yang digunakan dalam analisis spektrofotometri yaitu 

spektrofotometer. Spektrofotometer uv-vis dibagi menjadi dua macam 

, yaitu single beam dan double beam. Spektrofotometer double beam 

lebih sering digunakan kareana pengkuran blanko dan sampel dapat 

dilakukan secara bersamaan pada daerah panjang gelombang yang 

diinginkan. Daerah panjang gelombang sinar tampak yaitu mulai 400-

800 nm [35]. 

 

Tabel 2.1 Panjang gelombang cahaya pada daerah sinar tampak [20] 

 

 

 

 

 

Panjang Gelombang 

(nm) 

 

Warna yang diserap Warna 

komplementer 

380-450 Ungu Kuning-hijau 

450-495 Biru Kuning 

495-570 Hijau Ungu 

570-590 Kuning Biru 

590-620 Orange Hijau-biru 

620-750 Red Biru-hijau 
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Analisa kuantitatif dengan menggunakan spektrofotometri akan 

berlaku hukum Lambert-Beer. Dimana A merupakan nilai absorbansi, 

ε merupakan koefisien ekstingsi molar , b merupakan ketebalan kuvet 

dan c merupakan konsentrasi sampel. Hukum lambert-beer ditunjukan 

dalam persamaan 2.1 [36].   

 

A = ε.b.c   (2.1 ) 

Dari persamaan tersebut dapat diketahui bahwa konsentrasi 

berbanding lurus dengan absorbansi. Sehingga konsentrasi larutan 

pekat akan menghasilkan nilai absorbansi yang tinggi. Sedangkan 

nilai ε dan b tetap. Analisa dengan menggunakan spektrofotometri 

dilakukan pada panjang gelombang maksimum yang dapat dilihat dari 

nilai absorbansi maksimum. [20].     
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

1.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari hingga Mei 2018 di 

Laboratorium Kimia Analitik dan Laboratorium Instrument Jurusan 

Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) 

Universitas Brawijaya. 

 

3.2    Alat dan Bahan Penelitian 

 Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain neraca 

analitik Ohaus Andventure, labu takar 250 mL, 100 mL dan 10 mL, 

pipet ukur, bola hisap, gelas arloji, kertas saring, gelas beker, pipet 

tetes, botol gelap, botol aquades, corong gelas, pengaduk gelas, 

seperangkat alat Laboratory-made SI-VM system yang terdiri dari 

syringe pump (SP; Hamilton, Reno, Nevada USA) dengan volume 

2500 µL, delapan katup selection valve (SV; Hamilton, Reno, Nevada 

USA) dan detektor spektrofotometer (Shimadzhu 1600 series) yang 

dikontrol komputer menggunakan SIA MPV LITE 2 software berbasis 

Visual Basic Progam, pipa kapiler (PTFE 0,75 mm i.d) dan pipa 

kapiler untuk holding coil (PTFE 1.8 mm i.d). 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain 

kubis ungu, asam asetat glasial (CH3COOH) p.a , Natrium Hidroksida 

(NaOH) p.a , akuades, etanol 96% p.a dan sampel larutan cuka.  

 

1.3 Tahap Penelitian 

Tahap penelitian yang dilakukan yaitu  

1. Preparasi Bahan  

2. Preparasi larutan  

a. Pembuatan Indikator dari Ekstrak Kubis Ungu dengan 

cara meserasi menggunakan pelarut akuades yang  

sudah dipanaskan  

b. Pembuatan larutan stok asam asetat  

c. Pembuatan larutan stok natrium hidroksida  

3. Pengukuran kestabilan ekstrak kubis ungu  

4. Pengkondisian alat SIA  
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5. Optimasi parameter meliputi:  

a. Penentuan konsentrasi optimum natrium hidroksida  

b. Penentuan volume optimum natrium hidroksida  

c. Pentuan volume optimum larutan ekstrak kubis ungu  

d. Penentuan waktu reaksi optimum 

e. Penentuan laju alir optimum  

6. Pembuatan kurva baku  

7. Preparasi sampel cuka  

8. Pengukuran kadar asam asetat dalam sampel cuka  

9. Pengukuran Limit Deteksi  

10. Analisa data  

 

1.4 Prosedur Kerja 

1.4.1 Preparasi larutan 

3.4.1.1 Pembutan indikator ektrak kubis ungu dengan cara 

maserasi  

Kubis ungu dipotong kecil-kecil kemudian ditimbang sebanyak 

50,0 g. Kemudian dimasukan pada gelas kimia yang berisi akuades 

yang sudah dipanaskan (70 oC) sebanyak 100 mL. Selanjutkan 

didiamkan selama 30 menit sambil diaduk sampai larutan berwarna 

ungu pekat. Setelah itu disimpan dalam botol gelap dan dimasukkan 

dalam lemari pendingin. 

