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SUMMARY

Cacao bean processing into its products may affect catechin and
epicatechin contents in the final products. Temperature treatments during
cacao processing can induce epimerization reaction of {-}-epicatechin to
be {-}-catechin. The aims of this study were : {1} to obtain the valid
analytical method which can be used fo analyze catechin and epicatechin
in cacac 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, ie. 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 solvenis (acetonitrile and methanol} composition using gradient
elution. Mobile phase flow rale was set at 0.5, 0.8, 0.8, and 1.0 mimin.
Catechin and epicatechin in cacao samples was detected by mass
spectrometry. Condition of mass spectrometer was run by varying ESI
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 quantitation,
precision and recovery test. Samples taken during the process were cacao
nib, cacac mass, cacao powder and cacau butter.

The results of this study showed that analytical conditions for
catechin and epicatechin were using mobile phase A (0.1 % formic acid in
deionized water) and mobile phase B (acetonitril-methanol = 50:50) at flow
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rate of 0.5 mimin. Gradient elution were set at O minutes (10% B),
15 minutes (35% B}, 20 minutes (40% B}, 30 minutes {50% B), 35 minutes
(60% Bj, and 35.1 minute (10% B). Mass spectrometer was set at ESI
voltage (-) 3500 volt, degolvation temperature 300 °C, nebulizer pressure
50 psi, desolvation gas 10 L/min, and fragmentor voltage (-} 160 volt.
Limit of detection and limit of quantitation 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
freatrment 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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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Tanzaman cokelat atau kakao (Th@obmma cacao L.) m&mang bukan

tanaman asli Indones;a Namun demikian, saat ini negara Indonesral
merupakan penghasz! blji kakae ketcga terbesar di duma seteiah Pantaf'

Gadzng dan {“:hana (Ancmm 28{}4)

Berbagal . upaya lelah dilakukan aiei'z pemenﬁtah azﬁuk mening-

katkan produktivitas kakao Indonesia. -Upaya tfersebut gdalah selain

menambah .- fuas lahan produksi. juga melakukan peremajaan serfa
rehabilitasi tanaman kakao. Peremajaan tersebut perlu dilakukan
mengmgat bahwa tanaman kakao kita t&iah berumur rata-rata 15 iahun
padahai ama p{{}éuk&f ?anamarz zni aéa?ah 612 tahun {An&ﬁzm 268?2)}

- Peningkatan produkiivitas kakao nasional ba:ic melalul periuasan

lanan =pmduksi maupun -mela[uix -peremajaan . dan  rehabilitasi.  telah

2010 nanti, luas iahan kakao indanesza mencapai 1,1 juta hektar, _Bahkan

untuk tahun 2020, pemerintah telah menargetkan luas lahan perkebunan
kakao sebesar 14 juta hekiar.. Dengan luas lahan sebesar itu, diharapkan

akan mampu menghasilkan kakao sebanyak 2 juta ton.per tahun. . Jika ini
tertaksana maka d:harapkan indonesla akan mampu manampat: pesasa
pertama penghas:l kakao duma [)engan demlklan Indonesla akan
mengges&r pcsam Panta: Gad:ng dan Ghana sebagax mnghasu kakaoj
nomor 1 dan 2 ﬁz duma dengan kapasztas produksi sai;ap tahunnya
masmg-masing % 5 {San ‘i Juta iafz (ﬁ;i‘;{}nzm 2{36?23}

. Zat-zat yang paling bemeran daiam hal manfaat. bz;r kakao. bagt
kesehatan adalah zat-zat yang tergolong kedalam kelompok -polifenol.
Diantara sekian banyak senyawa yang. termasuk kedalam kelompok
pofifencl dan cukup luas sebarannya di alam (buah-buahan, sayur-mayur,
teh, anggur merash dan kakao) adalah senyawa flavonold. Khusus unfuk

1
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kakao, senyawa flavonoid yang banyak ferdapat dalam biji kakao ini
adalah katekin dan epikatekin, baik dalam bentuk monomear, dimer, {rimer
maupun oligomer (Keen ef al, 2005, Roy, Lundy, dan Braniley, 2005).
Menurut Wollgast (2004), total senyawa polifenc! yang terdapat dalam. biji
kakao kering vang ielah bebas iemak bedqsar anfara 15-20 % atau setara
dengan sekitar 6% biii kakao segat yang dlkenng-angmkan (dengan
kandangan Eemak 54 % dan kandungan air 8 %) dan sekitar 5% pada biji
kakao yang teiah difermentast, Hasil penelihan lain menyabatkan bahwa
kandungan pofifencl yang terdapat dalam kakao yang felah cnhslangkan
lemaknya berkisar antara 12-18 %. ' (+)-katekin, {-y-epikatekin, dan
prosianidin {60% tersusun dalam bentuk dimer) merupakan senyawa
utama dari. kelompok polifenol tersebut’ (da Brito, Garcia; dan Amncuo
20!}2} ‘ ’ B

‘ Pengciaﬁan bljl kakao menjadi produk olahannya dapat mem-
pengawbz kandungan if;atekm dan re;zz&a‘tekm yarzg ‘ada di daiamnya
Adanya  perlakuan panas - (pengatuh temperatwr) selarma - proses
pengotahan biji kakao dapat memicu reaksi epimerisasi dari (-}-epikatekin
menjadi (-):katekin, Akibataya Kandungan epikatekin dalam kakao akan
berkurang sementara kandungan ‘katekin akan ‘bertambah (Kofink,
Papagiannopotlos,- dan Galensa, 2007). - Padahal ditinjau dari segi
manfaatnya terhadap kesehatan, zat. yang dapat memberkan manfaat
yang lebih besar, secara in vivo, adalah (3-epikatekin. - '

Marzgmgat demzk:an banyaknya imrnpunen imig yang teréapat
dalam bz}; kakao %mentara zat standar yang iarsedaa dl pa&amn ‘selain
;um%i’m}‘a terbata& ;aga mahai harganya ‘maka daperlukaﬂ Suaty metod&
yang dapat memantau pemizahan kompt;szsz ium;a yang tardapat daiatzz
bili kakao beserta produk z:)iahannya &é&tode analisis mengganakan
kromatografi cair kinerja tinggl- yang dihubungkan dengan ‘defektor
spektrometer  massa -diharapkan - mampu meéngatasi  keterbatasan-
keterbatasan tersebut. © Mefode analisis ini  memiliki - kelebihan
dibandingkan dengan metode kromatografi - biasa dalam ¢ hal

:
,.AE.\
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kemampuannya mengidenfifikasi suafu senyawa berdasarkan rumus
empiris dan bobot molekul ion (Ahonim, 2005). -

B. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah : (1) memperoleh metode analisis yang
tervalidasi dan dapat digunakan unfuk menganalisis senyawa katekin dan
epikatekin yang terdapat dalam biji kakao beserta produk olahannya
menggunakan kromatografl cair kinerja tinggi yang dilengkapi dengarn
detektor spekirometer massa, dan {2) mangetahu! pazzgamh tempefa‘far
selama proses pengelshan terhadap pembahan kampunemk&mpcnen
yang terkandung dalam biji kakao, khususnya katekm dan epikatskm
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BARB I
TINJAUAN PUSTAKA

A. Klasifikasi Kakao

Kakao atau- cokelat ‘merupakan produk yang dihasilkan dari biji
kakac. Tanamian penghasil biii- kakao ini”dalam bahasa Latin dikenal
sebagai Theobroma cacac L. Klasifikasi tanaman kakao adalah sebagai
berikut (Jones dan Luchsinger, 1987) ¢ ‘

K‘ngdem : '?Eantae i

Subkmgdom Tracheoblonta |

Superdw:sio :Spennataphyta

Divisio : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub-kelas : Dillentidae

Ordo : Malvales

Familia : Sterculiaceae
Genus : Theobroma

Spesies : Thecbroma cacao L.

8. Tanaman Kakao di Indonesia

Kakao merupakan salah satu komoditas perkebunan yang
peranannya cukup penting bagl perekonomian pasional, khususnya
sebagai penyedia lapangan kerja, sumber pendapatan dan devisa negara.
Disamping #u, kakao juga berperan dalam mendorong pengembangan
wilayah dan pengembangan agroindustr. Pada tahun 2002, perkebunan
kakao telah menyediakan lapangan kerja dan sumber pendapatan bagi
sekitar 900 ribu kepala keluarga petani yang sebagian besar berada di
Kawasan Timur ndonesia {(KTI} serta memberikan sumbangan devisa
terbesar ketiga sub sekfor perkebunan setelah karef dan kelapa sawit
dengan nilai sebesar US § 701 jula (Anonim, 2008},
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-+ Perkebunan kakao indonssia mengatami:perkembangan pesat sejak

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

indonesia tercatat seluas 914.051 heklar. Sebagian besar (87,4 %) areal
peri(ei}zznan tersebzzf dikelola ocleh rakyat dan saleb:hnya 8,0 %
perkebunan besar negara serta 8,7 % perkebazzan besar swasfa (Anonsm

M&numt Splllane {1985) yang dzkaizp Rnsmawazy Ratnadewz éan
Sudar;a (20{}'?), secara umum ﬁanaman “kakao d;bagn datam dua
subsgéeczes yaltu Criblo dan Forastero. Criolo merupakan mammk&n tlpf-.:-
kakao pilihan (mzxiza‘} ‘dan buahnya’ berwama merah. Bajznya mndarung
berbentuk bulat den berwamna putih di bagzan dalam’ sérta menghas;ikar‘;
kakao dengan rasa yang lembut dan zstzmewa akan te’:apz mudah terkena
penyakit. Forastero m&mpakan mewpakan tlpe yang ‘bermista rendah
(kakao findak) dan buahnya berwama hijau. Bijinya kecil dan fipis. Rasa

Forastero lebih kuat' dan digurakan dalam “produksi ‘coklat -biasa dan

coklat -susu. Jenis kakao yang fain, adalah 7nnitario, yang mefupakan

hasil penyilangan dari jenis Criolo dan. Forastero.  Jenis Triniario ada
meng hasilkan biji yang termasuk kakao mulia dan ada pula yang termasuk

kakao lindak, - —

Jenis tanaman kakao yang dibudidayakan, sebagian besar. adalkah
jenis kdkao lindak (bulk cacdo) dengan sentra produksi utama adalah
Sulawesi Selatan, Sulawesi Tenggara dan Sulawesi Tengah. - Disamping
ity, juga dibudidayakan jenis kakao 'mulia (edel cacac) oleh peikebunan
besar negara di Jawa Timur dan Jawa Tengah . (Anonim, 2008).

' Kakao mulia dan kakao lindak ‘bersifat konmiplementer (saling

miclengkapi). Kakao mulia berfungsi sebagal pencampur (blending) dan

pelengkap dalam pembuatan -hasil ‘akhir industri kakao. Kakao lindak
merupakan kakao yang mempunyai prospek untuk dikembangkan' sebagai
komoditas perkebunan rakyat: -Kakao lindak mempunyai sifat cepat
menghasilkan dan produkiivitasnya finggi.-‘Secara’ garis besar pérbedaan
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dari kedua jenis' kakaotersebut dapat diihat pada Tabel. 1:berikut
{Sakdiyah, 2008); = S S .

”Yabeii Perbedasn kakaa mulia dan kakao lindak secard garis besar
i(amponen R i(ai;aa muiia '_ _Kakaa linﬁak }
Benfuk buah Butatteturwlangang Bulat - bzzlat tatur
Warna buah muda . | Merah | Hijau ,
Bentuk blji S j",Besar dan bulat _ Kecll dan gapeng
Beratbifikering =~ = |>12gram . . rata-rata ‘i gram
Wama kofiledon . | dominan pg@;{z ..,  |dominan ungu
Kandungan lemak biff . |<56% . |>86%
Aromadanrasa . .. .. %eZ;i?} baik . . . Jkurang .
Ukuran dan beratbiji. | {homogen . . .. | heterogen
el e O TR gl . - R .
C.. Senyawa Aktif yang Yerdapat dalam Biji Kakao . ... . ;.

- Tdnaman * kakag mengandung'senyawa alkaloid’ yang dikehal
dengan nama tecbromin. < Kandurigan senyawa' alkaloid: ini dalam biji
kakao ‘sekitar ' 1" hingga’ 4 persen. Selain -teobromin, biji ‘kakao juga
mengandung alkaloid kafein dalam jumiah kecil, vaitu sekitar 0,2 hingga
0.5 persen. Dibanding kafein, senyawa leobromin inj memiliki efek vang
kurang, kuat terhadap susunan saraf pusat.  Senyawa teobromin. lebih
cenderung memiliki- efek diuretik. dan.relaksan terhadap .otot,” meskipun-
penggunaannya secara rutin sudah ditinggalkan (Dewick, 1887).

Zat-zat yang paling berperan dalam hal 'manfaat biji kakao adalah
zat-zat yang-tergolong kedalam kelompok polifenol. Senyawa..polifenol
tersebut. tersimpan dalam .sel-set pigmen: kotiledon. - Senyawa -polifenol
utama yang terdapat dalam biji kakao adalah katekin, epikatekin, dimer.
prosianidin. B2, dimer ; prosianidin, B5: dan bentuk oligomer prosianidin
{Wollgast,2004). . Seluruh senyawa polifenol tersebut memiliki struktur intt
flavan-3-0! yang dapat dilihat pada Gambar 1.
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Katekin

=

e vk B Ohigomer Prosianidin
imer Progianidin B3 @10

Gambar 1. Senyawa polifenocl utama yang ferdapat dalam biji kakao

Selain itu, dalam biji kakap juga terdapat senyawa polifeno! lain
dalam jumlah sedikit. Senyawa polifenol tersebut adalah galokatekin dan
epigalokatekin. Kedua senyawa tersebut banyak terdapat dalam tanaman
t&h Motigast 2004). Sepertz hain}fa dengan senyawa pciifﬁnot utama,
g&k}ka’zekzn dan &;}:gaiakatekza ;aga mamzifkr stmktar miz §avan~3~e§ da;zat

c:i;%zhat pa{ia Gambar? wai
OH

"y HO

oH
Gatokatekin Epigatakatekin

Gambar 2. Senyawa polifeno! lain yang juga terdapat dalam biji
kakao :
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Selain dar kedua jenis senyawa polifeno!l di atas, datam 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) melaporkan adanya sejumiah 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 arabinosa,
glukosa dan galaktosa. Adakalanya senyawa kuersetin tersebut juga
berikatan dengan asany glukuronat seperti yang dilaporkan gleh Andreas-
Lacueva ef af (2000). Namun senyawa Kuersetin yvang 2eréépat dalam biji
kakao adalah bentuk glikosidanya berikatan dengan ramnosa (kuersitrin},
dapat dilihat pada Gambar 3.

i3]
- Asam kiomgenat

Kuersinds

R=romnom
- R=H = kuersetin

&ambaz 3 Senyawa polifenal non-flavan=3-ol yang terdapat dalam- hz;z kakao

' Sanbangz et al {1998) t@!ah ma?apmkan adanya senyawa Eam yang
juga terdapat dalam kakao. S&nyawa tersebut mempakan bantuk amxda.
dari suatu asam amino dengan asam hidroksi sinamat. Nama tnwal
senyawa tersebut adalah klovamide dan dideoksi klovamide, dapat dilihat
pada Gambar 4.

Klovamids alau Didecksiklovamida atau
Kafeoil DOPA. - -~ p-kumarciltrosin -

Gambar 4. Struktur kimia klovamida dan dideoksi klovamzda
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0. Manfaat Kesehatan Biji Kakao .

Biii kakao memiliki manfaat yang tidak sedikit. . Hal ini dibuktikan
dengan cukup banyaknya tulisan yang dimuat dalam jumal iimiah yang
menguraikan manfaat biji kakao bagi kesehatan. Manfast kesehatan dari
biji kakao dapat dikelompokkan ke dalam 4 {empat) kelompok, yaitu : (1}
manfaat sebagai antioksidan, (2) manfaat yang berkaitan dengan kanker,
(3) manfaat ;yang berkaitan ggﬁgan kesehatgn kasﬁiox{askulér,_ éan' (4}),
manfaat yang berkaitan dengan respon imun dan amiinﬂarﬁésg_ Mé;_iigést,
2004).

¥, . [V

1. ?ﬂanfaat s&hagau ant:oksx:ian

Sffaz antmks:dan yang dlmlfliﬁ ai&h senyawa iiengan struktur ;nti
ﬂavazzcé dzdasarkan atas struktur spesrﬁk yang cizmmkl oiah sanyawa‘
tersebut Struklw spesifik yang ézmaksud ada%a?x adanya gagz.zs htdmksff
;méa cuncm ﬂavan (khususnya 3, 4~d1h;dmi<s: pada cincin B) pan;ang
cmcm t}lzgamer serta sifat stereok;mza matekulnya Aﬁanya stmktgr
spesﬂ" ik ﬁuiah yang menyebabkm s&nyawa ﬂavaﬁai tersebut &arfangs:
sebagaz zat anuokszéan baik sebagaz donor hzdfagan (pere{!am radlkai)
maupun pengkeiat 1{}:} logam {Keen of al 2085}

f‘\.

Kakao dan senyawa-senyawa flavanol serta prosianidin yang telah
dimumikan dari kakao dilaporkan ‘mamgagmenahag,ia;ﬁ oksidasi LDL {Low
Density Lipoprotein) yang diperantarai oleh - logam _tembagg dan sel
endotelial, mengurangt jumiah spesies oksigen reaktif yang diaktifkan
leukosit, melindungi erittrosit dari hemolisis, dan menghambat oksidasi
ONA (Deoxyribose Nuclsic Acid) yang diinduksi sinar ultra violet G (W‘{?}
Dalam:-hal kemampuan menghambat oksidasi DNA yang diindukst sinar
UV-C, senyawa flavonoid yang terdapat dalam kakao sama efektifnya
dengan vitamin C, E dan glutation. Yang menarik adalah baik kakao
bubuk ‘maupun skstrak kakao memiliki kapasitas antiocksidan yang lebih
besar dibanding dengan bahan pangan ain vang kaya flavanol seperii teh
hifau, teh hitam, anggur merah, bawang putih, dan strawbenry (Keen of al,
2008).

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009




10

2. Manfaat yang berkaitan dengan kanker.’

Kerusakan oksidalif miemiliki peran utama dalam hal timbulnya
herbagai tahap karsinogenesis. Oleh karena itu, adanya sifat anticksidan
yang -dimiliki oleh kakao sebagaimana telah disebulkan sebelumnya
memilikt andil dalam-hal pencegahan timbuinya kanker (Wollgast, 2004). .

