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Optimization on Analytical Methods of Catechin and 

Epicatechin in Cacao Bean and Cacao Products Using 

liquid Chromatography Mass Spectrometry 

Thesis Supervisors : Dr. Harmita and Dr. Herman Suryadi, MS 

SUMMARY 

Cacao bean processing into its products may affect catechin and 

epicatechin contents in the final products. Temperature treatments during 

cacao processing can induce epimelization nsaction of (-)-epicatechin to 

be (-}-catechin. The aims of this study were : (1) to obtain the valid 

analytical method which can be used to analyze catechin and epicatechin 

in cacao bean and cacao products by liquid chromatography mass 

spectrometry, and (2) to know the influence of temperature during 

processing of cacao beans, especially concentration of catechin and 

epicatechin. 

Experiment was conducted in three steps, i.e.: optimization of 

analytical method, validation of selected method, and studying the 

influence of temperature to catechin and epicatechin concentration during 

cacao bean processing. Optimization of analytical method was carried out 

by varying solvents (acetonitrile and methanol) composition using gradient 

elution. Mobile phase flow rate was set at 0.5, 0.6, 0.8, and 1.0 mVmin. 

Catechin and epicalechin in cacao samples was detected by mass 

spectrometry. Condition of mass spectrometer was run by varying ESJ 

voltage, nebulizer pressure, desolvation temperature, and desolvation gas. 

Validations test included some parameters such as specificity/ selectivity, 

linearity of calibration curve, limit of detection and limit of quanti!stion, 

precision and recovery test. Samples taken during the process were cacao 

nib, cacao mass, cacao powder and cacao butter. 

The results of this study showed that analytical conditions for 

catechin and epicatechin were using mobile phase A (0.1 % fonmic acid in 

deionized water) and mobile phase B (acetonitril-methanol = 50:50) at flow 
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rate of 0.5 mllmin. Gradient elution were set at 0 minutes (10% B), 

15 minutes (35% B), 20 minutes (40% B), 30 minutes (50% B), 35 minutes 

(60% B), and 35.1 minute (1 0% B). Mass spectrometer was set at ESI 

voltage (-) 3500 vott, desolvation temperature 300 'C, nebulizer pressure 

50 psi, desolvation gas 10 llmin, and fragmentor voltage (-) 160 volt. 

Limit of detection and limit of quantltation of catechin were 0.28 and 0.93 

ppm, respectively, while epicatechin were 7.15 and 23.84 ppm, 

respectively. Based on concentrations of catechin and epicatechin, heat 

treatment during cacao mass processing showed a decrease tendency of 

catechin and epicatechin ratios. 

Key words ; analysis, catechin and epicatechin, cacao processing 
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A. Latar Belakang 

BASI 
PENDAHULUAN 

Tanaman cokelal atau kakao (Theobroma cacao L) memang bukan 
' ' ' 

lanaman asli Indonesia. N!!mun demikian, saat ini negara Indonesia 

merupakan pengha~il biji kakao ketiga ter!Jesar di dunia setelall Panlai 
,_ . ' ' . '· . ' ' . 

Gading dan Ghana (Anonim, 20Q4). 

· Berbagai . upaya telah dilakukan o!eh pel1)6rintah untuk mening

ka!kan produklivitas kakao lnc,lol)esia .. Upaya, ters!9but a,dalah selain_ 

menambah : .!uas ,lahan produksi juga melakukan peremajaan selja 

rehabililasi tanaman kakao. Peremajaan lersebut pertu dilakukan 

mengingat bahwa tanaman kakao kila Ieiah berumur rata-rata 15 tahun, 

padahal usia produklif tanaman' ini _adalah 6-12 tahun (Anonim, 2007b ). 

P;eningkatan produktivilas kakao nasional baik melalui pertuasan 

lahan produksi maupun melaM . peremajaan . dan rehabil~asi Ielah 

dil_akukan sejak: tahun 2006 hingga .. tahun 2010. :[)iharapkan pada !<ilhun 

201 0 nanti, luas Ia han kakao Indonesia mencapai 1.1 juta heklar. Bahkan 
' ' ' 

untuk tahun 20Zo. p!lmerintah Ielah menarg~an luas laha.n pefl<!lbunan 
' ' ' 

kakao seb!lsar::114 juta heklar. Dengan luas lahan sebesar ilu, dihi!rapkan. 

akan mampu menghasilkan kakao !;Sbanyak2 juta ton-per tahun .. Ji.ka ini 

terlaksana, maka diharapkan Indonesia akan mampu menempati. posisi 
' ,. ' ' I ' '' ., ' ! 

pertama penghasil kakao dunia., Dengan demikian, Indonesia akan 
. ' ' 

menggeser posisi Pantai Gading dan Ghana sebagai penghasil kakao . . . ' . . . . . . . 

nomor 1 dan 2. di dunia dengan kapasilas produksi setiap tahunnya 
•: . . ' . . ' -· ' . - . 

masing-masing 1,5 dan 1:juta ton (Anonim. 2007b). 
. . ' . . . -· . . . 

. z;at-zal yang pa!i~ b\!l!leran dalam hal manfaat biji . kakao bagi 

kesehatan adalah zal-zal yang te.rgolong kedalam kelompok polifenoL 

Diantara sekian banyak sjlnyawa yang. termasuk kedalam kelompok 

polifenol dan cukup.luas seba~an.nya di alam (buah-buahan, sayur-mayur, 

teh, anggur merah dan kakao) adalah senyawa flavonoid. Khusus unluk 

1 
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kakao, senyawa flavonoid yang banyak terdapat dalam biji kakao ini 

adalah katekin dan epikatekin, balk dalam bentuk monomer, dimer, trimer 

maupun oligomer (Keen et al, 2005; Roy, Lundy, dan Brantley, 2005). 

Menurut Wollgast (2004), total senyawa polifenol yang terdapat dalam biji 

kakao kering yang Ielah bebas lemak berkisar antara 15-20 % atau setara 

dengan sekitar 6% biji kakao segar yang dikering:anginka~ (dengan 

kandungan lemak 54% dan kandungan air 6 °A.) dansek~ar 5% pada biji 

kakao yang Ieiah difermentasi. Hasil penelitian lain menyebulkan bahwa 
; ' ' ' ,. . 

kandungan polifenol yang terdapal dalam kakao yang Ielah dihilangkan 

lemaknya berkisar antara 12-18 %. · • (+)-katekin, (-)-epikatekin, dan 

prosianidin (60% tersusurt dalam bentuk dimer) merupakan · senyawa 

utama dari. ketompok polifei101 tersebut ·(de Brito, Garcia; dart ~mancio; 

2002). 

Pengolahan biji kakao menjadi produk olahannya dapat mem

pengaruhi kandungan kalekin dan epikatekin yang ada di dalamnya. 

Adanya perlakuan panas (pengaruh temperatur) selama proses 

pengolahan bijl kakao dapat memicu reaksi epimerisasi dari (-)-epikatekin 

menjadl (-)*atekin. Akibatnya kandungan eplkatekln dalain kakao akan 

berkurang semeritara kandungan ··katel<in akan 'bertambah (Kofink, 

Papagiannopot.llos,, dan Galensa; · 2007). • Padahal dHinjau dari segi 

manfaatnya terhadap kesehaten, zat yang dapat · memberikan manfaat 

yang"lebihbesar, secara in viva, adalah (-)-epikatekin. ·" · 

Mengingat demikian banyaknya komponen klmlii yang · teidapat 

dalam biji kakao, senientara ziit standar yang tersedla df pasaran' selain 

jumlahnya' terbatas juga mahal hargan~. 'rruaka dlpertukim s~atu metoda 

yang dapat niema~tau perubahan komposisi klmia yang terdapat d~lam . . ' . 

biji kakao beserta produk olahannya. Metoile amilisls inenggunakan 

kromatografi cair kinerja tinggi' yang dihubungkan dengan 'datektor 

spektrdmeter · 

keterbatasan 

massa diharapkan · · mampu rrtengatasi keterbatasan' 

terse but: Melode analillis inl memillkl · kelebihan 

dlbandlngkan dengan metode · kromatografi · biasa dalam : hal 
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kemampuannya mengidentifikasi suatu senyawa berdasarkan rumus 

empiris dan bobot molekul ion (Ahonim, 2005) .. 

B. Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah : ( 1) memperoleh met0de anal isis. yang 

tervalidasi dan dapat digunakan .untuk menganalisis senyawa katekin dan 

epikatekin . yang terdapat . dalam biji .kakao beserla produk olahannya 

menggunakan kromatografi cair kine~a linggi yang dilengkapi dengan 

deleklor speklrometer massa, dan (2) mengelahui pengaruh lemperatur 

selama proses pengolahan terhadap perubahan komponen·komponen 

yang terkandung dalam biji kakao, khususnya katekin danepikatekin. 

' . 
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A. Klasifikasi Kakao 

BABII 

TINJAUAN PUSTAKA 

Kakao atau cokelat merupakim produk yang dihasilkan dari biji 

kakao. T anaman penghasil biji kakao ini · dalam bahasa Latin dikenal 

sebagai Thei:Jbroma cacao L Klasifikasi tanaman kakao ada!ah Sebagai 

berikuf(Jones dan Luchsinger;·1987): 
'c' 

Kingdom :Plantae 
C• j . 

. · . ,., .. 
' 

. . 
Subkingdom . : T racheobionta 

' •.· : ': ,' 

Supemivisio : Spennatophyta 

Oivisio : Magnoliophyta 

Kalas : Magnoliopsida 

Sub-kelas : Dilleniidae 

Ordo : Malvales 

Familia : Sterculiaceae 

Genus : Theobroma 

Spesies : Theobroma cacao L 

B. Tanaman Kakao di Indonesia 

Kakao merupakan selah satu komoditas perkebunan yang 

peranannya cukup panting bagi perekonomian naslona!, khususnya 

sebagai penyedla iapangan kerja, sumber pendapatan dan devlsa nagara. 

Disamping itu, kakao juga berperan dalam mendorong pengembangan 

wilayah dan pengembangan agroindustri. Pada tahun 2002, perkebunan 

kakao Ieiah menyediakan lapangan kerja dan sumber pendapatan bagi 

sekttar 900 ribu kepala keluarga petanl yang sebagian besar berada dl 

Kawasan Timur Indonesia (KTI) serta memberikan sumbangan devisa 

terbesar ketiga sub sektor perkebunan setelah karet dan kelapa sawit 

dengan nilai sebesar US $ 701 juta (Anonlm, 200B). 

4 
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Perkebunan kakao Indonesia mengalami,perkembangan pesat sejak 

awal tahun 1980-an. Pada tahun 2002, areal perkebunan kakao. 

Indonesia tercatat seluas 914.051 hektar. Sebagian besar (87,4 %) areal 
'L•, ' ' , • , •• ,. • ,. , , ' 

perkebunan tersebut dikelola oleh rakyat dan selebihnya 6,0 % 
' ' ' ' •! . ,'' ~' - ." '·- ' 

perkebunan besar negara serta 6, 7 % perkebunan besar swasta (Anonim, 

2008). )' / 

Menurut Spillane (1995) yang dikulip Rosniawaty, Ratnadewi dan 
·~··:{' ",. ,;p_ "' ---. - ,. 

Sudi~a (2007), secara umum tanaman· kakao dibagi dalam dua 

subspeciei yaitu citato dan Forastero. Criolo "merupakan rnerUpakan tipe 
'. , • - , ' , . . . ' ' -r t ' . -

kakao pilihan (mulia) aan buahnya · berwama merah. Bijinya eenderung 

berbentuk bulat dan berwama putih di begian dalarn' serta'meh~ti~silkan 

kakao dengan rasa yang lembut dan fstimewa, akan tatapi mudah tertrena 

penyakit. f=Orasiero merupakan merupakan 'tipe yang 'bermirtiJ · rend~h 
(kakao lindak) dan buahnya berwama hijau. Bijinya kecil dan tipis. Rasa 

Forastero lebih kuat' dan 'digunak8n dalarrr"proouksi coldat biasa daii 

coklat susu. Janis kakaq yang lai~ .• 13dal;!lh Trinitario .. yang merupakan 

hasil- penyilanga~ · darj jenis Criolo .dan. Fprastero. Jenis Tri,nitario . !Ida. 

menghasilkan biji ~ang tarmasukkakao.mulia danaqa pula yang termasuk 

kakao lindak. 

Jenis tanamali kakao yang dibudidayakan. sebagian besar adalah 

jenls kakao lindak (bulk cacao) dengan sentra produksi utama' adalah 

Sulawesi Selatan; Sulawesi Tenggara dan Sulawesi Tengah. · Disamping 

itu, juga dibudidayakan j!mis kakao·mulia (edel cacao)' oleh pei'kebunan 

bes;ar negara di Jawa Tjmur dan Ja"1f!l Tel)gah (Anqnim, 2008}. 

· · · · Kakao · rriulia dan kakao lindak • berslfat korr\plementar (saling 

melengkapi). Kakao mulia berfungsi Sebagai peneainpu((b/ending) dan 

pelengkap dalam pembuatan · hasil ·akhir · industri kakao,. Kakao lindak 

merupakan kakao yang mernpuh1iai prospek untuk dikembangkan· sebagai 

komodHas perkebunan rakyat . Kal<ao lin~ak mempunyai sifat cepat 

menghasilkan dan produktivitasn)ia liriggi:· 'Secara• garis besar· perbedaan 

• 
i: 
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dad kedua jenis· kakao • -tersebut dapat. dilihat pada TabeL 1 • berikut 

(Sakdiyah, 200&), ; 

. '' ·'' . . . 
Komponen. KabC) lindak 

Bentuk buah Bulat telur- lonjong Bulat- bulat telur · . ·'· 
Hijau Wama buah muda Merah • ,, .. " ' ,. ,_ ., 

B~ntukbiji eesllt dan bulat Kecil dan gepeng 

Berat biji kering > .1 ,2. gram .. . . . . . . . , ~ta,rata_l gram 

W~.kotiledor1 . _dominan ungu 

K!illl~upgan lemak biji 

lebih pail< .... kurang -. 
\Jkuran dan berat biji hO_\l,\9961) , , , . , • _heterogen 

< ·.' ' 0 ' • ' : • r .[ ·/ 

C., Senyawa Aktif yang Tli!rdapat.dalam Eliii· Kal!ao . ·. . . , , , . , 

· Tanainan ·• kakao mengandung·• senyawa alkaloid' yang dik'enal· 

dengan' nama teobromin. 'Kandliiig'an · senyawa' alkaloid· ini dalam biji 

kakao sekitar · 1 hingg!l' 4 persen. Selain teobromih,' biji klikao juga 

mengandung alkaloid kafein dalam jumlah kecil, yaitu sekitar 0;2 hingga 

0,5 persen. Dibanding kafein, senyawa ~bromin ini-memiliki !!tel! yang 

kurang, kU!il terhadap susun!!n saraf. pusat. Seny;!IW!!_ teobr(lmin lebih 

~nderung memiliki efek diuretik dan· re_laksan .-terhadap ,qtol, meskipun· 

penggunaannya secara rutin sudah ditinggalkan (Dev;ick, 1997). . ,, 

Zat-zat yang paling berperan dalaiil hal'marifaat biji kakao adalah 

zat-zat yang tergolong kedalam kelompok polifenot Seoyaw~ ,polifenol 

terseb.ut tersimpan dalam ~l::seJ pigm~n .koliledon. ,Senyawa ,polifenol 

utafl!a yang terdapat dalan) .biji kljkao adalatt l<!$lkin, epika1ekin, ,c!imer 

prosiani.:Ji!l B2, .dimer; prosianicijn. 85; dal) _bentu~ oligpmer prosianidiQ 

(Wollga$\,;2004). , Seluruh Si1!1Y8Wa polifenql terseb~ met:niliki slrul<t!Jr. inti 

flav!1n-3.,otyang dapatdilihat pada .. ~amb~r .1. . 
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K;llekin Epika1e~i11 
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OH. 

"}~ OH I 
!limer l'rosianidin liS 

(X
OH 

··"''~\ OH . . . 

.,,40H. 

. H. . 
Dimer Pros.ianidin ·a2 

OH 
Oligomer ~~~anldin 
(n""l· !0) 

Gamber 1. Senyawa polifenol utama yang terdapat dalam biji kakao 

7 

Selain ilu, dalam biji kakao juga terdapal senyawa poiHenol lain 

dalam jumlah sedikit. Senyawa polifenol tersebut adalah galokatekin dan 

epigalpkatekin. Kequa senyawa tersebut banyak terdapat dalam tanaman 

tBh (Wollgast, 2004). Seperti halnya dengan senyawa polifenol utama, 
'-.· . . . 

galokatekin dan epigalokatBkin juga memiliki struklur inti flavan-3-ol, dapal 
• - ~- ·- • • • • p • • 

dilihat pada (3ambar 2. 

OH 

Gnlokatekin 

OH 

OH . . . 
, OH 

''IOH 

OH 

Epigalokatekin 

Gambar 2. Senyawa polifenollain yang juga terdapat dalam biji 
kakao 

I 
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Sefain dari kedua jenis senyawa pollfenol di alas, dafam biji kakao 

juga mengandung senyawa polifenol non flavan-3-oL Senyawa-senyawa 

tersebut ada yang memiliki struktur inti flavonoid dan turunan asam 

hidroksi sinamat 

Jalal dan Colin (1977) melapori<an adanya sejumlah kecil senyawa 

flavonoid (kuersetin) dan asam klorogenat {turunan dari asam hidroksi 

sinamat). Senyawa kuersetin tersebut biasanya dalam bentuk glikosida. 

Senyawa gula yang umum berikatan dengan kuersetin adalah arabinose, 

glukosa dan galaktosa. Adakalanya senyawa kuersetin tersebut juga 

berikatan dengan asam glukuronat seperti yang dilapori<an o!eh Andreas

Lacueva et a/ {2000). Namun senyawa kuersetin yang terdapat dalam biji 

kakao adalah bentuk glikosidanya berikatan dengan remnosa (kuersilrin), 

dapat dilihat pacta Gambar 3. 
OH 

""'" I HO 0 

"""' 
OH 

0-R 

H 0 

Kueoitrin 

R = r.:mfl05il 
R,""H....;... kue~ 

Gambiir 3. Senyawa po!ilenol non-flavan~3-o! yang terdapat dalam biji kakao 

Sanbongi ei a/ (1998) Ieiah melapori<an adanya senyawa lain yang 
- ··, 

juga terdapat'dalam kakao. Senyawa tersebut merupakan bentuk amida 
·-. . , ,·' . !r.: !! 

dari suatu asam amino dengan asam hidroksi sinamat Nama trivial 

senyawa tersebut adalah klovamide dan dideoksi klovamide, dapat dilihat 

pada Gambar 4. 

Dideoksiklovamida atau 
p-ktimaroilriroslo .. -

Gambar 4. Struktur kimia klovamida dan dideoksi klovamida 
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D. Manfaat Kesehatan Blji Kakao .. 

Biji kakao memiliki manfaat yang tidak sedikit .. Hal ini dibuktikan 

dengan cukup· banyaknya tulisan yang· dimuat dalam jumal ilmiah yang 

menguraikan manfaat biji kakao bagi kesehatan. Manfaat kesehatan dan 

biji kakao dapat dikelompokkan ke dalam 4 (empat). kelompok, yaitu >(1) 

manfaat sebagai antioksidan, (2) manfaat yang berkaitan denga!l k&nker, 
' ' . ' ' ; ' . ' ' ' '· 

(3) ryanfaat yang berkaita.n. dengan kesehalan kardiovaskuler, dan (~). 

maofaa.t yang berkaitan dengan respon imun dan antiinflamasi (Wollgast, 
" ' ' ' ' . ,_ ' ' ' ' --

2004). 

1. Manfaat aebagai aritioksidan 

Sifat antloksidan yang 'dimiliki o!eh senyawa deng~n struktu; ·i~ti 
. - . . - . , I , , -:. - - . --.: , - ~ . . ' 

flavanol didasarkan alas struktur s~iflk yang dimiliki oleh senyawa 
, . ' : '. - ' ' ' - - ' ' . 

te.rsebut. st~ruktur spesilik yang dim~ksud adalah adanya gugus hidrokSil . ·- . -·· ' ,' ' ' 

pads cincin flavan (khususnya 3',4'-dihidroksi pads cincin B), panjang 
' ' ' -- 'i> . ' .-.. 

cincin oligomer, serta sifat stereokimia molekulnya. Adanya struktUr 
' . - ... ' ' - ' ., { ' - i _--

spesilik itulah yang menyebabkan senyawa flavanol tersebut berfungsi 

sebagai .zat anfloksidan baik sebagai donor hidrogen (peredam radikal) 
' . . . . - . ' ' . . ; . . . . ' . 
111a~pun pengkelat ion logam (Keen et al, 2005). 

Kal\ao dan senyawa-senyaWi' flavanol serta prosianidin, yang IEllal) 

dimumikan dan kakao dilaporkan mampu,menahaf1laju oksid.asi LDL (Lqw 
Q~;nsity Upoprotein) yang diperantarai . oleh logam tembaga da~ ~~ 

endotelial, mengurangi jumlah spasies oksigen reaktif yang diaktifkan 

!eukosit, melindungi erittrosit dan hemolisis, dan menghambat oksidasi 

DNA (Deoxyrlliose Nucleic Acid) yang diinduksi sinai ultra violet C (W-q.' 
Dalam- hal kemampuan menghambal oksidasi DNA yang diinduksi sinar 

lJV~C; senyawa flavonoid .yang terdapat dalam kakao sama efektifnya 

dengan vitamin C, E dan glutalion. Yang menarik· adalah balk kakao 

bubuk: · maupun ekstrak kakao memiliki kapasHas antioksidan yang lebih 

besar dibanding dengan bahan pangan lain yang kaya flavanol seperti teh 

hijau, teh hitam, anggur merah, bawang putih, dan strawbeny (Keen et al,. 

2005). 
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2. Manfaat yang berkaitan dengan kanker: · · · 

. Kerusakan oksidalif rriemiliki peran utama dalam hal timbulnya 

berbagai tahap karsinogenesis. Oleh·.karena itu, adanya sifal antioksidan 

yang · dimiliki oleh kakao sebagaimana Ieiah disebutkan sebelumnya 

memiliki andil dalam hal pencegahan timbulnya kanker (Wo!lgast, 2004) .. 

'Ri>manczyk et al (1997) telah menguji sifat antikarsinogenik ekstiak 
• • • ' ·' ., -, f • ' • 

kakao menggunakan beberapa sel kanker mamisia: T ampaknya hanya 

berituk oligomer prosianidin. ktiususnya dengan 5 (lima) hingga 12 (dua 

belas) satuan monomer, yang menunjukkan efek antikarsinogenik tersebut. 