 

3.4.1.2 Pembuatan larutan stok natrium hidroksida 1 M 

Larutan stok Natrium hidroksida 1 M dibuat dengan cara 

ditimbang sebanyak 4,0 g NaOH, kemudian dilarutkan dalam gelas 

kimia 100 mL yang telah berisi aquades. Kemudian larutan dipindah 

ke dalam labu ukur 100 mL dan ditandabataskan dengan akuades 

sehingga diperoleh larutan NaOH 1 M.  

 

3.4.1.3 Pembuatan larutan stok asam asetat glasial 20 % (b/v)  

Larutan asam asetat glasial diambil sebanyak 47,66 mL 

menggunakan gelas ukur 100 mL, kemudian dilarutkan dalam gelas 

kimia 100 mL yang telag berisi akuades. Larutan tersebut kemudian 

dimasukkan dalam labu takar 250 mL dan ditandabataskan dengan 

akuades sehingga diperoleh larutatan asam asetat 20% (b/v). 
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3.4.2  Preparasi sampel cuka  

Sampel cuka diencerkan dua kali dengan cara dipipet sebanyak 

5,0 mL menggunakan pipet ukur. Kemudian, larutan dimasukkan 

dalam labu takar 10 mL dan ditandabataskan dengan akuades.  

 

3.4.3 Pengukuran kestabilan indikator kubis ungu 

Estrak kubis ungu dimasukkan dalam kuvet, selanjutnya 

ditentukan absorbansi dari larutan kubis ungu pada panjang 

gelombang 530 nm. Pengukuran dilakukan setiap hari selama satu 

minggu.    

3.4.4 Pengkondisian alat SIA  

Pengkondisian alat SIA dalam penelitian ini dilakukan secara 

online menggunakan Sequential Injection System yang dihubungkan 

dengan komputer. Adapun gambar alat tersebut ditunjukan pada 

gambar 3.1 

 

 

Gambar 3.1: Gambar Alat SI-VM  
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Keterangan :  

 

Software SIA    : Home-made software yang  

     dibuat  

Bahan line dan holding coil   :  PTFE 

Diameter dalam line     :  0,75 mm 

Diameter dalam holding coil  :  1,8 mm  

Volume valve mixing   :  1 mL 

Detektor   : Spektrofotometer Sinar tampak 

 

 Pengkondisian dilakukan dalam tiga tahap yaitu :  

Tahap 1: Pencucian line dan detektor  

       Pada tahap ini dilakukan pencucian line dan detektor agar terbebas 

dari pengotor yang masih ada dalam line dengan cara :  

Syringe valve diatur pada posisi in, kemudian syringe pump 

mengambil 2500 µl akuades dengan laju alir 300 µl/detik, kemudian 

syringe valve diatur pada posisi out untuk memompa akuades menuju 

holding coil. Selanjutnya akuades dialirkan menuju port/line yang 

akan digunakan yaitu port 4, port 6 dan port 8 masing-masing 

sebanyak 500 µl dengan laju alir 100 µl/detik dan sisa akuades 

dialirkan menuju limba pada port 8 dengan laju alir yang sama.  

 

Tahap 2 : Pengisian line 

Pada tahap ini, seluruh line yang akan digunakan diisi dengan 

larutan sampel asam asetat dan reagen berupa campuran larutan asam 

asetat, natrium hidroksida, dan ekstrak kubis ungu ke dalam line. Line 

diisi dengan cara syringe valve berada pada posisi out, kemudian 

syringe pump mengambil 500 µl natrium hidroksida pada port 6 

dengan laju alir 100 µl/detik, selanjutnya syringe pump mengambil 

500 µlasam asetat pada port 4 dengan kecepatan alir 100 µl/detik dan 

syringe pump juga mengambil 500 µl ekstrak kubis ungu pada port 8 

dengan kecepatan 100 µl/detik untuk dialirkan menuju holding coil. 

Kemudian campuran larutan pada holding coil dialirkan menuju 

limbah pada port 2 dengan laju alir 100 µl/detik. Selanjutnya untuk 

membilas holding coil agar tetap bersih, syringe valve diatur pada 

posisi in, kemudian syringe pump mengambil 2500 µlakuades untuk 

dialirkan menuju holding coil. Kemudian syringe pump diatur pada 

posisi out sehingga akuades berada di holding coil. Selanjutnya 
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akuades, dibuang menuju limbah pada port 2 dengan kecepatan 100 

µl/detik  

 

Tahap 3 : Pengukuran kadar asam asetat menggunakan natrium 

hidroksida dan ekstrak kubis ungu sebagai indikator  

Dalam tahap ini dilakukan pengukuran kadar asam asetat dalam 

sampel cuka menggunakan natrium hidroksida dan ekstrak kubis ungu 

sebagai indikator. Pengukuran dilakukan dengan cara, syringe valve 

berada pada posisi out. Kemudian syringe pump mengambil 60 µl 

larutan natrium hidroksida dengan kecepatan 100 µl/detik melalui port 

6, kemudian syringe pump juga mengambil asam asetat/sampel cuka 

melalui port 4 sebanyak 30 µl dengan kecepatan 100 µl/detik, 

kemudian syringe pump mengambil lagi 50 µl ekstrak kubis ungu pada 

port 8 dengan kecepatan 100 µl/detik. Ketiga larutan tersebut dialirkan 

dari holding coil menuju valve mixing dengan kecepatan 100 µl/detik. 