" Romanczyk et al (1997) telah menguji sifat anftikarsinogenik ekstrak
kakao menggunakan beberapa sel kanker manusia; Tampaknya hanya
beritlik ohgomer prosmmdln khususnya dengan 5 (llma) hingga 12 (dua'
belas} satuan monomer, yang menunjukkan efek antikarsinogenik tersebut.
Diantara bentuk oligomer tersebut, ternyata bentuk c:ligam@f dengan §
(izma} satuan monomer {Q&ﬁt&mw} m&mzisi{z efek yang paimg kua? K)zduga
mek&azsme arztzkamnagami{ dan pmzanzdm tersebut fmi;gutf
penghambatan pemecaban zzrszaz {)&A pemben&zkan zkmrz ssiang antar
pretexn DNA, oksidasi razfzkai hebas dan nuklectida yang bsrka;tan‘
dengan sifat ant:oks:datffnya mpert; hatnyfa penghambatan aktivitas enzim
s;klo oks:genase 2 dan DN& topmsmnerase Lebih dari iy, s&nyawa
prosmnldm mengendallkan pesmbantukan oks:da nitrat oteh makrofag.
mempengamh; oksida nitrat sintase yang dapat dnnduks: (mducrble Nitric
Oxide Synthase = fNQS). dan dengan demikian m&mpsngawhi
ribonuklease reduktase, suatu “enzim yang mengubah riboniikleotida
menjadi decksifibonuklestida vang penting bagi sintesis DNA. " Adanya
hambatan pada sintesis DNA ini vang dapaz menahan ia;zz m{ﬁﬁze?&h&n
sel mmeryang cepat, - P S, o

3. Manfaat yang berkaitan dengan kesshatan Kardiovaskuler R

. Salah satu penyebab timbulnya masalah kesehatan kardiovaskuler
adalah karena tidak-lancamya aliran darah pada pembuluh kardiovaskuler.
Ketidak-lancaran - aliran darah -~ fersebut dapat: disebabkan oleh
menyempitnya pembuluh darah akibat timbulnya plak-plak aterosklerotik
atau . karena" adanya -sumbatan yang disebabkan- oleh trombus (Oism'
2004), o o : : ,
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- Plak-plak aterosklerotik akan terbentuk jika ada bentuk teroksidast
LDL yang menempel pada deposit lemak pada pembuluh darah. - Oleh
sebab itu, zat-zat yang memiliki sifat antioksidan {seperti flavonoid) dapat
mencegah timbulnya plak-plak aterosklerotik. {Roy, Lundy, dan Branfley,
2{}{36}

T _._. pepl . '.\ : -
' 'f-j o

Sﬁiafﬁ tne!alun efek antmksndan s&nyawa ﬂaveno;d yang i&rciapat
dalam kakaﬁ }uga dapai mempengaru&i kesehatan karﬁmvaskuier ‘melalui
mekamame ialn K{;ns&p ateroganesz& saat ms meizput: keteritbazan s:ste:m
zman dan r‘adang znﬂamas; krcms meiaiw tahap-tahap zmstasn ‘dan
perkembangarz atarosklemsis yang rumrt. ?engaktlfan enﬁotenal vaskuler
dengan pengaturan adhess molekul dznyatakan mamztzkz perar; g}enimg'
dalam bai ttmbuinya ‘inflamasi vaskuler dengan memblarkan adhesi
leukest% dan monasﬁ pada endetehal vaskiz fer selama &hap awat
a‘tsrogenes:s i‘*e‘ienmgkatnya r&aktivrtas pEate§e’t dan p&mbenhzkan agregai
karena keiamarz endote!zai akan mrsndawng t:mbulnya immboms ari&zzai

dan atamski&rasm (Stembarg, Bearden {ian Keen 2003}

. Senyawa pai:‘fenai yang terdapat da!am i{akao ternyata dapat
mmghambat aktivasi platelet secara ex vivo sebagarmana {Sﬁaporkan 0Eaiz
Rein ef of {2000). Beberapa indeks akiivasi platelet berkurang daiam
rentang waxm 2 (dua) dan 6 (enam} jam setelaia pembanan mmﬁman
kakao ﬁai yang sama iuga ter;adz temadap eks;;rast P«-seiekzm yvang
dzaizmaiast AD? A{ianya ekspresi P-selektin yang (izstamuiasz M)F‘i
merapakan senyawa penancia bwiegrs adanya trembogemsztaa

£

' Adanya mnghambatan tarhada;} 3%(2&:&3: platelet juga dlia;m?i(an
oleh Schramm ef af {2001) namun _melgiui mekamsme Jain ya:tu_
perubahan mefabolisme sekunder dari azkesanezd. fizkasanmd
merupakan metabolit bioaktif dari asam arakhidonat yang berperan dalam
proses inflamasi. Dua senyawa eikosancid yang dijadikan acuan dalam
menilai adanya proses inflamasi adalah ‘leukotrien ddn  prostasikiin,
Leukotrien akan: menstimulasi agregasi platelet sementara - prostasiklin
akan menghambat agregasi  platelet. - Leukotrien - merupakan
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vasokonstrikfor dan proinflamator. sementara  prostasiklin -merupakan

vasoditator- dan- antinflamatori. Proses inflamasi fterjadi bila kadar

leukotrien . lebih: besar dibanding prostastklin. Pemberian: produk. kakao
ternyata dapat menyeimbangkan kadar prostasikliin.dan leukotrien: ..

4 Manfaat yang barkaitan dengan respon lmun dan antunﬂamasi

y Saﬁbangz &f af (‘3 998) teiah miakai(an peneiatzan af&k ;zairfenoi yang
teri(andufzg éaiam caxran kakaa paéa berbagaz sei zmaﬁ mamzsza dan
fungs; fangsmy& seaara in wfm i*iasﬁ peneftttan menun;ukkan baf‘twa szfat
imunosupresﬁ senyawa ﬂavanmd yang terdapat dalam kakao akan
menurunkan produksn hldrogen peroks;da dan anmn supamkstda o!eh
granu!os;t ‘yang fizsﬁmaiasz farbai m;nstat asetat dan iszosit yang
cisszzmaiasz v%mm i( Senyawa@enym ﬁavonczd ters&im’{ ;aga menei(arz
pz‘aizferasz iszaszt 3&{%& prodaksz mi‘im zrztzerienx;a (ZL}Q tian pm%ein yang
berperan Gaiam res;:son ﬁtohemaglatinm -2 ber;wran datam pengen-
dalian ekspansl sei T dan aktwasi serta pengaturan produk«produknya
yang merupakan reaks: awa! respon imun,  Jika dlbandmgkan e’fek
péngharnbatan terhadap produksi spesies oksigen reakt dan proliferasi
limfosit antafa &;};i{&i&km dengan iﬁiai seﬁyawa pciifanai imif:a:z ?zaszinya
sama. : g , L

. (

Menurut ananczyk ef af (199’?) aktmtas anta»»anﬂamasr dan

pe‘ngaturan sistem |rnun terjadl melalul penghambatan enzfm fosfolupase
ﬁu’! szkicakmg&nase dan ispokslgenam dan akzbatnya tar}adi panurunan
kadar prastagiandzn E2. ‘faiai‘z dik&tahw bahwa mnyawa flavonoid
mempakan "antioksidan kuat dan mampa menghambfat iw;ga eaz;m

Lo

sakiockssgerzasﬁ dan iipekszgenam
E. Pengolahan Kakao

‘t, J Pengaiahati &mh Kakao

‘1

.« Proses spengolahan. -buah kakao menentukan mulu ;m)éz.zk akhir
kakao,.karena dalam:-proses inf terjadi pembentukan calon ¢itarasa khas

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



13

kakao dan pengurangan citarasd yang tidak dikehendaki, misainya rasa
pahit dan sepat: - Tahap-tahap: yang umum dilakukan. dalam: proses
pengolahan buah kakao adalah {Anamm 2007a) ' -

a. Pemeraman buah

Pemeraman buah bertu;uan un’tuk memperoleh kesaragaman.

kematangan buah serta.memudahkan. pengeluaran biji dari- buah kakao.
Buah dimasukkan kedalam keranjang rolen atau sejenisnya, disimpan di
tempat yang bersih ‘63@%&%"""&%&3‘5 daun-daunan ‘dan’ permukaan
mmpukannya (i:mtup puia fiengan daiin»daunan Pemeraman dilakukan df

tempat yang t&duh Lamanya pemamman sek:tar 5»‘? hari (maks:mum 7

harl) . . REN BN

h.vl?{em‘;em?aa buah . e, B : . gFr

Pemecahan atau pembelahan buah kakao difmaksudkan untuk:
mendapatkan biji kakao. Pemecahan buah kakae hams d;tak&zkan secara_

hati-hati agar tidak melukai atau merusak bur kakat:t 'Pemecahan
ditakukan menggunakan pemukul ‘kayu atau memukuikan buzh satu
dengan buah' lainnya. Harus ditindari ‘kéntak' langsung dengan benda-
berzda 2993:11 -k’a?&né’ dapa’t meny@baﬁkan "-warna biji E(akaa 'iiz‘engfadi

atay wadah' lain yang berszh s&éang&an ampuiar yang m&tz»zkat pada bzgz*

dtbuang

e e

c. Fermnnta,ai, .

Fermentasi dimaksudkan-untuk memudahkan melepas zat lendir
dari permukaan kulit biji serta menghasilkan bijii dengan mu&; dan aroma
yang baik. Selain itu, biji yang dihasilkan lebih tahan ter‘?saéap hama dan
jamur setama pényimpanan Serta menghasilkan biji dengan wama yang

cerah dan’ bersi. “Ada 2 (dua) cdra férmeditasi, yaitu ' fermentasi

menggunakar kotakipeti fermentasi- dan - férmientasi  menggunakan

1y

keranjang bambu. '
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{1) Fermentasi menggunakan kotak/peti fermentasi -

- Biji kakao dimasukkan ke dalam kotak yang terbaaz dari lembaran
papan yang berukuran panjang 60 cm dengan: tinggi 40 om (kotak dapat

menampung + 100 kg biji kakao basah). Setelah itu kotak: ditutup dengan

karung gonifdaun pisang. Pada hari ke-3 (setelah 48 jam) dilakukan"

pembalikan agar-fermentasi biji 'merata. Pada hari ke-8 biji-biji kakao

dzkeiuarkaﬁ dari kotak fennentasz dan szap uituk d;femuf

{2). Famn?asi mangganaican k&mnjang bamhu 1

Kef&njang bambn -yang &i(an digunakan dzbermhkan {erfabzh dahuia

dan daalas: dengan daun pisang baru., Kemudian b:p kakao dlmasukkan

(keranjang dapat menampung + 50 kg blji I(akao basah). Seztelah ltu tu;t,L_lﬁ_pj_

keranjang dengan daun pisang. Pada hari ke-3 {(sefelah 48 jam) dilakulkan

pembalikan agar fermentasi biji merata. Pada hafi k&8 hiji-biii ‘Kakao

dikeluarkan dari kotak fermentasi dan stap untuk dijemur.

b SO UL

d Pamndaman dan Pencuman :

3 v ;-; - 3 R .

Tujuan pamndaman dan gencucmn adalah menghentlkan proses,

fementasi dan memperbaiki kenampakan biji. . Sebelum. pencucian,

dilakukan perendaman * 3 jam ager biji memiliki kenampakan yang
menarik dan berwama coklat. gerah, Pencucian dapat dilakukan secara

manual.. (menggunakan . tangam), .atau .menggunakan mesin pencuci.

Pencucian yang terlalu bersih, hingga selaput iendimya hilang sama sekali,

selain menyebabkan kehitangan berat juga membuat kulit biji rapuh dan

mudah terkelupas. Umumnya biji kakac yang dicuci adalah jenis edel

sedangkan jenis findak tergantzfnggpada permintaan pasar. - .

- ;-*“ - o - . - L E
(S X T A Pt

a P&ngeﬁngan

- ¥
Tty

. Pengermgan d‘ap_at:_ » dilakukan . ”'den_gan:_ ..cara ; . menjemur,

menggunakan mesin pengering atay kombinasi keduanya, Pada proses,

pengeringan terjadi sedikit fermentasi lanjulan dan penurunan kandungan
air dari 85-80 persen menjadi 6-7 persen. Selain ity, - Yerjadi. pula
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perubahan-perubahan kimia unluk menyempumakan pembentukan aroma
dan wama yang baik. h R

Suhu pengenngan seba:knya ‘antara  55-80 °C dan lama
pengenngan s&kltar 20-25 jam uka menggunakan mesin pengermg Bnla
pengeringan dilakukan dengan cara menjemur di bawah sinar matahan
maka lama pengeringan sekitar 7 hari bila cuaca baik dan ‘sekitar 4
minggu bila banyak hujan. Biji yang ka{ang Xenng {kars:iungarz air di atas
8 %) akan mudah ditunibuhi jamur. o T e

f Sortasi

- . - Sortasi biji kakao kermg d;makaudkan untuk mmlsahkan antara biji
yavng\_;bazk dengan biji yang cacat {biji pecah), kotoran atau benda asing
tainnya (vatu, kulit dan daun-daunan). . Sortasi dilakukan setelah 1-2 hari
pengegingarz dengan makéug_&gat kandungan air dalem bili mencapai
keseimbangan sehingga biji tidak terlalu rapuh dan fidak mudah rusak.
Sortasx d:lakukan manggunakan ayakan yang dapat memusahkan bsp
kakao dengan komran-kotoran

g.*?éngemmanv‘éan Penyimpanan®

Bzgz kakao ézkemas dengan balk menggunakan wadah yafzg bersit
dan kuat 8lasanya menggunakan i(arung gani dan tidak m&ngguaakan
kamng plastlk Bljl‘ kakao dls:mpan dalam ruangan dengan kelembaban
tidak melebihi 75%, berventilasi cukup dan bersih. Antara lantai dan
wadah biji kakao diberi jarak + 8 cm dan jarak dari cimcimg + 80 ¢m. Bz;z
kakao dapat disimpan’hingga sekitar 3 bulan. ' '

Jangan maietakkan bgz kakao bersama-sama dengan predzzk
pertaman lamnya yang berbau keras karena bljl kakao dapat menyerap
bau-bauan tersebut. Bljl kakao Juga jangan dnsnmpan dl atas para para
dapur karena dapat mangaklbatkan szt kakaa berbau asap
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2. Pengotahan Biji Kakao S
.. Menurut Direktorat Industri Hasil Perkeburzan dan K&?wtanan
(Anamm ‘3994) proses pengolahan biji kakao F?‘Z&{i}&{il produk ciahannya

dtfakakan mel:iuf iahapan proses sebagal berfkﬁt

a. Biji kakao dimasukkan ke dalam separator. untak dfpssahkan dari
- Kotoran-kotoran.yang tersangkut, ?emzsahan juga dilakukan- terhazj&;x.
batu-batuan dan logam-logam yang tersangkut sehingga kadar koforan
yang fersisa kurang dari 3 persen.

b. Biji kakao yang telah bersih, disangrai pada suhu 100-130 °C hiﬁgga‘
' kadar air ‘yang terkandung maksimim 5 pérsén. Pemianasan ini
' gunanya untuk mefmudahkan pemisatian kulit dan mengatur wama 5iji

ka‘kak} ‘Setelah pemanasan, biji kakao yang sudah kering dipisahkan’
" dari ‘Kulitnya “‘dan  dimasukkan - ke dalam “silo “nib, seéang kuilit
~ dimasukkan Kﬁ {iaiam sifo kufit, - ; S '

c. Biii kakac yang te!ah dz;}:sahkan da;z kairtnya {mb) dtoiah men;adzt
pasta kakac melalul proses penyangraian dengan kondisi pemarzasan‘
pada suhy 130-140 °C. Hasil yang dlparoieh dimasukkan ke .dalam

| _keziua untuk menambah imgkat kehaiusamya Pasta kakao yang

\dlhasﬂkaﬁ zﬁapat Iangsung zfrjadlkan bentuk bataﬁgan atau dapras&s:
5 _Iebth Ean;at untuk meﬁghasuikan iamax kakao (meoa iw!afer) dan babuk
. ,kakaa (cacoa powder}

d. Pasta kakao dzpzsahkan cfarz iemaknya dengan cara pengepresan
sehmgga dzpewtah hasil samping berupa lempengan kakac: (bungkii
‘ kakao} yang mas:h maﬁgandung kaéaz“ iemak sebesar 10 persen

N Bungk:i xakaa kemaézan dtgﬂnng kembaii hmgga dzpsmieh kakaa bizbak.

Kakao bubuk ini k&madlan dlayak menggunakan ayakan ukuran mesh
200 untuk meﬁdapati{an bentuk yfang lebin halus. Kakao i}abuk yang
telah dihaluskan ini telah siap untuk digunakan sebagai bahan baku
lanjutan untuk berbagai produk kakao clahan. Sementara itu, lemak
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kakao yang diperoleh dimasukkan ke dafam plastik dan didinginkan,
atay dimasukkan ke dalam kotak kemasan dan siap untuk zii;}asarika'n,

F. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)
1. Teori |

Kemajuan dalam bidang teknologi kolom, sistem pompa tekinan
tinggi, dan detektor vang relatif .sensitif. telah- menyebabkan perubahan
kromatografi kolom _cair- menjadi suatu -sistem - pemisahan .- dengan
kecepatan : dan efisiensi .yang - tinggi. - Metode - ini - dikenal sebagai
kromatografi kinerja tinggi (KCKT) (Skoog dan Leavy, 1892

*KCKT memiliki'banyak kelebihan dibanding metode analisis lainnya.
Kelebihan tersebut diantaranya adalah (Johnson dan Stevenson, 1991);
a. Waktu analisis relafif cepat. - S
b.. Dayapisahnya cukup baik, .~
c. Peka, '
d_._'Pg:hili_hanl kolom dan eluen sangat bérﬁaﬁési. -

e, Kolom dapat dipakai kembali.
f.. Dapat digunakan untuk molekut besar dan kecil.

g.  Dapat menghitung sampel dengan kadar vang sangaf rendah.

2. Komponen-komponen KCKT
Kompenen-komponen penting dart KCKT adalah gzt}fﬁpa; injekdor,
kolom dan detektor. Rt S

a. Pompa
Pompa berfungsi untuk mengalirkan eluen ke dalam kolom. Jenis-

jenis yang digunakan ‘antara’ lain pompa tekanan:tletap, dan pompa
semprit (Johnson dan Slevenson, 1891), . U ‘.

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



18

b, {n;ektar

in;ektar berfzzngsz untuk memamki{an sampei ke dalam katem
Jenis-jenis injektor antara Iain aliran’ henti, septum, katup jalan Kitar, dan
autoinjektor (Johnson dan Stevenson, 1981; Skoog dan Leavy, 1892).

c. Kolom

. Keolom berfungst untuk memisahkan ‘masing-masing. komponen.
Kolom _merupakan bagian penling dalam KCKT, karena kolom ikub
menentukan keberhasiian analisis, Kolom dapat dibagi menjadi. 2. {dua}
kelompok, yaitu [ kolom analitk (diameter dalam 2-6: mm) dan kolom:
preparatif (cjialma_tgr,\;:iglam & r;nm_a;a'ul lebih) (Jo_hnsgm daanStay:enson,
1991; Skoog dan Leavy, 1992). |

d. Detoitor

Detekior berfungsit uniuk  mendeleksi  atau - mengideniiikas:
komponen yang ada di dalam ejuat dan mengukur jumiahnya, éanis—jenis
detexior yang dapat drgunakan antara lain detekter sempan optxk detektor
indeks bias, detektor ﬂuonsens; d&tektor elektroktrnla detektor mmsasu'
nyala, dan detektor radioaktif. L )

Khusus untuk pemakaian detektor UV-Vis, pemilihan fase gerak dan
pelarut juga perlu memperhatikan panjang gelombang penggal UV (UV-
oud offy (Johnson dan Stevenson, 1991, Skoog dan Leavy, 1992).

3 Fase Gerak

Dalam KCKT fase gerak adalah salah satu dari vanabel yang
mempengaruhi pemisahan. Varasi fase gerak pada KCKT sangat
beragam dalam hal kepolaran dan selekfivitasnya terhadap komponen
dalam sampel,

 Fase gerak yang bak harus mempunyai sifat-sifat.sebagal berkut
(Jchnsm dan Stevenson, 1891) : -
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Mumni,

Tidak bereaksi dengan kolom. T PRI

&ow

Sesuai dengan detektor.. - .

a p

Dapat melarutkan sampel.

Selektif terﬁadap komppnen.

o

f. . Viskositasnya rendabh. - -

.- Memiungkinkan dengan mudah untuk mempemeh sampel kembali bila

© diperlukan: - e ¢ o L L e

h.” Harganya wajar.
i Dapat memtsahkan dengan baik.