Diantara bentuk oligomer tersebut, temyala bentuk oligomer. dengan 5 
' • ., > ' '' 

(lima) satuan monomer (pentamer) memiliki efek yang paling kuat. Diduga 

mekani~~ antikarsinogenik '. dan prosianidin ~rsebul .. meliputi 
. - ' ' . ' ' . ~ -:j - _, .. ' .- ~ 

penghambatan pemecahan untai DNA, pembentukan ikalan Silang antar 
' -

protein DNA, oksidasi radikal bebas dan nukleotida yang · berkailan 

dengan 'sifat antioksidalifnya seperti halnya penghambatan aldivilas enzim 

slklo oksigenase 2 dan DNA topoimerase. Lebih dari itu, senyawa' 

pro~ianidin mengendalikan pembentukan oksida nitta! bleh makrofag: 
. ' ' 

mempengaruhi oksida niirat ,sintase yang dapat diinduksi (inducible Nitric 

Oxide Synthase = iNOS), dan dengan demiklan mempeng~ruhi 
ribonuklease· reduktase, · sualu ·enzim yang mengubah · ribonukleotida 

menjadi . deoksiiibonukleotida Y3ng panting. bagi sintesis DNA ... ·Adanya· 

hainbatan peaa sintesis DNA ini yang dapat menahan laju pembelahan 

sel tumoryang ceria!. 

3. Manfaal yang berkaitan deng;.n kesehatan kardiovaskuler 

. Salah satu penyeoab timbulnya masalah kesehatan kardiovaskuler 

adalah karena tidak-lancamya aliran darah pad a pembuluh kardiovaskule,, 

Ketidak-lancaran · aliran darah · tersebut dapaf disebabkan oleh 

menyempitnya pembuluh· darah akibat timbulnya plak-plak a!erosklerotik 

a tau karena · adanya :sumbatan •yeng ;·disebabkan oleh trombus (Olson; 

2004). c '; 
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· Plak-pfak ateroskferotik akan terbentuk jika ada bentuk teroksidasi 

LDL yang menempel· pada depos~ temak pada .pembuluh darah. · Oleh 

sebab it(l;zai'Zai yang memiliki sifat antioksidan {seperti flavonoid) dapat 

mencegah timbulnya plak-plak aterosklerotik. (Roy, Lundy, dan Brantley; 

2005). 
'' I ' ' ,;.. , ' ' , ·' . , . 

' " 
Selain melalui efek antioksidan, senyawa flavonoid yang terdapat 

•, 
' ' 

dalam kakao juga dapat mempengaruhi kesehatan kardiovaskuler melalui . . . . ' 

mekanisme lain. ·Konsep aterogenesis saat ini meliputi keterlibatan sistem 
. _,. ' '• \ ' ' \'. . . . _,-- ., 

imun dan radang inflamasi kronis melalui tahap-tanap inisiasi dan 
· . ·. , . · I - . . , _ •·. ' . _ 1 • • • • , , • • , • , • r -· • , , 

perkembangan alerosklerosis yang rumit Pengaktifan endotelial vaskuler 

dengan pengaturan adhesi molekul dinyatakan' memiliki perari' panting' 
.· ' ' ' ,- . . . ' ' - '" ' ' - . . - •'. . ' - . -

dal!lin hal timbulnya inflamasi llaskuler · dengim' membiarkan adhesi 
• u'i~ ', • '•C ''' ' _l I o _ ', ' ' 0 ' ,'•" 0 - 0 , 0 • ' • 

leukosil dan monosil pada endotelial vaskuler selama tahap · awal ,, .. ,, ' '., '. ' ,.·' .:. . .. : ·-. -·~-' . ;_.·: .. 
ataragenesis. Meningkatnya reaktivilas platelet dan pembentukan agregat 

'-' -,_ '.. ' . •' ,. -.. - ," 

karena kelainan endotelial akan mendorong limbuln}'a tn:imbosis arterial 
' . ' . 

da~ aterosk~rosis (Steinberg, Bearden, dan Keen; 2003). 
' ' . . " . ' ' 

. SenyaVJa . polifenol ya~g terdapat dalam kakao te.mya.ta dapat 

menghaml:!at aktivasi platelet secara ex vivo sebagaimana dilaporkan oleh . ' - ' - . . - . . . - - . - . . 

Rein et al (2000). Beberapa indeks aktivasi platelet berkurang d,alam 
" ' -

rentang waktu 2 ,(dua) dan 6 (enam) jam setelah .pembenan minuman 
,', _ •. :.1- ·-. ·.- ..... _,·;··· .;' 
kakao. Hal yang sama JUQa teqadt terhadap eksprest P-selektin yang . . ' . . 

distim'ulasi ADP. · Adatiya · ekspre$i P-selektin :fang distimulasi · ADP 
. :- -'. . - . - :' : -- . ' .- . ; . ' . ' ' ' - ' - . . . . - .. · . - ' -. 

merupakan senyawa penanda biologis adanya trombogenisitas. 
- ,_. . '" -

Ad~nyijl penQh?!llbaian terhadap a,ktivasi platelet juga ~~~~P?rkan 

oleh Schramm et al (2001) namun mel'\llui ~kanisme .W~ yaitu 
" 

perubahan metabolisme sekunder dari eikosanoid. Eikosanoid 

merupakan metabol~ bioaktif dari asam arakhidonatyang berpera~ dalam 

proses inflamasi. Dua senyawa eikosanoid yang dijadikan acuan dalam 

menilai adanya proses inflamasi adalah leukotrieh dan 'p'rostasikfin: 

Leukotrien. akan menstimulasi agregasi platelet sementara . proslasiklin 

akan menghambat · agregasi platelet Leukolrien • merupakan 

' ,. 
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vasokonstrtktor dan proinflamaton. sementara prostasiklin . merupakan 

vaSOdilator•. dan antiinflamatoli: Proses . inflamasi terjadi .bila kadar 

leukotlien. lebih • basar dibanding prostasiklin. Pemberian: produk. kakao 

temyata dapat menyeimbangkan kadar prostasiklin dan leukotrierL. 

4. Manfaat yang berkaltan dengan respon imun dan antiinflamasi 

Sanbol)gi et al (1998) telah mel~kukan penelitian efek pollfenol yang 
'' '> ' :. ,. . . - ' ; ·,. - ' . - ' ,. . ', '-- . , ' ---

terkandung dalam cairan kakao pada berbagai sel imun manusia dan 
" " . " , .; , ' ; , d '. ' -- , ' -· - - .,, , , -. ' --

fungsi-fungsinya secara in vitro. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sifat 
'-' • '. ~ -.' , • .1'"' - • ' , ·c ' ',.' , , . 

imunosupresif senyawa flavonoid yang terdapat dalam kakao akan 
.; -c·~' o•-' · ·.··-_.· 1; ./ ,," ', , - "'. '·_· .. · .. ."f•_,. 

menurunkan produksi. hidrogen peroksida dan anion superoksida oleh 
. i ~ • ' ,' '' ' ' ' ! ' , ' • ; , , 0 

• J " ~ J , ' , : , ' ,_·., ' • ,_I 

granules~ yang distimulasi forbol miristet asetat dan limfosit yang 
; : - . :'-" - . _'. :~ -,, '. ' -· - ' . ,, . :, ' .. - -

distimulasi vitamin K. Senyawa-senyawa flavonoid tersebut juga menekan 
;'C'./';_' ;:., ,,,• _- ' ' •, •••· -.- ' -' 

proliferasi .li'":lfosit se!;la pro<luksi mRNA interleukin (IL)-2 dl!n protein Y:"nll 

berpa"ian d~lam ;espon ·· fitohemaglutinin. · ll-2 berperan dalarn ~nge~-
. '' _:·1:: .: ', ·, ·,, .'' .. . ; _,_- '/ ' ,:;-: ... 

dalian ekspansi sel T dan aktivasi serta pengaturan produk-produknya 
' '' .. '... . ' ' t : ;,. ' . '. : ' . ; 

yang menupakan reaksi awal respon imun. Jika dibandingkan, efek 

pengharnfiatan terhadap pOOduksl spesies oksigen reakftf dan proliferasi 

limfosit antara epik2rtekin dengan tool! senyawa polifenol kakao hasilnya . 
sama. 

Mel)urut .Romanczyk et at (1997), aktivitas anti-inflamasi dan 
,. • l . ' .' • '- ,, • • ;~' .,_ ': ( ' '' • ._ 

pengaturan sistem imun tedadi melalui penghambatan enzim fosfolipase 
• --. ---' • " -----· ,f ,. 

A2, siklooksigenase dan 'lipoksigenase dan akibatnya terjadi penuruna~ 
- --- -- . -' --- ,_ . . . ''.'' 

kadar prostaglandin E2. Telah diketahui bahwa senyawa flavonoid 

merupakan ' antioksidan kuat dan mampu' menghamliat 'l<erja . enzim 

siklooksigenasef dan lipoksigenase. • ·. 

E. Pengolahan Kakao 

, ·Proses .pengolahan ·buah kakao. menentukan · mutu. ·produk akhir 

kakao;.karena dalam• proses int terjadi pembentukan calon citarasa khas 
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kakao dan pengurangan ci1arasa: yllng tidak dike~ndaki, .misalnya rasa 

pahit dan sepat , · Tahap"tahapi yang; umum dilakukan dalam proses 

pengolahan buah kakao adalah (Anonim,·2f'l07a): 

a. Pemeraman buall 
' ' '' I 

Pemeraman buah b.e~uju'Jn , ~n1uk rnemperoleh kes!lragaman. 

kematangan buah serta ,m!"mudahk.an. pengeluaran biji dan buah kakao. 

Buah dimasukkan kedalam keranjang rotan atau sejenisnya, disimpan di 

tempa1 yang bersih der\gan '; alas'' ilaurklaurian 'd~n' j)erriuikaah 
. ' " ' ' ' ,: ' - ,' ' ' - . - . '' . ' - : 

fumpukannya ditutup pula dengan daun-daunan. Pemeraman dilakukan di 
' ' . . ., ,.·, ., ". ' ,; ' ',-, '' .-. -· . ' ' ' ' . ' ' ' 

tempat yang teduh. Lamanya pemeraman silkitar 5-7 hari (maksimum T 
hari). ' , ·• ·, ' · ;· 

-, ' 

b. ""'meca!'an bqah 

Pemecahan atao pembelahiln buah <kakao dimaksudkan untuk' 

mendapatkan biji kakao. Pemecahan bua.~. kakao harus dUaku~an secara 
. . ' ;:·, ' ' ... , . ' 

hati-hati agar tidak melukai atau merusak biji kakao. Pemecahan 
. ' ' - .,. - . ' . --

dilakukan merlggunakari pemukul , kayu atau memukulkan · buah satu 

dengan buah iaiimya. Ha,;s llihindari kontiik langsurig deifgan bimaa

benda logam, karen a dapat mer\yebatikan · wama biji kakao in'enjadi 

kelabu: Biji ki:tkao dikeluarkan, lalu dimasukkl!n ·ke dalam ember plastik 

atau waaah·lam yang bersih sedangkan empulur yang melekat paoa biji' 

dibuang.' · 
... ': .. ,. 

c. Ferrnenta"i 

Fermentasi · dimaksudkan-'untuk memudahkan 'melepas zat lendir 

dari permukaan kulit biji serta menghasilkan biji dengan mutu dan aroma 

yang baik. Selain itu, biji yang dihasilkan lebih tahan terhadap, hatn~' dan 

jamur selama penyimpanan Serta merlgnasilkan biji dengan warria yang 

cerah dan' barsih. , Ada 2 (dua) caia ferrileritasi, yaitu' : fermentasi 

menggunakan kotaklpeti filnnentasi dan · ferilientasi , · meliggunakan 

keranjarig bambu. · · 
,, ., 

!: 
' 

i 
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(1) Fennentasl menggunal<an.kotaklpeti fermentasl ', . 

Biji ·kakao dimasukkan ka .dalam kotak yang terbuat dari lembaran 

papan yang berukuran panjang 60 em dengan: tinggi 40 em (kotak·dapat 

menampung ± 100 kg biji kakao basah). Setelah itu kotak ditutup dengan 
• - .:, ' • ··: ' f' .- • '' • -;: 

karung goni/daun pisang. Pada hari kg.3 (setelah 48 jam) dilakukan 

pembalikan agaHemientasi biji merata.· Pada hari ke-6 biji-biji kakao 

dikeluarkan darl kotak feiinentasi aan slap untuk dijemur. · · ·· ' 
_,, / ,._, 

(2),Fe~ntaslmenggunakan keranJ,ang b8mbu ... ·' 

, Keranjang ba111bu. ~~g ak!i!n, (jig~0ak!"n di!J,e,r:sihkan te~'!bih_ d,ahulu 
' . , ,_ .. _., . ·-·- '' ' ·' .. 

dan dialll.si deng~n daun .pi~an,9. ~an~, K~!l'u(ji,an biji kli/.~a.o d,i~~~~k~an 

(keranjang dapat menampung ±50 kg biji kakao basah). Setelah itu tutup . ;- . 
keranjang dengan daun pisang. Pada hari kg.3 (setelah 48 jam) dilakukan 

pembalikan agar fermentasi biji merata. Pada han 'kels biji-blji kakao· 

dikeluarkan dari kolak ferm\'lntasl·dan siap uniuk, dijemur . 

. , . -· . : . , . -.I·;. -•'. ;,('_ "'-
d. Perendaman dan Pencucian 

'- . ', ·" 
Tujuan pe~ndaman :!!an fi8!1CU~\an adalah menghenti.~an proses . . · 

femnentasi dan memperbaiki kenatl)pak,an biji. . Sebelum. pencucian, 
• ·' d, --· " "' "-

dilakul<an perendamao ± 3. jam ag;ilr biji memiliki , kenamp.akan yang. 
' - ' - ·' ' - , - -· 

men<!rik dan ,bl!~ma .f'Oklat;J;Ii!rah. Rencucian dapat dil'i!kukan secara - - , , ' . 

manual", (mengg~nakan. tar~gal1), ·<!ll!U menggunakan mesin ,pencuci. 

Pencucian yang terlalu bersih, hingga selaput lendimya hilang sama sekal.i, 

selain menyebabkan kehilangan berat juga membuat kultt biji rapuh dan 

mudah tarkelupas. Umumnya biji kakao yang dicuci adalali' jenls edef 

sedangkan jen.is.lindak tergantuog, pada pamnintaan pasar. . · 

. ' 
e. Pengeringan 

- ... ·. .. . . -, .. ! \ 

. . Pengeringan. dapat ? dilakukan , .. dengan, cara .· f(\aojemur, 

menggunakan mesin pengering a~\! kombinasi, ~eduanya, P.ada proses 

pangeringl(ln .teljadi sec:likit. fermentasi lanjutan dan panurunan k~ndungan 

air dari 55-80 persen menjadi 6-7 persen. Selain itu, te~adi pula 
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perubahan-perubahan kimia untuk menyempumakan pembentukan aroma 

dan wama yang baik. 

Suhu pengeringan sebaiknya antara 55-60 •c dari · lama 
·.• ' ' ' . - .· . l 

pengeringan sekitar 20-25 jam jika menggunakan mesin pengering. Bila 

pengeringan dilakukan denga'n cara menjemur di bawah sinar matahari 

maka ·lama pengeringari sekliar 7 hari bila cuaca 'bai~ dan ·sekitar 4 

minggu bila banyak hujan. Biji yang kurang kering (kandungan air di alas 

e %} akan rriudah dilumbuhi jamur. 
' ' . : 

f. Sortasi 

.. · so(tasibiji kakao kering djmaksudkan untuk memisahkan a0tara biji 

yaog balk deng~n biji Yang c;acat (biji peC<lh), kotoran atau, .beoda asing 

lainnya (batu, kul~ dan daun,daunan). Sortasi dilakukan. sete.lah 1-2 hari 
' ' > ' ~ • •• r ' - ' • ''- ' ' ' ' ' 

pengeringan dengan maks!JQ . agar kaodungan air ~lam bijj mencapai . ' . . . -

keseimbangan sehingga biji tidak terlalu f<IP~.h dan tidak mudah rusak. 

sortasi dilakukan menggunakan ayakan yang dapat memisahkan biji 
' ,_ ' ' ' ·' 

kakao dengan kotoran-kotoran. 
::: . . ' 

g. Pengemasan dan Penylmpanan · 

. Biji kakao. dikamas dengan baik meriggunakari wadah yang bersih 
. ' " ' - ' ' ' . -
dan kuat Biasariya menggunakari karUilQ goni dan tidak mengguriakan 

kaiung :pla:Stik. Biji 'kakao disimpan dalam ruangan deng~n kelembaban 

tidak metebihi 75%, berventilasi cuku~ dan bersih. Antara tiu1tai dan 

wadah biji kakao diberi jarak ± 8 em dan jarak dari dinding ± 60 em. Biji 

kakao dapat disimpan 'hingga sekilar 3 bulan. . .. 

Jangan meletakkari biji kakao bersama-sama dengari produk 

peria~i~n lai~nya yang berba~ keras karena biji kakao dapat menyerap 

bau-bauan tersebut. Biji kakao juga jangan di~impan di alas para-para . ,. 
dapur !<arena dapat mengakibatkan biji kakao berbau asap: 

.. 
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2. Pengolahan Biji Kakao 

Menurut Direktorat lndustri Hasil Perkebunan dan Kehutanan 
. . . 

(Anonim, 1994), proses pengolahan biji kakao menjadi produk olahannya 
I . . , : , "- ', - , ' - . , . . • ': : : , 

dilakukan melalui tahapan proses sebagai berikut : . 
. , ! '. ' . I .. 

a. Biji kakao dimasukkan ke dalam separator untuk. dipisahk,an dari 

·. k()toran,kotoran yang tersangkut. . P~isahan. juga dilakukan. terhli!tJap . . . . 
batu-batuan dan logam-logam yang tersangkut sehingga kadar ~otora~. 

yang tersisa kurang dari 3 persen. 

b. Biji kakao yang telah bersih, disangrai pada suhu 100-130 •c hingga 

kadar' ak ylihg terkandurig maksimum 5 •· persM. PeiTfanasan ini 

. guniinya untuk ineintidahkan pemisatiali kulit dan mengatur wama biji 

kakao. Setelah pemanasan, biji kilkao·yan~'Sudah kering dipi5ahkan 

dari kul~nya dan tlimasukkan ke • dalam silo 'nib, seoang ''kulit 

·. dimasukkan Ire dalam silo kulit. 
··; ' ' '. ' - i .. - - -

c. Biji kakao yang Ieiah dipisahkan dari kulitnya (nib) diolah menjadi 

paste kakao melalui proses penyangraian dengan kondisi pemanasan 

pada suhu 130-140 ·c. Hasil yang .diperoleh ·dimasukkan k.e ,d;;lam 

mesin penggiJing, kem~dian. digiling kembali pada mesin penggiling 
- . - . . . . ' . . . . - - ' 

kedua untuk menambah tingkat kehalusannya. Pasta kakao yang 
, , __ · .. ,; ·,(;_, , .. : -- ·. -._.,, .. :: ·._, •;;.r,~ . 

. clihasilkan dapat langsung dijadikan ,bentuk batangan atau diproses 

)ebih lanjtJI untuk meng~as\lkan lemak kakao {cocoa butter) dan buM 
' ' - ' .' . . ' - ' .. 

. . kakao (cocoa powdel). . . 

d. Pasta kakao dipisahkan dan: lemaknya . d!>ngan cara pengepresan 

sehingga diperoleh hasil samping berupa lempengan kakao {bungkil 
' : : - : ' ' ' ( . ' . : ' ' ' ' - ' ' ' . ' ' ' ' . 

kakao) yang masih mengandung kadar lemak sebesar 1.0 persen. 
'; . ' . ' ' ' ' ' . ' ' . ' ' 

. Bungkil kakao kemudian digiling kambali hingga diperolehkakao bubuk. 

Kakao bubuk ini kemudian diayak menggunakan ayakan ukuran mesh 
' : ' ' ' ' ' . . . . :· . : ' ' . ' ' ; 

200 untuk mendapatkan bentuk yang lebih halus. Kakao bubuk yang 

Ieiah dihaluskan ini Ieiah siap untuk digunakan sebagai bahan baku 

lanjutan untuk berbagai produk kakao olahan. Semenlara itu, lemak 
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kakao yang diperoleh dimasukkan ke dalam p!astik dan didinginkan, 

atau dimasukkan ke dalam kotak kemasan dan siap untuk dipasarkan. 

F. Kromatograli Cair Kinerja Tinggl (KCKT) 

1. Teori 

Kemajuan dalam bidang teknologi kolom, sistem pampa l<~kanan 

tinggi, dan detektor yang relatif .sensitif Ieiah menyebabkan perubahan 

kromatografi kolom cair · menjadi suatu sistern pemisahan · dengan 

kecepatan • dan efJSiensi . yang · tinggi.. · Metode · ini dikenal sebagai 

kromatografi kinerja linggi (KCKT) (Skoog dan Leavy, 1992). ~ · 
. " . - . '. ". , r , , , . - , , • , , • 

' KCKT memilikibanyak kelebihan dibanding rrietode analisis lainnya. 
-; - . ' ' ' -- . 

Kelebihan tersebut diantaranya adalah (Johnson ~an Stevenson, 1991): 

a. Waktu anal isis relatif cepat. ., ·--

b. Daya pisahnya cukup baik. 

c. Peka. · 

' 
d. Pemilihan kolom dan eluen sangat bervariasi. - -. ' . 

e. Kolom dapat dipakai kembali. 

f. . Dapat digunakan untuk molekullle!>ar da.n. kecil. 

g.'· Dapat rrienghitung sampeldengan kadar yang sangat rel!dah. 

2. Komponen-komponen KCKT 

Komponen-komponen penting dan KCKT adalah pampa, injektor, 

kolom dan deteklor. 

a. Pompa 

Pompa berfungsi untuk mengalirkan eluen ke dalam koloin. · Jerii>l

jenis yang· digunakan •an tara• lain pampa tekanan : tetap, dan· pampa 

semprit (Johnson dan Stevenson, 1991). 

I 
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b. lnjeldor. 

lnjektor berfungsi untuk memasukkan sampel ke dalam kolom. 

Jenis-jenis injektor antara lain aliran henti, septum, katup jalan kitar, dan· 

autoinjektor (Johnson dan Stevenson, 1991; Skoog dan Leavy, 1992). 

c1, Kolom .. 

• · Kolom berfungsi untuk memisahkan • :masing-masing. komponen. 

Kolom . merupakan bagian panting dalam KCKT, karena kolom ikut 

menentukan keberhasilan analisis. Kolo"! dapat dibagi menjadi. 2. (dua) 

kelompok, yaitu : .kolom analilik (diameter: dalam 2-6• mm) dan .kolom 

preparatif (diamater dalam 6 mm atau lebih) (Johnson dan Stevenson, 
•' f , , I • • ., ; , ' • , ' " , " ' " • I '' , I 

1991; Skoog dan Leavy, 1992) . . " . .: i• 

d. Deteldor 

Detektor berfungsi untuk mendeteksi .atau · mengidentilikasi 

komponen yang ada di dalam eluat dan mengukur jumlahnya. Jenis-j~nis, 

delektor yang dapat digunakan antara lain detektor serapan optik, detektor 
' 

indeks bias, detektor fluorisensi, detektor elelitrokimia, detektor · ionisasf 

nyala, dan detektor radioaktif. 