Pada valve mixing larutan direaksikan dengan waktu reaksi sesuai 

dengan kondisi optimum. Volume natrium hidroksida, asam asetat, 

dan ekstrak kubis ungu diambil sesuai dengan kondisi optimum yang 

didapatkan.  

Selanjutnya, larutan hasil reaksi dialirkan kembali dari valve 

mixing menuju holding coil dengan laju alir 100 µl/detik. Kemudian 

syringe valve diatur pada posisi in dan syringe pump diatur untuk 

mengambil akuades sebanyak 2000 µl dengan kecepatan 200 µl/detik. 

Kemudian syringe valve diatur pada posisi out untuk mengalirkan 

akuades menuju holding coil, sehingga akuades dan hasil reaksi 

berada di holding coil. Seluruh larutan yang berada pada holding coil 

dialirkan menuju detektor pada port 3 dengan laju alir 250 µl/detik. 

Selanjutnya hasil pembacaan absorbansi oleh detektor 

spektrofotometer akan terbaca dalam bentuk kurva yang memberikan 

informasi adanya absorbansi maksimum dari senyawa tersebut.  
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3.4.5 Optimasi Parameter 

3.4.5.1 Penentuan konsentrasi optimum natrium hidroksida 

Penentuan konsentrasi NaOH optimum dilakukan dengan 

memvariasi konsentrasi NaOH yang digunakan yaitu 0,2; 0,4; 0,6; dan 

0,8 M. Pada tahap ini digunakan NaOH sebanyak 60 µL, volume asam 

asetat 30 µl dengan konsentrasi 6% b/v. ekstrak kubis ungu sebanyak 

30 µl.Waktu reaksi selama 20 detik dan laju alir hasil reaksi menuju 

detektor adalah 70 µl/detik.  

 

3.4.5.2 Penentuan volume optimum natrium hidroksida  

Penentuan volume NaOH optimum dilakukan sesuai dengan 

prosedur 3.4.5.1 dan konsentrasi NaOH optimum. Namun volume 

NaOH divariasi sebesar 30, 40, 50, 60, dan 70 µl. 

 

3.4.5.3 Penentuan volume optimum ekstrak kubis ungu  

Pada penentuan volume optimum dilakukan sesuai prosedur 

3.4.5.2 dan volume NaOH optimum. Volume ektrak kubis ungu 

divariasi sebesar 20, 30, 40, 50, dan 60 µl. 

 

3.4.5.4 Penentuan waktu optimum  

Pada penentuan waktu reaksi optimum dilakukan sesuai prosedur 

3.4.5.3 dan volume ekstrak kubis ungu optimum. Dilakukan variasi 

waktu reaksi yang digunakan yaitu 10, 20, 30, 40, dan 50 detik. 

 

3.4.5.5 Penentuan laju alir optimum  

Pada penentuan laju alir optimum produk menuju detektor 

dilakukan sesuai prosedur 3.4.5.4 dan waktu reaksi optimum. 

Dilakukan variasi laju alir yaitu 100, 150, 200, 250, dan 300 µl/detik.  

 

3.4.6 Pembuatan Kurva Baku  

Pembuatan kurva standar laruta larutan asam asetat dilakukan 

sesuai prosedur 3.4.5 pada semua kondisi optimumnya. Konsentrasi 

larutan asam asetat divariasi sesuai pada literatur yaitu 0, 2, 4, 5, 6, 

dan 8% b/v. Hasil data yang diperoleh dibuat kurva hubungan antara 

konsentrasi asam asetat (sumbu x) dengan deltaabsorbansi (sumbu y). 
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3.4.7 Pengukuran Kadar Asam Asetat dalam Sampel Cuka  

Penentuan kadar asam asetat dalam sampel cuka makanan 

dilakukan sesuai pada 3.4.5.1 dengan kondisi optimum. Selanjutnya 

konsentrasi asam asetat dalam cuka makanan dapat dihitung 

menggunakan persamaan regresi linier dari kuva baku.  

 

3.4.8 Pengukuran Limit Deteksi 

Penentuan LOD dilakukan dengan menggunakan NaOH 0,6 M 

sebanyak 60 µL , akuades 30 µL, indikator ekstrak kubis ungu 40 µL 

dengan waktu reaksi 20 s dan laju alir 250 µL/detik. Pengukuran 

dilakukan sebanya 10 kali. 