Pada i(fi:}matogfaf pa;tzs: d;ganﬁkan fase gerak dan fase diam
dengan polaritas yang berbeda. Jika fase gerak berpifat pcﬁat cfan fase
diam non-polar, dikenal sebagai kromatografi fase terbalik. k&{)d;ﬁkasz

pelarut fase gerak vang polar dengan ueiarut yang kurang polar

menyebabkan bsrkurangnya afinrtas serta retenst pﬁda kc)iom (ﬁ\nomm
1995)

4. Analigis Kuantitatif dengan KCKT -

Dasar perhitungan kuentitatif untuk suatu komponen zat yang
dianalisis adalah dengan mengukur luas puncak kromatogramnya. Ada
beberapa metode yang dapat digunakan, yaitu

a. Metode Baku Luar (External sm"dard ueﬂmd)

Larutan baku pembanding dangan berbagaz kﬁnsanmf (itsan’akkan
dan divkur luas Qﬁncakﬁya Kurva kalibrasi. dibuat éeﬁgaﬁ cara
memplotkan antara luas puncak kromatogram yang étanaﬁ&z& terhadap
kensentrasi larutan baku pembanding. Larutan sampat yang akan
dianalisis disuntikkan dan diukur luas puncaknya. Kadar sampel diperoleh
dengan cara memasukkan luas puncak sampel pada kurva kalibrasi étau
dengan perbandingan langsung.  Kekurangan metede |ini adalah

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



20

diperfukan baku mumni serle kelefitian dalam pengenceran. dan
penimbangan (Johnson dan Stevenson, 1891}, - |

b. Metode Baku Dalam (internal Standard Method}

Sejumlah baku dalam ditambahkan ke dalam samipe! dan’ baku
pembanding. Kemudian farutan campuran komponen ‘baku pembanding
dan baku dalam dengan konsentrasi tertentu disuntikkan. Kurva kalibrasi
dibuat -dengan menghubungkan perbandingan luas puncak. terhadap
konsentrasi komponen baku pembanding. Kadar sampel diperdieh
dengan memplot perbandingan fuas puncak komponen sampel dengan
baku dalam pada kurva standar. Keuntungan menggunakan cara, ini
adalah kesalahan pada volume m;eksf dapat dieliminasi. Kesulitan cara
ini adaiai's m&n&mak&n baku daiam yang tepai {sehﬁsan dan Stexzensan
?99‘%) r , N B

5 Per‘h:tungan dalam KCKT . T

" Beberapa parameter yang lazim digunakan untuk meniiai efékiiviiéé
dan efisiensi pada KCKT adalah retensi relalif (), jumiah lempeng tetmtis
{N}, nilai HETP, fakior kapasitas, dan resolusi. - - - *- il
a. Retensi relatif {o)

-1, e gy
£, =1,

1 = wakly retensi baku pembandmg
"1, = waktu retensi zat uji-

ta waktu reténsi komponen inert (fase gerak) PR e

b. . Jum[ah lampeng teontls (N)

.3 . MR - ) AP : T ’z, =

. %"—"-‘i}.%ﬁﬁé’*g‘ ;

 ¢'='wakiu retensi zat
W = lebar alas puncak
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¢. Nilai HETP (H)
HETP == .
L = panjang E(()ii}?;f}
N = jumiah iemmng tenntzs
d. Fakior kapasitas (k) |

T 1 il
{ = wakiu retensi zat
s = waktu retens! fase gerak

e. Resolisi(R) '~ = v erwnr

S % . atVi WER B e
N = jumiah lerpeng teoritis L Y

k’ﬁféi{tatkfapasﬁéé 3 - L2 & S
o =retensi relatif ;

G. Spektrometer aﬂassa Wakw i..mtas (Ttm afﬁigﬁt &ass
sﬁectmmmﬁTOFﬁS} ali” A i N

Spektmmeter massa waktu !mias (?“:ms; af Ff;g?;t Mass Sp&sfmmeter
—TOF ?séS} telah dzkembangkan pax}a i:ahun 1949»3{2 namun hmggzz tahun
1988-3;1 popuiarﬁ:asnya maszh t;erbatas Penzngkatan teri::am dalam
mkmiagt waktu izn%as (time of ﬁrght), rmnmkup akseierasz <:ari:hu::gona¥¢
pemantui on {feﬂectmns) dan elektmmka kaaepatan t:nggz secara nyata
turut memngkatkan resoiusz aiat ini. Pemn’katan r&s&%asz dlkombznaszkan
dengan iwat dan madahnya untuk manggunakan samber fort 63862?‘93}31’8?
(ESh dan MALm many&babkan aiat ini. m&m;}akan suatt: zakm!ogl mt;\

9-.,

untuk analisis molekul besar dan icecll (F ;eitiszed 2003).
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¢. Nilai HETP (H)

HETP=L..

N
L = panjang kolom
N = jumlah f@mpeng teontfs

d. Fakior kapasitas {k’}

K=t -
!

t= vfakfu mtenéi zét
tz = waklu retenst fase gerak

e. Rééeiiisi {&} :

( ][k +1) N B -,
" N = jumlah lempéng teoritis ‘
k' = faktor kapasitas
a =refensirplatif -
G. Spektrometer Massa Waktu Lmtas (Time of F!ight Masa
Spectrometer=TOFMS) ' X

Spektwme&sr massa waktu im‘{as (?‘fmﬁ czf Ff;ghf S‘v'fass speczromefar
MTOF MS} telah ézicemt;angkan paiia 28?‘&{}{2 ’%949_313 namun ?;zngga iahzm
1gse-an poputarﬁasnya masrh terb&tas Pemngkatan tarbaru da%am
teknologi waktu lmtaa (time of ﬂrght) mencakup akse!eras: arthogonal
pemantul ion (mﬂecrmns) dan elektromka kecepatan tmggt secara nyata
turut memngkatkaﬁ :&smiusz aiai ini. Pamngkatan resaiasz dzkambmaszkan
{ierzgan kzza’ﬁ dan madahﬁ?a zxntak meﬁgganakan sumb&r ion éfgcfmsg:ay
{(ESH dan MALDI maﬁyebai}kan aiat ini merupaican szzafu tei{ﬁc!ogz zntz
untuk analisis molekul besar dan kecll (F;efdsted 2003)
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Spektrometer massa wakiu fintas dapat dihubungkan . dengan
herbagai sumber ion. Dalam bahasan ini, dibatasi pada proses ionisasi
yany terjadi pada tekanan atmosfir (Almospheric Fressure lonization =
APY) sebagai sumber ion. Menurut Fieldsted (2003), ada beberapa tipe
AP, yaitu :

Efectrospray ionization (ESI) pada berbagai laju alir.

« Afmospheric prossure chemical ionization (APCii.
s Afmospheric pressure phofoionization (APPI).

» Atmospheric pressure matnx-assisted laser desorptfan mntzat:on
{(AP-MALDI. B :

lon-ion dari sumber ion ini sampai ke dalam sigtem vakum (ada S
{ahap sistem vakum) spekirometer massa melalui suaty alat penghubung.
Secara skematis prinsip kerja alat ini dapat dilihat pada Gambar 5. lon-ion
yang dihasilkan sumber ion secara elektrostatik akan ditark untuk
memasuki pipa kapiler melewali aliran gas nitrogen kering dan panas
unfuk mencapai sistern vakum tahap perlama. Di ujung pipa Kkapiler
terdapat penyaring ion (skimmerj yang memiliki lubang kecil. Hanya jon-
ton yang memilki massa dan momentum cukup besar saja yang dapat
melewati penyaring ion tersebp’g.‘,ﬁﬁqagig;}ﬂpgsar}mple;l-:\ql gas nitrogen
tersedot n%eh‘pc}'mpa-vakum (Fje!dsted’ ”2(3{33:; | Wy -_

S

~ lon-ion yang telah melewati &erzyamg ion seian;amya memasaki
siétem sfaimm ia&a;; kKedua dan k&ttga yang mewpakan gxersgarah ion
aktopot pertama dari dua oktopa! Omopa! terdiri atas batang Ecgam kec:i
yang dlletakkan dl sepanjang sumbu Ilntasan ion. Penggunaan tegangan
frekwensi radio pada batang !ogam tersabut menghasdkan medan

e%ektromagnat;k yang ‘dkan memﬁaiasz jon-icn dengan nilai mfz terténtu

sa;a yang ietap i}sraéa di 3&;}@;&&9 sumbu izniasan Tekanan vakum
disini sedemzk;an rendahnya sehmgga hanya terdapat seaizkst tumbukan
antara ion dengan molekul gas (Fjeldsted 2003) ‘ |
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Gambar 5. Skema prinsip kerjia Spektrometer Massa Waktu Lintas
(Time of Flight Mass Spectrometer = TOF-MS)

[op-ion yang berada dalam okiopol pertama selanjulnya akan
memasuki oktopol kedua vang merupakan sislem vakum tahap keempat.
Pada oktopol kedua digunakan tegangan arus searah yang lebih rendah
dibanding oktopal pertama. Disini ferjadi perfambahan kecepatan ion.
Pada oktopol kedua digunakan penguat daya frekwenst radic vang
beroperasi pada frekwensi 5 MHz. Penggunaan frekwensi sebesar ini
memungkinkan analisis senyawa dengan rentang massa ion cukup lebar
{iebih dari mi/z 100 hingga m/z 3000) (Fieldsted, 2003},

Dalam sistemn vakum tahap keempal 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
sistern vakum tabap kelima yang merupakan tahap terakhiv. Disini ion-ion
akan memasuki penganalisis massa waktu lintas. lon-ion yang memiliki
miz iebih rendah akan lebih cepat mencapai detekior (Fisldstad, 2003).
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H. Validasi Metode Analisis

Validasi metode analfisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap
parameter-parameter tertentu, berdasarkan percobaan Iaboratorium,
untuk membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan
untuk penggunaannya. Tujuan utama validasi adalah untuk menjamin
metode analisis yang digunakan mampu memberikan hasil yang cermat
dan handal serla dapat dipercaya (Harmita, 2008}

Beberapa parameter yang harus diuji dalam vafidasi metode analisis,
antaca lain ; selektivitas (spesifisitas), kecermatan (akurasi), keseksamaan
{presisi), linieritas dan rentang, batas deteksi (Limit of defection = LOD)
dan batas kuantitasi (Limit of Quantitation = [.OQ), ketangguhan mefode
{ruggedness), dan kekuatan {(robusiness) (Hamita, 2008).

1. Selektivitas (spesiisitas)

Selekiivitas atau spesifisitas sualu melode adalah kemampuannya
yang hanya mengukur zat tedentu saja secara cermat dan seksama
dengan adanya komponen lain vang mungkin ada dalam maftriks sampel.

2. Kecermalan {akurasi)

Kecermatan adalah ukuran yang menuniukkan derajat kedekatan
hasil analisis dengan kadar sebenarnya. Kecermatan dinyatakan sebagai
persen perolehan kembali (recovery) analit yang ditambahkan.

3. Keseoksamaan (presisi}

Keseksamaan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian
antara hasil uji individual, diukur melalui penyebaran hasil individual dari
rata-rata jika prosedur diterapkan secara berulang pada sampel-sampel
yang diambil dari campuran yang homogen.

4. Linieritas dan rentang

Linieritas adalah kemampuan metode analisis yang memberikan
respon yang secara langsung atau dengan bantuan ftransformasi
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matematik yang baik, proporsional-terhadap konsentrasi . analit dalam
sampel. Rentang metode adalah permyataan batas terendah dan tertingg
analit, yang sudah ditunjukkan dapat ‘d}te’iapkérz\' danéa};} ié&;aermataa,
keseksamaan, dan linieritas yang Ga;;ét diterima. A |

5. Batas* deteksi dan batas kuantitasi

Qatas detekss adalah jumiah 't&rk:e:\:ﬂ anaht daiam sampa! yang dapat
{iideteksi yang maszh memberikan mspan szgnrﬁkan dab—andmgkan d&ngan'
blanko. Batas deteksi mem;}akazz ;mraméter uji izazas Batas kuantitasi
merupakan parameter pada analisis renik dan diarlikan sebagai-kuantitas
terkecil analit dalam sampel yang masih dapat memenuhi kriteria cermat
dan seksama, | i o

Pada analisis instrumen batas deteksi: dapat dihitung dengan
mengukur respon blanke bebampa kali latu dzhﬁung mrnpmgan baku
respon biani«} dan formula di bawah ini dapat ﬁzgiznai{an untuk
perhitungan. ' o : -
kxS,

Q= GO

Q= L(Z)[) {hatas deteksn atau LOQ (hatas kuantltasi) : |

k = 3 {untuk batas deteksi} atau 10 {untuk batas kuantjtasz)

Ss = simpangan baku respon analitik dari blanko

8l = arah garis linier (kepekaan arah) dari kurva antara respon terhadap
korsentrasi, atau sama ciengarz sfape (b pada pemamam garis
~ymavbX) -

Batas deteksi dan kuantitasi dapat dlhltung secara statistik melalut garis

regresi linier dan kurva kallbrasl Nilai pengukuran akan sama dengan nilai

b pada persamaan garis lmner y =-a + bX sedangkan s&mpangan baku

planko sama dengan szmpangan baku residual {Syfx}, maka :

IxS{yix) dan LOQ = i{}.xS(yfx} i
b T

LOD =
b
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6. . Ketangguhan metode {ruggedness)

Ketangguhan ‘metode adalah derajat ketertinian hasil uji yang
diperoleh dari hasil analisis sampel yang sama dalam berbagai kondisi uji
normal, seperti laboratorium, analisis, instrumen, bahan peréaksi, suhu,
hari yang berbeda, dan lain-fain. Ketangguhan biasanya dinyatakan
sebagai tsdax acianya pengamh perbedaan eparasu atau izngkungan keqa
pada h3$§ ap Ketangguhaﬁ metm:!s mempakan ukuran ketemmaﬁ pada

kandssz operasn nﬁfm@ antara tab cian antar anai;s
. FARET

7-. Kekunatan {robustness)

© Untuk memvalidasi kekuatan suatu metode ‘périu dibuat perubahan
metodologi yang kecil dan terus menerus dan mengevaluasi reSpon
analitik dan efek pada pmsisi dan akurasi. :

L iéetode Anaixma Katekin dan ﬁpzkatsk;n

Berikut int adalah beberapa mefode analisis katekin dan. apikaie&m_
yang telah dilekukan oleh para peneliti terdahuly, yaitu :

1. Penapisan setara cepat Senyawa-senyawa flavonoid dalam kakao
menggunakan KCOKT deﬁgan detektczr s;sektromet&r massa wakta
linfas (Anonim, 2006} ) :

tEyea

Kondisi analisis :

KCKT: Agliant‘i‘iﬁo

Kolom : ' Ultra Aqueous C18 (Restek); 2,1 mm D x 100
mim (3 um)
. Lajualir: - o 400 ulimenit
‘Waktu operasi . 5 menit _
Fase gerak A ¢ '0,1% dsam format dalamn air deionisasi
Fase.gerak B : - Asetonitrl : Metanol (50.: 50}
Gradien: .0 manzt w% B; 1(} mantt 60% B; 15 mamt 6{)%
L ‘B
Suhu kolom : 30°C
Suhu aufosampler: 10°C
Volume injeksi : 5,0 pi
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"Spﬁkb'ometer Massa : LECO Unique® LC—TOF!#S :

. Yﬁgangan ionisasi : () 3500 V
-Suhugaspengering. - 300°C |
- Tekanan pengabut : 375 kPa

- Laju alir gas pengering : 7 L/menit

~ Buhu antarmuka |

100 °C

- Tegangan fragmentasi; () 160V
- Laju akuisasi data 4 spektrumidetik

- Kalibrasi massa :

mfz = 112,9855; 431,0827; 601 9?89
dan §{}33 o882

2 ?’&netapan kadaz‘ katekin dar; asam galat dﬁiam teh huau s&%m KCKT

 (Anonim, 2001).

‘ Kond;ss anain&ia 1:
Kolom :

Laju alir ;

Fase gerak A
-Fasegerak B :

Gradien

Detekior :
Volume injeksi

Kondisi analisis I :

Kalom ©

Laju alir :
. Fase gerak A;
Fase gerak B:
* Gradien ;-

Detektor :
Volume injeksi ;

MetaChem P:}iana TM Amida G146 mmiD x
250 mim (5 pm} r
tmb/menit

0,1% asam fosfat

Asetcﬁztﬁi .

0-12 menit (1 5-2§ %BY; 12—2{} mem‘t (256 %B,
isokratiky, 20-22 menit (25-15 %B} 22»30 snenit
{15 %B, isokratik): .

UV, panjang geiamhang 280 nm

10 pl

Waters Symmietry ShieldTM RP18; 4.6 mm 1D x
250 mm (5 ) :
1 mb/menit

0,1% asam fosfat
Asatamtn! :
0-35 menit {8,0-78,0 %B), 35-36 ment {78 % B,
isokratik); 36-40 menit {78,0-8,0 %E).
UV, panjang gelombang 280 nm
10l ]
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3. Analisis senyawa pokfen:ﬁ dtama éa§a¥n kakao. c%arz k&&gf‘i{az{annya

dengan kadarnya dalam cakeiat secara kmmatogtaﬁ cazr kzneqa ultra
fase balik dengan cepat (Cooper ef af, 2007). -

Kondisi analisis

KCKT : Waters
Kolom : Acqurty UPLC Eﬁ?& C18; 2 ‘£ mm if} x 58 mm (1 7
Laju alir: 8,3 mb’memt

Fasegerak A:  AI/THFIFA (92 2:0,1)

.. Fagsegerak'B: 0,1 % TFA dalam Asetonitit - . .- -

Gradien : 0,0-0.8 menit, 90-87% A (non linear}; 5, {}~8 1 memt
0—90% A; 3,0-3,1 menit, 85-0% A: 3,1. 50 menit,
0% A (linear); 5,051 mentk, O- 90% A 5 1-80
menit, 80% A,

Detektor: UV, panjang g&%&mb&ng 22{} nm N

Volume injeksi ¢ 54l

Spektrometer Massa : Micromass Q-TOF “

- Laju gas pengermg 900 Lijam- (maks ) 250 Lfam (aux:ltary)
o 75 Lfarn (cone)
- < Suhu pangabut . - - 400 ‘*C ‘
- Suhu sumber ion : 180 °C . .

4.

- Tegangan wakiu lintas 1 8, 1kV
- Tegangan pipa pancar:  {-} 3kV

- Tegangan kerucut - (-} 20 ¥

- Tegangan MCP ¢ 2200V - TR,
- Rentang massa.. - 501500 Da

- Waktu penyusuran 0,2 detik :

- Energi tumbukan : 2080 eV

Deteksi senyawa penanda kiral dalanm biji kakao dengan mutu dan asal

- geografik yang berbeda secara kromatografi gas spektmmaiet massa

t

PR

(Caligiani ef al, 2007)..
Kondisi analigis :

KG : Agilent 6890 N

Kolom ; Kolom kapiler DB-5; 30 m x 0,28 mm 1D x 0,25
um
Suhuoven: 80 “C selama 3 menit kemugdian ditingkatkan

menjadi 280 “C dengan laju 20 °C per menit

Suhu injektor dan
detektor : 280 °C
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Gas pembawa . Helium
Volume injeksi; 1.0l

Spektrometer Massa : Agilent §973

Suhu sumberion: 240°C
. Energi ionisasi : 70 eV
~ Akuisisi : Penyusuran penuh miz 40 - G50

5. Pefbandzngan meiode ekstraksi senyawa fenolat te:*;zzizh dari kulit buah

anggur secara kromatografi cair dan spektrofotometri (Rusgjan dan
Korosec-Koruza, 2007).