Khusus untuk pemakaian detektor UV-Vis, pemilihan fase gerak· dan 

pelaru1 juga perl.u. memperhatikan panj~IJ9 gelombang penggal .UV {UV

cut off) (Johnson dan Stevenson, 1991; Skoog dan Leavy, 1992). 
, .. ' 

3. Fase Gerak 

Dalam KCKT, fase gerak adalah selah satu dari variab.el ,yang 

mempengaruhi pemisahan. Variasi fase gerak pada KCKT sangat 

beragam dalam hal kepolaran dan selektivitasnya terhadap licimponen 

di;ila[\' sampel. . -' . ,; ' ' . ' ,, ' 

· •, Fase .. gerak yang baik harus mempunyai sifat-sifat.sebagai berikut 

(Johnson dan Stevenson, 1991) : 
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a. Mumi. 

b. Tidak bereaksi dengan kolom. 

c. Sesuai dengan detel<lor. · 

d. Dapat melarutkan sampel. ' . . . ' . ,· 

e. Selektif terhadap komppnen. , 

L . Viskositasnya rendah. , 

19 

.... 

g.· Mernungkinkan dengan mudah untuk memperoleh $11m pel .ken\bali bila 

· diperlukan: 

h.· Harganya wajar. ·, ,, . 

' , . . • ' • I • - • . . • • 

i. · Dapat'n\emisahkan dengan baik. ' II.· ,., ' ,_ 

,< • ; 

Pada, kromatog(afi partisi. digunakan lase gerak .dan fase diam 
. . .,,. . . ' . ' . ''· 

dengan polaritas yang berbeda. Jika lase gerak bersifat polar dan fase 
. ' 

diam non-polar, dikenal sebagai kromalografi fase tarbalik. Modifikasi 

pelarut fase gerak yang polar dengan pelarut yang kura'ng'·'[iOiar· 

menyebabkan berkurangnya afinilas serta retensi pada kolom (An9nim, . - ; ' ' ' . ' ~- ' . ' 

1995). 
'' ,, . ,• 

4. Analisis Kuantltatif dengan KCKT . 

Dasar perhnungan kuantitatif untuk suatu komponen zat yang 
~' . . 

dianalisis adalah dengan mengukur luas puncak kromatogramnya. Ada 

beberapa melode yang dapat digunakan, yailu : 

a. Metode Baku Luar (External Standard Method) 

Larutan baku pembanding dengan berbagai konsentrasi qisuntikkan . . . . . 
dan diukur luas puncaknya. Kurva kalibrasi dibuat dengan cara . . . " . . 

memplotkan antara luas puncak kromatogram yang dianalisis terhadap .. , 
konsentrasi larutan baku pembanding. Larutan sampel yang. akan 

dianalisis disuntikkan dan diukur luas puncaknya. Kadar sampel diperoleh 

dengan cara memasukkan luas puncak sampel pada kurva kalibrasi atau 

dengan perbandingan langsung. Kekurangan metoda . ini. adalah 
' 

I 
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diperlukan baku murni serla ketelitian dalam pengenceran. dan 

penimbangan (Johnson dan Stevenson, 1991). · , . 

b. Metocle Baku Dalam (Internal Standard Method) 

Sejumlah baku dalam ditambahkan ke'' dalam sampel dan 'baku 

pembanding. Kemudian larutan campuran koniponen ·baku petntiaf1ding 

dan baku dalam dengan konsentrasi tertentu disuritikkan.·. Kurva kalibiasi 

dibuat . dengan menghubungkan perban<:lingan luas puncak .. terhadap 

konsentrasi komponen baku pembanding. Kadar sampel diperbleh 

dengan memplot perbandingan Juas puncak komponen .sampel dengar,~ 

baku dalam pada kurva atandar. Keuntungan fll<i1099Unakan c,ara. ini 

adalah kesalahan pada volume injeksi dapat dieliminasi. Kesulitan cara 

ini adaiah mlinemukan bakU dalam Yan9 tepat (JoHiisoh dari Stevenson, 

199i): . ' ' 

5d'arhitungan. dalam KCKT 

'::' ' . ' ·. . . . . ' . . ' ' '' . .. . ' ) { ' 

Beberapa parameter yang lazim digunakan untuk menilai efektivitas 

dan efisiensi pada KCKT adalah retensi relatif («), jumlah Jempeng te;,iitis 

{N), nilai HETP, faktor kapasitas, dan resolw;i. 

a. Retensi rela!if (a) 

t, = waktu retensi baku pembanding 

' ' 12 = waktu' retensi zat uji 

. ~ -

·J 

. t. = waktu 'retensi komponen inert (lase gerak) 
' [ . ' 

b. Jumlah lempeng teoritis (N) 

f= waktu re!Elrisi zat 

W = Iebar alas puncak 

' ' ' 

I·,,, -. ~ ' 
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c. Nilai HETP (H) . 
. 'f. 

L HETP=-·· .. 
N 

L = panjang kolom 

N = jumlah lempeng teoritis 
i ' ' 

d. Faktor kapasitas (k') 

. I 
k =--I •• 

'· . " ' 
' ' ',L , 

t = waktu retensi zat 

la = waktu retsnsi fase gerak 
I 

Resoltisi (RJ 
. ' . ' ' e. 

. . 
R-- N- -.-·. · ~ 1 ffi{ a-T'k'>) 

· -~ .·.· a k +I . '!< 

.. 
Ill = jumlah lemperig.lsoritis ' ''- ' 

... 
k' = faktor kapasnas 

a ="retensi relati1 

G .. Spektrometer Massa Waktll Liiotils (Tinie of Flight Mass ' 

Spectrometer= TOF MS) . 

Spel<!rometer massawaktu lintas (Time of Flight Mass Spectrometer 
, • • ' ' '-.' "' •· 'I , ', , ,._'< . ': ' ' ,- ' , ', ,"' 

=TOF MS) tel~h dikembangkan P'!da ~hun 1940-an, namun hingga tahun 
' ·' - . '. ' ' ' ,' ... ' ' ·--. ' - ; :. ---~ . ,, ;. 

198Q.an popularitasnya mas.ih .tsrbatas· P!!ningkatan terbaru .dalam 
' . ' ' ; '' ' .-. ' ' 

teknologi waktu _lintas. (time Of flight), meneakup akselerasi orthogonal,, 
" ;, ' ' ~ . ' - ' . . ,._ -. ' '' ' 

pemantul ion (reffectrons), dan elektronika kecepatan tinggi, secara nyata 
.· ;·· -···:. '-.~----- ·.---.--;·,, ·; '· 

turut meningkatkan resolusi alat ini. Peningkatan resolusi, dikombinasikan 
, · • - -, • - · .! , . , • , - ·' I • , . ~. , , -- -·, I ' . - - : 

dengan kuat dan mu9ah~~a untuk menggu~akan sumber ion electrospray . ' ' ' ' '' ' . .. . ,._ - ' - . 
(ESI) dan MALDI, menyebabkan ala! inLmerupakan suatu tsknologi inti 

' - - , .. : . •• • - ·I, ' . -. , , . . ·- - , . . - • 

untuk analisis mo!ekul besar dan kecil (Fjeldsted, 2003). 
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G. Spektrometer Massa WaktU l.in~s (Time iJf Filght Mass·· 

Spectrometer= TOF MS) ~· . 

' ' 

Spek!rometer massa waktu lintas (Time of Flight Mass Spectrometer 
' ' ; ., ' ' ' ' - ' . - ' "-; ; - . ' 

=TOF MS)telahdi~embangkan pa<Ja.l'!lhun 194~an, namun hingga~hun . ,.. .·. ,. . . . ; ,· . ; .. 
1980-an popularitasnya masih terbatas. Peningkatan terbaru dalam 

. . . . . . ' . ' \ . ; ' . -

teknologi waktu .lintas. (time otffight), ~encakup akselerasi orthogoqal,, 
' . . ' -· ' ' ' -. ' . ' " . 

pemantul ion (refleolrons), dan elektronika kecepatan tinggi, secara nyata 
' . ' - - " . ' . . 

lurut meningkatkal'! resolusi ala! ini. Pe~ingkatan resolusi, .dikombinasikan 
• • ' . !> • • - ' • 

dengan kuat dan mudahnya untuk me~ggunakan sumber ion eteotrospray 
' . ' ' . . - . - . 

(ESI) dan MALDI, menyebabkan alai ini .merupakan suatu teknologi inti 
- ' . ·- . . : . ' . . 

untuk analisis molekul besar dan kecil (Fjelds!ed, 2003). 
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Spektrometer massa waktu fintas dapat dihubungkan dengan 

berbagai sumber ion. Dalam bahasan ini, dibetasi pada proses ionisasi 

yang terjadi pada tekanan atmosfir (Atmospheric Pressure Ionization " 

API) sebagai sumber ion. Menurut Fjeldsted (2003), ada beberapa tipe 

API, yattu: 

• E/ectrospray ionization (ESI) pada berbagai laju alir. 

• Atmospheric pressure chemical ionization (APCI). 

• Atmospheric pressure photoionization (APPI). 

• Atmospheric pressure matrix-assisted laser desotption ionization 

(AP-MALDI). 

ion-ion dari sumber ion ini sampai ke dalam sistem vakum (ada 5 

tahap sistem vakum) spektrometer massa melalui suatu alai penghubung. 

Secara skematis prinsip kerja alai ini dapat dilihat pada Gambar 5. ion-ion 

yang dihasilkan sumber ion secara elektrostatik akan dttarik untuk 

memasuki pipa kapiler melewa!i aliran gas nilrog!!n kering .dan panas 

untuk mencapai sistem vakum tahap pertama. Di ,_!Jjung_ piP"! kapiler 

terdapat penyaring ion (skimmef} yang memiliki lubang.kecil. Hanya ion

ion yang memiliki massa dan momentum cukup besar saja yang dapat 

melewati pe~Yaring ion ters.ebut. Jl~qagian.~sar m,ol~k~l gas .~itrogen 

tersedot oleh pampa vakum (Fjeldsted, 2003) .. 

ion-ion yang Ieiah melewati penyaring ion selanjutnya memasuki 

si~lem · vakum ·. tahap k~ua dan· ketiga yang rileTIJpakari · pengarah ion 

oktopol pertama dari dua oktopoL okiopolteidin 8ta~ batang logam kecil 
-- - : ' ' ; '} ' ' _,. '' ' ' . - ' ·' ' " 

yang cliletakkan di sepanjang sumbu lintasan ion. Penggunaan'tegangan 
- • ' _;,r_ '·- , , ,- ,·, .• : , , -, • •, : . "" ' ' 

frekWensi ·radio pada batang' · !ogam ' tersebut menghasilkan mectail 

elektromagn~tik yang ~kan m~mblit~si ion-ion dengan nilai rrilz tertentti . . . . . . 
saia Y.,ng tetap berada di sepanjang sumbu 11riiasan. tekiman vakum 

. ' • - • ' ' i • -·· • ( .. 1 • •• :- • • ' . :. : • ' • ~ 

disini sedemikian rendahnya seningga himya ferdapat sedikH tumbukan 
. ; -' ' ' -1 ,,, . ;'- ' . ·'·: . • 

antara ion dengan molekul gas (Fjeldsled; 2003). · 
-,': ; '/' . " ' ·, 
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- -- -- -- -
f\ ...... 

Tabung 
Untas 

• I 
Gambar 5. Skema prinsip ke~a Spektrometer Massa Waktu Lintas 

(Time of Flight Mass Spectrometer= TOF-MS) 

ion-ion yang berada dalam oktopol pertama selanjutnya akan 

memasuki oktopol kedua yang merupakan sis1em vakum tahap keempat. 

Pada oktopol kedua digunakan tegangan arus searah yang lebih rendah 

dibanding oktopol pertama. Disini leljadi pertambahan kecepatan ion. 

Pada oktopol kedua digunakan penguat daya ffekwensi radio yang 

beroperasi peda frekwensi 5 MHz. Penggunaan ffekwensi sebesar ini 

memungkinkan analisis senyawa dengan rentang massa ion cukup Iebar 

(lebih dari m/z 100 hingga m/z 3000) (Fjeldsted, 2003). 

Dalam sistem vakum tahap keempat ini, ion-ion akan diubah menjadi 

seberkas ion yang sejajar oleh sistem optik yang _ada. Selanjutnya ion-ion 

yang telah diubah menjadi seberkas ion yang sejajar tadi akan memasuki 

sistem vakum !a hap kelima yang merupakan tahap terakhir. Disini ion-ion 

akan memasuki penganalisis massa waktu lintas. ion-ion yang memiliki 

m/z lebih rendah akan lebih oepat mencapai detektor (Fjeldsted, 2003). 

l 
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H. Validasl Metode Anallsls 

Validasi metode analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap 

perameter-parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, 

untuk membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan 

untuk penggunaannya. Tujuan utama validasi adalah untuk menjamin 

metoda analisis yang digunakan mampu memberikan hasil yang cermat 

dan handal serta dapat dipercaya (Harmila, 2006). 

Beberapa perameter yang harus dluji dalam validasi metode analisis, 

antara lain : selektivitas (spesitisitas), kecermatan (akurasi), keseksamaan 

(presisi), linieritas dan rentang, betas deteksi (Limit of detection = LOD) 

dan betas kuantitasi (Limit of Quantitation = LOQ), ketangguhan metoda 

(ruggedness), dan kekuetan (robustness) (Harmita, 2006). 

1. Seleldivitu (spllSifisitas) 

Selektivilas atau spesifisttas suatu metode adalah kemampuannya 

yang hanya mengukur zat tertentu saja seoara cermet dan seksama 

dengan adanya komponen lain yang mungkin ada dalam matriks sampel. 

2. Kecermatan (akurasi) 

Kecermatan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan 

hasil analisis dengan kadar sebenarnya. Kecermatan dinyatakan sebagai 

persen perolehan kembali (reoovety) analtt yang dilambahkan. 

3. Kesek$amaan (prasisi) 

Keseksamaan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian 

antara hasil uji individual, diukur melalui penyebaran hasil individual dari 

rata-rata jika prosedur dtterapkan seoara berulang pada sampel-sampel 

yang diambil dari oampuran yang homogen. 

4. Linieritas dan rentang 

Unieritas adalah kemampuan metode analisis yang memberikan 

respon yang seoara langsung atau dengan bantuan transformasi 
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matematlk yang baik, proporsional · terhadap konsentrasi . analit dalam 

sampel. Rentang metoda adalah pem}'a\aan batas terendah dan tertinggi 

anE~Iit, y~ng ,sudah ditunjukk~n dapat c(iletapkan dengan kecennatan, 
' .. .. . 

keseksamaan, dan linieritas yang dapat dtlerima. 
' . . . 

5. Batas deteksl dan batas liuirmtltaSI' 
·, . 

.Batas deteksi adalah juJl'llah terkecil anal it dalam sampel yang dapat 

didet~ksi y~ng masih memberikan respon si~nifiklln dibandingkan dengan 
.. • . -. -' -;-:; :· • ••• ! :-:· • '. 

blanko. .Balas deteksi merupakan parameter uji batas. .Balas kuanttlasi 

merupakan perameter peda analisis renik dan diartikan sebagai ·kuanttlas 

te.rkecil analit. dalam sampel ,yang masih dapat memenuhi kriteria cermat 
·' . ' ' . . . '. . . . ,_ . ' . 

d~r~ksama, 

Pad a analisis instrumen batas deteksi • dapat dihitung dengan 

mengukur respon blanko beberapa kali lalu dihitung simpangan baku 
- ' . \ .,, .-; .. ,,__,.. ··. . 

respon blanko dan fonnula di bewah in• depet · digunekan untuk 

perhitungan. : 

Q,= k ;/•. 

Q = LOD (batas deteksi) atau LOQ (betas kuanttlasO 

k = 3 (untuk betas deteksi) atau 10 (untuk bates kuentitasi) 

s. = simpangan baku respon analitik dari blanko 

Sl = arah garis linter (kepekaan arah) dari kurva an,1ara ,respon terhadap 
konsentrasi, atau sama dengan slope (b pada persamaan garis 
y=a+bX) · · 

.Balas deteksi dan kuantitasi dapat dihitung secara statistik melalui garis 

regresi linier dari k~rva kalibra~i. Nilai pengukuran akan sa"!"a d!ingan nilai 

b pada persamaan garis tinier y =·a + bX sedangkan simpangan baku 

blanko sama dengan siinpangan baku residual (Sy/x), maka : 

LOD= 3xS(ylx) 
b 

dan WQ~!OxS(ylx) , 
b . 
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6. " Ketangguhan metode (ruggedness) < < 

' < 

Ket<ingguhan metode adalah derajat" ketertinuan hasil uji Y.,ng 

diperoleh dan hasil analisis s:ampel yang sama dalam berbagai kondisi uji 

normal, seperti laboratoriuiTI, analisis, instrumen, bahan pereaksi, suliu, 
hari yang berbeda, dan lain-lain, Keta~gguhar', l:>)aSIInya dinyatakan 

sebagai lidak adanya penganuh perbedaan operas! atau lingkungan kelja 
< < ' 

pada hasil ujL 'Ketangguhan metode menupakan ukuran ketertinuan pada 
, :.'• , • ·.--~.:·, :: r:•'- ''• , .- .. , . • ' f, 

kondisi operasi normal antara lab dan antar analis. 
':. \: i . 

7< Kekuatllln (robustness) ' < 

Untuk "rrteritvalidasi' kekuatan suatu ni.itode perlu dilmat perubahan 

metodologi yang kecil dan tenus menerus dan mengevaluasi 'iesp6n 

analilik dan efek pada pres lsi dan akurasi" 

I. Metode Analisis Katekin dan Epikatekin , 
. '' '- '· '- .· ' ,._ . -

Berikut ini adalah beberapa metode anal isis katekin dan" epikatekjn 

yang Ieiah dilakukan oleh para penelili lerdahulu, yaitu : 

1 , Penapisan secara cepat senyawa-senyawa flavonoid dalam kakao 

menggunakan KCKT dengan deleklor spektrometer masSII waktu 

lintas (Anonim, 2006}. ·" ·· 
I_ 'f: 

Kondiai analisis : 

KCKT: Agilent 1100 

Kolom: 

Laju alir: 
W!!ktu operasi : 
Fase'gerak A:· 

· Fase"gerak B : . ' · 
Gradien: 

Suhu kolom: 
Suhu autosampler : 
Volume injeksi : 

' ' 

Ultra Aqueous C18 (Reslek}; 2,1 mm ID x 100 
mm(3~m) ·· · 
400 ~Umenit 
15 mentt . 

. , o;1% asam farina! dalam l.ir deionisasi 
"Asetonitril : Metanol (50.; 50) 
. 0 menit, 10% B; 10 menit, 60% B; 15 men it 60% : :s ' ' . ' ' ;_ ·: ·:· ' ' .· .. 
. · 3o•c 

10"C 
5,0 fll 
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. Spektro..,;eter Massa : LECO UniqUe® LC·TOFMS 

· - Tegangan ionisasi: (-) 3500 V 
- Suhu gas pengering : 300 •c 
- Tekanan pengabut: 375 kPa 
-laju alir gas pengering : 7 Umenit 
- Suhu antarmuka : 100 'C 
- Tegangan fragmentasi: (-) 160 V 
'Laju akuisasi data: 4 spektium/detik 
- Kalibrasi massa: mlz = 112,9855; 431,9827; 601,9789; 

dan 1033,9882 
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2. Penetapan kadar katekin dan asam gala! dalam teh hijau secara KCKT 

(Anoriim, 2oo1). ···· 

Ko'ndisi anaiisls I : .· 

Kolom: 

laju alir: 
F ase gerak A : 

: Fase gerak B : 
Gradien : 

Detektor: 
Volume injeksi : 

MetaChem Polaris TM Amide C18; 4,6 mm ID x 
250 mm (5 fUll) 
1 mUmenit .... 
0,1% asam fo$fat 
Asetonnril 
0-12 menit (15-25 %8); 12-20 menit (25 %B, 
isokra!ik); 20-22 :menit (25-15 %B); 22-30 .menit 
(15 %8, isokratik): 
UV, panjang gelombang 280 nm 
10 !'I 

Kondisi analisis II : 

Kolom: 

Laju alir: 
Fase gerak p. : . 
Fase gerak B : 

• Gradfan : · 

Detektor: 
Volume injeksi : 

Waters Symmetry ShieldTM RP18; 4,6 mrniO x 
250 mm (5 flll1) ·. 
1 mUmenit 
0,1% a sam fosfat 
Asetonitril 
0-35 menn (8,0-78,0 %8); 35-36 menit (78 % B, 
isokrafik); 3640 menit (78,0-8,0 %8). 
UV, panjang gelombang 280 nm 

10"1 ; .. 

-.,- .· -· 
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3. Analisis senya~ polifenol utama dalam kakao pan k~~rkai\annya . - ' ' -- ' ' - -- . ' ' •' ' ' ' '. 

dengan kadarnya dalam cokelat secara kromatografi cair .kine~a ultra .. 
lase balik dengan cepat (Cooper et al, 2007). 

Kondisi analisis : 

KCKT : Waters 

Kolom: Acquity UPlC BEH C18; 2,t mm'.lo X qO mm (1,7 
11'11) 

laju alir: 0,3mUmenil 
Fase gerak A : AirffHFITFA (92:2:0,1) 
Fase gerak·B : 0,1% TFAdalam AsetonitriL . 
Gradien: 0,0-0,8 menit, 90-87% A (non linear); 5,0-8,1 men it, 

0-90% A; 3,0-3,1 menit, 85-0% A; 3, 1-5;0 menit, 
0% A (linear); 5,0-5,1 menit,. 0,90% A 5, H!,O 
menit, 90% A. • · · · · 

Detektor: IJV, panjang gelombang 220 nm 
Volume injeksi : 5 !'I 

Spektrometer Massa : Micromass !=~-TOF 

- laju gas pengering: 900 Lljam (maks.); 250 Lljam (auxiliary); 

" Suhu pengabut : 
- Suhu sumber ion : 
- Tegangan waktu lintas .: 
- T egangan pipe pancar : 
- T egangan kerucut : 
- Tegangan MCP: 
- ~entang mass<L 
- Waktu penyusuran : 
- Energi tumbukan : 

75.Lijam (cone) 
· 400 'C 

1so ·c . 
9,1 kV 
(·) 31<V 
(-) 20V 
2200V 
50"" 1500Da 
0,2detik 
20-50 ev 

' . 
' ,\ ' ' ' .. 

4. Deteksi senyawa penanda kiral dalam biji kakilo dengan mlitu d~m asal 

geografik yang be.rbeda secara kromatografi ·gas spektrometer massa 

(Caligiani eta/, 2007). 

