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ABSTRAK

DHA (asam dokosaheksaenoat) dan EPA (asam eikosapentaenoat)
merupakan asam lemak tidak jenuh rantai panjang omega-3 yang terdapat
dalam susu bubuk dan dibutuhkan oleh tubuh dengan kadar tertentu untuk

perkembangan otak dan retina_g@aia. Karena kadarnya yang kecil, maka

diperlukan metode analis lektif. Penelitian ini bertujuan

untuk meneta usu bubuk secara

kromatogkafi ( ; akan reagen
pemetla 11STee 2o ester dan

3_keca injektor

suhwrdetektor 250°C, Mendglinakan pemrograman-suh gan suhu
0° Shaikan. s JCIkaenith sapai ToreY 230°C

alankan selama 100°me A an unakan sebaga™pelarut. Hasil

terhadap kandungap _DHA dan EPA

pada safpel A 4’;" sebes 01hb/b, sampel B

berturut-t P.00249°dan_0 01915065 /0. u6 D berturut-turut

sebesar 0,0068 vr/

Kata kunci : DHA, EPA, kromatografi gas, omega-3, susu bubuk
X + 104 hlm; gbr; tabel; lamp.
Daftar acuan : 36 (1960-2006)
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ABSTRACT

DHA (docosahexaenoic acid) and EPA (eicosapentaenoic acid) are a
long chain polyunsaturated fatty acid omega-3 that consist in powder milk and
needed for our body with certain concentration for brain and eyes

development. Because of a smallLrate, so it is required sensitive and selective

analyze method. Thesp to determine DHA and

EPA contentg 0 ygraphy which was

derivati { ;; ition of DHA
methyl e . S inute, injector

at which

fallowed by increasi nerature

2°Climi - 3t Ulke °@which wa aintainia@for 100

i . ; h re from 3 sampl€est
)
and tents in sample e U 393%and 0.0018 , In sample

vxh'o 006822 and

ed DHA

B were HAOQ "‘F )

0.001778

Key words : DHA, EPA, gas chromatography, omega-3, powder milk
X + 104 pg.; fig.; tab.; app.

Bibliography : 36 (1960-2006)
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BAB |

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Susu m \ o ap dalam pola makan
sehat ya : : . 'Susu dibutuhkan

oleh pe terutama ibu

Ibu ha diharuskan n u karena

' a
gtikan nutri angilebingi€ngkap urttk ; 'hannya,
gan-g talpscparti otakidan mate”

ak adalah sa : R )neitalam susu. [emak. seringkali
= [ ]

diangwbagai senyaé ] c p tubuh dgap dapat

menyeb n o.f; & pen t.a ANggap k #uhnya benar

karena

d ""ﬂh-'-—mamnﬁr-‘mm-ﬁ---" i, lemak juga

mengandung aﬂ jvg sangat dibutuhkan
tubuh (2).

Asam lemak essensial (essential fatty acids = EFAs) merupakan nutrisi
yang diperlukan dalam jumlah makro (gram/hari) dan tidak dapat dibuat oleh
tubuh manusia. Asam lemak essensial diperlukan untuk mempertahankan

fungsi sel dan jaringan tubuh, misalnya menjadi bagian dari barier membran
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sel dan organel, menjaga fluiditas dan reaktifitas kimia membran, juga

merupakan prekursor prostaglandin (2).

Asam lemak essensial terdiri dari omega-6 EFA (asam lemak linoleat)

(18:2 n-6) dan omega-3 EFA (asam lemak linolenat) (18:3 n-3). Asam lemak

esensial linoleat dan linolens peran sebagai bahan dasar untuk

pembentukan za ’ 5 0 >
dari prostagl [ Q ’

yang . !
dansiD plsx \

X

palike substances), terdiri
il. metabolismenya
taenoic acid)
fan sama

p sel otak

am linglerat barye enmitkan dal&m. minya PA dan

D g dapaigsla : misalayé.ikan dail | salmon.

%I Ik g = 1":5 | mMak maupun
elektronikgmesel ‘" IeNCdoFe e 1‘ ebifi, lanjut tentang

3). DHA dan EPA

DRA.dan EPA juga terd:;

pe”unya SUpIE v asS III P A1 3 SU

diperlukan oleh tubuh A \W“ efiépiu. Bila kadar DHA dan EPA
terlalu berlebih pada bayi, dapat menyebabkan pendarahan dan gangguan
sistem kekebalan tubuh. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian
mengenai kadar DHA dan EPA yang terdapat pada susu dan hasil yang
diperoleh dibandingkan dengan kadar DHA dan EPA yang diizinkan oleh

WHO. WHO/FAO melalui Standard Codex Alimentarius, Food and Drug
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Administration (FDA), European Society for Paediatric Gastroenterology and
Nutrition (ESPGAN) Committee on Nutrition, dan juga American Academy of
Pediatrics mengatur susu formula pada standar yang tinggi, sehingga bayi
yang diberi susu formula terjamin kebutuhan nutrisinya. Standar itu

diterapkan pada susu formula agar kandungan zat gizi susu formula tidak

kurang dari standar miniga gelebihi standar maksimum yang

telah ditetapka

Si \ 2 / : susu dapat
dilg metoe *q\'rf SKromate jerupakan
. : diu ] :

di [g atoriu industri.