Kondisi analisis :

- KCKT : Thermo Finnigan -

Kolem: = . 4UMAX-RPB80A 46 mmiDx280mm
Laju alir : 1,0 mL/menit
- FasegerakA: = 0,01 M asam fosfat
FassgerakB: - Metanol =
Gradien : 5-50 % B (10 memt) 50-70%B (5 memt} 70-
.. 80.% B (b menity, 80-100 % B (5 menit).
Detektor : uv, panjang galombang 280 nm
Volume injeksi @ 20 ‘

. {()Katekin dalam kakao dan cokelat : terdapainya dan analisis
- enansiomer flavan-3-ol “tipe A {Xz}ﬁnk Papagzanm:}wws dan
Galensa, 2007). -

Kondisi anafisis -

KCKT : Dionex

Kolom ; Agqua C18; 2 mm 1D x 150 mm {3 um)
Laiu alir: 0,3 mUmentt
Fase gerak A 1% asam aselat dalamair
Fase gerak B 1 % asam asetat dalam Asetonitril
. Gradien: . 0-80.% B (60 menit), 100 % B (10 menit), 0 % B
' (10 menit)
Betektor UV-Vis, panjang. gelornbang 200-595 nm -
Volume injeksi : 5l . ,
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BAB 0 .
BAHAN DAN METODE

A. Tempat dan Waktu

Penelitian dziaksanaican {3: 3&:?33 8&53{ §nciastr; Agw, JE I M, Juanéa
No. 11, Bogor. Peneiztzan beriangmng mulai bulan Januari 2008 h;ngga
Januan 2{}09 ' ' ‘
8. Alat
Alat-zlat yang digunakan dalam penelitian meliputi: " ¢
1. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi merk -Agilent ~Seri' 1200 vyang
dilengkapi dengan kolom Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm x 150 mm,
5 um, 80A) dan alat Spektrometer Massa Waktu Lintas (Time of Flight
gfrass Spectraphofomfw’), merk Ag ifaht Seri 6210.

2. Seperangkat alat untuk mengolah bljl kakao lemari p@ng&rmgloven
(Memmert), mesin pengglimg (lokal), pengempa hidrolik (Iokal)

3. .Beperangkat alat untuk analisis katekin dan epikatekin datam biji kakao
beserta produk olahannya ; neraca analitik (Ohauss), ultrasonic bath
{Branson), atat sentrifugasi (Hetlich}.

4. Seperangkat alat untuk preparagi sampel . gelas. piala, Erlenmeyer,
labu ukur, tabung reaksi, rak tabung reaksi.

C. Bahan

Bahan- bahan yang dxgunakan dalam penelltlan mellputl

1. Bahar standar {(+)-katekin ' (Sigma«ﬁidnch C1251), {~)~$§>tkatakin
{Sigma-Aldrich, E1753}; larutan. ES-TOF Tuﬁzng Mix 31968-85000 dan
API-TOF Reference Mass Solution Kit 61969-85001.

2. Biji kakao diperoleh dari perkebunan kakao, Jember, Jawa Timur {eks
Proyek Penelitian dan Pengembangan BBIAL
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3. Bshan kimia unfuk fase gerak seperti asetonitnl {Merck), -metanot
* (Merck); air deionisasi, asam format (Merck) dengan kualifikasi HPLC
‘grade. : . L

4. Biahan kimia untuk preparasu sampel seperti heksana (Mamk} metanoi
(M&rck) air dengan kualifikasi pro anahsas ' C

5 Larutan metanai 30 % dibuat d&ngan cara meiamﬁ{an 390 mi iaruian‘
m&anai HFLC g;ade daiam a;r dﬁzaﬁ;sam kemadzan {iﬁﬁi}a&“&ﬁ hsngga
. ‘i §§ar

6. Larutar{ asam format 0.1 % - dibuat. de-ngan cara. maiafuﬁ(an 4 mf
larutan asam format HPLC. grade dalam air deionisasi, kemudian
ditepatkan hingga 1 liter.

D. Meatode

Penelitian dilakukan 3 (tiga) tabap, vaitu @ (1) pemilihan kondisi
analisis, (2} validasi méfodé 'gﬁaiisié" y-ahg"akan digunakan untuk
menganalisis katekin dan eplkawkm dalam sampei kakao, dan (3) analisis
katekin dan sptkatekin yang terkandung ‘dalam sampel kakao selama
proses pengolahan biji kakao menjadi produk olahannya.

Pemilihan kondisi analisis. pertu dilakukan mengingat perbedaan
antara aiat serta kondisi analisis yang ézacu dengan alat sera. kondisi
analisis yang difakukan dalam mamn ini. Pemilihan kondist analisis
i meliputi @ (1) optimasi terhadap perubahan komposisi fase gerak,
(2) optimasi terhadap kondisi Spektrometer massa; dan (3) optimasi
terhadap laju alir fase gerak.

seiss Validasi metode analisis melipuli beberapa parameter seperti uji
spesifisitas/selektifitas, pembuatan ji(j:f’n{a'“kaﬁi}rasi' serta linieritas kurva,
penentuan batas deteksi dan bafaé ik‘aar}titasi, keséksamn {presisi) dan
uji peroiehan kembali. Setelah didapatkan metode analisis ya‘ng'valid,
berikutnya adalah menganaligis kagar katekin dan epikatekin dalam

sampel kakao,
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Analisis katekin dan epikatekin dalam sampel kakao dimaksudikan
untuk mempelajari pengaruh.témperatur selama proses. pengolahan biji
kakao menjadi produleproduk olahannya. Diperkirakan pengarub
temperatur selama proses pengolahan bijt kakao dapat mempengaruhi
komponen-komponen kvimia yang térkandang didalamnya, khusuéﬁya
katekm dan epzkatekm Untuk iy, dalam peneiaﬁan ini  dilakukan
pengolahaﬁ bs;i kakaa sepam terhhat pazia Gambar 8. Jems samp&i yang
diambil adalah nib kakaa pasta kaizao serta bubuk dan lemak kai(ao
Sampel bubuk dan lemak kakao merupakan hasil pengep{esan 'pasta
kakao yang dilakukan pada-lirria tingkat periakuan temperatur vaifu © 40-
50 °C, 50-60-°C, 60-70 °C, 70-80°Cdan 80-80 °C. ° e

Biji kakao

l R B

Oven (60 :70°C): 1 jam

A3 et Ll
. ER TR R
- l f . :
i 1 A ne &
T S - : ‘

Penggilingan biji kakao

ce L
l' L U A

‘ l_—_“* Penghilangan kulit dan kotoran

[y

Kulit kakao dan kotoran -+ - [ o
, Nib kakao *

iR i . P s F . AL R PR AT S P
ol B BB e N o 4 ;- W

Penggilingan (menjadi pasta *)

i ] ' T I T

o I R T pg;;gapresarz *
ks m«wwmak kaka
akdo bybvk *‘“"'”““ {40-50; 50-60; 60-70; 70-80; | . .. ... G °
 dan §0-90 °C) -

?(etﬁrzangau:_*} Pengambilan samped - : e L e oy

‘Gambar 6. Proses pengolahan biji kakao menjadi produk dlahannya 7"

# o [
SR
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E: Hipotesia

1. Metode anafisis dapat  divalidasi dan dapat digunakan - untuk
: mengaﬁaizs:s katekm dan epskat&km yang terkam:fz.mg dalarm sampei
" kakao. -

2. Fedakuan ﬁanaé selama 'pmsas' ﬁeﬁgéiahén kakacx nienjaxii produk
olahannya dapat mempengawhz s&erzyawa—senyawa yang tarkandung
dalam sampel kakao, khasasnya katekin dan epikatekiry '

F. Ca;a Kerja

1. Pemllthan kondisi anahsls katekin dan epakatekm

l:.intuk k@peﬂuarx pemmhan kﬁl’l‘dlS! analmis dilakukan pembuatan
larutan campuran katekin dan gpzkamkin masing-masing cfengan
konsentrasi 50 ugiml dengaﬁ cara menimbang secara seksama masing-
masing- lebih kurang 10 mg standar katekin dan epikaketin, Kedua
standar tersebut damasukkan (dalam labu ukur 100 ml yang sama.
Kemudlan dltamﬁtan dan dlcukupkan vnlumenya hmgga tanda batas
dengan farutan metanoi 30% dalam air, dlkOG()k hingga homagan D:plpet
sebanyak 5 mi kemw:ifan dimasukkan ke daiam labu ukur 10 mi dan
dxtepaﬁtan hingga tanda baifas dengan larutan metano! 30% dalam air.
Se?an;amya dikocok hzngga ham:}g&fz Sebar;yai( 5 pl ¥aﬁz£afz ézm;eks;kan
pada aia{ KGK’?’ ' ‘

Sebagai Iangkah awal adalah memastlkan bahwa katekm dan
epikatekin dapat d!anahsus menggunakan metode dan pemlatan analssm
yang dxgunakan Metode anaksxs yang dzgunakan dalam preneisizan ini
mengamz ;méa meteée yang ézk&m&sangk&n oieh &mmm {26%} yang
tetah dimodifikas. :

Seian;utnya, d:takukan upaya aptimasx terhadap matoda anahs:s
yang akan dlgunakan Dalam penelitan ini dilakukan 3 (tlga) tahap
optxmasl yar{u (1) melakukan ophmasx temadap pamhahan k@mposrsr
fase gerak, (?,} mafaimkan npﬂmasi tez*hadap Kondisi sp&kﬁmm&ter massa,
dan (3} melakukan op'amasz ma{iap i&}ﬁ alir fase gerak.
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Pada tahap optimasi terhadap perubahan komposisi fase -gerak,
kromatografi dilakukan secara g:aézaﬁ dangan fase g&rak A terdiri atas
larutan asam format 0,1 % dalam air deionisasi dan fase gerak B
merupakan campuran metancl-asetonitril (50: 5{}} Laju alir fase gerak
diatur pada kecepatan 0,6 ml!memt F"erubahan kumpossm fase gerak
dapat dlhha‘t pada Tabe! 2. '

Tabel 2 Optimast ‘ierhadap pew&amn i(ompcszsz fas& g&raiq

Waktu (% B)
(menit) 1 2 3 4 5 8"
0 10 .| 10|, 16§ 40..L.10: | 10
15 20 40 30 35 | 40 35
20 | 20 | 50 | 40 | 40 | 40 | 40
- 30 ‘60- ! 80 | s0 1 60 | 8O | 50
35 80 | 80 | 80 | 60 6o | 80
- 381 | 10 Cnamm, MR AN 10

Masmg~masmg kondus: di atas dlcatat waktu mtens:rrya d:hutung
areanya serta jumlah lempeng womis Konduss terpihh adalah yang
menun;uxkan harga iempeng tean’as (bi) yang b&sar H&"i' P yang kecil,
dan atea yang b&sar

- -

| Pa{ia tahap cpﬁmass kmdzsz apektrometer massa, ) éziakukan
modrf' kasi terhadap suhu (300 °C dan 325 “C), iaju ahr gas nrtrcgen {10
dan 11 liter per menit), tekanan nebullzer (40 dan 50 psi) dan tegangan
fonisasi (ﬁSI) diatur’ pada -3400 -3500 dan -3600 V. Optlmas: kondrs;
Spektmmeter massa seiengkapnya dapat {izizhat pada Tab&%’ 5.

’ %aszngwmasmg konézsz di atas &;:atat waktn rete:zsmya {izh;{ang
areanya, serfa jumiah iemperzg teoritis, Kendzsa ferpilih adaiah yang
menun}ukkan harga Iempeng teontls (N) yang besar HETP yang kecil,
dan area yang besar.’ B

‘Eerhadap has:i terbazk yang teiah dzperateh pada kedua tahap
opt:q?as_z_ di atas, selanjutnya dilakukan Qpigmagz ie{iggdgp ia;zg ‘ai;; fase

gerak. Laju alir fase gerak diatur pada kecepatan 0.5; 0,6; 0.8; dan 1,0 ml
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per menit. . Masing-masing kondisi tersebut dicatat wakiu retensinya,
dihitung areanya, serfa jumiah lempeng teorifis. Kondisi terpilih adalah
yang menunjukkan harga lempeng teoritis (N) yang besar, HETP yang
kecilt, area yang besar, dan waktu retensi yang tidak ferfalu cepat maupun
lambat.

Tabel 3. Optimasi terhadap kondisi spekirometermassa . .~ . =+~

Nomor prosedur
Parameter . Jo1r 1l 2] 3 | 4 | 5 |8
Suhu gas pengering (°C) | 300 | 325 | 300 | 300 | 300 | 300
Laju gas pengering \ : o
(terfperity - - - . L1011 .-10 | -10 0. 11,1 10
Tekanan pengabut (psi). | 40 | 8.1 .50 50 80 .1 50

Tegangan fragmentasi (volt} | 160 | 960 | 160 | 160 | 160 | 160 |

Tegangan penyaring ion

L {volt) L _ 60 1 §0 . 50 60 1 60 60\_.
Tagangan frekwenm radio ‘

_pada oktopol (vol) ~ - 250 |0 250 ; 250 | -250 | 250 ] 250 )
Tegangon ionisasi (ESH) : ] s R
{yolt) ol 3500 { -3500 @ -3500 | -3400 | -3800 -3600

2. Validasi metode analisis katekin dan epikatekin
a, !Jj: apasif‘sitas dan saiektmtaa :

Sebanyak 5l Iarutan 30% metanol clalam air delomsasi dnnjekmkan:
ke alat KCKT dengan kempatan alir dan kondls: sp&k‘tmmater massa
terpilih. Hal m (iziaimkan seb&fum vaiadasx metode maupan ss«zbeium
analisis sampei '

b. Pembuatan kurva kalibrasi dan uji linearitas katekin dan epikatekin

Kurva ka!:brass Ratekm d;buat tiengan cara membuat saty seri iamtan
katakm dengan konsentrasi sekrtar 2,4, 6, 8, 10 dan 12 pg/mi. Untuk
epikatekin, kurva kalibrasi dibuat dengan cara membuat satu seri larutan
zat tersebut dengan konsentrasi sekitar 60, 80, 100, 120,140, dan 160
gl Sebanyak 5 jd dari masing-masing larutan tersebit diinjeksikan ke
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alat KCKT dengan kecepatan alir dan kondisi spektrometer massa ferpilih.
Arga yang diperoleh dari masing-masing larutan tersebud dicatat.

Dari data pengukuran kemudian dibiiat kurva kafibrasi dengan
memplotkan kadar zat sebagai sumbu X dan area (counts) sebagai sumbu
Y sehingga diperoleh persamaan regresi linear. Darl data pengukuran
tersebut juga diitung koefisien korelasi {r) vang menunjukkan linearitas
dari katekin dan epikatekin, .

c Pangukumn batas deteksi dan batas kuantitasl katekin dan
' epikatekin

Batas deteksi dan batas kuantitasidari katekin dan epikatekin
dihitung ‘menggunakan Microsoft Excel dari data yang. (i;peraieh untuk
pembuatan kurva kalibrasi kedua zaf tersebut. ~

d. Uji presisi dan uji perolehan kembali katekin dan epikatekin

- Uit perclehan kembali katekin dan epikatekin éai&rﬁ péaeiitian ini
m&ngguaa&an mefode spike, yaitu dengan cara menambahkan larutan
standar katekin dan epikatekin dengan konsentrasi masing-masing 25%,

50%, 75% dan 100% terhadap.kandungan katekin -maupun. epikatekin
yang lerdapat dalam sampel (W(:!Egat%t 2{)04} $abanyak 5 pl dari
maszng-masmg tfarutan tersebxsi: dszzz;&kszkan ke alat KCKT deagan
kec&patan alir dan kondisi spektmmat&r massa ter;xizh {}ntzzk seim;;
konsantrasz rarutan divlang sebanyak 3 (tiga} kali. '

Nllai prosentm uji pero!ehan kembah (%UF’K) katekm dan
apskaiekm dzhztung manggmakan persamaan berikut

F

R C {2‘ - - Cy'= ‘kadar total zat dalarn sampel vang
%{}PI{ = xI{}{} _ diperoleh dari pengukuran
“ = kadar zat sebenamya dalarn sampet

Cst = kadar zat standar yang ditambahkan

E

U;z presisi katekin dan epikatekin menggzznakan data yang sama
untuk penghitungan persen perolehan. kembali, namun yang diambil
adalah data kadar zat dalam sampel fanpa spiks.
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3. Analisis katekin dan epiﬁaﬁekin dalam sampel

Ada 2 (dua) tahap {iatam pene{apan kadar katekm dan epikatekin
dalam sampel. Kedua tahap #tu adalah :@ vyang pertama,. proses
penghilangan lemak dan kedua, penetapan kadar katekin dan epikatekin.

a. Pmms paﬁgﬁﬂangm iemak

_ Samp&i kakar; mengandung iamak Qleh karena itu, dzpa:’takan
upaya untuk mengix‘i&ngkan kaﬁéungan kmax yang teerda;}at dalam
sampel kakan tersebut hﬁei&ie penghilangan lemak yang dtgunakan
mengacu kapaéa metode yang drkembangkan oleh Woiigast (20{14) yang
telah dimodifikasi sabaga: benkut 3 kedalam {}5 gram sam;zai
ditambahkan 5 mi n-heksana kemudzan atiakukan scmkasr sa!&ma 5 {isma)
ment dalam uffrasonic bath. Seflanjuinya dilakukan sentnfz.zgasr” pada
3000 g selama 10 {sepuluh) menit. Larutan n-heksana dibaangldggg;&i’z
cara dekantasi. Proges inf divlang sebanyak 2 (dua) kali. Endapan.hasi
sentrifugasi fersebut’ wian;amya dfkeﬂﬁgkan dengan cara mangaizrkan
gas nitrogen.

b. Penetapan kadar katekin dan epikatekin

Sebanyak lebih kurang 500 mg sampel yang telah dihilangkan
kandungan lemaknya, ditambahkan latutan metanol sebanyak 4 mi :ﬁafz air
deionisasi sebanyak 1 ml. Kemudian z:ifaduk menggﬁnakan stirer selama
5 menit. Selanjutnya ditakukan sentrifugasi pada 20009 seiama 15 menit.

Diambil bagian cairannya dan dimasukkan ke datam iabu ukur 25 mi,
Selanjutnya ditambahkan larufan metanol- 30% hingga tanda batas.
Kemudian disasing menggunakan® membran Milipore 045 urn. Hasil
saringan dimasukkan ke dalam vial ukuran 2 ml. Jumlah yang diinjeksikan
pada alat KCKT sebanyak 5.~~~ 7 o o

ﬁ.rea katekin dan epzkaiekm dmatat Kadar katekin dan ep:katekm
dahltung mﬁz:}ggunakan persamaan regresz Emmr yang dzperoleh dari kama
kahbfasz masing-masing zat tersebui t‘iengan bantaan Microsoft Excel,
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BAB IV. T
RASIL F‘EHEL!T!AN iZ?AN PEMBAHAS)%!

A. Pemilihan kondisi analisis katekin dan epikatekia

Sebelurn - melakukan pemilihan kondisi analisis yang nantinya

digunakan dalam analisis katekin dan epikatekin datam sampel maka

langkah pertama yang perlu dilakukan adaiah memastlkan bahwa katekm
dan epzkatezkm memifiki waktu retansz yang berbeda. fu&atade analisis
yang dzaca adatah metode anaizs;s yang telah dzgana&an Qi&f} Anonzm
(28{}8} Me‘izzéa arzaizszs tezsebzst m&ﬁggunakan kmmatag;mf cazr kzneqa
t;nggt fase bairk yang dztakukan secara gradien cfan d;habungkan dengan
deteldar spektmmater massa penganahsm waktu lintas dengan kond:s:
ana!is:s sebagal b&rlkut ' ' ' ¥
KCKT b

~ Laju alir 0,6 mi permenit

- Wakiu operasi ;- 18 menit - | -

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

-Fase gerak B:  Asetonitril - Metanot (50 : 50)

- Gradien : 0-10 menit (10-60 % B); 10-18 menit (60 %B);,
15-15,1 memt(‘i{) %Bj . ,

- Volurne injeksi: 504

Spek&amatat &assa 3

- Saha gas pangenng 3{}3 c

- Laju gas pengaring 1{} hter par memit

- Tekanan pengabut : 40 psi

- Tegangan fragmentasi . 160 volt

- Tegangan penyaring ion ; 60 volt £

- Tegangan frekuensi radio pada cklopol : 250 volt
- Tegangan zoms;as; (ESH}: (-} 3500 voit

Suatu zat dapat dianalisis menggunakan KCKT yang dmubungkan
dengan detektor spektrometer massa jika zat temebut dapat diubah
en;adi molsku! bennuatars bask . positif maupun mgattf . Dengan
éemtkfan anaifszs menggzmakan msimman ini dapat d;iakukan paéa
modus pes:t;f maupun negafif, ngﬁnakaﬁ medus negatif yi(a zat yang
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akan dianalisis mengandung gugus hidroksil (OH), dan digunakan modus
positif jika zat tersebut mengandung atom nitrogen {Anonim, 1968).