 

3.4.8 Analisis Data 

3.4.8.1 Perhitungan standar deviasi 

Perhitungan standar deviasi dan standar deviasi relatif digunakan 

untuk mengetahui ketelitian dari data-data absorbansi larutan sampel 

yang telah diperoleh dengan persamaan 3.1 dan 3.2  

 

  SD = √
1 

𝑁−1
 ∑  ( 𝑥𝑖

𝑛
𝑥=1 − 𝑥̅  )     (3.1) 

 

  RSD = 
𝑆𝑑

𝑥̅
 𝑥 100 %   (3.2) 

 

 

3.4.8.2 Perhitungan Limit Deteksi 

Limit deteksi (LOD) dapat ditentukan menggunakan persamaan 

3.3 

 

 (SA)LOD = Sreag + z σreag    (3.3) 

 

Hasil (SA)LOD yang diperoleh kemudian diplotkan ke dalam 

persamaan regresi linier kurva baku antara konsentrasi sampel 

terhadap absorbansi sehingga didapatkan nilai LOD asam asetat 

dengan menggunakan persamaan 3.4 dan 3.5  

 

  Y = ax +b    (3.4) 

  

  (SA)LOD = a.LOD + b    (3.5) 
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Keterangan :  

 

 (SA)LOD  = Sinyal analit saat limit deteksi  

 Sreag   = absorbansi reagen blanko  

 Z  = factor accounting  

 σreag   = standar deviasi untuk larutan blanko  

 LOD  = limit deteksi  

 

3.4.8.3 Kadar asam asetat  

Pada penelitian dilakukan pengukuran larutan sampel cuka yang 

diperoleh dipasaran dengan dilakukan pengenceran sebanyak dua kali. 

Sehingga kadar asam asetat dalam sampel cuka adalah:  

 

Kadar asam asetat sampel = kadar asam asetat terukur x f       (3.6)  

 

Dimana :  

 f  = Faktor pengenceran 2 kali 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini dilakukan untuk menentukan kadar asam asetat 

dalam sampel cuka dengan berdasarkan reaksi antara asam dan basa. 

Kadar asam asetat yang terukur akan setara dengan jumlah natrium 

hidroksida yang diperlukan. Reaksi antara asam asetat dan natrium 

hiroksida ditunjukkan pada gambar 4.1 

 

CH3COOH(aq) + NaOH(aq) CH3COONa(aq) + H2O(l)   

    

Gambar 4.1: Reaksi asam asetat dengan natrium hidroksida    

 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu SIA dengan 

detektor spektrofotometer. Penentuan asam asetat didasarkan dengan 

perubahan warna indikator akibat adanya perubahan pH. Indikator 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak kubis ungu. 

Ekstrak kubis ungu mengandung antosianin yang mempunyai warna 

berbeda pada suasa pH asam dan basa. Analisis dengan menggunakan 

SIA dilakukan pada panjang gelombang basa-indikator yaitu 400 nm. 

Sisa basa dari hasil reaksi akan menyebabkan perubahan warna 

indikator ekstrak kubis ungu dari ungu menjadi hijau-kuning sehingga 

diperoleh nilai serapan dari larutan tersebut.  

Perubahan struktur antosianin yang diakibatkan perubahan pH 

ditunjukan pada gambar 4.2 [31]

OH

OH

OH

OH O

OH

O-glu

O
+

OH

OH

OH

OH

O-gluO-glu

O-glu

   

 

 

Gambar4.2: Perubahan struktur antosianin akibat perubahan pH 
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1.1 Kestabilan Ekstrak Kubis Ungu  

Ekstraksi antosianin dari kubis ungu dilakukan dengan cara 

maserasi. Kubis ungu yang sudah dipotong kecil-kecil direndam 

dalam pelarut selama 24 jam. Perlarut yang digunakan untuk maserasi 

kubis ungu yaitu etanol dan akuades. Gelas kimia yang digunakan 

untuk maserasi ditutup dengan menggunakan kertas aluminium foil 

agar tidak terkena cahaya secara langsung sehingga tidak akan 

merusak antosianin.   

Dari hasil maserasi menunjukkan ekstrak kubis ungu-metanol 

dan ekstrak kubis ungu-akuades menghasilkan warna dan kestabilan 

yang berbeda. Hasil maserasi dengan etanol berwarna jingga 

menunjukkan antosianin yang terekstrak sudah membentuk senyawa 

turunannya. Maserasi dengan etanol menghasilkan pH 5 sehingga 

tidak menghasilkan ekstrak yang berwarna ungu (netral). Maserasi 

menggunakan etanol menghasilkan ekstrak kubis ungu dengan 

kestabilan yang rendah karena hanya bertahan selama satu hari. Hasil 

maserasi dengan etanol ditunjukkan pada gambar 4.3 

Gambar 4.3: Hasil ekstraksi antosianin dengan etanol  

 

Hasil maserasi dengan menggunakan akuades menghasilkan 

ekstrak kubis ungu yang berwarana ungu. Hal tersebut menunjukkan 

bahwa akuades dapat digunakan untuk mengesktrak antosianin dari 

kubis ungu karena antosianin merupakan senyawa yang dapat larut 

dalam air. Ekstrak yang dihasilkan berwarna ungu menunjukkan 

larutan dalam kondisi netral (pH=7).  Jika ditinjau dari kestabilannya, 

ekstrak kubis ungu-akuades mempunyai kestabilan yang lebih lama 

dibandingkan dengan etanol karena dapat bertahan selama tiga hari. 

