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VALIDATION OF VISIBLE SPECTROPHOTOMETRY METHOD TO 

ANALYZE FORMALIN IN FISH

By :
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ABSTRACT

The research about validation of visible spectrophotometry method to 
analyze formalin in fish had been done. The aim of this research was to determine 
several validation parameters such as precision, linearity, accuracy, limit of 
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ). Formalin was added Nash 
reagent then detected using spectrophotometer at wave length 412 nm.The results 
of the research showed that validation parameters values for accuracy was 
80.966%; Standard deviation value for formalin was 1.228%; linearity value for 
formalin was 0.999 ; LOD was 0.0976 pg/mL and LOQ was 0.32533 pg/mL, 
respectively. Due to the result of the research, visible spectrophotometry method 
to analyze formalin in fish was valid.

Key words : Validation, spectrophotometry, LOQ, LOD
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VALIDASI METODE SPEKTROFOTOMETRI UNTUK ANALISIS 

FORMALIN PADA SAMPEL IKAN

Oleh :

Kennedy M Lumbangaol

08061003034

ABSTRAK

Penelitian mengenai validasi metode spektrofotometri UV/VIS untuk 
menganalisa formalin pada ikan telah dilakukan. Tujuan dari penelitian ini adalah 
untuk menentukan beberapa parameter validasi seperti presisi, linearitas, akurasi, 
limit deteksi (LOD) dan limit kuantitasi (LOQ). Formalin ditambahkan reagen 
Nash kemudian dideteksi menggunakan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 412 nm. Hasil dari penelitian menunjukkan bahwa nilai parameter 
validasi untuk akurasi adalah 80,966% ; presisi 1,228% ; linearitas (koefisien 
determinasi) R2 kurva standar 0,999 ; LOD 0,0976 pg/mL ; LOQ 0,32533 pg/mL 
secara berturut-turut. Dari hasil penelitian , metode spektrofotometer UV/VIS 
untuk menganalisa formalin pada ikan adalah valid.

Kata kunci: Validasi, Spektrofotometer, LOQ, LOD

x



UPT PERPUSTAT'AN
UNivrRsra'- ■<i>' AYA
NO. DAFTAR : 132303

ocr ITANGGAL : - ,DAFTAR ISI

Halaman

iHALAMAN JUDUL....................................................................................
LEMBAR PERSETUJUAN........................................................................
LEMBAR PENGESAHAN........................................................................
LEMBAR PERNYATAAN KEASLIAN KARYA ILMIAH.................
LEMBAR PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH UNTUK
KEPENTINGAN AKADEMIS...................................................................
LEMBAR PERSEMBAHAN DAN MOTTO...........................................
KATA PENGANTAR.................................................................................
ABSTRACT.................................................................................................
ABSTRAK...................................................................................................
DAFTAR ISI................................................................................................
DAFTAR TABEL........................................................................................
DAFTAR GAMBAR...................................................................................
DAFTAR LAMPIRAN...............................................................................
BAB I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang........................................................................
1.2 Rumusan Masalah...................................................................
1.3 Tujuan Penelitian....................................................................
1.4 Manfaat Penelitian..................................................................

BABU TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Validasi Metode Analisis........................................... ............
2.2 Spektrofotometer.....................................................................
2.3 Formalin (Formaldehida)........................................................
2.4 Ikan Nila..................................................................................

BAB 111 METODOLOGI PENELITIAN
3.1 Waktu dan Tempat.................................................................
3.2 Alat dan Bahan.......................................................................
3.3 Metode Penelitian...................................................................
3.3.1 Pembuatan Pereaksi Nash...................................................
3.3.2 Pembuatan Larutan Asam Trikloro Asetat 5%..................
3.3.3 Pembuatan Larutan Standar................................................
3.3.4 Prosedur Validasi Metode Analisis Formalin....................
3.3.4.1 Uji Presisi.........................................................................
3.3.4.2 Uji Linearitas....................................................................
3.3.4.3 Uji Akurasi/Persen Perolehan Kembali..........................
3.3.4.4 Uji Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi (LOQ)... 

BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Presisi....................................................................................
4.2 Linearitas................................................................................
4.3 Akurasi.................................................................
4.4 Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi (LOQ)..............

ii
iii
iv

v
vi

vii
IX
x

xi
xiii
XIV
xv

1
3
4
4

5
18
24
27

33
33
33
33
34
34
34
34
35
35
36

38
39
41
43

xi



BAB V KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan........................
5.2 Saran...................................

DAFTAR PUSTAKA..............................
LAMPIRAN.............................................

44
44
45
47

xii



DAFTAR TABEL

Halaman

Tabel 1. Rentang kesalahan yang diijinkan pada setiap konsentrasi analit

12pada matriks

17Tabel 2. Nilai Penetapan Faktor Eksperimental

Tabel 3. Absorbansi/serapan larutan standar formalin 1 ppm 38

Tabel 4. Absorbansi/serapan larutan standar formalin 40

xiii



DAFTAR GAMBAR

Halaman

19Gambar 1. Spektra UV/VIS

21Gambar 2. Skema Rangkaian Alat Spektrofotometer

22Gambar 3. Proses Pendispersian Cahaya

24Gambar 4. Struktur Molekul Formalin

28Gambar 5. Ikan Nila

Gambar 6. Budidaya Ikan Nila 31

Gambar 7. Kurva Kalibrasi Larutan Standar Formalin 41

xiv



DAFTAR LAMPIRAN

Halaman

47Lampiran 1. Perhitungan Linearitas

49Lampiran 2. Perhitungan Persen Perolehan Kembali (Recovery)

Lampiran 3. Perhitungan LOD dan LOQ 52

Lampiran 4. Perhitungan Presisi 54

xv



BABI

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Formaldehida larut dalam air, tidak berwarna, berbau menyengat, 

menyebabkan iritasi dan gas yang reaktif. Larutan 40% formaldehida dalam air 

dikenal sebagai formalin. Dalam pengobatan, formalin digunakan sebagai 

pengawet spesimen bedah, untuk menangani pendarahan intravesical yang tidak 

terkendali dan mencegah penyebaran kista hidatidosa (Pandey et al., 2000).