Kemudahan untuk membentuk senyawa benmnuatan 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 ESt {(Elecirospray lonization).
Untuk senyawa kurang polar, tapi bukan non polar, sumber ion yang
digunakan adalah APCl (Afmospheric Pressure Chemical lonization).

Katekin dan epikatekin memiliki struktur kimia yang hampir sama.
Keduanya memiliki rumus molekul CuH4Os dan memiliki bobot molekul
280. Keduanya termasuk kKedalam senyawa polifenol (memiliki banyak
gugus hidroksil). Analisis kedua zat ini jikka menggunakan KCKT yang
dihubungkan dengan spektrometer massa, dilakukan dengan modus
negatif. Pada modus negatif ini, suatu senyawa akan diubsh menjadi
senyawa yang bermuatan negatf dengan cara ditarik sebuah protonnya.
Untuk katekin dan epikatekin, mekanisme terbentuknya senyawa yang
hermuatan negatif adalah :

CidlOp ——» C H,0f + HY
miz 290,07 miz 280,07

Katekin dan epikatekin merupakan isomer. Secara feoritis keduanya
memiliki polaritas yang sama. Dengan demikian, keduanya akan memiliki
waktu retensi 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 lebih kecil dibandingkan dengan wakiu retensi
epikatekin {Anonim, 2008; Wollgast, 2004). Dalam penelitian ini juga
diperoleh hasil yang sama, waktu retensi katekin (7,9 menil) lebih kecil
dibanding waktu retensi epikatekin (8,9 menit). Ketika kedua zat tersebut
digabung, wakiu retensi keduanya juga berbeda (waktu retensi katekin 7.9
menit dan epikatekin 8,9 menit), Ini membuktikan bahwa polaritas kedua
zat tersebut tidak sama (katekin relatif lebih polar dibandingkan dengan
epikatekin). Juga dapat dikatakan, kolom KCKT yang digunakan (Zorbax
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Eclipse XDB-C18) dalam peneltian inl cukup spesifik sehingga mampu
memisahkan katekin. dan epikatekin, Gambar kromatogram yang
menunjukkan waktu retensi katekin dan apikatekin hasil ekstrak ion pada
m/fz 289 hingga 290 satuan massa atom dapat dilihat pada Gambar 7.
Kedua zat tersebut memiliki pola spektrum yang sama, yakni mermiliki
kelimpahan yang tinggl pada mz 2880781, Yang membedakan
keduanya hanya dalam hal waktu retensinya.  Gambar spektrum katekin
dan epikatekin dapat dilihat pada Gambar 12 dan 13.

i g
1R Y
E ~~4
2
5
o
o
“& 4t
& B
,.g T ] (#3211
o]
ERR
o]
e
o
pee 3
fows J
oy Ahad
g4
g At
2
5
10
y 1
- B 28 % % W & I3 &6 & Wk i R4 ™D eb  wb  £3 4B W%
Wakiy retons imenit}

Gambar 7. Kromatogram standar katekin dan standar epikatekin
gabungan hasil ekstrak ion pada miz 289 hingga 290
satuan massa atom

Biji kakao fidak hanya mengendung kalekin dan epikatekin
Didalamnya juga terdapat senyawa lain yang mungkin memiliki waktu
retensi yang hampir berdekatan dengan kedua zat fersebut.  Oleh sebab
ity dalam percobaan berikutnya dilakukan upaya untuk memperpanjang
waktu operasi analisis dari 18 menit menjadi 40 menit dengan beberapa
penyesuaian. Penyesugian-penyesuaian tersebut meliputi balk komposisi
fase gerak, kondisi spekirometer massa, maupun Iaju alir fase gerak yang
akan digunakan, sebagaimana telah diuraikan dalam Bab i,  Berikut
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adalah uraian hasit optimasi terhadap. perubahan komposisi fase gerak,
kondisi spektrometer massa dan laju alir fase gerak.

1. Optimasi terhadap perubahan komposisi fase gerak

Pada analisis KCKT fase balbk yang dilakukan secara gradien,
perubahan komposisi fa'éia gerak d'iUE}éha»zzizah sefiap satuan waktu. Fase
gerak diubah dar kondisi i’é%iatif polar menuju kurang polar. Perubahan
tersebut dilakukan dengan cara m&mngkatkan persentase fase gerak
yaﬁg i(urang pe!ar séiring dengan bertambahnya wakiy. Setelah waktu
terteritu, kondisinya dikembalikan lagi seperti sebelum dilakukan landatan
fase gerak. Dengan adanya perubahah tersebut, diharapkan semua zat
yang terkarzdung dalam samp&l dapat dipisahkan sebelum berak?szmya
waktu éﬁé?as; N

Persantase fase gerak yang kurang ;x;iar dalam penetﬁmn ini
seizzmhnya ézizngk&tkan muiaz ii} pmen hmgga 60 persen dalam rentang
wakiu 0 hmgga 35 menit. Yang membedakan hanya ifngkat !andalan dari
keenam metade yang digunakan. : ‘ o -

"Percobaan diawali dengan tingkat landaian fase gerak dibuat agak
melandai (tidak setaiarn pada saat srientasi awal). - Tujuannya adalak agar
katekin dan epiiqatékin-tarpisah cukup jauh namun tidak ferdals jauh. Ind
juga akan memberi kesempatan kepada senyawa- senyawa lain yang
memiliki polaritas. diantara kedua zat tersehut- agar terpisah dengan baik.
Selanjutnya tingkat landaian fase .gerak dlubah ketajamannya dengan
berbagai variasi seperti terlihat pada Tabel 2 Bab i1,

Hasil percobaan -selengkapnya mengenai optimasi  terhadap
perubahan fam gerak dapat - dilihat pada Tabel 4. Tabel tersebut
mempmzi’zaﬁ(an bahwa prosedur nomor 6 membenkan hasil yang refatif
lebih baik dibanding iainnya Prosedur nom:zr 8 aéaiah prosedur dengan
perubahan fage gerak : 0-15 menit (10-35 %B); 15-20 menit {35-40 %B);
20-30 menit (40-50 %B); 30-35 menit (50-60 %B); dan 35-36,1 menit
(60-10 %B). Contoh kromatogram yang diperoleh dari percobaan
optimasi terhadap perubahan komposisi fase gerak setelzh dilakukan
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ekstrak ion pada miz 289 hmgga 280 satuan massa atom dapai dilihat

pada Gambar 14.
Tabel 4. Hasil percobaan optimasi terhadap perubahan komposisi fase,
garak
No. | Standard | . ‘o6 | (counts) | (menig:| TV H
1|Katekin | 135 | 47.686.000 | 1,1642 | 2141 | 0,00012
| Epikatekin | 19,2 | 41.752.000 | 11289 | 4649 | 0,00005
2 |Katekin | 100 | 48.729.000| 06703 | 3578 | 0,00007 .
Epikatekm 12,3 | 57.958.000 | 0,8467 | 3360 | -0,00007
“alKatekin® | 113 ] 47.8460000 | 07762 | 3372 | 0,00007
Epikatekin | 14,5 | 48.145.000 | 0,8467 | 4685 | 0,00005
" 4|Katekin | 106 |48574.000 | 0,5997 | 4964 | 0,00005
| Epikatekin | 13,2 | | 67.577.000 | 0,8819 | 3605 | 0,00007
5 | Katekin 10,0 | 48.787.000 | 0,7055 | 3229 -] 0,00008
Epikatekin | 12,3 | 42.468.000 | 0,6702 | 5366 | 0,00005
- 6| Katekin . |- 10,5 - | 50.056.000 |'0,7056 | 3566.] 0,00007

Epikatakin" 13,2 ~ |-57.148,000 | 0,6702 | 6202 |-0,00004

K&terangan - Data &g, ﬁma dan'W dzperofeh iangsuag dari k:mamgmm :
- Data N dan M dgihitung menggunakan sumus seperd dijelaskan pada Bab
if dengan bantugn Microsoh Exgel.
© - Urutan nomor pada Tabel 4 mmguk pada pewbafzan %8B dati Tabel 2
yang terdapat dalam.Babs 111, _ . _

2. Optimasi terhadap kondisi speldrometer massa -

 Pada KCKT, zat yang akan dianalis (anality bérada dalam fase cair.
Jika alat KCKT tersebist fnenggunakan detekfor spektrometer massa,
maka diperiukan serangkaian “proses untuk menghilangkan pelarut
tersebut. Prases panghulangan pe!arut tersebut terkart pula dengan
beberapa param&iar kond:st spaktmmeter massa yang nantmya akan'
dzapttmasz ' o o
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Menurut Anonim (1988}, proses ionisasi dengan sumber ion ESI

terjadi melaiui tahapan mbaga: benkut

. .?

(1) Fase gerak dan analit diubah meﬂjadi buzfmn-butaran halus d&ngan
- bantuan pengabut (nebulizer). . .

{2 "Pelarut dari fase gerak diuapkan dari butiran-butiran halus tersebut.

(3)" ' 'Keré;zatan muatarz dal am “butiran-bufiran halus tersebut semakin

- memngkat dan setelah tetapan’ Raielgh yang besarnya 108 Viem3,
' terlampaui maka' terjadi ledakan Coulomb yang akan menghas;lkan
‘Blitiran-butiran yang lebih halus lagi. ]

(4)' Dibawah pengaruh medan elekirostatik yang terdapat dalam ruang
" pényembur, analit bermuatan akan ditarik dari butiran-biifiran halus
"‘”'tfers;ébut ' :

_Gambar 2 pada Bab H m&nunjukkan pnnsnp keria spektmmmr

mmsa Mcafa skemmzs Pada gambar tersebut, terlihat brahwa parameter
yang b&mngaruh terhada;) optimasi kondisi s;;ekimmeter massa adalah

tekanan pengabut- {ﬁebubzed tégaﬁgan ionisasi (€31}, suhu gas dan Ia;u'

alir gas nitrogen. Dengan demikian, parameter-parameter tersebut yang
dilakukan optimasi. :

' Koridisi awal spekitrometer massa mengacu pada kondisi yang

digiinakan “oleh” Anonim (2006). Selanjutnya dilakukan ~peribahan

terhadap bebe:apé parameter seperti telah dijelaskan pada Tabel 3'Bab il

Hasil proses a;;tzmasn terhada;; iwndm speictmmeter massa a&langkapnya*

ditunjukkan pada Tabel 5. : : i BN b
" Pada Tabel 5 tersebut terlihat batwa waktu reterisi katekiri adalah

sekitar 10,6 menit sedangkan waktu tetensi epikatekin-adalah sekitar 13,2

menit. Waktu retensi kedua zat-tersebut: relatif sama (konsisten) pada
berbagal metode yang dioptimasi. Cafﬁai} Kromatograrm yang dipemie;iy
dari percobaan optimasi terhadap Kondisi spekirometer .massa_setelah
dilakukan ekstrak ion pada m/z 282 hingga 290 satuan massa atom dapat
dilihat pada Gambar 15. :
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Tabei 5 Hasil percobaan optimasi iaf%zadap kondisi spak’éramaiar masa

No. | Standard ta Area | W N | H
RS N {menit} | {counts}: | (menif} \ o _,
1 | Katekin 10,6 | 53.637.000 | 0,8114| 2714 |'0,00009
Epikatekin | 13,2- | 62.564.000 | 0,7408| 5100 0,00005
 2|Ketekin | 10,6 | 66.867.000 | 0,7762| 2974 | 0,00008.
.. |Epikateldn | 132 | 72735000 | 070568 | 5604 | 0,00004
.. 3|Katekin . | 10,6 | 54777.000| 08350 | 4431| 0,00006
Epikatekin | 13,2 | 64.586.000 | 0,7056, 5615 ! 0,00004
., -4 |Katekin .| 106 | 56,339.000 | 0,8467 | 2487 | 0,00010
... | Epikatekin. | 13,2 | 53.504.000 | 07408 | 5097 | 0,00005
5 | Katekin 106 | 61.385.000 | 07761 2963 .0,00008
Epikatekin | 13,2 | 56.162.000 | 0,7055| 5813 0,00004
U 6|Katekin | 106 | 55292000 08114 | 2709 | 0.00009
- Eprkamkm 132 | 63.082.000 | 0,7056 | 560’?‘ 0,00004

Keterangan - li)ata fn, Area dan W dipemleh Iangsung dan kromatogram
« Data N dan H dihitung menggunakan rumus seperti dijelaskan pada Bab i}
_ dengan bantuan Microsoft Excal,
- Urutan nomor pada Tabel 5 rengacu pada nomor ptose-&w dari Tabel3'
yang terdapat dalam Bab HiL : . _

- Yang menarik dari Tabel 5 tersebut adalah bahwa pm&ﬁar nomor 2

ﬁemyata memberikan nilai area yang paling tjnggz diantara sefumh .metode
yang.dioptimasi. Namun tingginya nilai area tidak diikuti dengan naiknya.
nifai N ataunya turunnya nilai H, Padahal suatu pemisahan dikatakan baik

apabila memberikan nilai N vang besar atau nilai H yang keaoil.

..+ Jika Tabel 3 pada Bab lll dibandingkan dengan Tabel 5 pada Bab IV
terdapat hubungan sebagal berkut |

{1) « Prosedur nomor 1 pada Tabel 3 merupakan titik awal optimasi.

(2) Ketika suhu gas pengering dinaikkan dari 300 'menjadi 325 °C dan

- tékanan pengabut dinaikkan dari 40 menjadi 50 psi (prosedur nomor
© 2), terjadi peningkatan balk area maupun nilal N darl katekin dan
epikatekin,
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(3} Ketika hanya parameler fekanan pengabut saja yang dinaikkan dari
40 menjadi 50 psi {prosedur nommor 3}, juga terjadi peningkatan baik
area maupun nilai hi dari katekm dan epikatekin. Bahkan nilai N

dengan matod& 3 ini hasllnya mas;h Iebzh besar b;la dlbandmgkan
1 | dengan prosedur nomor2

LTS

(4) - Untuk saianjumya pfcseduf nomor 31 m: d:;ad!kan acuan untuk mem!at
.. prosedurnomor 4, 5, dan 6.

. {proseduyr_nomor_4), memang terjadi peningkatan pada. area katekin,

_ hamun.dari sisi nilai N terjadi penurunan yang eukup-tajam. . Hai yang

... Sama juga terjahi pada prosedur nomor 5 dan 6. Pada saat laju gés

- pengering diubah menjadi 11 liter per menit (prosa(iur nemor 5) dan

\ tegangan ionisasi (ESH d;‘tmgi(aﬁcan menjadi -3800 volt, {prosedur

_ nemar 8} ;ﬁga ieqaé; penmgkazan pada area katekzn zzamzm 33{2 s;sz
nilai N terjadi penurunan yang cukup tajam. ‘

‘iDengan demikian, metode ‘yang dlplllh “datam pmésfés .optimasi
terhadap kondisi s;mktrameter massa aﬁalah prosedur nomor 3. Prosedur
nomor 3 adalah proseciar dengan Smms;sz spektrometer massa sebagai
berikut ;

- Suhu gas pengering : 300-° C

- Laju gas pangenng 10 liter per m&m‘t

- Tekanan pengabut: 50 psi

. Tegangan fragmentasi : 160 mit

- Tegangan penyaring fon © 60 voit

‘ Tegangan frekuensi radio pada okiopol : 250 volt
- '{egangan fonisasi (ESZ} (-} 35(38 vait

F

3. Optimam terhadap laju alir fase gerak

B Tahap apttmas: yang tarakhlr adalah thlmasi terhadap 18}0 al;r fase
gerak Laju alic’ diatur pada laju 0,5 hingga 1,0 mi per menit. i.a;u alir
tidak diatur pada’ 2&;9 lebih dari 1 0 miimenit. Pada kahdigi lajur alir ini,

diperkirakan akan menyebabkan jarak antara waktu retensi katekin dan
epikatekin akan semakin dekat. Dikhawatirkan akan mengganggu proses
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pamisahan .- zat-zat yang memiliki wakiu refensi:-diantara. kafekin dan.
epzka‘tekm SRS o L,

y %m;kzan puia ia;u ai;t t;ciak dzaiw pada laju kurang dari G 5 mi per
menit, F’ada kondisi ini, perfu ﬁziakai(an penyesua;an terhadap tekanan
pengabut dan laju gas pengering. Menurut pedoman pengoparastan alat,
jika 'laju alir’ diatur pada- 0,2 hingga 0,5 -ml pér menit maka’ tekanan
pengabut harus diatur pada 30 hingga 50 psi dan iaju gas ‘pengefing diatur
padaahzngga 10 liter permenit. -~ - - VoDt N

* Hasiii percobaan optimasi ‘terhadap perubahan laju alir fase gerak
dapat dilihat psda Tabel 8. ‘Contéh kwmatcgfam yarng ézpaw%&%z darni
percobaan ept;masz terhadap perubahan’ laju alir fase g&mk setelah
dilakukan ekstrak jon pada miz 269 hmgga 299 satuan massa’ atom dapat
dlhhatpada Gambar 16, © - P

Tabel 6. Hasﬂ percobaan 0pt:masu temadap perubahan Iaju ahr fase; gerak

Arasa w N _,‘-H

L7

{znifmemt} M

] f;s; Katekin | 120 |636%107 | 0.8486 | 3307 | 0.00008

Epikatekin| “14,7 | 648x 107 | 0,7055 | 6934 | 0,00004

2. 0,6 Katekin 106 |578x107 | 08114 | 2737 | 0,00009

Epikatekin[| 13,3 |5,31x107 | 0,7761.[ 46701 0,00005

30 08 IKaekin | 86 |444x107 | 06350 | 2031 |0,00009

Epikatekin| 11,2 |5,18x107 | 0,7408 | 3640 | 0,00007

4| 10 |Katekin | 7.3 |386x107 | 03881 | 5685 0,00004

Epikatekinj 9,8 (3868x107 | 08113 2345 {3,{368??

Keterangan : - Data t, Area dan W diperoleh ?angsung dari keomatogram.
- Pata N dan H dihitung menggurakan remus seperti dzjelaﬁkan pada Bab it
dengan bantuan Microsoft ﬁxcelm . L .

Pada Tabel 6 tersebut tampak bahwa dengan naiknya laju alir akan
b:eraknbaﬁ pula paq_g menurunnya nilai area. Hal tersebut dapat difahami
mangingaﬁu bahwa bertambaigpya __ ia;u éiif Ekani ﬁerékfbat; pééé §ema}§f{
gaﬁyag}gm{ah partikel yang t?é@;;a;ﬁg, . _ ‘

TA oL Te W

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



47

‘Pada rentang laju alir antara 0,5 hingga 1,0 mifmenit fernyata yang
memberikan hasil terbaik adalah fase gerak laju alir sebesar 0.5 ml per
menit. Fase gerak dengan laju inflah yang selanjuinya digunakan dalam’
proses validasi metode.. analisis dan penetapan kadar. katekin dan:
epikatekin dalam sampel kakao.* * L

“Berdasarkan dari ketiga proses opt;masl tersebut didapatkan ?xasal
kondzsz aﬁaizsrs k&t&k{ﬁ dan eplkateszz sebagal bafzkiﬁ o ‘

x{:xr' o

- La;u allr _ﬁ _0 5 m! per memt

- Waktu i};}ﬁfa& 40 menit” a8 ' . .

- Fase gerak A 0,1% asam format dalam air deionisasi : |
- Fasegerak B: .. Asetonitrii:Mefanol(50:50) . . - = !