Pengukuran kestabilan kubis ungu-akuades ditunjukkan pada gambar 

4.4  
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          1 hari                      >3 hari    rusak  

            (b) 

Gambar 4.4: a) Hasil pengukuran kestabilan ekstrak kubis ungu-air. 

b) Perubahan warna ekstrak kubis ungu   

 

Berdasarkan gambar 4.4 menununjukan ekstrak kubis ungu yang 

masih segar akan berwarna ungu sedangkan ketika sudah lebih dari 

tiga hari warna ungu mulai pudar. Ekstrak kubis ungu mulai 

mengalami kerusakan dan tidak dapat digunakan ketika terjadi 

perubahan warna yang signifikan. Perubahan warna diakibatkan oleh 

adanya degradasi antosianin. Adanya perubahan warna menyebabkan 

terjadi perubahan panjang gelombang. Pengukuran kestabilan ekstrak 

kubis ungu dilakukan pada panjang gelombang 530 nm. Hal tersebut 

yang menyebabkan nilai absorbansi dari ekstrak kubis ungu yang 

sudah rusak jika diukur pada panjang gelombang awal mengalami 

kenaikan. Berdasarkan hasil ekstraksi yang sudah diperoleh maka 

pada penelitian ini pelarut yang akan digunakan untuk ekstraksi 

antosianin dari kubis ungu yaitu akuades. 
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1.2 Optimasi Parameter Fisik dan Kimia  

1.2.1 Penentuan Konsentrasi NaOH optimum  

Penentuan konsentrasi optimum NaOH dilakukan dengan 

menggunakan konsentrasi NaOH 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 M dan pada 

kondisi volume NaOH 60 µL, konsentrasi asam asetat 6% dengan 

volume 30 µL, volume ekstrak kubis ungu 40 µL, waktu reaksi 20 

detik dan laju alir 200 µL/detik. Prinsip dari penentuan asam asetat 

yaitu kadar asam asetat yang terukur setara dengan jumlah mol NaOH 

yang digunakan. Penentuan kadar asam asetat akan lebih optimal jika 

jumlah mol NaOH yang digunakan lebih besar dibandingkan dengan 

jumlah mol asam asetat, sehingga asam asetat dapat bereaksi habis 

dengan NaOH tetapi masih terdapat sisa mol NaOH dari hasil reaksi 

tersebut. Namun, penggunaan konsentrasi NaOH yang terlalu tinggi 

menyebabkan sisa mol NaOH dari hasil reaksi antara asam asetat dan 

NaOH semakin banyak, sehingga pH larutan menjadi semakin tinggi. 

Dalam suasana pH tinggi akan menyebabkan antosianin pada kubis 

ungu mengalami kerusakan sehingga intensitas warnanya menjadi 

turun. Hasil dari pengukuran optimasi ini ditunjukkan pada gambar 

4.5 dan kurva hasil pengukuran dengan menggunakan SI-VM terdapat 

pada lampiran H.1  
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       Gambar 4.5: Grafik optimasi konsentrasi NaOH 

Berdasarkan gambar 4.5 nilai absorbansi semakin meningkat dari 

konsentrasi NaOH 0,2 sampai 0,6 M. Dari hasil pengukuran 

didapatkan konsentrasi NaOH optimum yaitu 0,6 M, karena  

menghasilkan absorbansi paling maksimum. Pada kondisi tersebut 

jumlah mol NaOH lebih besar dibandingkan dengan jumlah mol asam 

asetat sehingga semua asam asetat dapat bereaksi dengan NaOH dan 
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diakhir reaksi masih tersisa NaOH.  Pada konsentrasi 0,8 sampai 1 M 

nilai absorbansi semakin turun, karena dalam kondisi basa yang pekat 

antosianin yang terdapat pada ekstrak kubis ungu mengalami 

kerusakan dan terdegradasi menjadi senyawa lain.  

1.2.2 Penentuan Volume NaOH optimum  

Penentuan volume optimum NaOH dilakukan dengan 

menggunakan konsentrasi NaOH optimum yaitu 0,6 M dengan 

volume 30; 40; 50; 60; 70 µL dan kondisi konsentrasi asam asetat 6% 

sebanyak 30 µL, volume ekstrak kubis ungu 40 µL, waktu reaksi 20 

detik dan laju alir 200 µL/detik. Penentuan volume optimum 

dilakukan karena banyaknya NaOH yang digunakan dapat 

mempengaruhi hasil pengukuran kadar asam asetat. Jika, NaOH yang 

digunakan terlalu sedikit dapat menyebabkan masih ada asam asetat 

yang belum bereaksi dengan NaOH sehingga pengukurannnya tidak 

optimal. Hasil dari penentuan volume NaOH optimum ditunjukkan 

pada gambar 4.6 dan kurva hasil pengukuran dengan menggunakan 

SI-VM terdapa pada lampiran H.2 

                 

 

 

 

 

 

 