Kondisi anatisis : 

KG : Agilent 6890 N 

Kolom : Kolom kapiler DB-5; 30m x 0,25 mm ID x 0,25 
IJffi 

Suhu oven : 60 •c selama 3 manit kemudian ditingkatkan 
menjadi 280 'C dengan laju 20 ·c per menit 

Suhu injektor dan 
detektor: 280 ·c 
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Gas pembawa : 
Volume injeksi : 

Helium 
1,0 tli 

Spektrometer Massa : Agllent 5973 

Suhu sumber ion : 240 'C 
Energi ionisasi : 70 eV 
Akuisisi : Penyusuran penuh mlz 40 - 550 
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5. Perbandingan metode ekstraksi senyawa fenolet terpilih dari kulit buah 

anggur secara kromatografi cair dan spektrofotometri (Rusjan dan 

Korosec-Koruza, 2007}. 

Kondisi analisls : 

· KCKT : Thenno Finnigan 

Kolom : 4 U MAX-RP 80 A; 4,6 mm ID x 250 t:nt:n 
laju alir: 1,0 mUmenit 

. Fase gerak A: 0,01 M asam fosfat 
Fase gerak B : Metanol 
Gradien: 5-50% B (10 menit); 50-70% 8 (5 manit); 70-

80% B (5 men it); 80-100% B (5 men it) 
Detektor: W, panjang gelombang 280 nm 
Volume injeksi :' 20 Ill . 

6. (-}-Katekin dalam I<Hkao dan cokelaf : · terdapalnya dan analisis 

eriansiomer flavan:3-ol ' lipe A (Kofink, Papagiannopoulos, dan 

Galensa; 2007). 

Koridlsl anallsis : 

KCKT : Dionex 

Kolom: 
Laju alir: 
Fase gerak A : 
Fase gerak B : 
Gradien: 

Detektor: 
Volume injeksi : 

Aqua C18; 2 mm 10 x 150 mm (311m) 
0,3mUmenit 
1 % asam asetet .dalam _air . 
1 % asani asetat dalam Asetonitril 
0-13,0% B (60 meoit); 100% 8 (10 menit); 0% B 
(10 menii) . . 
UV-Vis, panjang gelombang 200-595 nm · 
5fll 
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BAHAN DAN METODE 

A. Tempat dan Waktu 

Penelftian dilaksanakan di Balai Besar'lndustri Agro, ·JI. lr. H. Joanda 
. - - ~ . ' ,, I 1 . , • .- -; , , ·--

No. 11, Bogor. Penelitian berlangsung mulai bulan Januari 2.008 hingga 

Jariuarfiooo. · 
' ' ',, 

B. Alat 

Alat..alat yang digunakan dalam penelitian melipuli : 

1. Kromatografi Cair Kinelja Tinggi merk Agilent · sen' 1200 yang 

dilengkapi dengan kolom Zorbiix Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm, 

5 llffi, BOA) dan alai Spektrometer .Ma~sa VVaktu Lintas (Time of Flight 

Mass Spectrophotometef), merk Agilenl Seri 62.10. 

2.. Seperangkal alai untuk mengolah biji kak>io : lemari pengeringloven 

(Memmert), mesi~ penggiling (lokal), pengernpa hidro]ik (!okai). ·. . . 

3. Sef)erang!<at alai untuk analisis kalekin dan epikatekin ~alam biji kakao 

bese!la produk olatJannya ,: neraca analitik (Ohauss), ultraso,n!c bath 

(Branson), alai sentrifugasi (Hettich). 

4. Seperangkat alat untuk preparasi sampel : gelas._pii!la, E~enm~yer, 

labu ukur, tabung reaksi, rak tabung reaksi. 
I ' , ~ ' ' 

1. Bahan · standai' (+)-katekin · (Sigm~·Aldrich, C1251), (-)-<iopikatekin 

(Sigma-Aldrich, E1.75.3), Jarutan ES-TOF Tuning Mix G1969-85000 dan 

APJ-TOF Reference Mass Solution Kit G1969-65001. 

2. Biji kakao diperoleh dari perkebunan kakao, Jember, Jawa Timur (eks 

Proyek Penelitian dan Pengembangan BBIA). 

30 
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3. Bahan kimia untuk fase gerak seperti asetonitril (MerCk), •metanol 

(Merck); air ~eionisasi, asam format (Merek)·dengan kualifikasi HPLC 

gr!Jde. 

4. siitiah kimia untuk preparasi sampel seperti lleksana (Merck), metanol 

(Merck), air dengan l<ualifikasi pro analisis. 

5. Larutan metanol 30 % : dibuat dengan cara melarutkan 300 mllarutan 
,_. ,: / ---.. - . . ' . - . ' . -· . '-~ 

. metanol HPLC grade dalam air deionisasi, kemudian ditepalkan hingga 
., ' - - - . - : - ;-- • ; . - - -;-- < -

1 liter. 
" . ' ' ' 

6 .. :-Laruta11 asam . format. 0, 1 %. : · dibuat dengan cara .. melarutkan ,1 ml· 

larutan asam format HPLC grade dalam air deionisasi, kemudian 

ditepatkan hingga 1 liter. 

0. Metode 

PeneiHian dilakukan 3 (tig;a) tahap,_ yaitu:: (1) pemilihan kondisi ,_. . . 
analisis, (2) validasi metode analisis yang ·akan digunakan untuk 

menganalisis katekin dan epikatekin dalam sampel kakao, dan (3) analisis 
- ' . . ' ,'•' _ .. 

katekin dan epikatekin yang terkandung dalam sampel kakao selama 

proses pengolahan biji kakao menjadi produk olahannya. 
-· ' ' ·: •• : 1 •• 

Pemilihan kondisi analisis pertu dilakukan mengingat perbedaan 

antara alai serta kondisi analisis yang diaeu dengan alat serta kondisi 

analisis yang dilakukan dalam pereobaan ini. Pemilihan kondisi analisis 

ini meliputi : (1) optimasi terhadap peruballan komposisi fase gerak, 

(2) optimasi terhadap kondisi spektrorriete"i 'm'assa, dan (3) optimasi 

terhadap laju alir fase gerak. 

~ .. , Yali~si metode analisis melipU!i beberapa paramater seperti uji 
~1.-otL::;·'· ;,_.,,,,.,; • • · ,. 

spesifisitas/selektifitas, pembuatan · !Wrva kaiibrasi serta linierites kurva, 
':··· 

penentuan batas deteksi dan batas kuantitasi, keseksamaan (presisi) dan 

uji perolehan kembali. Setelah didapatkan metoda analisis yang valid, 

beriku!J;Iya adalall menganalisis kadar katekin dlJn epik~kin dalam 

sampel kakao. 
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Analisis kafekin. dan epikafekin dalam sampel kakao dimaksudkan 

untuk mempe!ajari pengaruh temperatur selama proses, pengolahari biji 

kakao menjadi produk-produk olahannya. Diperl<irakan pengaruh 

temperatur selaf!la pro.ses pengolahan biji kilkao dapat mfll])p~ngaruhi 
- - ' -

komponen-komponen kimia yang terl<andung didalamnya, khususnya . .. -·- ·. ·:_ 

ka!ekin dan epikatekin. Untuk ~u. dalam penelitian ini dilakukan 

pengolaha.i biji k~kao seperti terlih~ pacta Gamber 6. Jeriis sarhj)el yimg 

diambii adalah nib kakao, pasta kakao serta bubuk dan le~ak kakao. 

Sampel bubuk dan lemak kakao merupakan hasil pengepresar(pasta 

kakao yang dilakukan pada lima 'tingkat periakuan temperatur yaitu :; 40-
50 ·c: so-eo ·c. 60-70 'C. 70'80 •c dan 8'0-90 ·c. · • 

Biji kakao 

Oven (SO ~70"C); 1 jam 

... 1.'-. '--P-"~'-ng;:.g:..l_lln-'-g:..a.,.n_b_i:_ji_ka_ka_o_---Jj 

. 1 
Penghilangan kulit dan kotoran - -. - --

• 
Kulit kakao dan kotoran . -~ 

Nib kakao* 
I ' .-

. : j P~nggUinaan (:enjadl pasta *) 

Kaka'o bubuk --.:- · · Perigepresan 
(4(!-50; 50-60; 60-70; 70-80; 

dan 80-90 •c1 

Keterangan: *) Pe!19BrtJbill.ll':l ~mpel,,. · 

- • •' 0 r 

::.- -~,11-·'<AJ::: 

'Gamb<ir 6. Proses pengolahan biji kakao menjadi produk olahann,.,;• "" 
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e; Hipotesill 

1. 'i.netode amilisis dapat · diValidasi dan dapet i:ligunakiln untuk 

mengarraiisis kaiekin dim · epikalekin yang terliandung datani sampel 

kakao.' 
. . 

2. Per1akuan panas selama proses pengolahan kakao menjadi produk . . . 
olahannya dapat mempengaruhi senyawa-senyawa yang terkandung 

' ' ' ' ' .. , .. ,. ' 
datam sampel kakao, khususnya katekin dan epikalektn· 

F. Cara Kerja 

1. Pemilihan koridlsl analisis katskln dan epikatekin · 

Untuk keperluan pemilihan kondisi analiSis, dilakUkan pembualan 

larutan. campuran katekin dan .I!!Pikatekin masing-masing df!ngan 

konsentrasi 50 f.19lml dengan cara menimbanjj. secara seksama masing. 

masing· lebih kurang 10 .mg standar katekin dan epikaketin. Kedua 

standar tersebut dimasukkan dalam tabu ukur 100 ml yang sama. .. ' -, ' . '. ' . 
Kemudian ditarutkan dan dicukupkan volumenya hingga Ianda batas 

' . ' ;' . ' ' . . ' 
dengan larutan metanol 30% dalam air, dikocok hingga homogen. Dipipet . . . ·. : . . . . . 

sebanyak 5 ml, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan 

ditepatkan hingga Ianda balas dengan larutan metanol 30% dalam air. 

SelanjUtnya dikocok hingga · tiomogen. Sebanvak 5 111 larutan diinjeksikan 

pada alal KCKT: 

Sebagai langkah awal <~dalah memastikan bahwa katekin dan 

epikatekin dapat dianalisis menggunakan "!etode dan peralatan analisis 

yang digunakan. Metode analisis yang digunakan dalam penel~ian ini 

mengacu pada metode yang dikembangkan oleh Anonirn (l!ooe) yang 

telan dtmodiiikssi. 

Selanjutnya, dilakukan upaya optimasi terhadap metode analisis .· 
yang akan digunakan. Dalam penelitan ini dilakukan 3 (tiga) tahap 

optimasi, yliiiu : (1) melakukan oPtifnasf tertiadap p~rilbah'an k~mP<>sisi 
fase gerak; (2) inelakukan optimasi terhadap kondisi spektiometer ma.Sa, 

dan (3) inelakukan optima"Si terhadap laju ali{fase gerak. 
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Pada tahap optimasi terhadap perubahan komposisi fase ,gerak, 

kromatografi dilakukan secara gradien dengan lase gerak A terdiri atas 
' i' _, .. ' ' ,_ -

larutan asam format 0,1 % dalam air deionisasi dan fase gerak B . . . . 

merupakan campuran metanol-asetonnril (50:50). Laju alir lase, gerak 

diatur pada kecepatan 0,6 mlimenit. Perubahan komposisi fase gerak 

dapat dilihat pada Tabel 2. 

Tabel 2. Optimasilerhadap.perubahan komposisi lase gerak . 

Waktu (%B) 
(men it) 1 2 3 4 5 ' 6 . 

0 10 .. . 10 
' 10 10 •·' . 10 .. 10 

15 20 40 30 35 40 35 
- ... ·' . 

4o 20 20 50 40 40 40 
"30 eo· 60 60 60 60 

'·' •: 
50 

~- ·eo 60 
. . 6o ·. 60. '35 60 

35,1 10 10' 10 •. 10 10 

Masing'masing kondisi di alas dicatat waktu retensinya, dihltung . . . 

areanya, serta jumlah iempeng teoritis. Kondisi terpilih · adalah yang 

rnEmunjukkan harga leinpeng !eoritis (N) yang besar, HETP yang kecil, 

dan' area yang besar. 

. Pada tahap optimasi kondisi . spektrometer ,maSS?, ~ilak~kan 

modifikasi lerhadap suhu (300 •c dan 325 "C), laju alir gas ntlrogen (1 0 

dan 11 liter per menit), tekanan nebulizer (40 dan 50 psi) dan tegangan 

ionisasi (ESI) diatur pada -3400, -3500. dan -3600 V. Oplimasi kondisi 

spektrorneter massa selengkapnya dapal dilihat pada Tabel3. 
' 

Masing-rn;ilsing . kondisi di atas . djcatat W?ktu relensinya, dihilung 
' . " '. . . ·-· - ' - -

areanya, serta jumlah lempeng teorilis. Kondisi terpilih adal~h yang 

menunjukkan harga _lempeng teoritis (N) yang besar, HETP yang kecil, 

dan aiea yang besar. · 
,- ._ 

. 
Terhadap hasil terbaik yang l!J,I<th diperoleh pada kedua ta~ap 

optimasi di alas, selanj'!lnY;il .di!al<ukan opfimasi le(had"!P laju .alir fase ,. - . ' -- ._, - ' ' ' ., . . 
gerak. Laju alir fase gerak diatur pada kecepatan .0.5; 0,6; Q,S; dan 1,0 rnl 

' • • • • • • • • ' ' • I 
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per menit -- Masing-masing lrondisl tersebut dicatat waldu retensinya:, 

dihltung areanya, serta jumlah lempeng teoritis. Kondisi terpilih adalah 

yang menunjukkan harga lempeng teoritis (N) yang besar, HETP, yang 

kecil, area yang bes,ar, dan waktu retensi yang tidak_terlalu cepat maupun . " . . ~ 

lam bat. 

Tabel 3: Optimasi terhadap kondisi spektrometer massa , - · ·.· · · 

Nomor prosedur 
Parameter 1 2 3 4 . . . . 
Suhu gas pengenng (" Cl 300 325 300 300 

Laju gas pengering 
I (liter/menit) . 10 10 ·iO j() 

Tekananpengabut(ps0 40 50.- 50 50 

Teaanaan fragmenlasi (voti\ 160 160 160 150 

Tegangan panyaring ion 
I !volll . . .. · eo 60 60 . 60 

. . 

T egangan frekwensi radio 
I pada oktopel (vott) · , 250 250 250 250 

T egangan ionlsasi (ESI) 
I lvoin -3500 ·3500 ·3500 -3400 

' ' ' 

2. Validasi metode analisis katekin dan epikatekin · 

a. Uji spesifisitad dan sefektivital!i 

5 6 

300 300 
' 

11 ' 10 

50 50 

160 .160 

.60 60. 

250 250 

• 
-3500 ·3600 

. 

Sebanyak 5 11! larutan 30% metanol dalam air deionisas_i diinjeksikan 
'· -,' i-·. ,, ,. ,• ' . . . . : 

ke alat KCKT dengan kecepatan alir dan kondisi spektrometer massa 
' ~ .. ' '.; 

terpilih. Hal ni dilakukan sebelum validasi metode maupun sebelum 

analisis sampel. ' 

b. Pembqatsn k_urva !t;mbtui dan ujlllnearitas katekin dan eplkatekln 

Kurva kalibrasi katekin dibuat dengan cara membuat satu seri larutan 

katekin dengan konsenlrasi sekitar 2, 4, 6, 8, 10 dan 12 !'9/ml. Untuk 

epikatekin, kurva kalibrasi dibuat dengan cara membuat satu seri larutan 

zat te!Sebut dengan koilsenttasi sekitar 60, 80, 100, 1·200140, dan 100 

11glmt. Sebanyak '5 jlfdari masing-masing larutan tensel:lut diin]ekiiikan ke 
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alat KCKT dengan kecepalan alir dan kondlsi spektrometer massa,terpilih. 

Area yang diperoleh, dari masing-masing larutan tersebut dicatat, 

D~ri data pangukuran kemudian dibuat kurva kalibrasi dengan 

men\ploikan kadar zat sebagaisumbu X dan area (counts) sebagai sumbu 

Y sehingga diperoleh persamaan regresi linear. Dari data pengukuran 

tersebut juga dihitung koefisien korelasi (r) yang, menunjukkan linealitas 

dari katekin dan epikatekin, 

c. Pengukuran batas deteksl dan batas kuantitasl katekin dan 

epikaiekin 

Balas deteksi dan batas kuanlilasi , dari katekin dan epikatekin 

dihitung , menggunakan Microsoft Excel dari data yang diparoleh untuk 

pembuatari kurva kalibrasi kedua zat tersebut ' ' 

d. Uji presisi dan ujl peri>lehan kemba/1 katekin dan eplkatek/n 

Uji perolehan kembali katekin dan epikatekin dalam penelitian ini 

menggunakan metode spike, yaitu dengan cara menarnbahkan laruten 

standar katekin dan epikatekin dengan konsentrasi masing-masing 25%, 

50%, 75% dan 100% temadap kandungan katekin maupun ,epikatekin 

yang terdapat dalam sampel (Wollgast, 2004). S~b!\nyak 5 f!l dari 

masing-masing larutan tersebut diinjeksikan ke ala! KCKT dengan 
. . . '· . . .. · . ,:· . . 
kecepatan alir dan kondisi spektrometer massa terpilih. Untuk setiap 

kon~entrasi larUtan diulang seiJ8.nyak 3 (tiga) kalL' 

Nilai prosentase uji perolehan kembali (%UPK) katekin dan 

epikatekin dihitung menggunakan parsamaan berikut : 

· · · · 'Cs = kadaftotal zat dalam sah\pelyang · 
%UPK = c, ;c~ xlOP . dlperoleh dari pangukuran , 

" c,. = kadar zat sebenarnya dalam sampel 

c., " kadar zat standa'r yangd~arribahkan 

Oil presisi katekin dan epikatekin mengguna.kan data yang sarna 

untuk penghitungan persen perolehan ke!l)bali, namun . Yl\1!19 diambil 

adalah data kadar zat dalam sampal tanpa spike. 
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3. Analisis katekln dan epikatekin dalam sampet 

Ada 2 (dua) tahap dalam penetapan kadar katekin dan epikatekin 

dalam sampeL Kedua tahap ilu adalah : yang pertama, proses 

penghilangan lemak dan kedua, penetapan kedar katekin dan epikatekin. 

a. Proses penghllangan temak 

Sampel kakao mengandung lemak. 

upaya untuk menghffangkan kandungan . ' . ; ' ' 

Oleh karena itu, diRerlukan . . . 

lemak yang terdapat dalam 

sampel kakao tersebut. Metode penghilangan lemak yang digunakan 

mengacu kepada m~tode y~ng dike~bangkan oleh Wollgast (;!004) yang 
' . •, . . 

telah dimodmkasi sebagai berikut : kedalam 0,5 gram sampel 
' . . ; ' .··' . ' . -; . - ' ,, ' . ' . ,. 

dilambahkan 5 ml n-heksana kemudian dilakukan sonikasi selama 5 (lima) . ' ' ' ' 

menit dalam ultrasonic bath. Se!anjutnya dilakukan sentrifugasi p;:~da 
'. ' -

3000 g selama 10 (sepuluh) manit. Larula!l .n-heksana dibuang. dengan 

cara dekantasi. Proses ini diulang sebanyak 2 (dua) kali. Endapan hasil 

sentrifugasi tersebut · selanjutnya dikeringkan dengan cara mengalirkan 

gas nitrogen. 

b. Penetapan kadar katekin dan e,i/katekln 

Sebanyak lebih kurang 500 mg sampel yang telah dihilangkan 

kandungan lemaknya, dilambahkan larutan metanol sebanyak 4 rill dan air . -,-- -

deionisasi sebanyak 1 mL Kemudian diaduk menggunakan stirrer selama 
- - ' . ' 

5 menit. Selanjutnya dHakukan senmfugasi pada 2000 g selama 15 f1lenit 

Diambil bagian cairannya dan dimasukkan ke dalam labu ul<ur 25 mi. 

Selanjutnya ditambahkan larutan metanol· 30% hingga Ianda batas. 

Kemudian disaring menggunakan rnembran Millipore 0,45 p.m. Hasil 

saringan dimasukkan ke dalam vial ukuran 2 mi. Jumlah yang diinjeksikan 

pada ala! KCKT sebanyak 5 111. ·· · 

' 
Area katekin dan epikatekin dicatat. Kadar katekin dan epikatekin 

dihitung menggunakan persamaan regresi linier yang diperoleh dan kurva . . . ., 
- . .. 

kalibrasi masing-masing zat tersebut dengan bantuan Microsoft Excel. 
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HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

A. Pemillhan kQndisi analisls. katekin dan epikatekln 

Sebelwn ' nietakukan pemilihan kondisi analisis yang nanfinya 

digunakan dalam analisis katekin dan epikatekin dalam sampel, maka 
. ' . . .. ' . ' . . . . 

langkah pertama yang perlu dilakukan adalah memastikan bahwa katekin 

dan epikatekin memiliki · waktu retensi yang be!beda. Metode analisis 
' . 

yang 'dlacu adalah metode analisis yang telah digunakan oleh Anonim 

(200Ei). Metode analisis teri3ebufmenggumikiim kromatograli cair kinerja . . ' ' . - -
tinggi fase baiik yang dilakukan secara gradien dan dihubungkim demgan 

detekior spektrometer massa pengaiiaiisis wakt~ lintas dengan kondisi . ' ' 

analisis sebagai berikut : 

KCKT 

-lajualir: 
- Waktu operasi : · 

- Fase gerak A: 
- Fase gerak B : 

0,6 ml per menit 

18 menit 
0,1% asam format dalam air deionisasi 

Asetonitril : Metanol (50 : 50) 

- Gradien: 0-10 menit (10-60 % B); 10-15 menit (60 %8); 
15-15,1 menit(10 %8) 

- Vol~me injeksi : 5,0 Ill 

Spektrometer Massa .. 
- Suhu gas pengering : 300 • C . . .. -. . - . 

- Laju gas pengering : 10 liter per menlt 
,. -. 

- T ekanan pengabut : 40 psi ' ' 

- Tegang'an fragmentasi: 160 voH 

- Tegangan penyarlng ion : 60 voll 

- T egangan frekueo~i radio pa;la o!<topol : 250 volt 

- Tegangan ionisasi (ESI): (-) 3500 volt . . '" ; . . . ;• 

Suatu zat dapat dianalisis menggunakan KCKT yang dihubungkan 

dengan detektor spektrometer mas.sa jika zat tersebut dapat diubah 
. ~' ' "'· . : . : ;· . • ' ! 

menjadi molekul bermuatan, balk positif maupun negatif. Dengan 
. ' ' : ' ~· . . " . . , . ,. 

demikian.. analisis menggunakan instrumen ini dapat dilakuksn pada 
- . . '; . ' .. . . ' , ' .. : 

modus posHif maupun negatif. Digunakan modus negatif jika zat yang 

38 
Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA UI, 2009



39 

akan aianalisis mengandung gugus hidroksil (OH), clan digunakan modus 

positif jika zat tersebut mengandung atom nitrogen (Anonim, 1998). 

Kemudahan untuk membentuk senyawa berrnuatan tersebut 

merupakan dasar dalam pemilihan sumber ion yang akan digunakan 

(Anonim, 1998). Untuk senyawa dengan polaritas sedang hingga sangat 

polar, sumber ion yang digunakan adalah ESI (Eiectrospray Ionization). 