- Gradien : 0-15 menit (10-35 %B), 1620 menit (3540 %E),
« o0 20-30 menit (40-50 %B), 30-35 menit (50-80 %B), :
~35-35,1 menit (60-10 %B). 2 A

- Volume injeksi: | 5,0 ul | 4 :

Spakir:zzzze’ber Massa . .. ... - |

- Suhu gas pengering : 300 (Z '

- ia;u gas peng&zzng 10 !ster pez' memt :

. “Fekanan perzgabut 50 psi i

- Tegangaa fragmentasi 180 volt

- Tegangan’ p@nyaﬂng ion ; 60 volt

- Tegangan frekiensi radio pafia oktopol : 250 volt -

- Tegangan ionisasi (ES1) . (-} 3500 volt =

B Validasz m@iode anatts;s katekm dazz aptkatai(in
1 Uji spemﬁsm dan s&iakﬂwﬁa&

Uji inl dimaksudkan untuk mefihat bahwa waktu retensi dari zat yang
akan dianalisls tidak lerganggu dengan adanya zat lain.  Uji ini dilakukan
dengan cara menginjeksikan larutan metanol 30% sebanyak 5 pl sebelum
melakukan analisis sampel dan sebelum pembuatan kurva kalibrasi.

Berdasarkan hasil percobaan spesifisitas, metode analisis katekin ini
cukup spesifik, Hal tersebut ditunjukkan dengan tidak adanya gangguan
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di sekitar puncak -katekin maupun epikatekin. - Selain ftu, . metode analisis
menggunakan KCKT yang dihubungkan dengan deteldor- Spektrometer-,
Massa Waldu Lintas (Time of Flight Mass: Speclromster) merupakan
metode analisis yang spesifik,  yang ‘dapat mengukur suatu zat
berdasarkan bobot molekul ionnya. Hal tersebut: dimungkinkan dengan-
adanya menuffaslhtas extract ion chmmatogmm (XIC) yang terdapat pada
piranti Analyst QS. Saat di!akukan peneiusuran senyawa d&ngan bobot
molekul 289 hingga 280 Da, tidak ada aatupun puncak yang menun;ukkan
bobot molekul tersebut.  Contoh kf{}ﬁzategtam sshelum dan mada?;
dilakukan ekstraksi ion pada miz 289° i’zzngga 29{} satuarz massa a‘e{zm
dapat dilihat pada Gambar 17 hingga 18, | '

2. Pembuatan kurva kalibrasi dan uji lmeantas katekm dan epikatekm

E(uwaka!tbrasi dzbuat dengan (:ara mmplotkan antara knnmntras:
zat sebagai sumbu X dengan area mbagaz sumbu Y. Dari kurva kalibrasi
tersebut akan didapatkan persamaan garis regresi linier yazzg dinyatakan
sebagai Y = a + b¥X, dengan a {inferseph menun;akkan“ﬁﬁk ‘potong Kurva
dengan sumbu Y dan b (siope) menuniukkan kemmngan tkurva (gradran)
Dari kurva kalibrasi tersebut juga akan dtperoleh koef‘ s:en korelas: (r)
koefisien korelasinya (r) sama dengaﬁ 3tau semakzrz dai»:at d&ngan 1.
Semua perhitungan dan pembuatan ku_zya _kai;i;ragz, ézia&zz_k&;;’z.’ {iez_zgan
bantuan Micrasoft Excel. '

Berdasarkan hasil pembaan antuk pembuatarz kuwa kaiabras;
katekin dipercleh daia sebagaimana tampak pada ‘I’&bet 7 (.‘:antoh
kromatogram standar katekin setelah dilakukan’ ekstraksi’ ion’ ‘pada’ iz
289°hingga 290 satuan massa atom tapat dilihat pada GGambar 18.
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Tabel 7. Data untuk’ mmbuatan kurva kalibrasi katekin

4G

T Kac!ar,‘ Area a ’_" Kosfisien’

No. {menit) | {ppm) '(counts} {infersept) h (sfop e} korelasi {r)
1. | 12171 200 3481000 |

2 | 121 1 400/ 62082001

3. | 121 | soo!| s275600

s 457.853,33 | 1.432.54557 |  0,0098

4 | 121 8,00 | 11.905.000 - .
S50 12107 10,00 | 14.769.000 ;

6 | 121 | 12,00 17.591.000 n

Dari Tébéi 7 tersebut diperoleh persamaan gari,s; regresz untuk
katekin, Y = 457.853,33 + 143254557 X dengan koefisien korelasi (r}-
ni menm}&ki{an bahwa kurva tersebut ‘adalah kurva
yang linier,dapat dilihat pada Gambar B, '

sebesar 0,0998.

20
18

Afea (counts} dakam jutaéa

18

PEE LN

H

| y=1.432,545.5731x+ 457.850.3333
- ‘ Rt 0.59485
0 a6 Y U Wi 10

Kadar Katekin (ppm}

Gambar 8. Kurva kalibrasi katekin

14

Hasil yang tidak jauh berbeda juga diperoleh dengan metode KCKT
mersgganakan detektor DAD. Saiuruhnya menunjukkan nitai koefisien

korelasi r

2 0,899, Bahkan kefika katekin digabung bersama dengan
epikatekin nilal koefisien korelasinya masih. tetap konsisten.

Hastl

percobaan lain pembuatan kurva kalibrasi katekin pada berbagai rentang
konsentrasi dapat dilihat pada Tahe! 8.
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Tabel 8. Kurva kalibrasi katekin pada berbagai rentang konsentrasi

No. | Rentang Pergamaan Kosfisien | Keterangan

. |konsentrasi- ‘lregresi = . |korelasi(r) o

t 11,5,10,20,50, | Y=-0,327+ 16858 X| 09998 | Digabung dengan
dan 100 ppm : epikatekin

2 1, 5,10, 20, 80, | Y=12901+3746 X- I 098888 | Digabung dengan
dan 100 ppm ) ‘ epikatekin

3 2,6, 13 28,85, 1 Y=45823+17718 X £,8880 Digabung dengan
dan 130 ppm b 77 | epikatekin

4 (1,24 20 50| y=5185+17270X| 09997 |Digabung dengan
dan 100 ppm epikatekin

§ {05 10 20,(Y=2795+16,243X| 09999 ° | Digabung dengan
4,.0; 20,5, B1.1, epikatekin
danT18ppm | o~ O -

& 12 4 86 B 101Y=0727+165873X 09997 ~ | Terpisah dengan
dan12ppm | : epikatekin

Keterangan : semua hasil di atas diperoleh mengguriakan KCKT dengan detektor DAD

Sementara itu, untuk epikatekin diperoleh persamaan garis regresi

Y = 42524 380,85 + 848.873,36 X dengan koefisien kotelasi () sebesar
0,8983. Persamaan lersebut diperoleh dengan cara memplotkan satu seri
konsentrasi epikatekin mulai sekitar 60, 80, 100, 120, 140 dan 180 ppm.
Hasil selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 9. Contoh kromatogram
epikatekin setelsh dilakukan ekstraksi ion pada mfz 289 hingga 280
satuan massa atom dapat dilihat pada Gambar 20.

Tabel 9. Data untuk pembuatan kurva kalibrasi epikatekin

No. t= Kadar Area Koefision

(meniit) { {ppm) | (countsy | @ (Atersept) 1 b(slope} . ofagi (r)
1. | 148 | 69,2| 90.545.000
2. 14,7 78G9 1108300001
3.0 147 88 6 1 126.950.000. .- I -

42.524 380,85 | 84887338 {,8583

4.t 147 | 1183 144.640.000 A N I S
61 147 | 138,0 | 160.970.000
6 | 147 157,71 174.230.000 ! . -
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Kurva kalibrasi epikatekin dapat difihat pada Gambar 9. Dari gambar
tersebut tampak bahwa sebaran fitik-titik pada kurva tersebut cukup baik
meskipun nilai kosfisien korelasinya 0,9983. Jika mengacu pada suatu
ketentuan yang menyafakan bahwa suatu kurva Kalibrasi yvang dibuat
dengan metode KCKT dinyatakan memenuhi syarat linieritas apabila
memiliki koefisien korelasi (r} minimal 0,999 maka hasil yang diperoleh
dalam penelitian belum memenuhi syarat.

200 -
180 -
180

149 -

3

120 y= G489 373 2508x+ 42,524 330 0534

B?= 08847

Aren (counts) dalem [idman

1080

80

1

ﬁa * 1 k) H L) ¥ ¥ ¥
40 60 #8o 100 1286 140 188 180
Kadar Epixatekin {(ppm)

Gambar 8. Kurva kalibrasi epikatekin

Menunst Wollgast (2004}, suafu kurva kalibrasi memenuhi kriteria
linieritas jika memiliki koefisien korelasi (R% sebesar minimal 0,99 (atau
setara dengan nilai r = §,8850). Penelifi ini menggunakan KCKT dengan
detektor spektromeler massa untuk menganalisis senyawa polifenol yang
terdapat dalam sampel kakao. Dengan demikian, jika mengacu pada
permnyataan yang dikemukakan oleh Wollgast tersebut, make kurva
kalibrasi epikatekin dengan koefisien korelasi (r) sebesar 0,9983 masih
memenuhi syarat linieritas.

Apabila kurva kalibrasi epikatekin dibuat pada rentang 1 hingga 100
ppm, akan didapatkan kurva yang kurang linier. Berdasarkan hasil
percobaan pembuatan kurva kalibrasi epikatekin dengan konsentrasi
sekitar 1, 5, 10, 20, 80, dan 100 ppm, diperoleh koefisien korelasi {r) kurva
0,9957 (R? = 0,9915 setara dengan r = 0,0957). Ditinjau dari sisi nilai

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



52

koefisien korelasi, kurva kalibrasi ini masih tergolong memenuhi syarat
linteritas. Namun jika diamali, sebaran fitk-titk kurva tersebut lebih
menyerupal kurva polinomial dibanding kurva regrest {(dapat difihat pada
BGambar 10). -

100 -
| y =-3,205.5888¢2 + 1,230,185 5199x + 1,363,075.3120

FE =1).9404

7 w000 524 BOSTx + 4 414 5663471

Area {Counts) datam jutasn
o3 88388438¢8

H=09515
¢ 20 40 60 20 1% e
Kadar Eptkatekin ppm)

Gambar 10. Kurva kalibrasi epikatekin yang dibuat pada
rentang konsentrasi 1 hingga 100 ppm.

3. Pengukuran hatas deteksi dan batas kuantitasi katekin dan
epikatokin

Batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi (LOQ) dari katekin dan
epikatekin dihitung berdasarkan data yang digunakan dalam pembuatan
kurva kalibrasi di atas. Setelah dilakukan penyesuaian terhadap data-data
fersebut maka dipercieh fabelfabel untuk kebutuhan perhitungan nilai
batas deteksi dan nilai batas kuantitasi. Nilai a {infersepf), nilai b (siope)
maupun nilai galat baku dar Y harapan (Std. Em. Of Y Est) diperoleh
melalui perhitungan dengan bantuan Microsoft Excel.

Data yang dibutuhkan untuk perhitungan bates deteksi dan batas
kuantitasi katekin dapat dilihat pada Tabel 10. Selanjuinya batas deteksi
dan batas kuantitasi dihitung menggunakan persamean yang ferdapat
pada Bab i halaman 21. Dengan persamaan tersebut didapat nilat batas
deteksi dan batas kuantitasi katekin sebagai berikut :
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Lop=3E13308320 0. 1013303320
1.432.545.57 1432.545,57. .

. = 0,28 ppm = 0,93 ppm

Dengan meiihat nilai LOD dan LOQ tersebut tampak bahwa seluruh data
yang terdapat dalam Tabel 10 berada di atas nttal LOG.

Tabe! ‘i{} Data untuk perhftungan Zza’fas geteksi-dan batas kuantitasi

~ katekin _ " o
No. tr Kadar Area a b Std. Err. of
(menit) | (ppm) | {counts} | (intersepg | PI150PE | yEq,
12,1 2,00 | 3.181.000 ‘ : -
S121° | 400]8.206.200)
1" 421 | s00! 92756800 it

1% 1 800 | 11.805.000

12,4 10,00 | 14.769.000

O tn b [0

12,1 12,00 1 17, 591 000

457.853,33 | 1.452.545,57 | 133.083,20

P&rcobaan iazn mengg&na&an KCKT dengan detekior DAD pada
rentang konsentrasi yang sama diperoleh hasil yang tidak berbeda {batas
deteksi = 0,30 ppm:dan bafas kuantitasi = 1,02 ppm).  Seluruh titik-titik
yang digunakan untuk pembuatan kurva kalibrasi menggunakan kedua
metode tersgbut memiliki nilai di atas batas k&an‘k‘a&si

Untuk- epikatekin agak berbeda, Dalam penelman ini, batas deteksi.

dan ' batas - kuantitasi “didasarkan. atas data ~untuk pembuatan kurva
kalibrasi dengan. rentang konsentrasi anlara 80 hingga 160 ppm: Data
saelengkapnya untuk perhitungan’ batas deteksi dan batas kuantitasi
tersebut dapat difthat pada Tabel 11, '

I
L
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Tabel 1. Data untuk perhitungan batas deteksi dan batas i(aantrtasz
epikatekin

No. tn Kadar|  Area Std. Em. of
(menit) | (ppm) | (counts) a (intersept) | b (slope) | y gy

1. | 148 | 882/ 90545000 '

2.1 147 | 78.9]110.830.000

3.1 147 | '986|126950000] ~ - - R U
42.524.380,95 | 849.873,36 | 2.026.200,91

4.1 148 | 1183 144.640.000

8. | 147 | 13sofwoeroco0|. .| U0 o

6. | 147 | 1577 | 174.230.000 .

Seperti halnya dengan katekin, batas deteksi dan batas kuantatas:
&pikatekm dfhﬁang m&nggnnakan persamaan yang terdapat pada Bab [l
halaman 21. i}mgaﬁ persamaan fersebut didapat nilai batas deteksi dan
batas kuaniitasi epikatekin sebagai berikut ;

L0D53x202620091 dan ; L0Q=10x202620091
RE36 0 8816
e “7’5%% : ¥ =2384;)pm

Dengan mefihat nilal LOD.dan LOQ fersebut tampak bahwa seluruh data

yang ferdapat dalam Tabe! 11 berada di atas nilai LOGQ. -0

Jika perhitungan batas déteksi dan batas kuantitasi didasarkan atas
data untuk pembuatan kurva kalibrasi dengan rentang konsentrasi antara

1 ‘hingga 100, ppm, maka terdapat sejumlah. titk dan kurva - kalibrasi

tersebut yang memiliii nilai di bawah batas-kuantifasi> Akibatnya kurva

kalibrasi tersebut menjadi tidak valid. Batas defeksi dan batas kuaniitasi.

epikatekin yang dibuat pada rentang kongentrasi tersebut adatah masing-
masing 11,81 dan 39,38 ppm. Percobaan lain menggunakan metode CKT
dengan detektor DAD pada rentang konsentrasi 10 hingga 60 ppm
diperoleh batas deteksi dan batas kuantitasi masing-masing 14,40 dan
48,01 ppm. Kedua metode fersebut menghasilkan hanya dua itk yang
memiliki nilai di atas batas kuaniitasi,
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Perhitungan batas deteksi dan. batas .kuantitagi dari katekin dan
epik%ztaksn di atag setﬁmhnya iiiéasarkan pada larutan tunggai (hukan
hasil campur&n keéuanya} Apabrta batas deteksi dan batas kuantitasi
tersebut di?‘iiii}f}g berdasarkan ¥arutan ::ampufan dlpero leh hasil yang tain.
Bardasarkan p@rcobaan menggunakan KCKT dengan detektor DAD pada
reﬁtang konsentrasi ﬂ 5 hmgga 130 ppm, dsp&r{zieh hasil batas kuantitasi
terietak diantara rentang tersebui {dapat dzizhat pad a Tabei 12).

Tabei 12. DBatas deteks; dan batas i(zzaritttas; da:‘z kaiskm dan apz?catekm

= menggunakan larutan campuran kedua zat tersebut,
No. ‘Rentang Batas doteksi (ppm}‘ Batas kuantitasi {ppm}
. |'konsentrasi - _.
- Katekin ﬁpikatekm !(aiaek}n Fﬁpzkatekm
1 T4-100ppm | = 2,57 243 6,58 8,10
2., |2-131ppm . | 217 ofi5p 248 423 - ¢+ . 8§27
. | 1—10tppm ! . 280 ¢ 276, . 888 . F 822
4, 105-72ppm & 122 ) 416 . 1. 407 | 387 .

4. U;i prestm dan uji peroieimn kembai: k&ﬁakm dan Bgzkatakln R

.- Uji presisi yang dimaksudkan -,da;i;af;’g penelitian ini. adalah. uji
keterulangan (repeatabifity). .Data dikelompokkan berdasarkan hasil umuk
uji perolehan kembali, yaitu pada level 25%, 50%,.75% serta 100 tae_rsen‘
Data .uji presisi katekin dan. epikatekin diperaleh dari data untuk Uj
Peroiehan Kembali (UPK). Data terssbut dikalompokkan kedalam 4
(empat) , kelompok berdasarkan. pengelompokkan untuk :.gz UPK.
Rangkuman hasil percobaan uji presisi katekin dan eprkatektn éapat dilihat
pada Tabel 13. Data selengkapnya dapat dihat pada Tabel 18 dan 19.

- Coa . PR . ) I
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Tabel 13. ' Data z.z;z ;xesm katekin dan epikatekin

No. |Level UPK |Zat | Hasil (ighng sampsl) | KV (%) |
1 ‘ (imya&kan sebagai X4 $[I)t :
1. |25% " [ Katekin 046+002 0 | 435
1 |epkatekin | 9,08+021 2,32
2. |50%  |Katekn | = 04B£0,04 833
' Epikatekin 6,20 + 056 6,03

3. |75%  |Katekin | .. . 051:001. 1,967
b e, o | Epikatekin . 961013 1357
4. [100% | Katekin , 0,53 0,01 1,89
1 | epikatekin 9.91+0,15 1,51
‘Pada umumnya, baik katekin dan epikatekin ‘keduanya

memperiihatkan kétenderungan ~ presisi yang semakin baik dengan-
meningkatnya level UPK.  Penyimpangan ferjadi pada uji presisi dengan
level UPK 50 per‘sen (data ketaga]

Jika dltln]al,l secara kesalumhan tanpa meluhat peng&lampokkan
berdasarkan uji UPK, akan didapatkan hasi sebagai berikut: -~ + * ~

— Unfuk katekin, diperoleh hasil‘rata-rata 0,50 + 0,04 pg per mg sampel
‘dengan Koefisien variasi sebesar 8,00 persen. Apabila data ke-3 pada
level UPK 50 % tidak disertakan hasilnya adalah 0,50 + 0,03 g permg
~sampel dengan koefisien variasi ébesar 6,00° persen. ‘Nilai koefisien

" variasi ini cukup besar. Namun apabila koefisien variasi dihitung’
' menggunakan persamaan Horwitz defigan menganggap kadar zat ini’

" dalam sampel {c) sama dengan 0,51 %-10° maka didapatkan nitai 6,26
persen. Nilai ini masih sedikit lebih-tinggi dari 8,00  persen. ‘Dengan’
kata lain, apabila data kefiga pada level UPK 50 % fidak disertakan
maka nilai koefisien variasi dari uji presisi katekin masih mementhi

syarat.

- Untuk epikatekin, diperoleh hasil ratarata 5,47 + 0,43 g per mg
sampel dengan koefisien variasi sebesar 4,54 persen. Apabila data
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- ke-3 pada level UPK 50 % fidak disertakan hasiinya adalah 9,544 0,36 ;
1 per mg sampel dengan koefisien variasi sebesar 3,77 persen. Nilak

koefigien variagi_ zat inipun_gukup besar, Namun apabiia ieggﬁsien
varzas& dihitung mengguﬁakan persamaan Hmwztz dengan
menganggap kadar zat :nz dalam samgei {c) sama d&ngan 9 55 x ‘H}'&
“besar dari 3,77 persen Sepert: ?zainya dengan katekin, apai:;zia data
| i(&tiga pada level 50 % tldak df%riakan maka miai koe:f slen vanasi dan
i};z presisi epzkatekm masih memenuhi syarai ' " “

Besamya koefi suen varzasa dari katekm dan epzkatekm tersebut
menun;ukkan bahwa i(adar kedua zat tersebut daiam sampe! cukup
beragam Koefi szea vanasl kalekin lebih besar dabandmgkan dengan
kaeﬁs*en variasi epﬁ(atekm Hal ini wajar mengzﬁgat kadar katekin dalam
sampel jauh lebih kecil jika dzﬁsandmgkaa deﬁgan kadar epikatekin dalam
sampel.. Koefisien. variasi akan meningkal seiring -dengan  menuninnya
kadar aralit yang dianalisis (Harmita, 2008)., . o g

a0

b. if: pemlahan kambah katakm ap;katekm

Uiji pero%ehan kembaiz {UPK) dziakukan dengan menggunakan‘
metode missz sasual dengan metode yang d;gunakan oleh Wollgast {2884).