       Gambar 4.6: Grafik optimasi volume NaOH 

Berdasarkan gambar 4.6 nilai absorbansi semakin meningkat 

dengan bertambahnya volume NaOH. Peningkatan absorbansi yang 

signifikan tercapai pada volume 60-70 µL. Pada kondisi tersebut asam 

asetat akan bereaksi habis dengan NaOH sehingga pengukurannya 

menjadi optimal. Dalam kondisi tersebut, NaOH berlebih akan 

bereaksi dengan indikator ekstrak kubis ungu yang membuat nilai 

absorbansi mengalami peningkatan. Sedangkan untuk volume NaOH 
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kurang dari 60 µL menghasilkan absorbansi kecil karena masih 

terdapat asam asetat yang belum bereaksi dengan NaOH sehingga 

pengukurannya tidak optimal. Nilai absorbansi untuk volume NaOH 

60 µL sudah menghasilkan absorbansi yang besar dan tidak berbeda 

nyata dengan absorbansi pada volume 70 µL. Sehingga untuk 

mengefisiensi penggunaan reagen, volume NaOH optimum yang 

digunakan yaitu 60 µL. Selain tidak berbeda nyata dan efisiensi dalam 

penggunaan reagen, dengan volume 60 µL sudah memiliki sensitifitas 

tinggi jika dilihat dari nilai absorbansi yang dihasilkan.   

1.2.3 Penentuan Volume Ekstrak Kubis Ungu Optimum  

Penentuan volume ekstrak kubis ungu optimum dilakukan 

dengan menggunakan NaOH 0,6 M sebanyak 60 µL, asam asetat 6% 

30 µL, volume ekstrak kubis ungu 30; 40; 50; 60; 70 µL, waktu reaksi 

20 detik dan laju alir 200 µL/detik. Ekstrak kubis ungu berfungsi 

sebagai indikator untuk mengetahui adanya perubahan pH pada 

larutan setelah asam asetat dan NaOH bereaksi. Dalam hal ini NaOH 

dibuat berlebih sehingga sisa dari NaOH yang belum bereaksi dengan 

asam asetat akan membuat pH larutan menjadi tinggi sehingga 

indikator ekstrak kubis ungu akan mengalami perubahan warna. Pada 

suasana netral indikator akan berwarna ungu, sedangkan dalam 

suasana basa akan berubah menjadi hijau-kuning. Hasil dari 

pengukuran volume ekstrak kubis ungu optimum ditunjukkan oleh 

gambar 4.7 dan kurva hasil pengukuran dengan menggunakan SI-VM 

terdapat pada lampiran H.3 

 

 

 

 

 

 

                Gambar 4.7:  Grafik optimasi volume esktrak kubis ungu 
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Dari gambar 4.7 menunjukkan nilai absorbansi semakin 

meningkat dengan bertambahnya volume ekstrak kubis ungu. Hal ini 

menunjukkan warna yang terbentuk memiliki intensitas yang semakin 

tinggi dengan bertambahnya volume esktrak kubis ungu. Dari data 

yang diperoleh, volume ekstrak kubis ungu yang dipilih yaitu 50 µL, 

kerena nilai absorbansi tidak berbeda jauh dengan volume 60 µL. 

Selain itu penggunaan ekstrak kubis ungu 50 µL sudah memberikan 

hasil yang maksimum dan menghasilkan limbah yang lebih sedikit 

dibandingkan dengan menggunakan 60 µL ekstrak kubis ungu.  

1.2.4 Penentuan Waktu Reaksi Optimum  

Penentuan waktu reaksi optimum dilakukan dengan 

menggunakan NaOH 0,6 M 60 µL, asam asetat 6% 30 µL, ekstrak 

kubis ungu 50 µL, dengan waktu reaksi yang divariasi 10, 20, 30, 40, 

dan 50 detik dengan laju alir 200 µL/detik. Waktu reaksi yaitu waktu 

yang diperlukan reagen satu dengan reagen yang lain untu bereaksi di 

VM. Optimasi ini bertujuan untuk mengetahui lamanya reaksi antara 

reagen satu dengan reagen lainnya sehingga menghasilkan nilai 

absorbansi yang optimum untuk pengukuran kadar asam asetat. Hasil 

dari penentuan waktu reaksi optimum ditunjukkan pada gambar 4.8 

dan kurva hasil pengukuran dengan menggunakan SI-VM terdapat 

pada lampiran H.4 

 

 

 

 

 

 

  

          Gambar 4.8:  Grafik optimasi waktu reaksi  

 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0 10 20 30 40 50 60

A
b

so
rb

an
si

Waktu (detik) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

Berdasarkan gambar 4.8 Absorbansi semakin meningkat dari 

waktu reaksi 10 sampai 20 detik. Dalam waktu 20 detik , absorbansi 

yang dihasilkan paling maksimum sehingga dipilih sebagai waktu 

reaksi optimum. Pada kondisi tersebut reagen satu dengan reagen yang 

dapat bereaksi secara sempurna sehingga menghasilkan absorbansi 

yang maksimum. Namun dalam waktu reaksi diatas 20 detik nilai 

absorbansi semakin turun, hal ini dikarenakan semakin lama waktu 

reaksi maka akan semakin besar terjadi dispersi produk oleh larutan 

pembawa. Sedangkan dalam waktu reaksi dibawah 20 detik 

menyebabkan reaksi menjadi kurang sempurna sehingga absorbansi 

yang dihasilkan kecil.   