Untuk senyawa kurang polar, tapi bukan non polar, sumber ion yang 

digunakan adalah APCI (Atmospheric Pressure Chemica/Ionization). 

Katakin dan epikatakin memiliki slruktur kimia yang hampir sama. 

Keduanya memiliki rumus molekul C15H140 6 dan memiliki bobot molekul 

290. Keduanya terrnasuk kedalam senyawa polifenol (memiliki banyak 

gugus hidroksil). Analisis kedua zat ini jika menggunakan KCKT yang 

dihubungkan dengan spektrometer massa, dilakukan dengan modus 

negatif. Pada modus negatif ini, suatu senyawa akan diubah menjadi 

senyawa yang bermuatan negatif dengan cara ditarik sebuah protonnya. 

Untuk katekin dan epikatekin, mekanisme terbentuknya senyawa yang 

bermuatan negatif adalah : 

C,ll._06 

miz 290,07 
---• ClsHr30i + H+ 

mlz289,07 

Katekin dan epikatekin merupakan isomer. Secara teorilis keduanya 

memiliki polaritas yang sama. Dengan demikian, keduanya akan memiliki 

waktu retensl yang sama. Namun hasil penelusuran terhadap beberapa 

pustaka menunjukkan hal yang sebaliknya. Katekin dan epikatekin 

memiliki waktu retensi yang berbeda. Untuk sistem KCKT fase balik, 

waktu retensi katekin leblh kecil dlbandingkan dengan waktu retensi 

epikatekin (Anonim, 2006; Wollgast, 2004). Dalam penelitian lnl juga 

diperoleh hasil yang sama, wak!u retensi katekin (7,9 menit) lebih kecil 

dibanding waktu retensi epikatekln {8,9 menit). Ketika kedua zat tersebut 

digabung, waktu retensl keduanya juga berbeda (waktu retensi katekin 7,9 

menit dan epikatekin 8,9 menit). lni membuktikan bahwa polaritas kedua 

zal tersebut tidak sama (katekln relatif lebih polar dibandlngkan dengan 

epikatekln). Juga dapat dikatakan, kolom KCKT yang dlgunakan (Zorbax 
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Eclipse XDB-C16) dalam penelitian ini cukup spesifik sehlngga mampu 

memlsahkan katekin dan epikatekin. Gambar kromatogram yang 

menunjukkan waktu retensi katekin dan epikatekin hasil ekstrak ion pada 

m/z 269 hingga 290 satuan mas sa atom dapat dilihat pad a Gambar 7. 

Kedua zat tersebut memiliki pofa spektrum yang sama, yakni memifiki 

kefimpahan yang tinggi pada m/z 269,0751. Yang membadakan 

keduanya hanya dalam hal waktu retensinya. Gamber spektrum katekin 

dan epikatekin dapat dilihat pada Gambar 12 dan 13 . 
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Gambar 7. Kromatogram stendar katekin dan standar epikatekin 
gabungan hasil ekstrak ion pada m/z 289 hlngga 290 
satuan massa atom 

Blji kakao tidak hanya mengandung katekin dan epikatekin. 

Didalamnya juga terdapat senyawa lain yang mungkin memiliki waktu 

retensi yang hampir berdekatan dengan kedua zat tersebut. Oleh sebab 

itu dalam percobaan berikutnya dilakukan upaya untuk memperpanjang 

waktu operas! analisis dari 16 mentt menjadi 40 menit dengan beberapa 

penyesuaian. Penyesuaian-penyesuaian tersebut meliputi balk komposisi 

fas~ gerak, kondisi spektrometer masse, maupun laju alir fase gerak yang 

akan digunakan, sebagaimana Ielah diuraikan dalam Bab Ill. Berikut 
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adalah uraian has if optimasi tarhadap parubahan · komposisi fase gerak, 

kondisi spektrometer massa dan laju alir fase geraK 

1. Optimasi temadap perubahan komposilii fase gerak 

Pada analisis KCKT fase balik yang dilakukan secara gradien, 

perubahan korriposisi .faae gerak diubah,ubah, setiap satuan waktu. Fase . . . . ' . . ' ' 

gerak dlubah dart kondisi relatif polar menuju kurllng pelar. Perubahan 

tersebut dilakukan dengan cara meningkatkan parsentase fase gerak 
·, . . '· - ' . -- . . . 

yan!j IM-ilrig pelar seifin9 dengan l:iertai'nbahnya waktu: 5etelah waktu 

tertal'ltu,, kondisinya dikerilbalikan Jagi .seperti sebelum dilakukan Ianda ian 

fase gerak. Dengan adanya Jlf!rubahan_.tersebut, diharapkan _.semua zat 

yang terkandung dal.am . sampel .dapat dipisahkan sebelum berakhimya 
' ., .. ' , ' ' , ' ' •<. 

waktu Gl)e~asi. 
, I ', .-

Persentase fase gerak yang kurang polar dalam penelijian ini 

seluruhnya ditingkatkan mulai 10 perseri. hingga 60 persen dalam . ientang 

waktu 0 hingga 35 menit. Yang m~mbedakan hanya tingl<at llnidalan dari 

keenaro Metoda yang digunakan: 

Percobaan diawali dengan tingkat landaian fase gerak dlbua1 agak 

melandai (Udak !!etajam pada saat erientasi awal). · Tujuannya adalaR agar 

katekin dan epikalekin terpisah C!Jkup jauh namun tidak ·lerlalu ja,uh. lni 

juga akan member! kesempatan kepaela senyawa-senyawa lain yan11 
' " ' -

memillki polafitas. diantara kedua zat tersebut agar terpisah dengan baik. 

Selanjutnya tingkaj landaian fase ,gerak diubfih ketajamannya dengan 

berbagai vartasi separti terlihat pada Tabel2 Bab Ill. 

Hasil percobaan :selengkapnya mengenai optimasi . terhadap 

perubahan fase gerak dapat di.lihal pada Tabel 4. .Tabel tersebut 
' ' ' ' ,/ ' - . ' . . -- . ' 

memperlibatkan ,bahwa prosedur nomor 6 memberikan hasil yang rel!ltif 
' . ' ' ' ' ' ' - . - ', ' ' . ' ' ' 

lebih balk eli banding lainnya. Prosedur nomor 6 adalah prosedur dengan 

perupahan fasegerak: 0-15 menit ,(10-35 %B); 15;20menij (3,5-40 %B); 
'. . . ' : . - " - i 

20-30 men it (40-50 %B); 30-35 men it (50-<lO %B); dan 35-35,1 menit 
- ' . ' . ' '' . ' . ' : - ' ' ' ' ' 

(60-10 %B). Conloh kromalogram yang diperoleh dari perco~an 

optimasi terhadap perubahan komposisi fase gerak setelah dilakukan 

' ' I· 

I 
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ekstrak ion pada mlz 289 ·hingga ·290 satuan massa atom dapat dilihat 

pada Gambar 14. 

Tabel 4. Hasil peroobaan optimasi terhadap perubahan komposisi lase. 
gerak 

No. Stand;ard 

1 l<atekin 

Epikatekin 

~ 
(menit) 

. 13,5 

19,2 

~a 
(eounts) · 

-·~ 

w 
(meriit) · 

H 

47.681;l.OOO 1,1642 2141 0,0001:2 

41.752.000 . 1,1289 4649 0,00005 ,, ' - . 

2 Katekin · 10;0 · 48.729.000 ' .0;6703 3578 0,00007. 

Epikatekin · 12,3 57.958.000 0,8467 ·3360 ·0,00007 
'· ' -- ' ··-· 

3 Katekin 

Epikatekin 

4 Katekin 

Epikateki~ .. . . . . ' . 

5 Katekin 

Epikatekin 

6 Katekin 

Epikatekin ' 

11,3 • 47.94'a:ooo o,7762 • 3372 o,oooo7 
14,5 48.145.000 0,8467 4685 0,00005 

10,6 

13,2 

10,0 

12,3 

48.574.000 

57.577.000 

48.787.000 

42.488.000 

0,5997 

0,8819. 

0,7055 

0,6702 

4964 

3605 

. 3229.· 

5366 

0,00005 

0,00007 

0,00008. 

0,0.0005 

10,5 ' 50.055.000 ·0,7056 3566. 0,00007 

13;2 57.141tOOO 0,6702 · '6202 0,00004 
- : - ·- ' -

Keterangan : - Data IR, Area dan W d1peroleh langsung dan kromatogram. 
·Data N dan H dihi!ung mengguoal<an rumus sepertl dljelaskan paaa flab 

II dengan bantuan M!Crosoft Excel. 
- lirutan nomdr pada Tabef4 merujuk pada pe'rubahan o/oB dari·TSbel2 

yang terdapat ~a!am.Bab Ill,. 

2. Optimasi tarhadap kondisi spektrometer massa 

Pada KCKT, zat yahg akan dianalis (analit) berada dalam lase eair. 

Jika alat KCKT tersebut menggunakan detekfur speldrometer maslia, 

maka diperlukan serangkaian · proses untuk menghilangkan pelarut 

teisebut. · Proses peilghilangan pelarut tersebut terkait pula dengan 

beberapa parameter kondisi spektrometer massa yang nantinya akan 

dioptimasi. 
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Menurut Anonlm (1998), proses ionisasi dengan sumber ion ES.I 
. ' ' ' . ' ' ' ' ' ,. - ' ' ' 

te~adi melalui tahapan sebagai berikut : 

(1) Fase gerak dan analit diubah menjadi butiran-butiran halus dengan 

· bantuan pengabut (nebulizer). 

(2) · · Pelarut daii fase gerak diuapk!m dari butiran-butiran halus tersebut. 

(3) · · Kerapatan mua~n d!ilam butiran-butiran halus tersebut sernakin 

irieningkaidan setelah tetai>an Raleigh, yang basarnya 10° Vlcm3, 

teilampaui maka· te~adi ledakan Coulomb yang akan manghasilkan 

butiran-butiran yang lebih halus lagi. 

(4) Di bawah pengaruh mE.dan elektrostatik yang terdapat diiliitii ruang 

· periyembur, ana!H bermuatan ak13n ditarik dari butirarl-ti\Jtiran halus 

tersabut. ·· 
' . ,, 

Garrbar . 2 . pada Bab II menunjukkan prinsip ke~a spektrometer 

masse secara skematis. Pada gambar tersebut, terlihat bahwa p-arameter 
' ' . ' . . . . . ' 

yang berpengaruh terhadap optimasi kondisi spektromeler mass!! adalah 

tekanan pengabut (nebulizer), tegangan ionisasi (ESI), suhu gas dan laju 

alir gas nttrogen. Dengan demikian, parameter-parameter tersebut yang 

dilakukan optimasi. 

· koridisi awal spektrometer masea mengacu pad a c•kondisi 'yang 

dlgunakan 'oleh • Anoriim (2006). Selanjutnya dilakukan 'pari.Jbahan 
., . ' ' . . '" . . . . , 

terhadap beberapa parametersepertllelah dijelaskan pada Tabei3'Beb Ill: 

Hasil proses Optlmasi terhadap kondisi SPektrOmeter massa sele>ngkapnya' 

dltunjukkan pada Tabel5. ·' ' 

· Pada Tabal· 5 !ersebut terlihat bahwa waktu retensi katekir\ adalah 

sekltar 10,6 menit sedangkan waktu retensl eplkatekin adatah ·5ekitar 13,2 

manit. Waktu retensi kedua zat tersebut telatif sama (konslsten) · pada 

barbagal melode yang dloptima~i. Contoh .kromatogram yang diperolel) 

dari percobaan optim<~si terhaqap kondisi spektrometer .massa,!"'lelah 

dilakukan ·ekstrak ion pada m/z •289 hingga 290 satuan massa atom dapat 

dilihat pada Gamber 15. 

' ' I 
i 
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': -_, " ' ., . . 
Tabel ~r Hasil peroobaan optimasi temadap kondisi spektrometer masa 

No. Standard 

1 Katekin 

E;pjkatekin 

2 .Katekin 

• . E;:>i~atekin 

. · 3 Katekin . 

Epikatekin 

t.. 
(menit) 

10,6 

13,2 

10,6 

13,2 

10,6 

13,2 

.. 4 .~atekin . , , 10,6 

, .. , Epi~alekin 13,2 

5 Katekin 10,6 

Epikatekin 13,2 

' 6 Katekin 10,6 

13,2 Epikatekin 

Ar&a W 
(counts) . {menit) 

53.637.000 0;8114 

. 62.564.0.00 0,7408. 

66.667.000 

72.735,000 

0,7762 ' 

. 0,7056 ·- ---- -

N 

2714 

.5100 

29.74 

5604 

H 

'0;00009 

0,00005 

0,00008. 

,0 • .00004 

54:777.000 0,6350 4431 0,00006 

64.586.000 0,7056 561? ' 0,00004 

56.339.000, 0,8467 ~487 0,00010 

53.504.000 0,7406 501!7 0,00005 

61.385.000 0,7761 2963 0,00008 

56.162.000 0,7055 5613 0,00004 

55.292.000 0,8114 
l '. 

2709 0,00009 

63.082.000 0,7056 5607 0,00004 

Keterangan : ~ Data ta. Area dan W diperoleh lang sung .dari kromatogram. 
· · ·-· Data N dan H dihituog mengQon3kan rum us seperti dijelaskan pada Bab ·n 

dengan b~ntuan Microsoft Excel. . _ _ 
- Ufutan nomor pada Tabel5 rhengact~ pada nomor prosedur darl Tabel-3' 
yang terdapat dalam Bab lli . 

.• Yang.,menarik dari Tabel5 tersebut adalah bahwa prosedt~r npmor 2 

temyata memberikan nilai area yang paling tinggi diantara seluruh metoda ... ' . . . ~ . ' .. 
yang,dioptimasi. Namun tingginya.nilai .area tidak diikuti dengan naiknya. 

- - ' . . ' ' ' ._ 

ni.lai N ataunya turunnya nilai.H. Padahal suetu pemisahan dikatakan baik 

apabila memberikan nilai N yang besar atau nilai H yang k~J>cil. 

, , Jika Tabel3 pada Bab Ill dibendingkan dengan Tabel5 pada Bab IV . . . . . •' ._ ·. . . . . . . . . , 

terd~pet hubungan sebagai berikut : 

(1) ' Prosadur nomor 1 pada Tabel3 merupakan titik awal optimasi. · 

(2) Ketika suhu gas pengering dinaikkan dari 300 'menjadi 325 •c dan 

'lekanan·pengabut dinaikkan dllri 40 menjadi 50 psi (prosedur nomor 

• 2), te~adi peningkalan baik area maupun nilai N dari ketekin dan 

epikatekin. 
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(3). Ketika hanya"parameter tekanan pengabut saja yang dinaikkan dari 

40 menjadi 50 psi (prosedur nomor 3), juga ta~adi paningkatal) baik 

area maupun nilai N dari katakin dan epikatekin" Bahkan nilai N 
. ; ' . . ,-

dengan metode 3 ini hasilnya masih IE)bih besar bila dibandingkan 
' ' - . ,, ' . 

dengan prosedur, ~omor 2" . : ' . . 
(4) " Untuk o;elanjutnya prosedur nomor 3 ini dijadi~n acuan <untuk menilai 

, Pf9o;ed~r nomor 4, 5, dan,S. 

(5) Ketika tegangan ionisasi diturunkan dari< -3500 menjadi •'3400 "Volt 

(prosec:lur nornor .~), mernang te!iadi .peningkatan pada. area katekin, . " . ' ' -· . " ·- . . . . 

nal1)ug.dari sjsi njlai N teljadi, penurunan yang .eukup·la]arl). J;lal yang 

sama.]UQI!I te~adi,pada,prosedur nqmor 5 dan 6. Pada saat lajugas .. - ' . ~ ' - ' . . . ' ' ' 

.· pengeriog .diubatl ffiEtOj;ldi 1l liter per menit (proo;ecjur: nemer 5) dan - -- ' ' . ' ' ' ' ... 
tagangan ionisasi (ESI) ditingkatkan menjadi -3600 .volt (j:!rosedur 

nomor 6) juga ta~adi peningkatan pada area katekin, namun dari sisi 
c --- 1 - • -' ' - " • • - 1 ' "·' 

nilai "N te~adi penurumin yang' cukup tajam. · 

Denga~ demikian; melode 'yang dipilih i:l~lam' pro~es optimasi 

terha~ap kon!lisi sP'!ktrometer masse adalah prose!lur nomor 3. Prosedur 
'"~ ' 

nomor .3 apalah prosedur dengan kondisi spektrometar massa sebagai 

berikut: 

c Suhu gas pangering : 300 · • C 

- Laju gas pe,ngeri.ng : 10 liter per menit 

- i ekanan pengab~t : 50 psi 

: Tegangan fragmentasi: 160volt 

' T egangan penyaring ion : 60 volt 

'· Tegangan frekuensi radio pada oktopol : 250 volt 

- T egangan ionisasi (ESI) : (-) 35~0 volt . 

3. Optimasi tarhadap laju allr fase gerak 

T a hap optim~si yang terakhir il(lalah optimasi terhadap lajO' 'alir fase 

gerak" Laju alir' diatur pada laju O,!f hingga 1,0 ml per manit. I.aj~ alir 

tidak dfatur pada laju lebih dan 1,0 mlfriienH. Pada kondisi laju alir ini, 

diperkirakan akan menyebabkan jarak antara waktu reterisi katakin dan 

epikatekin akan semakin dekal. Dikhawatirkan akan mengganggu proses 
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pemisahan zat..zat yang memlllki waktu retensi diantara. katekin dan. 

epikatekin. ., : ' 

D~mikian pula laju alir tidak diatur pada laju ku~ng dari o,5 ml per 

menft. Pad~ kond~i ini, Pe~iu diiakuki.m pe~yesuaia~ terhadap tekanan 
. . . 

pengabut dan laju gas pengerfng. Menu rut pedoman perigoperasian ala!, 

jika ·laju alir' diatur pada 0,2 hingga · 0,5 ml per menit maka' tekanan 

pengabul harus diatur pada 30 hingga 50 psi dan laju gas·penge!ing diatur 

pada 8.hingga 10 liter per menft. 

Hasilr percobaan optimasi terhadap perubahan :laju alir fase gerak 

dapat dilihat pada T abel a. · Comoh kromafu9ram yarig diperoleh dari 

percobaan optimasi terhadap perubahan'' laju alir fa5e' gerali:Se!elah 

dilakllkan ekstrak ion pada m1z 269 hingga 290 satuan massa atom dapat 
. ' . . ' . ' ' '~ . '; ' ' ' ) ' 

dilihat pada Gambar 16. 

Tabel 6. Hasil percobaan optimasi te~a~ap peru'bahan laju alirta~ gerak . 
" 

No. Laju allr Standard "' Area w 
N H 

·(ro!lmenitl {menit) {counts) . (menjt) · . 
. . 

12,0 
. ., . ·o.oooos 1. 0,5 6,36" 10'7 • 3207 Katekin 0,8466 . 

Epikatekin 14 7 • 6,48 X 10°7 0,7055 6934 0,00004' 

2. 0,6 Katekin 10,6 5,78 X 10'7 0,8114 2737 0,00009 

Epikatekin 13,3 5,31 x 10'7 0,7761 4670: 0,00005 
•• 

3. 0,8 Katekin 8,6 4,44 X 10'7 0,6350 2931 0,00009 

Epikatekln 11,2 5,18 X 10" 0,7408 3640 0,00007 

4. 1,0 Katekin 7,3 3,86x 10·' 0,3881 5685 0,00004 
' 

Epikatekin 9,8. 3,85 X 10'7 0,8113 '2345 0,00011 
. ', ... 

Keterangan :-Data~. Area dan W d1peroleh·langsung dart kromatogram. 
. 

-Data N dan H d!hitung menggunakan rumus seperti dijelask:an pada Bab II 
dengan bantuan Mfcrosoft ExceL _ . . , . 

' ' .. '' . -.' . (. ' 

Pad a Tabel 6 tersebut tampak bahwa dengan naikn~a laju alir akan .-. . ' ,, '' 

b.erakibat pula pada menurunnya J;lilai area. Hal tersebut dapat drfahami 
' ,· . I" . ' 

mengingat P<~hwa bertamba\lnya laju, alir akan b;!rakibat. pada sem!!kin 
,. ' •''• - ' ' '·' ' 

qanyak jumlah partikel yang terb~ang. 
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Pada rentang laju·arir antara 0,5 hingga 1,0 mllmenn temyata yang 

membelikan. hasil terbaik adalah fase gerak laju alir sebesar 0,§ ml per, 

menit Fase gerak dengan laju inilah yang selanjutnya digunakan dalam' 

proses validasi metode . anaUsis dan penetapan kadar. katekin dan 

epikatekin dalam sampel kakao. · 

· BerdaS<ilrr<an dan keliga proses optiniasi tersebut didapatkan 'hasil 

kondisi ahalisis katekin dan epikatekin sebagai benktrt : '' ' ' ' 

KCKT 
'! -~-

- laju a,lir .: 
' - ' ' ' . 0,5.ml per 1)1enit,. 

4o manit,, - Waktu operasi : 
' ' " -j ' '. - . '· ' . ", .-. : ; -

- Fase gerak A: 0,1% asam format dalam air deionisasi 

.-, f:a,seg13ra)<Ji: , . ..-1\selo'!ilril: Me,lanol (PO :,50). 
' - ' -- - ~ .. 

- Gradien : 0-15 menn (10-35 %B), 15-20 menit (35-40 %B), 
20'30 menit (40-50 %B), 30-'35 menit (504>0·%8), 
35-35,1 me~ it (60-1 0 %B). , . 

• V<?lume irief!si : , ... 5,0 ;!I 

Spektrometer Massa 
' ' - : . . /:. 

- suhu gas pengerlng : 300 ' G. 

-laju gas peng(i!ling : 1,0 liter per menit 
' ' 

- T ekanan pengabut : 50 psi 

: Tegangan frag,i;entasi : 1eo volt 

- Tegangan penyaiing ion : 60 volt , 
- tegangan freRuensi radio pai:la oklopol : 250 voli ' 

- Tegangan ionisasi (ESI) : (-) 3500 volt 

B. Validui metod~ aruilrSis katekin dan epikatekln 
' •.- ' 

1, Ujl spesifisitas dan selef<tivitas . . ' ' . . . 

Uji ini dimaksudkan untuk melihat bahwa waktu retensi dan zat yang 

akan dianalisis tidak lerganggu dengan adanya zat lain, Uji ini dilakukan 

dengan cara menginjeksikan larutan metanol 30% sebanyak 5 fll sebelum 

melallukan analisis sampel dan sebelum pembuatan llurva kalibrasi. 