UPK dz¥a§<z:i<an dengaa cara menambahkan zat siandar kate:k;ﬁ dan

epzk&tekm dengan kansentrass 25, 50 75 dan 100 parsen terhadap:
kandangan zai tersebut daiam sampel Kafzdzzngan zat s&ﬁanamya yang

terdapat da%am sampei dihitung dengan cara mempiatkan ‘area
kfomatogram non-spike kedalam persamaan regresi. Kadar fotal zat

dalam sarnpel dipercleh dengan "cara fnemplotkan aréa kromatograr’
spike - kedalam “persamaan regresi- Kemudian - persén UPK  dihiting’

menggutnakan persamaan yang terdapat pada Bah I} bagzan 2d.

« Rangkuman haszi mmebaan u;z ;mwiahan kembaia (UPK} katei(m
dan egxikatekm dapat &iqhat pada "f‘abe! 14 E:ata pada tab&i Zersebut

dzkebmpekkan ke dalam 4 (empat} ka!ampck i}éfdasarkan’
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pengefompokkan untuk uji UPK. Hasil selengkapnya dapat difihat pada
Tabel 20 dan 2t - . TN R

Tabel 14 ‘Data u;: percéeban kembali katekin dan epikatekin

No. [Level UPK |Zat | Hasil (% UPK)  dinyatakan| KV (%)
I ‘ I sabagal X:tS[) ‘ ’v
1. |25% ~ |Katekin | i7410£302 1,74
"l 7 UEpkatekin | 129582+261 | 2,01
2. |B50%  |Katekin | 1434123773 | 2633
Epikatekin | 115412567 | 491
3 [75%  |Katekin | 164801049 | 0,30
| [Epikatein | 11239133 | 1,24
4 [100%  |Katekn | 16003378 |  238]
1 ... |cokatexin |  9a3st24y . | 28|

. Contoh’ krematogram - tntuk’ uli’ presisi dant'uji perolehan kembalh
katekin serta epikatekin dapat dilihat pada Gambar 21 dan 22.¢ Unfuk’
keperluan uji presisi, data yang dmmbzi adaiah data kmmatagram
non-spike saja. Sementara untttk kaperiuan th pemlehan kﬁm'bah
drgunakan data sprke dan non—spfka N o

Hasﬂ pemnbaan th p@roiahan kembah baik katekln maupun:
epzkaiekm pada umumnya mempaﬁzhatkan hasit yang s&makm mﬁﬂdﬂi(afi-
miaz s&i&&namy& dengan semai(zn m&nmgkatnya ¥evei pemi&?zan kembai& _
?eny:mpangan terjadi paéa ievei ti?’i{ 50 persen (khusasﬁya data keisga} ‘

C Untuk  katekin, selurch nilai UPK  jauh me_nya_mpang,;ﬁar;n r‘_n_ia_l_
sebenarnya. Timbulnya penyimpangan tersebut diduga terjad.i’_ karena.
adanya reaksi epimerisasi (-)-epikatekin menjadi (-)-katekin. .Menurut
Kofink, Papagiannopoulos, dan . Galensa (2007), reaksi apimerisasi.;
tersabut éap&i ter;adz karena pengawh paﬁakakan panas daﬁ aikai;sasf
seiama mng&akaﬁ bz;z kakao aéazzya ;m;}aran Ok&igeﬁ daﬁ iziiam sez‘{a‘
radzasz sznar uv. Serzyawa {)wkatakzn ini haaya b;sa dsd&teksz dangan
penggunaan kolom kiral. Jika tirgumkan kolom akiral maka wakta retensi
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{-)-katekin dan (+)-katekin ferlstak pada rentang wakfu yang sama. Qieh
karenanya, puncak katekin seolah-olah semakin berlambah. - - ..
| Hasil© UPK  katekin' ' tersebut;  menunjukkan aﬁanya“'géﬁ'g':
guanf ntarverzs; yang disebabkan oleh e;;zkatekln Hal -ini ;uga didukung
data percobaan UPK lainnya menggﬁnakan KCKT der}gan detetdor DAD.
Dalam percobaari ini hanya Katekin yang ditambahkan. Nilai UPK yang'
dzpamieh lebih’ mend&katl nilai se&enamya Hasil pefsen UPK pada level
25, 50, ?5 dan 100 persen berturut-turtf adalah 126,48 + 7, 41 108, 88 *
?12 184‘%5&628 dami}&ﬁ?ﬂ%;}emen e

| samentara anﬁgk ap:katekin miar UPK yaﬁg diperoieh ﬁéaic terlalu\
;aah dan mlm sebenamya Ha¥ ini menun;ukkaﬂ t:dak adaﬁya gangguanﬂ
yang dlsebabkan oieh katekm |

=

Berdasarkan fam~fakta tersebut di atas dzsamnkan agar meiakukan
uji_presisi dan u;; p@rolehan kemimll dengan carg menambahkan z.at
siandar (kat&km dan ep:kataszz} secara t@:‘;}%sah

C.' Analisis katekin dan epikatekin dalam sampel

1 Pmsas panghiiaagan Iemak :

‘ Bobcat sampei kakao yang dltlmbang {izsesuaikan ciengan jenis, asai:
sqmpezi serta perkiraan terhadap respon detekior. Dari ’gegcahgan
pendahuluan diperoleh hasil sebagal berikut :

- Lntuk sampel kakao berupa nib, pasta serta bubuk kakao, bobot sampel.
“yang ditimbang sekitar 220 mg. ' ‘

~ Untuk lemak kakao, jumiah yang ditimbang dua kali tebih besar dari
sampel kakao berupa nib, pasta dan bubuk kakao. Jumiah . yang
z:iﬁtmbang s&kﬁar 490 mg $eluruh lemak Iarut bersama heksana
Setlelah preses pang?zziangan 1emak seiesa; i éa&ar wadah masah
'terdapat sedikit bubuk kakao. |

Dalam laporannya, Junaidi :25@3{ (200?) manuhs bahwa ieaciar !emak_
yang terkandung dalam biji kakao adalah 49,86 persen. Bubuk kakac
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yang ftelah @ dikeluarkan .lemaknya dengan - proses pengolahan

sebagaimana felah disebutkan pada Bab' il juga masih. mengandung

kadar lemak yanp cukup tinggi. Berdasarkan laporan hasil analisis yang

dilakukan Laboratorium Analisis dan Kalibrasi Balai Besar Industri Agro,

kadar:lemak yang terkandung dalam sampel bubuk kakao adalah berturut-

turut 36,5; 38,8, 36,7, 36.2; dan 35,0 persen untuk tiap periakuan, vanas;.
suha A 8 G D dan E. A adalah bubuk kakaa ‘yang dz;mr{ﬁ&h.pada_
proses peng&pmsan yang dilakukan pada suhu 40-50 derajat Ceiczas 8.

pada suhu 50-60 derajat Celcius, C pada suhu 60-70 derajat Cefcms {}
pada suhu ‘?0«80 darajat Celc!us, dan E pada suhu 80-80 d&ra}at Celcius.
Dapat dlkatakan jumlah Iemak yang tafekstrak hanya sek:tar 11 08 hingga

14,86 peréen saja. Hasil analisis terhadap kadar Eemak yang terkandung‘

dalam sampel bubuk kakao seiengkapnya dapat difihat pada mmpzfarz 1.

Berdasarkarz hai ’eersebut maka pmses penghziangafz iémak dari
sampat kakae perlu dlfakukan F’reses penghﬂangan lemak mengacu

pada metode yang dikembangkan oleh Wollgast (2004) Dalam metode
ini, tidak secara tegas disebutkan alasan proses penghilangan lemak.

dilakukan 2 (dua) kali. Namun dad percobazn menggunakan sampel
lemak kakao, didapatkan hasil bahwa ;:zmség ééﬁghiiaéggé lemak tersebut
pelun sémpurnd jika hanya dilakukan sekali. Masih terdapat’ sebagian
kecil lemak yang belum terekstrak ofeh farutan pengekstrak lemak
(heksana). Setelah dilakukan proses penghilangan lemak yang kedua,
sudah tampak sisa lemak yang-bsium terekstrak, .Dengan demikian
proses penghilangan lemak vang dilakukan dengan 2 (dua) kali sudah
cukup memadal.

2. Peneiapan kadar katekin dan epikatekin

Penatapan kadar katelqn dan aplkatekm dalam permlitlan lm, selain
dimaksudkan untuk mengetahm kadar k&dua zat tersebut dalam sampel
juga digunakan a:z&sk menilai pengaruh peﬁakukan panas selama pmses
pengolahan kakao, Penetapan kadar katekin dan epikatekin dilakukan

derigan cara’ mencatat area kromatogram yang dihasilkan, kemudian
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kadar kedus zat tersebut.dihitung menggunakan persamaan regresi. yang
dipercleh dan kurva kalibrasi.

'L - Sebagai litik. . awal penilaian adalah sampel biji kakao yang telah

dihilangkan kultnya (nib). Untuk mendapatkan sampel-ini hanya ada.

proses pengeringan pada 60 °C. serta proses. penggifingan ringan.
Selanjuinya sampel .nib, ini dijadikan pasta menggunakan, mesin giling.

Tahap penggilingan pada tahap ini {ebii} kaat dibané’fng tahap,

peﬁgg;!m’an an‘tuk mendagatkan mb Terakh;r adatah proses
pengepresarz t.mtuk memzsahkan antara bubuk kakao dan iemak kakaa

F"ada taha;: temkhir ini, dzgunakan 5 {lima) taha;:} pe:iakuan pan&s éengan '

reﬁtang suhu 58 &zngga 80 °C. Hasll pengai{z.zran kadar katekin dan

epzkatekm da?&m sampe! kakao dapai d;t:hat pada Tabél 15 {data Eebz?;;

iﬁngkap cfapat diithat pacia "'f*ab&t 1?) Gambar krcamatogram dapat i:kizhat
pada Gambar 23 hmgga 34 *

Tabei 16 Kadar katekin dan &pzkatekm da!am sampe! kakao

No. Koda = ae;; B i(m}ar zat {Hg!gc_. g&amgglz' * Rasio-
..y sampell sampel (Ma) | Katekin | Epikatekin [Katakinn :
' Epikatekin
1. | NI 2139 0,27 “s88 |0 1:247
20PA: | 2181 . - 041 . 822 . . 1.:20,0
3.1 PO . 214.8442.28% | 0,5520,02% 4. 10,5910,27" 1:193°
4 PLE | S 49254367871 #. | -047x0.08) _ tdd

Keterangarn . NI(sampel 0ib kakap), PA {sampe! pasta kakac), PO (sampei bubuk
" kakao) danLE {sampel lamak icakaﬁ) tt = Hidak terdetek& tdd = tidak -
dapat dinyatakan. | - -

* Hasﬁ mta«rata dar; & sampel

P
¥

Kofink; Pa;}agzannopeuias dan Galensa {(2007). Pam peneliti terseimt
m@nyaiakaﬁ bahwa peftakukan panas seiama pengnl&han kakao
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F’aéa "i‘abei 15 tersebut sepmtas ierithat bahwa icadar katekin dan.
epig_a_teng; justry semakin meningkat dengan adanya proses p&ngaiahag.
biji kakao _menja#;i produk olahannya. Ini tidak sesuai dengan pemyataan
beberapa peneliti seperti Wollgast (2004), Caligiani ef af (2007), serta
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menyebabkan terjadinya penurunan kadar _polffeno!l (lermasuk  di
dalamnya katekin dan epikatekin) dalam sampel.. .~ -

- Untuk menjetaskan - fenomena tersebut, dapat: diajukan - beberapa
kernungkinan sebagai berikut ; : Co A

‘Kemurigkinan pértama, masih terikitnya kulit biji kedatam safnpel nib.
Akibatnya kadar katekin dan eptkatei(zn dalam nib “lebih ‘kecil bila
dlbandfngkan kadar kedua zat tersebut dalim pasta kakao. - " o

. F’nns:p pemzsahan antara i{uizt btjl dengan daglng bz;; yaag terjafiz’
éaiam mesin giling ada!&h memanfaatkan pantutan yang iiittmbulkan sieh’
piringan berputar | kat:ka bifi kakao memasukr ruang gzi;ng Ak:bat pantuian_;
teseizat bul kakaa akan_ mambemar dimimg iaznnya Sehmgga pecah |
i%cahnya biji ini_disertai éengan tsrkeiupasnya kuizt éan dagmg szz
Ukuran p&mhan bijl diatur agar tldak terialu halus éengan cara mengaiur'
jarak antara piringan berputar dengan dinding statis ruang gzizng Jika
proses terkelupasnya kuiit ini tidak semplima maka' kult biji ‘akan tetap
menempel pada pecahan daging, biji. Wama kulit. biji dan daging biji
hamgi{ “fgergpa sehingga ‘menyulitkan pada saat penyortiran! Dengan
demiidan kuli biji ini akan ikut tertimbang sebagai nib. .

Kemungkinan kedua, akibat adanya perbedaan basis penimbangan,
Adanya perbedaan basis ini:menyababkan kadar katekin dan epikatekin
dalam pasta lebih kecil bila dibandingkan dengan kadar kedua zat
tersebut dalam bubuk kakao. Menurut Grieve (1995) yang' dikutip oleh
Junaidi dkk (2007}, bili kakao memilki komposisi seperti tampak pada
Tabal 16, Tabel tersebut menjelaskan bahwa ’kandungan lemak dalam nib
kakao sekitar 50 persen. Semeéntara dalani bubuk kakao, berdasarkan
hasil ‘analisis yang dilakikan oleh Balai Besar Industri Agro {dapat dilihat
pada Lampiran 1), kadar lemak zm berkurang hmgga menjadi sekitar 38
hmgga 39 persen, ’ : - S

' i(&mungkman xeizga adalab faktor keragarzzan Sebagazmana te!ah
éz;aiaskan pada uji presas; di azas faktor kefagaman ini wkz.zp tmggl Pada
katekin nilainya sekitar 8,0 persen dan pada epikatekin sekitar 4,6 persen.
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Kétiga kemungkinan tersebut perfu dipertimbangkan jika hendak menilai

pengaruh  panas selama’ ‘proses’ pengolahan kakao berdasarkan
pe}mbahan kadar katekin dan eplkatekm dalam sampai -

”I‘abei 16. Kompes;sl rata—rata b'll kakan

T

No Kampp:gezs | Biji kegmg % Bu:}znpa k:z:iit"%; i(iiiif% ‘ |
1 Air 7.83 5.58 1173
2| lemak | 4557 | 009, | a4s6
3. Pati 225? R 21.68 T 4329

4 | Seluloss L& . . 338 . 16.02

5 | Abu .. | .48t | 358 | 1071 .

8| Protein - 1418 - .. 1413 ] 1281

. 7' | Teobromin . - .143 .. |- = .1.55 B

'+ Metodé lain’ yang' juga 'dapat .digunakan. untuk menilai- adanya:
pengaruh panas selama pengolahano kakao adalah dengan melihat
rasio/perbandingan antara Kafekin dan epikatekin.
digunakan oleh Kofink, Papagiannopoulos, dan Gaiensa (2007). Yang

Cara ini felgh

diperbandingkan oleh para penalrtl tersebut - adaiah antara senyawa
{-)-katekin dan (~)~«$pii<atekm Senyawa {-)-katekin merupakan has:l reaks: ;
epimerisast dar (-»}»&gfkatei(zn

Adanya rsai{at epimerisast fersebut dapat diamali secara ttciak-
fangsung melalul perubahan komposisi eplkatekm dan katekin. Kadar
epikatekin akan berkurang sementara kadar katekin akan bertambah (ada
penambahan senyawa katekin yang merupakan hasil reaksi epimerisasi
epikatekin). | '

Berdasarkan rasio antara katekin dan ap:katekm yang terdapat datam
sampel kakao dlﬁapatkan hasﬂ sebagal benkut

1. Dalam nib kakao, rasio antara katekin dan epikatekin adalah 1:21,7.
Rasio ini masih lebih besar bila dibandingkan dengan pasta kakao
(1:20,0). "

MRS
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2. ‘Rasio katekin dan epikatekin. dalam pasta kakao juga masih lebih
‘besar bila dibandingkan. dengan rasio rata-rata dalam bubuk‘kagqg
{1: 18,2).

Dengan kata lain, proses pengoiahan bijl kakaa menjadi pf{}duk alahannya

mem;i;kf pengaruh t@fhadap senyawa katekin dan epnkatekm yang
iezkandung datam bm kakac {istzn;au bérdasafkan rasio antara kedua zat
ters&bﬁt :

1
[)ldalam bubuk kakae gendin yang mwupakan hasil peng&pﬁesan

pasta kakao pada rentang subhu 40 hmgga 80 °C, sulit untuk dinyatakan
bahwa “perlakuan temparafut memiliki peran terhadap perubahan
kanziﬁﬁgan katekin dan’ epikatekin yang terdapat didalam sampel jika
didasarkan atas rasio kedua tersebut. Meskipun demikian, jika ditinat
berdasarkan kadar keduanya dalam sampel bubuk kakao menunjukkan
kecenderungan yang - semakin menurun - seiring - dengan . naiknya
temperatur, dapat dilihat pada Gambar 11 - -~

; §_": “'. Ea - . - F b

088 — . _.. R P
5 Ty 0000+ 06105 R -] b g Y= 00108 11250
057 g9 ¢ |

%}'Qgg‘ ‘ “%-10.3
§,0~55~ B 107
<, . £ 108
%Q%' - Bos{
NOSS- DT &
'%19.4‘
g&&‘—" ie ; % 103 |
0.51 - A ey LN T iﬁ:g 3 . P TF :'."' 1
4 8 6 7 8 W 4 = & W B8 @©
Suhw pangepresan °C) Suupergeesan 00

{Sambar 11 Tmn kadar zat d&iam sampe! bazbzzk kakao (a} Xa:tekm
dan (b) epikatekin . s

'"Pada Gambar 11 terdébut, ‘tampak: bahwa-tren penurunan kadar
epikatekin ' lebifi’ besar bila’ dibandingkan -dengan ‘katekin. Hal ini
menguatkan dugaan bahwa epikatekin relatif kurang stabil "dibaﬁding
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katekin. Pada epikatekin terjadi reaksi epimerisasi seperti telah dilaporkan

oleh Kofink; Papagiannepoulos, dan Galensa (2007). - FL

" Untuk lefmak kakao, pengarub pands sélama proses pengolahan

kakao tidak dapat ditakukan penilaian. Keberadaan katekin pada seluruh’

sampel lemak kakao tidak terdeteksii Sementara untuk epikatekin, kKadar

zat tersebut-dalam sampel ini sedemikian kecilnya, berada jauh di bawah.

batas - deteks, &ehzngga ~ketika dihitung - dgngan kurva'. kalibrasi
memberikan hasil negatif. - ‘ o : .