Asupan yang tinggi dari karbohidrat atau makanan kaya protein dipercaya 

meningkatkan pengeluaran formalin melalui urine. Asam formiat terbentuk secara 

alami pada hewan dan tumbuhan. Sebagai tambahan, beberapa bahan makanan 

dan minuman dilaporkan mengandung sebagian kecil asam formiat. Asam formiat 

secara sengaja ditambahkan pada beberapa bahan makanan sebagai penambah 

rasa. Keberadaan formaldehida juga telah dilaporkan pada minuman soft drink 

terkenal seperti beer pada konsentrasi kira-kira 8 mg/kg. Karena formalin dapat 

dijumpai pada berbagai sumber, selalu terdapat sejumlah formalin dalam darah. 

Keberadaan formalin dalam darah berkisar antara 0,07-0,4 mmol/1. Studi terhadap 

hewan menunjukkan kekurangan nutrisi seperti asam folat dan vitamin Bi2 

sebagai hasil akumulasi asam formiat dalam darah dan meningkatnya ekskresi 

formalin dalam urine. Asam formiat adalah inhibitor enzim seperti hexokinase 

dan kolinestrase. Asam formiat juga menghambat oksidasi suksinat dan glikolisis 

anaerob dan hal ini mempengaruhi fungsi fisiologis hati.
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Pada konsentrasi kecil, formaldehida tidak beracun bagi manusia, tetapi 

bila terdapat dalam konsentrasi yang tinggi dapat menyebabkan keracunan parah. 

Formaldehida teroksidasi menjadi asam formiat oleh enzim FDH pada hati dan 

eritrosit. Batas normal asam formiat dalam darah pada manusia berkisar antara 0- 

12 mg/1, pada urine berkisar antara 0-27 mg/1, meskipun batas absolut toksiknya 

tidak diketahui. Studi terhadap hewan menunjukkan bahwa formaldehida 

merupakan mutagenik dan karsinogenik pada beberapa sistem eksperimental, 

menimbulkan kekhawtiran terhadap batasan normal untuk manusia (Pandey et al., 

2000). Walaupun studi epidemilogi telah dilangsungkan, tidak ada pernyataan 

secara definitif resikonya pada manusia.

Telah dilakukan banyak investigasi terhadap efek gas formaldehida. 

Berikut beberapa gejala jika terhirup gas formaldehida pada konsentrasi rendah 

seperti iritasi ringan pada sistem pernafasan dan membran mukosa, pada 

konsentrasi yang lebih tinggi dapat menyebabkan asma atau pnemounia. Reaksi 

formaldehida dengan molekul kecil seperi asam amino dan nukleotida 

menghasilkan konjugat yang tak stabil dan dapat menyebabkan perubahan 

terhadap fungsi hati, ginjal dan jaringan hemopotik.

Mengingat bahaya yang disebabkan oleh formalin dan adanya laporan 

penggunaan formalin pada makanan dan minuman perlu dikembangkan suatu 

metode uji yang mampu menganalisa kandungan formalin yang terdapat pada 

makanan dan minuman yang diduga ditambahkan formalin. Banyak metode 

analisa formalin yang telah dikembangkan seperti metode spektrofotometri 

UV/VIS, metode HPLC, metode spektrofotometri kinetik, enzimatik metode dan
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lain-lain (Indang et al., 2009). Metode-metode analisa yang dikembangkan atau 

hendak digunakan dalam analisa pada laboratorium harus dilakukan validasi 

maupun verifikasi yang bertujuan untuk menilai kelayakan penggunaannya. 

Validasi metode analisis dilakukan dengan menguji nilai-nilai parameter ujinya, 

seperti presisi, akurasi, kekuatan, linearitas, LOD, LOQ dan parameter-parameter 

tersebut harus memenuhi kriteria penerimaan (Incledon et al., 2004). Validasi 

metode analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap parameter tertentu, 

berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan bahwa parameter 

tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya (Harmita, 2004).

Pada penelitian ini akan dilakukan analisis formalin secara 

spektrofotometri UV/VIS dengan menggunakan reagent Nash untuk uji positif 

formalin serta melakukan validasi terhadap metode ini. Sampel yang dipakai 

adalah ikan nila yang dibeli dari pasar Indralaya. Pemilihan ikan nila sebagai 

sampel adalah karena ikan nila yang dijual masih dalam keadaan hidup sehingga 

dapat dipastikan belum terkontaminasi oleh formalin sehingga baik digunakan 

dalam penentuan persen recovery sampel dan harganya murah. Uji positif 

formalin yang ditambahkan reagent Nash adalah sampel yang diberi formalin 

akan berubah warnanya menjadi kuning.

1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana melaksanakan prosedur validasi metode 

spektrofotometri UV/VIS dan menentukan nilai

analisis

parameter validasi yang

memenuhi kriteria penerimaan.
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1.3 Tujuan Penelitian

Menentukan nilai presisi, akurasi, linearitas, LOD, LOQ metode analisis

formalin secara spektrofotometri UV/VIS.

1.4 Manfaat Penelitian

Metode analisis formalin secara spektrofotometri yang telah divalidasi

dapat digunakan untuk menganalisa kandungan formalin pada suatu sampel

dengan hasil yang akurat.
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