Berdasarkan hasil percobaan spesifisitas, metoda analisis katellin ini 

cukup spesifik. Hal tersebut ditunjukkan dengan tidak adanya gangguan 

.. 
; 
' 
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di sekitar puncak katekin maupun epikatekin. Selain ilu,, metode anaiisis 

menggunakan KCKT -yang dihubungkan dengan delektor- Spektrometer , 

Massa Waklu -_lintas .(Time of Flight- -Mas;>, Spectrometel) merupakan 

metoda analisis yang spesifik, - yang 'dapat , mengukur suatu zat 

berdasarkan bobot molekul ionnya. Hal tersebut dimungkinkan dengan -

adanya mepulf'!,silijas extract icm chro_rnalO~ft!m (X/C) yang terdapat,pada 

piranti Analyst QS. Saat dilakukan_ penelu_~uran senyawa de_ngan bobot 
. ··,;;1 . _ • ,-, '• • ·- • __ •.- • , . •: • I· 

molekul 289 hingga 290 Da, lidak ada satupun puncak yang menunjukkaro 

bobot molekul tersebut. Contoh kromatogram sebelum dan sesudati 

ctilakukan ekstraksi ion pacta mlz 28s- tiinooa -2so satuan massa alOin 
' ' ' 

dapat dilihat pada Gambar 17 hingga 18, - -
. .:· 

·' . " .,. 

2. Pembuatan kurva kalibrasi dan ujfiinearifas katekin dali' epikafakin 
•t;;. -,, 

Kurva.kalibrasi. dibuat·dengan ·cara memplo.tkan antara konsentrasi 

zat sebagai sumbu X dengan area sebagai surribu Y. Dari kurva kalibrasi 

tersebut akan didapatkan parsamaan garis regresi 'tinier yang dinyatal<an 

sebagai Y = a + bX, dengan a (intersept) menunjukkairiilik · poto'ng kuliiil 

dengan sumbu Y dan b (slope) menunjukkan kemiringan'kurva (gradien). 

Dari kurva kalibrasi tersebut juga akan diperoleh koelisten korelasi (r) 
' ' ' 

yang menunjukkan kelinieran kurva. Suatu kurva dikatakan linier jika nilai . . ~-· ' . ,· ~··· 

koelisien korelasinya (r) sama dengan ,atau s~makin d!'kal "del)gan 1. 
- . . . ' . . 

Semua perhilungan dan pembuatan kurva kalibrasi. dilal<;ukan, dengan 
' { " ' 

bantuan Microsoft Excel. ' ' 

Berdasarkan hasil percobran u,?!uk , IJ"'!'bu~!ll~ kury~, kalibrasi 

kate kin diperoleh data sebagaimana tampak pad a Tabel 7. Contoh 
· ' · r" - ' . , : , . .. : . 

kromatogram standar kate kin setelah dilakukan' ekstraksi ion "p'ada· mfz 

269 'hingga 290 satuan massa atom dapat dilihat-pada Gam bar 19. ' 

':. ' ' . ,i' 
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Tabel7. Data untuk'pembuatan kt.u'lia kalibrasi katekln ' 
' .. '• ,, 

Kadar . . . Area ' Koefislen No. to a , b (slope) 
(menit) (ppm) '(counts) (inte.sepl) koielasl (r) 

' ' 
1. 12,1 2,00 3.181.000 

2. 12,1 4,00 6.206.200 ' 

' 3. 12,1 6,00 9.275.600 
' 457.853,33 1.432.545,57 0,9998 

4. 12,1 8,00 11.905.000 ' 

5. 12'1 ' 10,00 '14.769.000 ' ' 
' 

6. g1,' 12,00 17.591.000 
' 

Dan T abel 7 tersebut diperoleh persamaan gari~ regresl untuk 

kall3kin, Y =..457.853,33 + 1.432.545,57 X dengan koefisien korelasi (r) 

sebesar 0,9998. lni menunjukkan bahwa kurva tersebut 'adalah kurva 

yang llnier,dapat dilihat pada Gambar 8. 

0 

' ' 

. 'j ~ .1,43:';!',~~~.?7~1 X+ 4g7 :l}!/~.~~~~ 
· R1 = 0.1'~995 

·~ 

8 10 .12 14. 
Kadar Kate kin (p_pm} 

Gambar 8. Kurva kalibrasi katekin 

. Hasil yang tidak jauh bert>eda juga diperoleh dengan metoda KCKT 

menggunakan detektor DAD. Seluruhnya menunjukkan nilai koeflsien 

korelasi r i!: 0,999. Bahkan ketika katekin digabung bersama dengan 

epikatekin nilai koefisien korelasinya masih . tetap konsisten. Hasil 

percobaan lain pembuatan kurva kalibrasi katekin pada berbagai rentang 

konsentrasi dapat dilihat pada Tabel 8. 
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Tabel8 Kurva l<alibrasi l<atekin pada berbagai rentang konsentrasi . . . . • 

No. Rentang Persamaan K~sien. Keterangan 
koriilentrasl · • . regresi .·.i ., .kore!asi (r) . 

1 1, 5, 10, 20, 50, Y = -0,327 + 16,658 X 0,9999 Digabung dengan 
dan 100 ppm epikatekin 

2 1' 5, 10, 20, 50, Y = 1,291 + 3,746 X 0,9998. Oigabung dengan 
dan 100ppm . epikatekin 

3 2, 6, 13, 26, 65, Y = 4,523. + 17;715 X 0,9999 Digabung dengan 
dan 130ppm . epikatel!in 

4 1, 2, 4, 20, 50, Y = -6185 + 17,270 X 0,9997 Dlgabung dengan 
dan 100 ppm eplkatekin 

5 0,5; 1,0; 2,0; Y = 2,795 + 16,243 X 
.. 

0,9999. Oigabung dengan 
4,0; 20,5; 51,1; epikalekin 
dan 71,6'ppm ' ' . .. ·· . . '• • 

6 2, 4, e. 8,. 10, Y" -<J,727 + 16,573 X 0,9997 • · Tel'plsah dengan 
dan 12 ppm epikatekin 

Keterangan : semua has!! dt atas diperoleh menggunaka.n. K~KT dengan detektor, ~AD . . ' . . ' . 

Sementara itu, untuk epil<atekin diperoleh persamaan garis regresi 

Y = 42.524.380,95 + 849.873,36 X dengan koefisien korelasi (r) sebesar 

0,9983. Persamaan tersebut diperoleh dengan cara memplotkan satu seri 

konsentrasi epikatekln mulai sekitar 60, 80, 100, 120, 140 dan 160 ppm. 

Hasil selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 9. Contoh kromatogram 

epikatekin setelah dilakukan ekstraksi ion pada m/z 289 hingga 290 

satuan massa atom dapat dilihat pada Gambar 20. 

Tabel 9. Data untuk pembuatan kurva kalibrasi epikatekin 

No. "' Ka<~ar Area 
a (/ntersepl) b (slope) 

Koefisien 
{menit) (ppm) (counts) korelasi (r) 

1. 14,8 59,2 90.545.000 
. 

2. 14,7 78.9 110.830.000 

3. ' 14;7 98,6 126.950.000 ' 42.524.300,95 849.873,36 0,9983 
4. ·, 14,7 118,3 144.640.000 

5. 14,7 138,0 150.970.000 

6. 14,7 157,7 174.230.000 . 
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Kurva kalibrasi epikatekin dapat dilihat pada Gambar 9. Dan gambar 

tersebut tarnpak bahwa sebaran titik-tilik pada kurva tersebut cukup balk 

meskipun nilai koefisien korelasinya 0,9983. Jika mengacu pada suatu 

ketentuan yang menyatakan bahwa suatu kurva kalibrasi yang dibuat 

dengan metoda KCKT dinyatakan memenuhi syarat linieritas apabila 

memiliki koefisien korelasi (r) minimal 0,999 maka hasil yang diperoleh 

dalam penel~ian belum memenuhi syarat. 

c 
I a 
ii .. 
~ 

;;-
c 

~ 
• 
~ 

200 

180 

180 

140 

120 

,00 L: 80 

60 . ·-
40 60 

'f= 649'.$73.$SIHix+ 42.S24,360J)S24 
R,.::: 0.1>1961 

60 100 120 140 160 160 
Kadar Epik.atokin (ppm) 

Gamber 9. Kurva kalibrasi epikalekin 

Menurut Wollgast (2004), suatu kurva kalibrasi memenuhi kmeria 

liniemas jika memiliki koefisien korelasi (R") sebesar minimal 0,99 (atau 

setara dengan nilai r = 0,9950). Penel~i ini menggunakan KCKT dengan 

detektor spektrometer massa untuk menganalisis senyawa polifenol yang 

terdapat dalam sampel kakao. Dengan demiklan. jika mengacu pada 

pemyataan yang dikemukakan oleh Wollgast tersebut, maka · kurva 

kalibrasi epikatekin dengan koefisien korelasi (r) sebasar 0,9983 masih 

memenuhi syaratliniemas. 

Apabila kurva kalibrasi epikalekln dibual pada rentang 1 hingga 1 00 

ppm, akan didapatkan kurva yang kurang linier. Berdasarkan hasil 

percobaan pembuatan kurva kallbrasl epikatekin dengan konsentrasi 

sekitar 1, 5, 10, 20, 50, dan 100 ppm, diperoleh koefisien korelasi (r) kurva 

0,9957 (R2 = 0,9915 setara dengan r = 0,9957). D~injau dari sisi nllai 
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koeftSien korelasi, kurva kalibrasi ini masih tergolong memenuhi syarat 

linieritas. Namun jika diamati, seberan titik-titik kurva tersebut lebih 

menyerupai kuJVa pollnomial dibanding kurva regresi (dapat dilihal pada 

Gambar 10). 

100 1 'f "'•3,205.5866xZ + 1,23(1,165 5193>: + 1,393,075.3120 
90 l 1'¥ = 0.9994 

i :1 
j 60 

I: 
~ 20 

10 . 

y ,. 901U.i24.6937x + 4,414,666.3471 
fil .. OJl91$ 

0 ·1<-----~ ..... ·-····----~ ...... , 
0 20 100 

Gambar 10. KuJVa kalibrasi epikalekin yang dlbuat pada 
rentang konsentrasi 1 hingga 100 ppm. 

120 

3. Pengukuran batas deteksi dan betas kuantitasi katekin dan 

epikatekin 

Balas deteksi (LOD) dan betas kuantitasi (LOQ) dari katekin dan 

epikalekin dihitung berdasarkan data yang digunakan dalam pambuatan 

kuJVa kalibrasi di atas. Setelah di!akukan panyesuaian terhadap data-data 

tersebut maka diparoleh label-label untuk kebutuhan parhitungan nilal 

bates deteksi dan nilai batas kuantitasi. Nilai a (intersepf), nilai b (slope) 

maupun nilai gala! baku dari Y harapan (Std. Err. Of Y Est.) diperoleh 

melalui perhitungan dengan bantuan Microsoft Excel. 

Data yang dibutuhkan untuk perhitungan batas deteksi dan betas 

kuantitasi katekin dapat dilihat pada Tabel 10. Selanjutnya batas deteksi 

dan batas kuantitasi dihilung menggunakan parsamaan yang terdapat 

pada Bab II halaman 21. Dengan persamaan tersebut didapat nilai batas 

deteksi dan batas kuant~asi ketekin sebegai berikut : 
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LOD;,; 3x133.033,~0 
1.432.545.57 

.. = . .0,26 ppm 

dan 

.. . . 

Log;, !Ox133.033,2o -
1.432.545,57 . 

= 0,93 ppm . ·-
. ' . " 
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Dengan melihat nilai LOD dan LOQ tersebut tampak bahwa seluruh data 

yang terdapat dalam Tabel10 berada di atas nilai LOQ. 
'. ( 

Tabel10. Data untukperhilungan batas.dete~i-dan batas kuantnasi 
. . . ·. katekin 

No. t.. Kadar Area a 
·b (slope) 

Std. Err. 
(men It) (ppm) (counts) (lntersept) YEst 

1. 12,1 2,00 3.181.000 

2- . 1:21 4.QO ' 6:2Q~. 2QQ • . ' • 

3. 
)>. 12,1- 6,00 9.275.600 ' . . ' 

of 

4. • '12 1 11.905.000 
457.653,33 1.432.545,57 133.033,20 

8,00 ' ' 
' 

-

5. 12,1 10,00 14.769.000 
._ ,. .. . . ; ' . i . 

6. 12,1 12;00 17.591.000 

Percobaan lain menggunakan KCKT dengan detelctbr DAD pada 

rentang konsentfasi yang sama diperoleh hasil yang tidak berbeda (batas 

deteksi = 0,30 ppm'dan batas·kuantitasi = 1,02 ·ppm). Seluruh titik-tilik 

yang digunakan untul< pembuatan kurva kalibrasi .menggunakan ,kedua 

m~e ters~but memili_ki nilai di. atas. ~atas .kuantitasi. 

-Untuk-epikatekin agak berbeda. Dalam ·penelilian ini, batas deteksi 

dan · batas" kuantitasi didasarkan atas data untuk pembuatan kurva 

kalibrasi dengan rentang konsentrasi antara 60 hingga. 160 ppm: Data 

selengkapnya untuk . perhitungart: batas 

te(Sebut dapat dilihat pada T abel11. 

deteksi dan _ batas kuantitasi 

.. 

' ' 

. I , 

' ' t 
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T abel 11. Data untuk perhitungan batas deteksi dan bates kuantfu!si 
epikatekin 

No. "' Kadar Area a (lnlelsepl) b (slope) 
Std. En: 

(menit) (ppm) (counts) YEst. 
. . 

1. 14,8 59,2 90.545.000 
.-- "' . 

2. 14,7 78.9 110.830.000 

3. 12s.95o.ooo · 
.. 

of 

14,7 98,6 
42.524.380,95 849.873,38 • 2.028.200,91 

4 . 14,8 118,3 144.840.000 
• ,;- .-' i! 

5. 14,7 138,0 160.97Q.000 . .. . ~-
6. 14,7 157,7 174.230.000 .. 

Seperti halnya dengan katekin, batas deteksi dan betas kuantitasi 

epikatekin dihHung menggunakan persamaan yang terdapat pada Bab Jl 

halaman 21. Den~a~ persamaan tersebut didapat nilai batas dateksi dan 

balas kuantitasi epikatekin sebagai berikut : 

LOD = 3x2.026.200,91 
849.873,36 

' 
=7,15ppm 

dan L(JQ = 10x2.026.200,91 
849.873,36 

~23,84ppm 

Dengan melihat nilai LOD. dan LOQ lersebut lampak bahwa seluruh· data 

yang terdapat dalam Tabel11 berada di alas nilai LOQ. '- _, 

Jika perhitungan batas deteksi dan batas kuantitasi didasaikan alas 

data untuk pembuatan kurva kalibrasi dengan rentang ·konsentrasi antara 

1 ·hingga 100 ·ppm, maka· terdapat sejumlah. titik dari. kurva. kalibrasi 

tersebut yang memiliki nilai di bawah batas· kuan!Hasi: Akibatnya kurva 

kalibrasi rersebut menjadi tidak valid. Bates deteksi dan betas kuanlliasi 

epikatekin yang dibuat pada rentang konsentrasi tersebut adalah masingc 

masing 11 ,81 dan 39,38 ppm. Percobaan lain menggunakan metode CKT 

dengan detektor DAD pad a renlang konsentrasi 10 hingga 60 ppm 

diperoleh betas deteksi dan batas kuantitasi masing-masing 14,40 dan 

48,01 ppm. Kedua metode tersebut menghasilkan hanya dua litik yang 

memiliki nilai di atas batas kuantitasi. 
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Perhitungan batas detaksi (!an. betas . kuantitasi dari kate kin dan 
' ' . --

epikatekin di alas, seluruhnya didasarkan pada larutan tunggal (bukan 
; . . ; ' : : . . . ' ' . . ' 

hasil campuran keduanya). Apabila batas deteksi dan batas kuantitasi 
l J ' • . ' '- . ' \ I '' ,· . ' 

ters.ebut dihitung berdasarkan farutan campuran, diperoleh hasil yang lain. 
' ·• ' '- ' ' 

Berdasarkan percoballcn menggunakan KCKT dengan detek!or DAD pada . . . ' . 
reritang konsentrasi 0,5 hingga 130 ppm, diperoleh' hasil betas kuanlitasi 

terlet~k diantara renta~g tersebut (dapat dilihat pad a T abel 12). . 
' . :•. 

Tabel12. Balas deteksi dan batas kuantitasi dari kalekin dan epik,atekin 
menggunakan larutan campuran kedua iat tersebut 

No. Rentang Batas dataksi (ppm)· ' Batas kuantitasi (ppm) 
· konsentrasi . 

.. Kate kin Eplkatakin Kate kin Epikatekin 
" 

1 1-100ppm 2,57 243' 
' 8,58 8,10 

2. 2-.131 ppm. 2,17 '; ,: ;;: 2,46 723. ' - ' ' 
8,27 

3· 1-101 ppm ' 2,90 2,76 .. 9,66 . 922 " ' ' .. 
4.: Q,5-72ppm '1.22 ' 1,16 ' . . 4,07 . 3,67 .. ' ' ' ' 

4. Ujl preslsl dan ujl perolehan kemball kirtekin dan epikatakln 
' ;:. ' 

a, Uji pres/sl katakin dan epika(ekil!, 

. Uji presisi yang dimaksudt<:an . dalam penelitian ini. adalah. uji 
~ . . - ). . . . '·- ' '' ' ' 

keterulangan (repea!aQffity). ,Da,ta l!ikelomp<*kan ber<:lasarkan hasil !Jn!Uk 
' - - . . . . . ·' . - . 

uji pel]llehan kambali, yaitu pada l~el 2.1$%, 50%.,71!% serta 100 persen. 
J • • • • ' - • • • 

Di!U! uji presisi kalekin dan,owi~~tekin dipero!etl ctari dj!ta untuk Uji 

Pero!ehan Kembali (!.JPK). Data tersebut dikelompokkan kedalam 4 . - . . . ... .. . . . - . 

(empat) ,.kelompok berdasarkan pengelompokkan untuk uji UPK. 
' . . ' ' . . . ' - . . - ' . 

Rangk,uman hasi! percobaan uji presisi kate kin dan epikatekin dapat.dilihat 

pedaTabel13. Data selengkapnya dapatdilih!!ltpada Tabel,18 dan .19. 

•• 

I 
I 
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T abel 13. Data uji presisi katekin dan epikatekin 

' ' "' ' ' 
No. .LeveiUPK Zat Haail (pglmg sa111pel) KV(%) 

'I' -' ' 
· dimiatakan sebagai X± SO 

' 25% 
' 

0,46 ±0,02 
i 

4,35 1. Katekin 
. ' ·, .. 

9,06 ±0,21 
" 

Epikatekin 2,32 
. . ' . 

2. 50% Katekin. 0,48±0,04, 8,,33 
' ' ' 

Epikalekin 9,29±0,56 6,03 
' ·' '·· ' ,., i '~ ·' .: 

1',9ir 3. 75% Katekin ·0,51± O,Q1 ' ' ·- ,,· .·--' '·· ' . 
. -,' .. Epikatekin . 9,61±0,13 ),35 

' . ,_.· .. -

4. 100% Katekin 
'' ' 0,53±0,Q1 1,89 

. ' ' 
. 

Epikalekin . 9,91± 0,15 
' 

1,51 

Pada umumnya, balk katekin dan epikatekin keduanya 

mempei1ihatkan ki!Senderungan ' presisi yang semakin balk dengan

meningkatnya level lJPK. Penyimpangan terjadi pada uji presisi dengan 

level UPK 50 persen (date ketiga). 
( ','. '"' \.' :' _:·:·: :, "-~ '•: .'.: ,J 

Jika dHinjau secara keseluruhan, tanpa melihat pengelompokkan 

berdasarkan uji UPK, akan didapalkliri hasii'sebagai berikut: 

- Untuk katekin, diperoleh hasil·rata-rata 0,50 ± 0,04 pg per mg sampel 
- - ' . . ' ' -- - ' - . .. -' ' - \ -
· dengan koeflsien valiasi sebesar 8,00 persen. Apabila data ke-3 pada 

level UPK 50% tidak diseitakan hasilnya adalah 0,50 ± 0,03 pg per mg 

sampel dengari koelisien vartasi ·sebesar 6,00' persen. :Nilai koeflsien 

variasi ini cuktip besar. Naniuri apabila koefisien variasi ·dihitung' 

· menggunakan persamaa'n HoiWil:z dengan rrienganggap kadar zat ini · 

daiam i!ampel (c)sama dengan 0,51ldO" maka didapatkari nilai'6,26 

per8en. Nilai ini rilasih sedikH lebih·\inggi dari 6,00· perSEin. Dengan 

kala lain, apabila data ketiga pada level UPK 50% tidak diseliakan 

maka nilai koefisien variasi dari uji presisi katekin masih memenuhi 

syarat. 

- Untuk epikatekin, diperoleh hasil rata-tala 9,47 ± 0,43 ~g per mg 

sampel dengan koefisien valiasi sebesar 4,54 persen. Apabila data 
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ke-3· pa'da level UPK 50% tidak disertakannasilnya adalafl 9;54.± 0.36.: 

119 per mg sampet dengan koefisien vanasi sebesar 3, 77c persen. Nitai: 

koefisien vari~~-i. ~~ ini~un cukup b!!~,ar,. t~am.ur; apabita k~f!sien 

vanas•. dihitung menggunakan persamaan Ho!Witz dengan 

;rie.nganggap kadar ~~fini·d~tain sampet (c) sama deri~an 9,S5 x 10"' . ' .-_, '•'{ _- ~ 

maka didapatkan nitai 4,03 persen. Nitai inij~ga masih se<:!ikit !ebih 

besar dari 3,77 persen. S_eperti halnya dengan katekin, apabila data 
··~ _:, ...... ·,_'. 
ketiga pada level 50 % lidak disertakan maka ni!ai koefisien variasi dan . . . . . . . . 

uji p'resisi epikatekin masiti memenuhi syarat 
) . - ' 

Besarnya koefisien variasi dari katekin dan epikatekin !ersebul 
·'', l ,, I 0 

menunjukkan bahwa kadar kedua zat tersebul dalam sampel cukup 
' ' • • - . : ' -.- : ; 1 

beragam. Koefisien variasi katekin iebih besar dibandingkan dengan 

koefisien variasi epi~alekin. Hal ini wajar mengingat kadar katekin dalam . - ... ' . . 

sampel jauh lebih kecil jika diliandingkan dengan kadar epikatekin dalam 

sampeJ. · Koefisien, variasi akar; . mening~t seiring dengan · menw:unnya . . . 

kadar an!! lit yang dianalisis (Harmita, 2000)." , , . . \ .-

• ' I ;' - •' 

b. Uji perolehan kembali katekin epikatekin 

Uji perolehan kembali (UPK) di!!!kukan dengan menggunakan. 

matode adisi sesuai dengan metoda yang digunakan oleh Wollgast (2004) . . - . ' ' 

UPK .dilakukan dengim cara menambahkan zat stand~r katekin ' dan 
r , , • , , i , _ • r -. , • , , , , • 

epikatekin dengan konsentrasi 25, 50, 75 dan 100 persen terhadap . .. ..· . . ' .. . ' ' . - . - . . . . - - ( . -- . - . - . - ' : ; 
kandungan zat tersebut dalam sampeL Kandungan :tat sebenamya yang 

terdapat 'dal~m sa.;;pel dihitung dengan cara memplotkan area 

krciinatogram • nori::Spike kedalam persamaan regiesi. Kadar total zat 

dalain sampel diperoleh dengan cara memp!otkan area kromatogrartf 

spike kedalam persamaan regresi> Kemudian • persen UPK dihitung 

mengglihakan persamaari )fang tercfapat pada Ball Ill bagian 2.d. · 

Rangkuman 'hasil percobaan uji perolehan kembali (UPK) katekin 
• " : -' -.. , · .. , . - , . . ' : . . . , I - . , , • ' . . , : . ' 

dan epikatekin dapat dilihat pada Tabel 14. Data pada label terseout 

dik~loo;p.;kkan ' ke dalam 4 (e~p~t) · · keloillpok berdasark~f1 
_, ' :- ' -

' i 
I 

·---
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pengelompokkan untuk uji . UPK l:fasif selengkapnya dapat diliflat pada 

Taliel 20 dan 21' · 

TabSI i4: Data uji perolehan kembali katekin dan epikatekin 

No.. L~vel UPK 

., 
1' . 
. 