Terdapaiaya ep:katekzn dalam sam;::ei témak kakao dlduga karena

ten‘kutaya bubuk kakac kedalam lemak kakao ‘seiama pmses

pmg&pmsan p&sta icakao Dagaén ‘térsebut * didasarkah par:ia “hiasil

percobaan penghziangan lemiak terhadap samp&i lemak kakao. Setelah
;)f‘oses penghz%angan lemak s&iesaa di Gasar tabimg reaksz tardapat sisa-

sisa bubuk kakao yang bemama cokiat
A . TR “  ®ogoie. r !
Selain untak k&peﬂuan icaantltat;f analisis menggunakan

ixramatograﬁ cair spektromeitz ridssa ;s.zga “dapat’ dzgﬁnakan untuk
wmﬂuan kualitatif. Alat yang sitgunakan daiam ‘pehelitian ini m@mpakan
alat’' kramatcgraﬁ cair szxektmmeter massa penganaizsis ‘waktu lintas,
Prinsip analisis kualitatif dengan alat int dicasarkan atas boboet molekul fon
(nilal m/z) vang berhasil dideleksi, kemudian hasilnya dibandingkan
dengan dafa kepustakaan atau zat baku, Selain itu, bisa juga didasarkan
atas rumus empirie yang diperoleh dari senyawa yang berhasil didefeksi
terssbut.

Berdasarkan nilai m/z yang dihasilkan, sampel nib kakao
menghasitkan 7 puncak, sampsl pasta kakao menghasitkan 8 puncak, dan
sampel bubuk kakao menghasilkan 8 hingga 11 puncak, Puncak-puncak
dengan nilai mfz 387.11; 289,07, dan 577,15 terdapat dalam seluruh
sampel,

Puncak dengan nifai m/z 387,11 belum dapat dildentifikasi jenis
senyawanya. Namun mengingat kadamya dalam sampel cukup #inggi,
perlu dilakukan penelitian iebih lanjut,
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“Puncak dengan. nilal. mvz- 288,07 merupakan: bobot molekul katekin
atau epikatekin yang kehilangan 'safu atom H. [M-HIL - Hasil fersebut
didasarkan pada stan@gr ;;:afzekirxi @aqyapikgﬁeiﬁqin{_yagg :i;glyﬁakgf};igiam
penelitian ini.

“Puncakrdengan: nilai mfz 577,16 merupakan- bobot molekul dimer
prosianidin yang kehilangan saty atom H [M-H].- Menurut. Anonim {2008),
senyawa dengan miz 577 merupakan- dimer -prosianidin -B2 dab. B5:
Meskipun demikian, sullt untuk memastikan bahwa senyawa dengan. nilai
miz 5§77, 15 Yyang. dihasilkan. dalam _penelttian ini, mempakan senyawa

dimer pros:anidm yang sama. dangan dldapaman o!ah Anomm (2006)\

mengingat kcfzd;sz dan jenis atat yang dtgunakan Tidak sama Saiam iy,

ada senyawa dimer prosianidin, ia;n yang memiliki miaz miz 5’?’? Si}ﬁ e{ ai

(2007) menyebut senyawa deagan nitai mfz 5?’? mmp&kan senyawa
dimer prosianidin tipe B1 dan B2, Datam penemran ml tqdak dapat
dlbedakan tum pmmmdm yang terdapat dalam samp&l kakao

: Sem&ntara amtuk lemak kakaa, p@i m:ak yang ters;sa tinggal 3 puncak
Keﬁga i’.‘rﬁnt’:&k t&z‘sebui memiliki miaz miz 288 97; 38? ?‘i {iaﬁ 289 7.
Jenis senyawa yang berﬁaszi dﬁcian‘crﬁkas; yang i:erdapat éa%arn sampei
kakao secara lengkap dapat dilihat pada ‘I‘abet 22.

. 9 R L il ' =e s
1 vy ! E ’ o T . i 4 ok b i
S vyt m LS - T L ) ar

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



BABV.
KESIMPULAN DAN SARAN -

A. Kezimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan beberapa . hal

sebagai berikuf .

1. Kongdigi analisis katekin dan epikatekin adalah sebagai berikut :
KCKT o
- Lajualir: 05 mipermenit
- Wakiu operasi ;. 40 menit
-Fase gerak A:  0,1% asam format dalam air deionisasi
-Fasegerak B:  Asetonitrl : Mefanol (50 : 50)

- Gradien : 0-15 menit (10-38 %B), 15-20 menit (3540 %B},
20-30 menit (40-50 %B), 30-35 menit (50-60 %B),
35-35,1 menit (60-10 %B)}.

- Volume injeksi: 5,0 ul

Spektrometer Massa

- Suhu gas pengering : 300 ° C

- Laju gas pengering : 10 liter per menit

- Tekanan pengabut : 50 psi

- Tegangan fragmentasi : 160 volt

- Tegangan penyaring ion : 60 volt

- Tegangan frekuensi radio pada okiopol : 250 volt
- Tegangan ionisasi (ESI) : () 3500 voit

2. Batas deteksi dan batas kuantitasi katekin masing-masing 0,28 dan
0,83 ppm, sedangkan uniuk epikatekin masing-masing 7,15 dan 23,84
ppm.

3. Berdasarkan rasio katekin dan epikatekin, proses pengolahan biji
kakao menjadi produk olahannya mempengaruhi kandungan katekin
dan epikatekin dalam biji kakao, yang ditandai dengan menurunnya
rasio kedua zat tersebut,

67
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4. Proses pengoiahan pasta kakao menjadi bubuk kakao dan lemak
kakao yang dilakukan pada.rentang suhu 40 hingga 90 °C, tidak
menunjukkan adanya pengaruh periakuan berdasarkan rasio katekin
dan epikatekin, namun bila diffhat kandungan katekin dan epikatekin
yang terkandung dalam sampel menunjukkan kecenderungan yang
semakin menurun.

B. Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih _vjlanju_t untuk mengidentifikasi
senyawa dengan nilai m/z 387 satuan massa atom.
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Gambar 14. Contoh kromatogram Katekin dan epikatekin hasil optimasi
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ekstrak ion pada m/z 289 hingga 290 satuan massa atom

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



Intansiias Jumiah tumbukan por sakon)

75

prlid

A5
£
e
35
9%+
4
g4
sidl

sag L
o - L

i+ 6 ¢ ® L % B R ¥ X M X %3 E 2 K 2 A B
inalt: refenss {menit)

Gambar 16. Contoh kromatogram katekin dan epikatekin hasil opfimasi

infensitas {jumlah lumbukan per seken}

terhadap lajis alir fase gerak setelah dilakukan ekstrak
ion pada mifz 289 hingga 280 satuan massa atom

3723

- >‘ = I m "1‘ E2 g ] IFI é = :'! 343 £ kel '5 é *;3

Wakmmﬁ{m'&}
Gambar 17. Contoh kromatogram larutan metano! 30 % dalam air

deionisasi sebelum dilakukan ekstrak ion pada miz 289
hingga 290 satuan massa atom

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



76

intensites {lumiah lumbukan per sekea)

intensfias {jumiah lumbukan per sekon}

g ¥

8§ K

¥ & B & B8 3§ B B

P

A & % % 2% % B ¥ £ % % 3 %
Pakt relond {menit)

i
ks
P
s
P
»h
&

Gambar 18. Contoh kromatogram larutan metanol 30 % datam air
delonisasi sefelah dilakukan ekstrak jon pada mfz 289
hingga 280 satuan massa atom

Lo

pi g

204

o at

%8 4. B R E £ £ T ®m W = ¥ R % K 2 ¥ &
Wkl retensi {menit
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Gambar 27, Contoh kromatogram sampel bubuk kakao yang dipres
pada suhu 80-70 °C
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Gambar 28. Contoh kromalogram 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 80-80 °C
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Gambar 30. Conioch kromatogram sampel lemak kakao yang diperoleh
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 40-50 °C
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Gambar 31. Cantoh kromatogram sampel lemak kakao yang dipercleh
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 50-60 °C

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



83

LR L] ’1

RN

infensifas (jumlsh tunbukan par yakon}
o

il = kg “(&ni‘)ﬁl
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Gambar 33. Contoh kromatogram sampe! lemak kakao yang diperoleh
dari pengepresan pasta kakac pada stubu 70-80 °C
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Gambar 34, Contoh kromatogram sampel lemak kakac yang diperoleh
dari pengepresan pasta kakao pada suhu 80-80 °C
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Tabel 17. Kadar katekin dan epikatekin dalam sampel kakao {data awal}

‘No.' | Kede | Berat sampell Kadar zat {ug/mg sampel}| ~ - Rasie ...
sampel | (ma) Katokin | Epikatokin | Katekin : Epikatekin
1. | M 213,9 0,27 5,69 1:21,7
2. | PA 219,1 041 | 822 1:200
3. | PO_A 2174 057 | 1078 1:188
4./POB | 2145 055 |7 1051 1:19,1
5. |PO_C 212.4 0,56 10,91 1:194
6.|PO_D 2128 056 | 1055 1:19.0
7. |POE 217,0 0,52 10,22 1:19,5 ;
8 |LE_A 450,8 tt -020 dd
o|LEB | 4985, | B KT Y P——
10, |LE C 4822 3 -0,18 tdd
1. | LED 497,3 # .08 tdd
12 [LED | 4928 b S A W

Katerangan : Ml {sampel nib kakao}, PA {sampe! pasta kakao), PO {sampel bubuk kakao) E
dan LE (sampel lemak kakao). A, B C, D, dan £ menunjukkan tingkat
petiakuan panas masing-masing 46-50; 50-60; 80-7G; 70-80; dan 8080 °C,
ft = tidak terdsieksi; tdd = tidek dapat dinyatakan.
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Tabel 18. Data uji presisikatekin S

No. ‘i Level UPK Kadar katekin. -1+ ¥ - 8D - | KV {%)
i, 3 (Hgimg sampef) ‘ .
1. 25 % 044 0,46 002 | 435
0,47
, 0,48
2. 50 % 0,51 048 0,04 8,33
0,51
0,44
3. 75 % 0,52 0,561 0,01 1,86
0.50 ' i
0,50
4. 100 % 0,83 0,53 0,01 1,89
0,55
0,53
Secara keseluruhan 0,50 0,035 8,00
Jika data ke-3 pada level 50 % dihilangkan 0,50 06,03 8,00
Tabel 19.  Data uji presisi epikatekin
No. |Level UPK| Kadar epikatekin X 8D KV (%)
{pg/mg sampel) '
1. 25 % 8,82 . 808 0,21 2,32
918 -
$,18
2. 50 % 9,57 8,29 0,58 6,03
9,66
8,65
3. 5% 9,74 9,61 0,13 1,35
847
8,61
4. 100 % 8,77 9,91 0,15 1,61
10,07
9,89
Secara keseluruhan 9,47 0,43 4,54
Jika data ke-3 pada level 50 % dihilangkan | 9,54 0,36 377
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No.

Lavel UPK

Porsen UPK

s,\_J-E

e BD

KV (%)

1.

25 %

173,46
171,45
177,39

174.40°

302 ©

e 4.74

50 %

162,34 .

167,92 . -

§6.96

143,41

37,73

26,31

75.%

164,88

164,40

165,33

164,89

0,49

0,36

100 %

163,23
161,00

160,03

3,78

2,36

15587

i

Tabei21. Data uji perclehan kembali epikatekin

No.

A

SD

1.

Level UPK

25 %

Persen UPK -

132,38

‘127,20 -
129,28

129,62

-

2T

KV (%)

2,01

50 %

11890 .
118,45
108,87

111541

- 887

4,91

75 %

111,62
111,56
114,00

41239

. 1,38

1,24

100 %

96,81
94,38
91,87

94,38

247

2,81
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Tabel 22. Senyawa-senyawa yang terdapat dalam sampe! kakao

No.|  ta miz (satuan | Jenis senyawa | Keterangan

- | {menit) | massa atom)
Nib kakao |
1. 24 208,97 Belum diketahui
2. 2.8 38711 Belum diketahui
3. 11,1 294,07 Belum dikefahui
4, 12.% 288 07 Katekin Baku katekin
5. 13,0 87712 Dimer Prosianidin | Anonim {2006}
8, 14,8 288,07 | Epikatekin | Baku epikatekin
7. 18,8 577,12 Dimer Prosianidin | Anonim (2008)
Pasta kakao . _
1. 2.4 208,97 Belum diketahui
2. 2.9 387,11 Belum diketahui
3. 7.1 488 16 Belum diketahui’
4, 11,3 284,07 Belum diketahui
5, 12,1 288,07 Katekin .~ . Baku katekin
B, 12,9 577,12 Dimer Prosianidin | Anonim {(2006)
7. | .14,8 . 28907 Epikatekin- .| Baku epikatekin
8. 18,6 57712 Ditner Prosianidin | Anonim (2006}
Bubuk kakao hasil pengeprasan pasta kakao pada suhu 40-50 °C
1. 24 206,97 Belum diketahui
2. 2.0 296,88 Belum diketahui
3. 2,9 387,11 Belum diketahui -
4, 8,3 429,15 Belum diketahui
5, 7.1 488,16 Belum diketahui
6. 11,1 294,07 Belum diketahui
7. 1 121 289,07 Kaftekin - . Baku katekin
g, 13,0 577,12 i Dimer Prosianidin | Anonim (2008)
g, 14,8 289.07 Epikatekin Baku epikatekin
10. 18,8 577,12 Dimer Prosianidin | Anonim (2008)
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Tabe! 22. -Senyawa-senyawa yang terdapat dalam sampel kakao {lanjutan)

8%

No. tn | mizisatuan | Jenis.senyawa | Keterangan
{(menit} massa atom) : i .
Bubuk kakao hasil pengepresan pasta kakao pada suhu §0-60°C .

1. 2.4 208,97 i Belum diketahui :

2. 2.6 296,88 - .i Belum diketahui g

3. 2.8 387.11 .- | Belum dikefahui

4, 7.1 488,16 .| Belum-diketahui | -

8. 11.1 294 07 - | Belumdiketahui | :
8. 12,1 -4..- 289,07 Katekin -Baku katekin
7. 1281 - 577 12. . tDimer Prosianidin | Ancnim (2008):

8. 148 ; 28807 Epikatekin . -Baky epikatekin
8. 18,4 577,16 | Dimer F’rosmmdzn Anonim (2008}
Bubuk kakao ?;asil pengapresan paata icakao pada sa!m 80«6\'0 °cC
1. 24 F 206897 " | Belumdiketghui: 1° F
2. 2.9 387,11 ... | Belum diketahui

3, 40 405,04 - | Belum diketahui

4, 7.1 488,16 Belum diketahui

5 1.1414,1 29407 i Belum dzketahur : ]

B. 12,1 28907 | Katekin @ Baku katekin ~
7. 12,9 §77.15 ° 1 Dimer Prosgianidin | Anonim {2606}
8. 14 .8 289,07 - | Epikatekin Baku epikatekin
g, 18471~ 577,16 Dimer Prosianidin | Anonim (2006)
Bubuk kakao hasil pangspman pasta kakao pa&a suhu 70-80 °C
1. 2.4 208,97 Beltm diketahui

2. 2,9 387,11 Belum diketahu

3. 3,1 353,08 Belum diketahui

4, 40,1 40804 . .Belum dikefahul ..

5. 7.1 488,16 Belum diketahui | .

5. 11,1 294,07 Betum diketahui . :

7. 12,1 289,07 Katekin. Baku katekin

B. 13,0 |’ 877,48 Dimer Prosianidin | Anonim (20063

9. | 14,8 | 28907 - : Epikatekin - ‘Baku-epikatekin -
10. 15,6 720.18 Bejum diketahui . .

11. 577,15 Anonim (2008)

18.5

Dimer Prasianidin

Optimasi Metode..., Subagja, FMIPA Ul, 2009



90

Tabel 22. Senyawa-senyawa yang terdapat dalam sampel kakao (lanjutan)

No. tr miz (satuan | Jenis senyawa | Keterangan
{menit] | massa atom) T e T

Bubuk kakaso hasil pengepresan pasta kakao pada suhu 80.80°C.. -

1. 2.8 296 88 Belum diketahui 7|

2. 2.8 387,11 Belum diketahui -

3. 4.0 40504 .. | Belumdiketahui

4. 7.1 488,18 . | Belum diketahut =~

5. 11,1 28407 | Belumdiketghul | ¢ e

8. 12,1 - 288,07 Katekin. .. Baku katekin

7. 13,0, 577,18 | Dimer Prosianidin { Anonim (2006}

8, 14,8 .. 289 07 Epikatekin- 2] Baku epikatekin

g, 16,0 427,18 .Belum diketahui -

0.1 185 . 5?? 1 Dlm&r Pros:amdm Ancnlm (2008) -

Lemak kakao hasil pengeprasan pasta kakao pada suhu 40—50 ¢

1. 24 206,97 ‘| Belum diketahui : -

2. 2,9 387,11 Belum diketahui -

3. 14,8 289,07 . | Epikatekin’

Lemak kakao hasil mgapwaan pasta kakao pada suhu 50-60 °C

1. 2.4 : 2{}8 97 | Belumdiketahui | -

2. 28 . 387,11 Belum diketahui | o

3. 14,8 289 .07 Epikatekin - | Baku epikatekin

Lemak kakao hasil pengepresan pasta kakao pada suhy 60-70 °C.

1. 24 206,87 .| Belum diketahui i

2. 29 387,11 Belum dikelahui : .

3. | 148 289,07 .. Epikatskin .| Baku epikatekin

Lemak kakao hasil pengepresan pasta kakao pada subu 70-80 °C

1 2.4 208,97 | Belum diketahui

2 2.8 387,11 Belur diketahui _ | ‘

3. 14,8 280,07 Epikatekin Béku epikatei-:i'n

Lemak kakao hasil pengepresan pasta kakao pada suhu 80—&0 i

1 2.4 208,97 - 1 Belumdiketahui ‘

2 2.9 387,11 Belum diketahui -

3 14,8 289,07 Epikatekin Baku epikatekin
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ATAS HEGENARAMN TAHDING BARANG

FAD D42
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SIGMA-ALDRICH

froduct Name

Product Namber
Product Brand
CAS Nomber

Molecular Farsnula
Molecular Weight

TEST

APPEARANCE

SHLUBILITY

PROTON NMR SPELTRUM
WATER CONTENT 8Y NMR

SPECIFIC ROTATION

PURITY BY THIN LAYER
CHEOMATOGRAPHY

RECOMMENDED RETEST
(€ RELEASE PATE

v

Rodney Burbach, Supenisor

Anghtical Senices
8t Louis, Missourt USA

CertificateJiAnalysis

g-}*itatscﬁ%n hydrate,
98% {TLC), powder

£1251

Siarna-aldrich
225937-10-0

Cygt40g < xH, G

290.27 {anhydrous basis}

SPECIFICATION LOT 095K 1434 RESULTS

OFF-WHITE TO YELLOW
POWDER WITH & GRAY TO TAN g%}gw POWDER WITH TAR

cast

CLEAR T SLYGHTLY HAZY
YELLOW TO AMBER SOLUTION  CLEAR AMBER
AT SBME/ML IN ETHANOL

CONSISTENT WITH STRUCTURE CONFORMS

REFORT RESULT 2.3%
REPORT RESULT Eg‘{’; Zﬁféﬁ;% IN WATER AT 20
MINIMUN 98% a9%,
4 YEARS IBHUARY 2011

IANUARY 2007
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SIGMA-ALDRICH

CertificateofAnalysis

Product Name (}_g)aglﬁegin’
Product Number E1753
Product Brand Sigma
CAS Number 490-46-0
Molecular Formula CysH1406
Molecular Weight 290.27
TEST SPECIFICATION LOT 026K2611 RESULTS
APPEARANCE OFF-WHITE TO TAN POWDER FAINT BEIGE POWDER
CLEAR COLORLESS TO YELLOW
SOLUBILITY SOLUTION AT 10MG/ML IN CLEAR COLORLESS
ACETOMNE:WATER (1:1)
IR SPECTRUM CORRESPONDS CONFORMS
-S5.2DEG (C=1IN
SPECIFIC ROTATION REPORT RESULT ACETONE: WATER {1:1] AT 20
DEG C)
PURITY BY HPLE MINIMUM 90% 96%
RECOMMENDED RETEST 2 YEARS DECEMBER 2007
QC RELEASE DATE FEBRUARY 2006
A
/_4/,44‘«1. LA -
A
Rodney Burbach, Supervisor
Analytical Services

St Louis, Missouri USA
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