1.2.5 Penentuan laju alir optimum  

Penentuan laju alir optimum dilakukan dengan menggunakan 

NaOH 0,6 M 60 µL, asam asetat 6% 30 µL, ekstrak kubis ungu 50 µL, 

waktu reaksi 20 detik dan laju alir yang divariasi 100; 150; 200; 250; 

300 µL/detik. Optimasi laju alir dilakukan untuk melihat kemampuan 

detektor mendeteksi absorbansi dari produk. Selain dari absorbansi, 

penentuan laju alir dapat dilihat dari profil puncak yang dihasilkan. 

Laju alir optimum akan menghasilkan puncak yang runcing dan tidak 

berekor. Hasil yang diperoleh dari pengukuran optimasi laju alir 

ditunjukkan oleh gambar 4.9 dan kurva hasil pengukuran dangan 

menggunakan SI-VM terdapat pada lampiran H.5 
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(b) 

Gambar 4.9: a) Grafik optimasi laju alir, b) SIA-gram pengukuran 

laju alir  

Berdasarkan gambar 4.9 menunjukkan nilai absorbansi semakin 

meningkat dari laju alir 100-200 µL/detik. Namun dengan laju alir 

diatas 250 µL/detik nilai absorbansi mengalami penurunan. Hal ini 

disebabkan karena penggunaan laju alir yang cepat dapat 

menyebabkan tidak semua absorbansi produk yang tebentuk dapat 

terdeteksi oleh detektor selain itu juga menyebabkan tekanan balik 

yang besar. Sedangkan pada laju alir yang terlalu lambat dapat 

mengakibatkan terjadinya dispersi produk oleh larutan pembawa 

sehingga menghasilkan nilai absorbansi yang rendah. Selain nilai 

absorbansi rendah, laju alir yang terlalu lambat dapat menghasilkan 

puncak yang melebar dan berekor sehingga memiliki sensitifitas yang 

rendah. Terbentuknya pucak yang melebar dan berekor diakibatkan 

karena dispersi produk oleh larutan pembawa (akuades) sangat besar. 

Dari hasil pengukuran yang dapat dilihat dari grafik optimasi dan SIA-

gram laju alir optimum diperoleh pada laju alir 250 µL/detik karena 

absorbansi yang dihasilkan paling besar dan menghasilkan puncak 

yang runcing dan tidak berekor.  
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1.3 Kurva Baku 

Kurva baku penentuan asam asetat dibuat dengan mengukur 

konsentrasi asam asetat 2-8% b/v. Pengukuran dilakukan dalam 

kondisi optimum tiap parameter pada tabel 4.1 

 

    Tabel 4.1:  Optimasi parameter penentuan asam asetat 

 

Kurva baku dibuat berdasarkan hasil pengukuran absorbansi dari 

masing-masing konsentrasi asam. Hasil pengukuran absorbansi dari 

masing-masing konsentrasi asam terdapat pada lampiran D.6 

Selanjutnya dari data absorbansi yang diperoleh dirubah menjadi delta 

absorbansi. Nilai delta absorbansi diperoleh dari selesih absorbansi 

asam asetat 0% dengan absorbansi masing-masing konsentrasi asam 

asetat yang digunakan. Hasil pengukuran ditunjukkan pada gambar 

4.10 

 

 

 

 

 

 

 

        Gambar 4.10: Kurva baku asam asetat  

No Parameter Kisaran 

Pengujian 

Kondisi 

Optimum 

1 Konsentrasi NaOH (M) 0,2-1,0 0,6 

2 Volume NaOH (µL) 30-70 60 

3 Volume ekstrak kubis 

ungu (µL) 

20-60 50 

4 Waktu Optimum (detik) 10-50 20 

5 Laju Alir (µL/detik) 100-300 250 

y = 0,0769x + 0,0066

R² = 0,9921

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0 2 4 6 8 10

Δ
a

b
so

rb
a

n
si

[asam asetat] (%) b/v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

Berdasarkan gambar 4.10  menunjukkan bahwa konsentrasi asam 

asetat berbanding lurus dengan delta absorbansi sehingga sudah 

memenuhi hukum lambert-beer. Dari kurva baku diperoleh persamaan 

garis y = 0,0769x + 0,0066 dengan koefisien korelasi (R2) sebesar 

0,9921 dimana y merupakan delta absorbansi asam asetat yang terukur 

dan x merupakan konsentrasi asam asetat. Pada penelitian juga 

dilakukan pengukuran limit deteksi untuk pengukuran asam asetat 

dengan menggunakan SI-VM.  Hasil pengukuran dan perhitungan 

limit deteksi terdapat pada lampiran C. Dari hasil perhitungan 

diperoleh nilai limit deteksi sebesar 0,73% (b/v).  