2. 

3. 

4. - ,,- n 

' . " . 

' ' 

25% 
' . 

50% 

•:+ 
75% 

'· 

1,00% 

. 

h· . 

Zat Hasil (% UPK) dlnyatakan 
sebagai X± SD · . 

Ka'tekin •. 174,10±3,02' ' 
;,, 

Epikatekin 129,62 ± 2,61 
' ·-· 

Katekin 143,41 ± 37,73 

Epikatekin 115,41 ± 5,67 

Katekin ·•· . 164,89 ± 0,49 ' 
.. " ',, ( 

Epikatekin 112,39 ± ,1,39. 

Katekin .. 160,03 ±},78 .. 

. Epikatekin 94,35±2,47 

1,74 

' 
26,31 . 
4,91 

0,30 

. ' 

. 2,38 

2,61 . ' - -. 

Contoh kromatogram · unluk: uji' preslsi ··dan· 'uji peroli!han kembali 

katekin serta epikatekin dapat dilihat pada Gambar 21 dan 22. •· Untul( 

keperluan uji presisi, data yang . diambil adalah data kromatogram 
-,. , .; ",> . . , .. I; •_: •' ' ·'' ' .l< , .,· ', .-. 

non-spike saja. Sementara untuk keperluan uji perolehan kem'bali, 

digunakan daia spike dan nbn-spike . 
.. ,, - _._.-, 

Hasil percobaan uji · perolehan · kembali, · baik katekin maupu,n 
! ' .. . . • . • . ' • ,. 

epikatekin, pada um!Jmnya memper1ihatkan hasil yang semakin mendekati 
·,;.-'• . . '. -. --~ . ·.- ·- ....... -. <· ':'>-

nilai sebenamya dengan semaki11 meningkatnya level perolehan kembali. 
-~ '',' ' •' , ' , -., ,• 'I ,., 

Penyimpangan terjadi pada level UPK 50 persen (khususnya data ketiga). 
. ' . '> ; 

U,nluk ~atekin, . seluruh n!!ai UPK ja\Jh meoyimpang .• dari nilai 

sebenamyl!l. Timbulnya panyimpaogan tersebut (liclu!;!\'1 tetjadi karena 

aqanya reaksi epimerisasi (-)-epikatekin menjapi (:),katekin, . Menu rut 

Kofink, Papagiannopoulos, . dan , Galensa ,(20Q7), .reaksi epimerisasi. 

tersebut dapat tetjadi karena pengaruh perlakukan panas dan alkalisasi 
~ ·,, ·•: ,. ·---, i_t': ' : • :-- •,· .:,·'·· -. 

selqma pengolahan biJi.kakao, adanya paparan oksigen dan udara serta 
, .. '. ;- -., _, ~·. , !··,::.; -· -.- -. :, ,!: ·.··.·.;,,. '. •'-

radiasi sinar UV. Senyawa (-)-katekin ini hanya bisa dideteksi dengan 
• • • ' ' '' '".. • •• > ' 

penggunaan kolom kiral. Jika digur1akan kolom akiral maka wakiu retensi 
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(-)-katekin dan (+)-katekin .terletak pada rentang waktu yang sama. Oleh 

karenaA)Ia, puneak katekin seolah-elah semakin bertambah. 

Hasil ·· UPK katekiri' . tersebut, ·. mer\IJnjukkan . adanya .;garigc 
• ' . . - . . . I - . 

guannntervensi yang disebabkan oleh epikatekin. Hal ini juga didukuhg 

data percobaan llPK lainnya menggtinakan KCKI' derigan det~kl:o{DAD .. 
Datalll percobaari ini hanya kaiekin yang ditianibahkan: Nilai UPK yang · 
.. ' ' . •. ' ' J " . ' ' ' ' '. ' . 

diperoleh lebih · mendekati nilai sebenamya. Hasil persen UPK pad a level· 

25, 50, 75 dan 1oopersen berturut:turilfailalah 126.48 ± 7 A 1; 108,08 :1: 

7,12; 1W,10 ± 6,28; dan 104,67 ± 1,05persen. 
; --

Sementara untuk epikatekin, nilai UPK yang diperoleh tidak terlalu 
. ·. ·.<-' ' ' ':".· . ,_ .. -_. -- . :· -.--. ·_.,_. _..--, 

jauh dari nilai sebenamya. Hal ini menunjukkan tidak adanya gangguan 
- : .. : . . ' . - ':-' '; . ·- . . '' . . ' . . ' : . - ' . ,_-; '· 

yang disebabkan oleh k;~tekin .. 
. _·.' ' . ---

Berdasarkan fakta-fakta tersebut .di alas, disarankan agar melakukan 
'. . -, ' ,, : " ' . ,, ' ". ' ·:. . . . . _:. . ' ·. 

uji presisi dan uji perolehan kembali dengan cara menambahkan zat 
. . : : ' ' . ' •'. - . ' : '' ' . 

standar (katekin dan epikatekin) secara terpisah. 

C. • Analisis kateliin Clan &pikatekln dalam sampel 
. , . 

1. Proses penghllangan lemak 

. Bobot sampel k.akao yang ditimbang disesuaikan. dengan iE!nis.asal 
' ' ' ' ' - - ; - - . . . ' 

s~mpel serta perk!raan . terhadap respon detektor. Dan . per;cobaan 

pendahulu;!n diperpleh nasil seb;~gai be.nkut : 
. . . 

- Untuk sampel kakao berupa nib, pasta serta bubuk kakao, bobot sampel 

·yang ditimb.ang sekitar 220 mg. 

- Untuk lemak k.akao, jumlah yang ditimbang dua kali lebih besilr dan 

sampel kakao berupa nib, . pasta . dan. bubuk .. kaka(l. Jumlah, • yali~ 

dilimbang sekilar 490 mg. Seluruh lemak larut bersama heksana. 
'. ' ," 

Setelah proses penghilangan lemak selesai, di da~r wadah masih 
• 

terdapat sedikit bubuk kakao. 

Dalam laporannya, Junaidi dkk (2()07) menul.is bahwa kadar .lemak 

yang 11311<andung dalam biji kakao adalah 49,86 persen. Bubuk. kakao 

' I . .. 
' 
~·-
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yang telah ' dikeluan<an .lemaknya dengan · proses pengolahan 

sebagaimana telah disebutkan pada Bab Ill juga 'masih mengandung· 

kad~r lemak yang cukup finggi. Berdasa~n li)poran hasil analisis yang . . ' . . . . 

dil.akukan Laboralorium AnaUsis dan Kalibrasi Bal"!i B~sar lndustri Agro, 
, , . .- ' . . , . ~ . ' . I -

kadarJemak yang terkandung dalam sampel.bubuk kakao adalah berjurut-- . ' . '. . . '' ' ' 

Mul 36,5; .38,8; 36,7; .36,2; dan 3§,0 pers_en unluk tiap perlakuan variasi 
. - -· . . . . . . ·-· . 

sul)u A; .. B; C;. D; dan e; .. A adal!!h bubuk kakao yang .diperoteh pada 
. - < - . . . • . . ·.· ' . ;-· 

proses pengapresan yang ditakukaf! pada suhu 40-50 darajat eetcius, B . . . . "' . ' . . 

pada suhu 50-60 darajat Celcius,,.C.pada suhu 60,70 derajal Celcius, .D 

pada suhu 70-80 derajat Celcius, dan E pada suhu 80-90 derajat Celcius. 
"· -~--- "}' . ., ' : ~- ·'· ' ',•_ ·• ,' ,· . ,· 

Dapat dikatakan jumlah lamak yimg terekstrak hanya sekitar 11,06 hingga 
i .• ·'- . • ;- ., ' ' . ., ,: '- ' . -~! ·. . ' . . . .. 

14,86 persen saja. Hasil analisis terhadap kadar lemak yang terkandung · . . - . 
p 

dalam sempel bubuk kakao selengkapnya dapal dilihat pada Lampiran 1. 
,' ' • - • -- ; .~' '' '', C ' ' • - .,J ; 0 n ' ' > 

Bendasarkan hal tersebut maka proses penghilangan lemak dari 
-' ·.I'- .• • . .,.,· . . • . . .• : 

sampel kakao perlu dilakukan. Proses penghilangan lemak mengacu 

pada metode yang dikembangka·n oieh Wollg~si(20o4). Dalam metod~ 
ini, tidak secara tegas diseb~tkan a~san proses penghilangan lemak, 

dilakukan 2 (dua) kali. Namun dari percobaan menggunakan sampel 

lemak kakao, didapatkan hasil bahwa proses penghilangan lemak tersebut 

beliim" sempuina jika hanya dilakukan sekali. Masih terdapat SE>bagian 

kecil lernak yang belum terekstrak oleh larutan pengekstrak iernak 

(heksana). Setelah dilakukan proses · penghilangan lemak yang kedua, 

sudah tampak sisa · lemak yang · belum terekstrak. . Dengan dernikian 

proses penghilangan lemak yang dilakukan ·dengan 2 · (dua) kali sudah 

~kup memadai. 

2. Pen'etapan kathir katekiri dan apikatekin 

Penetapan kadar katekin dan epikatekin dalam penelitian ini, selain . . ' 
dimaksudkan untuk mengetahui kadar kedua zat tersebut dalam sampel 

~ -- ' 
juga digunakan untuk menilai pengaruh periakukan panas selama proses 

pengolahan kakao. . Penetapan' kadar katekin dan epikatekin . dilakukan 

derlgan cara mencata\ area kromatogram yang dihasilkan; kernudian· 
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kadar kedua zat tersebut.dihitung menggunakan persamaan .regresi yang 

diperoleh dari kurva kalibrasl. • . . · · · 

· : · Sebagai !itik: · awal penilaian adalah sampel biji· kakao yang .telah 

dihilangkan kulitnya (nib). Untuk mendapatkan sampel:•ini hanya ada 

pr:oses penge.ri.ng~n pa\la 60 .·c serta proses .. ~.nggilingan ringan. 
" - " . - ' - - - - " - . -

Selanjutnya s~mpel ,nib. ini dijadikan pasta menggunaka,n mesin giling. 
. . .. .. . . . . 

Tahap penggilin911n, pada tahap ini lebih .kuat dibanding. tahap . -- . . - ' - - . ' - . •, ' '-· ' . 
Pl'n!lgilingan untuk mendapatkan nib. Terakhir adalah proses 

~ng~presa~ ~ntuk memisahkan antara bubuk kak~o dan temak kakao . 
. :.: - ; .. ';; '" ,-_._ :,--:,_.- :- '.:. '. ·-· •'.' ·.·. _;.,-

Pacja tahap terakhir ini. digunakan 5 (lima) tahap perlakuan panas dengiin 

rentang s~hu 50 hingga 90 •c. Hasil pengukurim kadiu katekin' dim 
--< ·' i'-J··:·_-_- ',··- -- .,, . --.:-- '., '.,.-- . '(1 ',. 

epikalekin daiam sampel kakao dapal dilihat pada Tabel 15 (data'lebiti 

tengkap' dapat'dilihat P,<ia Tabel17). Gambar kromatogram dapat dilihat 
. ' .- I ' -

pada Gambar 23 hingga 34. . . . ' ' . 

Tabel15. Ka.dar katekin dan epikatekin dalam. sarnpel kakao. 
f " ' • • • ·- - - J - • ' " • 

No. Kode · '· Berat · · Kadar ut samDell' 
,.,, ,sampel sampel (1119) Katekln . Eplkatekln 

1. Nl 213,9 0,27 · ... 5,89 . 

2 .. PA , 219,1 . . 0,4.1 1!,22 

214,84±2.29~. 

.4, .LE . It :{(1.17±0.03)• 

Rasio· 
Katekln : . 

Eplkatekln 
1 :21,7 

1,:.20,0 . 

1 : 19,3· 

ldd 

K~terangan: .NI.(sampel Qil! kakao), PA (sampel pasta kakao), PO (sam!J!'I bubuk .. 
· · kakao)danLE (sampellemak kakoo). tt = lidak terdeteksi; td<P= tidak · 

dapat dinyata~n. . · 
• Hasil rata~rata dari 5 sampe!. 

:' . . - ' ' ~ ' ' • 
Pada. Tabii>L 15 lers<i)put, sepintas !erlibat bal)wa ~«!dar katekin dan. 

' ' ' ' ' ' ' .· 

ep*atekin justru .S!lmakin !11enif1gkat dengan adanya prp~es pengolahan 

biji kakao menjadi produk ol.ahannya, lni tidak sesuai dengan pemyataan . . - . . . ' . . . . 

beberapa peneliti seperti Wollgast (2004), Caligiani et fill (2007), !;Brta . . . -. 

' -·· -

Kolink; Papaglannopoulos; dan Galensa (2007). Para peneliti tersebut 
• ' ' ~ '0 •o 'p. '' . o • o • o - ' 

menyatakan bah;,;.. perlakukan p~nas seiania pengolahan. kakao 
• ' .. '! . 

.. 

I 
' ' 

r 
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menyebabkan te~adinya penurunan kadar- _ polifenol (tennasuk dl 

dalamnya katekin dan eplkatekin) dalam sampel. 

· Untuk menjelaskan -fenomena . tersebut, dapat• dlajukan.: beberapa 

kemungklnan sebagai berikut : 

Kemungkinan pertama; masih t~nklrtny~i kulit bijl kedatam$ampel nib. 

Akibatnya kadar kate kin dan eplkatekin dalam-· nib • 'lebih • kecil · bila 

dlbandingkan kadar kedua zat tersebut dalam pasta kakilo: 'c · · • -

_ , f'crinsip pemisahan antara kuilt biji dengan daginQ -biji yang te?adi' 
' ' '' ·' ' , . . '' ' ' • ' ' j ' , -· --

dalam mesin giling adalah memanfaatkan pantulan yang dHimbulkan 61eh 

piri~gan berputar ketika bill kakao ~em.as11ki ~ang giling: Akibai pantulan 
l . ' ' ! " ' ' ' • - ' ' • ' . ' . - ' ' ' ' ' . ' _., . ' ' ' ' - ' ":- '-' ,- . " 

tesebut, biji kakao akan membentur dinding lainnya sehingga pecah . 
. : ' . ' -.. , ' ,. ' ) ., ;. ,·_.-·. ' .. · ., __ : .· ', 

Pecahnya biji ini disertai dengan terkelupasnya kulit dari daging biji . 
• '· 'I , ·' ··.;~~I;_ : • · , , ' . , , ,' ' . . .' ·' ' _ . ,·· ' 

Ukuran pecahan biji diatur agar tidak terlalu halus dengan cara mef1galur 
- . . . . : 

jarak antara plringan berputar dengan dlndlng statis ruang giling. Jlka 

proses terkelupgsnya · kulit ini tidak sempuma mar<a· kullt 'l:liji 'akari tetap 

menempel pada pecahan daglng bjji., 1JVama kulij_ biji dan deQing biji 
- - . ' . - "' - - . ' 

hampir ~ero.pa sehingga -menyulltkan · pad a saat penyortiran; · · Dengan 
'-. ' '• 

demikian kulit biji ini akan ikut tertimbang sebegai nib. 

Kemungkinan kedua, akibat adanya perbedaan basis penimbengan. 

Adanya perbedaan basis ini menyababkan kadar katekin dan epikatekin 

dalam pasta lebih kecil bila dibandingkan dengan kadar kedua zat 

terseput dalam'bubuk kakao. Menurut Grieve (1995) yang dikUtlp oleh 
' ' ' ' ' 

Junaidi dkk (2007), biji kakao memiliki komposisi seperti tampak pada 

Tabel16. Tabel tersebut menjelaskan bahwa kandungan lemak dalam nib 

kak~o sli!l<itar 50 persen. Semimtara daian\' bubul< kakao, berdasarkan 

hasil analisis yang dilalrukan. oleh Balai Beaar lndustri Agro (d!ipaf dilihal 

pada Lampiran 1), kadar lemak ini berkurang hingga menjadi sekltar 35 

hingga 39 persen. 
' . . ' ' 

Kemung~inan ketiga, adalah faktor keragaman. · Sebagaimana Ieiah 
t. ' ' • "' ' • 

dijelaskan pada uji presisi di atas, faktor keragaman ini cukup tinggL Pada 

katekin nilainya sekitar 8,0 persen dan pada epikatekin sekttar 4,5 persen. 
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Kefllia kemungklnan tersebtit' perlu dipertimbangkan .jika hendak ·menilai 

pengaruh penas selama · proses · pengolahan kak'ao bertlasarkan 

perubahan kadar katekin dan epikatekin dalam sampel. 

Tabel16. Komposisi rata-rata bijikaka~ ·' ·· . 
. ' 

Komponen ' . Kulit% Biji ke':ing 'I> . Biji tanpa kullt% .. ., ' ' ' ~ . ' ' ' 

1 Air 7.93 5.56 11 .. 73 ' .· 

2 .. Lemak . , 4,66 45.57 
' r · 1 •• 

50.09 
' ' '\ >> 

,3 Pati ... ' .,22.57 .,, 21.68 ,· 

'16.02 
' . 

Ji .. Abu ,. ,. 4,61. ' .· ,,. " 3.59 ' lQ.7,t •'. 
14.19 Protein 12.81 .. 

·' 
"14.13 

.7 Teobromin 1 .. :43 0.78 • 

· Metode · lain yang juga • dapat .digunakan untuk menilai adanya · 

pengaruh panas selama pengolahari" kakao adalah de.ngan melihat 

rasio/perbandingan antara katekin dan epikatekin. Cara ini Ieiah 

digunakan oleh Kofink, l"apagiannopoulos, dan Galensa (2007). Yang 

diperbandingkan oleh para peneiHi terSE!but adalah antara senyawa 

(·)-katekin dan (-)-epikatekin. Senyawa (-)-kalekin merupakan hasil reaksi 

epimerisasi dari (-)-epikatekin. 

Adanya reaksi epimerisasi tersebut dapat diamati secara tidak 

langsung melalui perubahan komposisi epikatekin dan katekin. Kadar 

epikatekin akan berkurang sementara kadar katekin akan bertambah (ada 

penambahan senyawa katekin yang merupakan hasil reaksi epimerisasi 

epikatekin). 

Be.rdasarkan rasi0 anta111 katekin dan epikalekin yang terdapat dalam 
'' - • ' • ' •, ,. ' ' F - ;· -- ' 

sampel kakao didapalkan hasil sebagai berikut : 

1. Dalam nib kakao; rasio antara katekin.dan,.epika!Elkinadalah 1:21,7. 

Rasio ini masih Jebih pesar bila dibandingka11 dengan pasta kakao 
' . ·-· 

(1: 20,0). 
: ' 

! 

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA UI, 2009



64 

2. Rasio katekin dan ep.ikatekin. dalam. pasta kakao juga masih lebih . 
besar , bila dibandingkan. dengan rasio rats-!"ta ctalal)'l bubuk. kakao 

- . < . 
(1: 19,2). 

·' ,., 

Dengan kala lain, proses pengo!ahan biji kakao menjadi produk olahannya 
I' ' . , . . .. , . 

memiliki pengaruh terhadap senyawa katekin dim eplkatekin yang 
.\··,·· .. ·-_,., -'··' ·'"''·~-:-·/ ., .. 

tell<anduhg dalam biji · Klikao dHinjau ·bi;!rtfasarkan rasio antara kedua zat 
.. 

tersebut · 
;.- .- \ ' ' . - . '. ' ' . . 

Didalam bubuk kal<lio sendiri yan~ merupakan hasil p'engepresan 

pasta' kakl10 pada relitang suhu 40 hingga 90 'C, suiH untuk dinyatakan 

bahw~ pe~akuan temperatur memiliki peran terhadap: petubahan 

kandungan katekin d~n· epikatekin yang· terdapat didalam sarhpel jika 

didasiukan atas rasio kedua tersebut. • Meskipun demikian, jika dilihat 

berda5aikan kadar kectuanya dalam sainpel bubuk kakao menunjukkan 

kecen'derungan yang . semakin. •menurun seiring • dengan . n;~iknya 

temperatur, dapat dilihat pad a Gam bar ~ 1, · · 

0.58] 
'! 0.57 

~0.561 
g. 0.55 ~ - . 
. E '0.54 
~ 

~'053' . "' . . 

i 0.52 ·• 

"' 

.· '. 

a 
- ·Y = ..0.0Cl09K + 0.6105 , '. 

• 
• 

:• 

0.9.1 -.-.. . --:-:71-· -:--1 

~ so oo 70 eo oo 
S<hl pengepre$1<1 ('C) 

b y = .0.0100x + 11.29l 

• 

oo oo ro ro oo 
&bJpe!gsp!:!Sal('C)' 

r_- ~ .-.: .. :' -:- !·.· •• , ••• : ,"· : ;. . ,".,· --< 
Gambar 11. Tren kadar zat dalam sam pel bubuk kakao, (a) katekin 

dan (b) epikatekin · · · • 

' 'Pada Gambar 1·1· terse but, 'tampakc bahwa' tren penurunan kadar 

epikatekin · lebih' 'tJesar · bita' dibandiilgkan dengiui kalekin: Hal ini 

menguatkan dugaan bahwa epikatekin relatif kurang stabil i:libanding 
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katekin. Pada epikatekin ·terjadi reakalepimerisasi seperti telah dilaporkan 

oleh Kl)flnk, Papagianno)lOulos, a an. Galenaa (2007) .. 

. . : ' . -- ' ' ' '- : " ' ' ' - . ' 

Untuk lerrtak: kakao, pengaruh panes selama proses pengolahan 

kakao tidak dapat dilakukan penilaian. Keberadaan katekin pada seiuruh 

sampel lemak· kakao tidak terdeteksil Sementera untuk. epikatekin, kadar 

zat tersebul'dalam sampal ini $edemikian kecilnya, berad<! j<!uh di bawah · 

batas deteksi, sehingga ketika dihitung dengan kurva·. kalibrasi 

memberikall hasil negatif. · ·· 
- ' - .• ' ' - ' • ' ' ' . ' • ,_ ' ' ' - c ' ' ,. ' 

· TE!rdapatnya epikatekin dalain sampel lemak kilkao diduga karena 
'.':!.''(. ,.-.-,' .•. _· ··.'' .• , ·-,c·,. ·. ~· (·t··-. ., .· .. , 

tenl<utnya · bubuk ·· kakao kedaiam· lemak kakao selama proses 

p~ngepresan ~ l<akao. Dugaan 'teisebut didasaikan paaa hasu 
'-; "· ,., . ·-· . ' -..: ... ' '.' " '' . '' ' . , ',. - ' 

percol:iaan penghiiangan lemak terhai:lap · sampel lemak kakao. Setellih 

prcises penghilarigktn 'leim>k klesai, di daS'ar tabung reaksi terdapat sisa-
-. ,' ' '- - ' ' • -' • ' ' (: ' • ' <' •• : 

sisa bubuk kilkao yang beJWama col<lat. . 

Selain · u~tuk . 'keperl~a~· ·· kuan;itatif, a~alisis mimggunakan 

kromatografi' ~ir spektrilmetri rnassa ju~a· dapat digunakim untuk 

keperllfari kualitatif. Alat yang digunakan diilam 'penelitian ini inerupakan 

alat' l<ioniatbgrafi cair spektromet~r>iria!isa penganalfsis waktu lintas. 

Prinsip analisis kualitatif dengan alat ini didasiukini alas 'bobot molekul iori 

(nilai m/z) yang berhasil dideteksi, kemudian hasilnya dibandingkan 

dengan data kepustakaan atau zat baku. Selain itu, bisa juga didasarkan 

alas rumus empiris yang diperoleh dan senyawa yang berhasil didetekai 

terse but. 

Berdasarkan nilai m/z yang dihasilkan, sampel nib kakao 

menghasilkan 7 puncak, sampel pasta kakao menghasilkan 8 puncak, dan 

sampel bubuk kakao menghasilkan 8 hingga 11 puncak. Puncak-puncak 

dengan nilai m/z 387,11; 289,07; dan 577,15 terdapat dalam seluruh 

sampet. 

Puncak dengan nilai m/z 387,11 belum dapat diidentifikasi jenis 

senyawanya. Namun menginga! kadamya dalam sampel cukup tinggi, 

perlu dilakukan penelittan lebih lanjut. 
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Puncak dengan. nilai .mlz 289;07· merupakan bobot molekul katekin 

atau epikalekin yang kehilangan satu atom H . [M-Hf. • Hasil terse.but 

didasarkan pada standar ,k~ekin, da~ 1 .epikatekin yang di~unakan d;!lam 

penelitian ini. . , , , 

• Puncak' dengan: nilai mlz . 577, 15 merupakan .. bobot · molekul dimer 

prosianidin .yaog kahilangan satu atom H [M-Hf. Menurut.Anonim (2006), 

senya\Ya dengan mlz 577 l)'lerupakan·.aimer •p[osianidin :B2 dab. B5,: 

Meskipun demikian, sui~ untuk memaslikan bahwa senyawa dengan. nilai 

mlz 577,15 yang. dihasilkan, dal'f'm.P"f1elijian ini,. me.ru11!'1kan senyawa 
' r' " ' '. • ,,_, '. ' ., ' ' • __ , ' • ' ' ' ·' ' -' _, ·, ' 

dimer prosianidin yang sama dengan didapatkan ofeh Anonim (2006) 
' ' " ' " •• '\,-,.~ ' ·- ·-_, , • ,'. C• 

mengingat kondi.si dan jenis alat yang digunakan tidak .sama. Selain itu, 
" l • · .;'-!;< I f,~ ' ·- •,_._' ,·!,·• '· .· ·--~ '.]':~1 l·'• 

ada senyawa dimer prosi~njdin .ll!i!J yang memiliki nila,i.mlz 577. :;;uo ~~ aJ . ··- -- ' ' '' ' ' '; ,_, ·- ~ ' ' 
(2007) menyebut senyawa dengan .nilai mlz 5n merupaka.n senlfliW!I. 

- - : ··- • '' '' ' • . • ' . ' • -· .- ' ,, ; . ', ''! •• • " 

dimer prosianidin tipe B1 dan B2. qatam. penel~ian ini tidak (jap;~t . . ,, ' _, ~ . ' ' -· . . 

dibedakan tipe prosianidin yang terdapat dalam sampel kakao . . --. :. ';,' ' : .. , ' . . :- :. 

: Sernentara, unt~\< l~mak kaka,o, p~ocak yang ten;isa ttnggal 3 _P.u.~!?;;!k: 

Ketiga p!Jncal<, tersebut memiliki.,ni!ai .~ 206,97; 387,11; dan.,2s~m. 
' - • • ' ' u ' ' ' ' • ' ' " -

Jenis senyawa yang .berhasil diidentifik~~Si yang terdapat dala01. sampe! 
' '" -- . ,-' . ' : - . ,. ' ' 

k'f'kaq ~ecara lengkap dapat dilihal P\}da Tabel22. , . . . 

. ' . . . 
!.'' 

. ,. 

. ,,_;, 

-' ,, 
' 

. .,,,. 

--, ~ 

I· .. , . 

• I 

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA UI, 2009



BABY. 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. Kesjmpulan 

Berdasarkan hasil penelitian, · dapat disimpulkan beberapa . hal 

sebagai berikut : 

1. Kondisi anal isis katekin dan epikatekin adalah sebagai berikut: 
,, '' ' 

KCKT 

- Laju alir: 

- Waklu operasi : 40 men~ 

- Fase gerak A : 0,1% a sam format dalam air deionisasi 

- Fase gerak B : Aseton~l : Metanol {50 : 50) 

- Gradien: 0-15 menit (10-35 %B), 15-20 menit (35-40 %B), 
20-30 menit (40-50 %B), 30-35 menit (50-60 %8), 
35-35,1 menit (60-10 %8). 

-Volume injeksi : 5,0 ).ll 

Spektromater Massa 

- Suhu gas pengering : 300 ' C 

- Laju gas pen gering : 10 liter per mentt 

- T ekanan pengabut : 50 psi 

- T egangan fragmen1asi : 160 volt 

- Tegangan penyaring ion : 60 vott 

- Tegangan frekuensi radio pada oklopol : 250 voH 

- Tegangan ionisasi (ESI): (·) 3500 volt 

2. Balas deteksi dan batas kuanlitasi katekin masing-masing 0,26 dan 

0,93 ppm, sedangkan untuk epikatekin masing-masing 7,15 dan 23,64 

ppm. 

3. Berdasarkan rasio katekin dan epikatekin, proses pengolahan biji 

kakao menjadi produk olahannya mempengaruhi kandungan katekin 

dan epikatekin dalam biji kakao, yang dttandai dengan menurunnya 

rasio kedua zat tersebut. 
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4. Proses pengolahan pasta kakao menjadl bubuk kakao dan lemak 

kakao yang dilakukan pada. rentang suhu 40 hingga 90 •c, tidak 

menunjukkan adanya pengaruh perlakuan berdasarkan rasio katekin 

dan epikatekin, namun bila dillhat kandungan katekln dan· eplkiiltekln 

yaog terkandung dalam sampel menunjukkan kecemterungan yang 

semakin menurun . 

.. ,'. 

B. Saran 
.. ' 

Perlu dllakukan penelitian . lebih ,lanjut untuk me.ngiden\ifikasi 
. . ' . 

senyawa dengan nllai m/z 387 satuan massa arom. 
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Gambar 12. Speklrum dan standar katekin 

11>!· 
;mtl! 

'" c 
m -~ ·~ ~ 

E 

= "' = 
"' E ,.,. 
E 
0 

~ '"' 0 
c 

"' "' £ 

'"' 

Gambar 13, Speklrum dari standar epikatekin 
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Gambar 14. Contoh kromatogram katekin dan epikatekin hasil optimasi 
terhadap komposisi fase gerak setelah dilakukan ekstrak 
ion pada mlz 2.89 hingga 290 satuan massa atom 
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Gambar 15. Contoh kromatogram katekin dan epikatekin hasil optimasi 
terhadap kondisi spektrometer massa setelah dilakukan 
ekstrak ion pada m/z 289 hingga 290 satuan massa atom 
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Gambar 16. Contoh kromatogram katekin dan epikatekin hasil optimasi 
terhadap laju alir fase gerak setelah dilakukan ekstrak 
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Gambar 17. Contoh kromatogram larutan metenol30% dalam air 
deionisasi sebelum dilakukan ekslrak ion pada mlz 289 
hingga 290 satuan massa atom 
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Garnbar 18. Contoh krornatograrn larutan rnetano! 30 % da!arn air 
delonisasi setelah dilakukan ekstrak ion pada rnfz 2.89 
hingga 290 satuan rnassa atom 
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Gambar 19. Contoh kromatogram slandar katekin pada konsentrasi 
2 ppm setelah dilakukan ekstrak ion pada mlz 2.89 hingga 
290 satuan massa atom 
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Gambar 20. Contoh kromatogram standar epikatekin pada konsentrasi 
60 ppm setelah dilakukan ekstrak ion pada mlz 289 hingga 
290 satuan massa atom 
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Gambar 21. Contoh kromatogram uji parolehan kembali pada level25 
persen, non-spike, setelah dilakukan ekstrak ion pada mlz 
289 hingga 290 satuan massa stom 
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Gambar 22. Contoh kromatogram uji perolehan kembali pacta level 25 
persen, spike, setelah ctilakukan ekstrak ion pacta m/z 289 
hingga 290 satuan massa atom 
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Gambar 23. Contoh kromatogram nib kakao 
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Gambar 24. Contoh kromatogram sampel pasta kakao 
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Gambar 25. Contoh kromatogram sampel bubuk kakao yang dipres 
suhu 40-50 •c 
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Gambar 26. Contoh kromatogram sampel bubuk kakao yang dipres 
pad a suhu 50-60 ·c 
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Contoh kromatogram sampel bubuk kakao yang dipres 
pada suhu 60-70 •c 
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Gambar 28. Contoh kromatogram sampel bubuk kakao yang dipres 
pada suhu 70-80 'C 
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Gambar 29. Contoh kromatogram sampel bubuk kakao yang dipres 
pada suhu 80-90 'C 

81 

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA UI, 2009



82 

"'" i 
"rJ 

' 
"::L_~~ ' . -.--.----.. ~ ' ~ ~ ~.~.~ . . . . 

WakbJ reteml {nW.miQ · 

Gambar 30. Contoh kromatogram sampellemak kakao yang diperoleh 
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 40-50 'C 
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Gambar 31. Contoh kromatogram sampellemak kakao yang diperoleh 
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 50-60 'C 
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Conlon kromatogram sampellemak kakao yang diperoleh 
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 60-70 •c 
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Gambar 33. Conloh kromatogram sampellemak kakao yang diperoleh 
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 70-80 'C 
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Gamnar 34. Conlon kromatogram sampellemak kakao yang diperoleh 
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 80·90 'C 
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Gamber 35. Contoh kmmalogram sampellemak kakao yang diperoleh 
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 40.50 'C, setelah 
dilakukan ekstrak ion peda mlz 289 hingga 290 satuan 
massa atom 
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Tabel17. Kadar katekin dan epikatekin dalam sampel kakao (data awal) 

No: Kode Beratsampe Kadar zat (pg/mg sampel) Rasio ; ',_ . 
sampel (mg) 

Kaiekln Ej>!katekln Katekln : Eplkatekin 

1. Nl 213.9 0.27 5,89 1: 21,7 

2. PA 219,1 0,41 8,22 1 : 20,0 

3. PO_A 217,4 0,57 10,78 1 : 18,9 

4. PO_B 214,5 0,55 10,51 1 : 19,1 

5. PO_C 212,4 0,56 10,91 1 : 19,4 

6. PO_D 212,9 0,56 10,55 1 ; 19,0 

7. PO_E 217,0 0,52 10,22 1 ; 19,5 

8. LE_A 490,8 tt -0,20 tdd 
. ' : 

9. LE_B 499,5. tt • 0 16 . . tdd 
' 

10. LE_C 482,2 tt -0,16 tdd 

11. LE_D 497,3 tt -0,16 tild 

12. LE_D 492,9 'tt . ' • 0,13 tdd 

Keterangan: Nl (sampel nib kal<ao), PA (sampel pasla kakao), PO (sampel bubuk kakao) 
dan LE (sampellemak kakao). A, B. C. 0, danE menunjukkan tingkat 
perlakuan panas masing-maslng 40-50; 50-60; 60-70; 70-80; dan SQ-90 "C. 
tt = tidak terdetoksi; tdd = Mak dapet dinyalakan. 
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T abel1 a. Data uji presisi katekin • • 

No. l:evel UPK Kadar katekln · . - so. KV(%) x· 
... (JJg/mg samo&ll 

1. 25% 0,44 0,46 0,02 4,35 
0,47 
0,48 

2. 50% 0,51 0,46 0,04 8,33 

0.51 
0,44 

3. 75% 0,52 0,51 0,01 1,96 
0,50 
0,50 . 

4. 100% 0,53 0,53 0,01 1,89 
0,55 
0,53 

Secara keseluruhan 0,50 0035 6,00 
Jika data ke-3 pada level 50 % dihilangkan 0,50 0,03 6,00 

Tabel19. Data uji presisi epikatekin 

No. Level UPK Kadar epikatekln - so KV (%) X 
(JJglmg samoell 

1. 25% 8,82 9,06 0,21 2,32 
9,18 
9,18 

2. 50% 9,57 9,29 0,56 6,03 
9,66 
8,65 

3. 75% 9,74 9,61 0,13 1,35 
9,47 
9,61 

4. 100% 9,77 9,91 0,15 1,51 
10,07 
9,69 

Secara keseluruhan 9,47 0,43 4,54 

Jika data ke-3 pada level 50 % dihilanakan 9,54 0.36 377 
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Tabel20. ·Data uji perolehan kembali katekin 

No. Level UPK Persen UPK ·. ··x . . so . KV {%) .. . . ' '· ' 

1. 25% 173,46 174.10 3,02 
. ·. 1.74 ,, -

171,45 
177,39 

2. 50% 162,34 143,41 37,73 26,31 
167,92. ' 
99,96 

3. 75% 16'1,88 164,89 0,49 0,30 
164,40 

' 
165,39 

4. 100% 163,23 160,03 3,78 236 ' . 
161,00 . 
155,87 I 

' 

Tabel21. Data uji perolehan kembali epikatekin 

No. LeVel UPK ·Persen UPK x SD KV{%) 

1. 25% 132,38 129,62 2,61 2,01 .. 
'127,20 . 

0 . 
' 

129,28 
. 

2. 50% 118,90 . ' 115,41 5,67 4,91 
118,45 

108,87 

3. 75% 111,62 112,39 1,39 1,24 
111,56 

114,00 

4. 100% 96,81 94,35 2,47 2,61 
94,38 

91,87 
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Tabel 22. Senyawa-senyawa yang terdapat dalam sampel kakao 

No. "' mlz (satuan Jenis senyawa Keterangan 
(manit) .massa atom) 

Nib kakao 
1. 2,4 

~ 2. 2.9 ~ 

~ Bak~~ 

~ Bak~~ 1,5 

Pasta kakao 
206"]' 

~ ~ 
~ ~ Baku i 

ir I~ ··. 1,07 Baku i ' 

1 ',12 ·.~ i I @::06) 

Bubuk kakao hasil pengaprasan pasta kakao pada suhu 40-50 'C 

~ 97 
88 

387 11 ' 

1!~: 
~ . I Baku 

~ci7 '~ IBaku·~ 
577,12 ~ 
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Tabel 22. ·Senyawa-senyawa yang terdapat dalamsampel kakao (lanjutan) 

No. fR Jenis .senyawa . Keterangan 
(menil) massa atom) · .. ' ,, · 

Bubuk kakao hasil pengepresan pasfa kakao pada suhu 50-iO •c 

1 24 fi···~ 1 2. 6 · • Bel urn diketahui · • 
3. 9 · I 

. •. 

4 I 1 ' · -

' ~ 
. 

..... .1!!.!1,_~, ~-~ 
. ·· .. 577, ,. ~ 

14, '; ' 

i 1-B~,.:----1 . 

19. ~4 . 577,15. ~~ i . . I (2QQ§)_'-----j 
Bubuk kakao ha~il pengepresan palitil kakao pada suhu 60-70 •c 

. :206; 17' "' . . . . . . • ' . . . • . . . '. 
!-;;'--1-~2.~+-3fi7-7i' ' 

~ 
. 

15. ' 
1-*-1~~--iW~.-1-->~ . 

_289,• · ~ I Elaku~ 
~*---. -+-~~:.T-1. -c.-577.~'7. I Dimer f'r<lS i i ~"'-----! 
Bubuk kakao liasil penglipresan pasta kakao paila suhu 70-80 •c 

1. ~.4 206,97 

P."--1---';".;;-,-+-, .. -"'·. iii ~- ~ 

10. ,6 7: ~~ 
11. 1.5 577.15 rP 

. '' 

.. . 

. 

·,----j 
I (20 

i 

--~---
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Tabel 22. Senyawa.,senyawa yang terdapat dalam sampel kakao (lanjutan} 

No. ... mlz(satuan Jenls.senyawa Keterangan ' 
(menit) massa atom) . -· .. '_,, 

Bubuk kakao hasil pengeprasan·pasta kakao pada suhu 80.SO·'C .. 
!.fa- .. 
~ 

• 

~ iii •• 
• 1.07 e· Baku .. 

577.15 Arionim 
. ~ Baku . 

fo: ·~ .. · 
I i 1~6) . . 

Lemak kakao hasil kakao pada suhu 40,60 •c ' 
2.4 2iis. ·~ •. . 
2.9 ~ . . 
14.8 l. ' . . 

Lemak kakao .l!asil 
' 

' . kakao p'ada :suhu 50-60 •c 
2.4 I & 29 . 
14.8 I Baku 

Lemak kakl!O hasil pengaprellljn pas~ . •oadasuhu&ft~ft•c 
- - . . -' . " -- -

1 2.4 
~ :$ 12. 2.9 

13. 14.8 l§: .~ 
Lemak kakao hasil kakao paila suhu 70-80 •c ' 

±If ~ 11 
8 )7 I Baku 

Lemak kakao.hasll pengepresan pasta kakao pada suhu 80-80 •c 

~ ~ 
. ' ·' 

; 

8 ~ I Baku 

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA UI, 2009



LAMP IRAN 

' l, 

' ' 

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA UI, 2009



Lampiran 1 

~~TRJ.o\NRJ 
11ADAN PENEI.JTIANMf~lliDI!SW 

BALAIBESARINDUSTRIAGRO 
I.ABORATORJUM A!WJ~S DAN KAI.ISRA~ BA1.A1 SEllAR INDUSTl!lAGI<O 

A/1M YroV.AJ/D CAUllRAOOIII.A80!lATOOIES 
CfNIDIFOR~SHJfllllUSTRY 

J.mnkH.JtlardaU,ao,:x 1il122 let;. : {0'1.51) 32(058. 323.m Fu.: ~1)323l39 

....... .
Pemtfnt.un btnvgaf: 
Reply 6J )'OUr le«et1 ._ .. ,.. 

< "''"'" 1 ro lr.lukrMn~! 
l BAJ.AlSESAA:lNilUSTRIAGRO 
I JLfr. fi J!.lilfldll No. U 
f BOGOR 

LAPORAN HASIL UJI 
TEST REPORT 
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O!eh 
by 
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Pengambllan crurt00 
Sampl.'ng 

Kimia 

3 Oesember 2008 , __ 
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OAN" HAN.YA. BE.RlAKU IJNTUK comO>i·CO!fTOM 

TERSEBUr OIATAS. 
PENG.U.UII~AN CONTOii 6E-RTANGGUNG JAWAB 
ATAS KEaEffoJ,Ro\N TAAD!t<G aARANG 

FAD.048 

H A S I L 
TEST RESULT 

Nomor AAI1l1il:s 
~N~ 

H.tl.tllu:rt I Page 

S$.)4.4 Bft34S 

• D -
"" "" 

Lampiran 1 

101711..HUJ9d/ABICAL11 t/2009 
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• """'l!il 

' 
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~ 
SIGMA-ALDRICH 

Product Name 

Product Number 
Pl"'durt Brand 
CAS Number 

Molecular Formtda 

Molecular Weight 

TEST 

APPEARANCE 

SOlUBILITY 

PROTON NMR. SPECTRUM 
WATER CONTENT BY NHR 

SPECIFIC ROTATION 

PURITY BY TIIIN LAYER 
CHROMATOGRAPHY 
RECOMMENDED RETEST 
QC RELEASE DATE 

Rodney Burbach, Supe!llisor 
Anely1irel Services 
St Lollis, Missouri USA 

CertlflcateorAnalysis 

{+)~Catechin hydrete1 

>98% (TLC)J powdet 

Cl251 
Siqma.Jddrich 

225937·10-0 

CuH1.110~ • xH10 

290,27 (anhydrous: besis) 

SPECIFICATION LOT 096Kl434 RESULTS 

OFF-WHITE TO YELLOW 
POWDER WI'T'H A GRAY TO TAN YELLOW POWDER WITH TAN 
CAST CAST 

ClEAR TO SUGHTLY HAZY' 
YEllOW TO AMBER SOLUTION CLEAR AMBER 
AT 5!1MG/Ml IN ETHANOL 
CONSISTEriT WITH STRUCTURE CONFORMS 
REPORT RESULT 

REPORT RESULT 

MINIMUM 93% 

4 YEARS 

2,3% 
+24 OEG (C•l !N WATER AT 20 
DEG CElSIUS) 

99% 

JANUARY 2011 

JANUARY 2007 
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* SIGMA-ALDRICH 

Product Name 

Product Number 
Product Brand 
CAS Number 

Molecular Fonnula 

Molecular Weight 

TEST 
APPEARANCE 

SOLUBIUTY 

IR SPECTRUM 

SPECIFIC ROTATION 

PURITY BY HPLC 
RECOMMENOEO RETEST 
QC RELEASE DATE 

Rodney Burbach. SupeMsor 
Analy1ical SeMces 
St Louis. Missouri USA 

CertificateorAnalysis 

(-)-Epicatechin, 
;> 90% (HPLC) 

E1753 
Sigma 
490-46-0 

c,~HI4015 

290.27 

SPECIFICATION LOT 026KZ611 RESULTS 

OFF-WHITE TO TAN POWDER FAINT BEIGE POWDER 

CLEAR COLORLESS TO YELLOW 
SOLUTION AT lOMG/ML IN CLEAR COLORLESS 
ACETONE:WATER (1:1) 

CORRESPONDS 

REPORT RESULT 

MINIMUM 90% 
2 YEARS 

CONFORMS 

-55.2 DEG (C., liN 
ACETONE:WATER {1:1} AT 20 
DEG C) 

96% 
DECEMBER 2007 

FEBRUARY 2006 
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