1.4 Aplikasi metode SI-VM untuk pengukuran kadar asam 

asetat dalam sampel cuka kemasan  

Penggunaan metode SI-VM untuk pengukuran kadar asam asetat 

dalam sampel cuka kemasan menggunakan dua sampel cuka kemasan 

yang dijual di toko-toko kecil sehingga tidak dituliskan label 

konsentrasi asam asetat dalam kemasan cuka. Pada penelitian ini 

sampel yang digunakan adalah cuka makanan. Cuka makanan 

diklasifikasikan menjaadi dua yaitu cuka meja dan cuka dapur. 

Menurut Badan Standarisasi Nasional [37] cuka dapur mengandung 

kadar asam asetat minimal 12,5 % , sedangkan cuka meja mengandung 

kadar asam asetat 4-12,5 %. Pengukuran sampel dilakukan pada 

kondisi optimum seperti pembuatan kurva baku. Sebelumnya 

dilakukan pengenceran sebanyak dua kali dengan akuades. Hal ini 

dilakukan untuk mengurangi zat pengganggu yang terdapat dalam 

cuka. Selain itu pengeceran dilakukan agar kadar asam asetat pada 

sampel yang akan diukur masuk kedalam kisaran kuva baku.  

Hasil pengukuran kadar asam asetat dalam sampel dapat dihitung 

dengan menggunakan persamaan regresi linier y = 0,0769x + 0,0066  

sehingga didapatkan data seperti pada tabel 4.2 

Tabel 4.2: Hasil Pengukuran Kadar asam asetat dalam sampel cuka 

(n=3)   

 

  

  

No sampel [Asam Asetat] % (b/v) 

± Sd 

1 A 6,69 ± 0,29 

2 B 7,52 ± 0,23 
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 Hasil pengukuran kadar asam asetat dalam sampel cuka 

menunjukan bahwa dua sampel yang digunakan termasuk kedalam 

jenis cuka meja. Kedua sampel cuka mempunyai kadar asam asetat 

yang tidak terlalu tinggi, namun penggunaan cuka dalam makanan 

dilakukan pengenceran menggunakan air agar tidak membahayakan 

kesehatan. Hal itu juga dapat dilihat dari kemasan cuka yang 

mencantumkan aturan penggunan cuka pada makanan dengan 

diencerkan terlebih dahulu.  

 Dari hasil pengukuran yang sudah didapatkan, maka pengukuran 

kadar asam asetat dengan menggunakan metode SI-VM dapat 

dijadikan metode alternatif dari metode titrasi. Selain itu indikator 

ekstrak kubis ungu dapat digunakan sebagai pengganti indikator 

buatan dalam penentuan asam asetat. Selanjutnya, dilakukan uji 

validitas untuk membandingkan hasil dari metode titrasi dengan 

metode SI-VM. Hasil pengukuran uji validasi ditunjukkan pada tabel 

4.3  

 

  Tabel 4.3: Hasil pengukuran uji validasi   

  

 Berdasarkan tabel 4.3 menunnjukkan bahwa hasil pengukuran 

antara metode SI-VM dan metode titrimetri tidak berbeda jauh. Hal 

tersebut dapat dilihat dari nilai hasil perbandingan metode SI-VM dan 

metode titrasi mencapai angka satu sehingga menunjukkan metode SI-

VM sudah dapat diaplikasikan untuk penentuan kadar asam asetat 

dalam cuka kemasan. Selanjutnya ekstrak kubis ungu juga dapat 

digunakan sebagai indikator dalam metode titrimetri dan SI-VM.   

 

 

 

 

sampel [Asam 

Asetat] % 

(b/v) metode 

SIA  

[Asam Asetat] % 

(b/v) metode 

titrasi  

Perbandingan 

metode SIA : 

metode titrasi 

A 6,69 6,56 1,01 

B 7,52 7,46  1,0 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang dapat diambil berdasarkan penelitian yang 

telah dilakukan, yaitu: 

1. Esktrak Kubis ungu-akuades dapat digunakan sebagai 

indikator alami dalam penentuan asam asetat secara SI-VM 

dan Kestabilan ekstrak kubis ungu-akuades bertahan selama 

tiga hari  

2. Kondisi optimum parameter fisik dan kimia untuk penentuan 

kadar asam asetat dalam cuka kemasan menggunakan 

indikator ekstrak kubis ungu secara SI-VM dapat dilakukan 

pada konsentrasi NaOH 0,6 M, volume NaOH 60 µL, volume 

ekstrak kubis ungu 50 µL, volume asam asetat 30 µL, waktu 

reaksi 20 detik dan laju alir 250 µL/detik  

3. Metode SI-VM dengan menggunakan indikator alami dapat 

diaplikasikan dalam penentuan asam asetat dalam cuka 

dengan limit deteksi sebesar 0,73% b/v  

5.2 Saran 

 Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai bahan alam lain 

yang bersifat basa sehingga dapat menggantikan reagen NaOH dan 

perlu dilakukan penanganan yang tepat pada antosianin hasil ekstraksi 

agar lebih tahan dalam waktu yang lebih lama.  
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