Ha babkapgeleh tingkat Kébeilfasilangyarg tingd Intungan

|2 . " metade Ve egepata alisi g tinggi,

SW yang tinggi efisiensi pamisahz
menWis sampel ¢ Wah sampel

yang diperiu al Slati Iahpenelitian ini,

mampu

ompleks, d

gunakan untuk

diharapk
memantau kad sampel susu bubuk

yang beredar di pasaran.
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B. TUJUAN

1. Memperoleh kondisi analisis optimum DHA dan EPA dalam sampel
susu bubuk secara kromatografi gas.
2. Melakukan uji validasi terhadap metode atau kondisi analisis optimum

yang diperoleh

mpel susu bubuk dengan

3. Menetapkangked

&,
"> -
< s

L ZaS>>
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

A. SUSU
1. Definisi

Susu au hewan lain yang
dapat dik@ns > : N yang sehat dan

tidakgdik 0 ¥ 1 03 vahan lain (5).
Sus alah Cairan bepwarna putiy&Eng diperalel. dari NESiLoe ahan sapi
atallRbINatang menyusui lai g dapat dikonsumsi maupt gunakan
seBagamaha gar . Se )L Sust'pada umumnya 1alah susu sapi,

yang ambah ' ya, dipe fnan jalan

me Sapi yang s§ secara = ipar erta memp# berat jenis

minima 8 padg _ il GO 3 mini % (7). Susu
merupakag -_inﬁr :
1. Susu menganding za i ang penting bagi tubuh.
2. Mempunyai per il '”n‘f' ' purna dari zat gizi yang
terkandung didalamnya.

3. Gizi yang tersedia dalam susu dapat dicerna dan diserap oleh tubuh

secara sempurna.
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Susu yang paling ideal untuk bayi adalah ASI. ASI merupakan
makanan yang paling ideal untuk bayi karena mengandung semua zat gizi
yang dibutuhkan, seperti : sumber energi, meningkatkan sistem pertahanan
tubuh, serta penting untuk pertumbuhan dan perkembangan bayi. Selain ASI,

bayi juga membutuhkan tambahan susu formula pengganti ASI (8).

Kandungan susu formu mungkin dengan ASI| untuk

memenuhi seg b d idrat, protein, lemak,

vitamin, @lihe : 2 hildari susu sapi,
yanggka o[- 2 T , a @an mampu
me Ri. KEOUtUhanagizi ba Vil (Ke Agi orang

emiliki kandungan

KOmpOoSisi air sus

komp'“omponen ya

susu. Kompon

ada bahan pw, artinya

buh semuanvapat dalam
kam

ng dalam susu

idrat, mineral,

vitamin,
yang bersifat tr g antara lain lesitin,
fosfolipid, kolesterol, dan as

Komponen-komponen susu selain air disebut sebagai padatan. Jika

padatan dihilangkan lemaknya, maka disebut padatan bukan lemak (solid

non fat).

Penetapan kadar..., Vilka Fitriati, FMIPA Ul, 2008



Tabel 1. Komposisi Kimiawi Rata-Rata Susu Sapi.

Komponen Rata-rata (%) Variasi (%)
Protein 3,6 2,9-5,0
Lemak 3,8 2,5-6,0
Laktosa 4.8 3,6-5,5
Mineral (abu) 0,6-0,9

B5,5-89,5

j’ 4,5

a) ein

otei i dibag™@e ldmpok uta aitu ka (80%)

dag Whey (20%Y9S€la protein terse dapat pula

g (antibodi).
Y

jenis-{@mIs* protein lain Sepagai. eni immuno

Protein I@ da

b) Lema

Lemak m
1. Mempunyai arti o]

sebagai bahan mentah dalam pembuatan mentega. Usaha seleksi

su, karena :

ing karena dapat digunakan

sapi perah kadang-kadang ditujukan untuk menghasilkan jenis sapi

yang menghasilkan air susu yang kadar lemaknya tinggi.
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2. Lemak mempunyai nilai gizi tinggi atas dasar jumlah kalori yang
dikandungnya. Selain itu, lemak juga mengandung zat-zat lain yang
penting seperti asam-asam lemak essensial.

3. Lemak memegang peranan penting dalam menentukan rasa, bau, dan

tekstur.

Lemak merupakan dapat mempengaruhi kesehatan
manusig
ang terutama

ark (%) yang

sebagai

minyak berukure il di dalam

0,10-0,22, um. Globuia-globula

3 ulsi le ir, yang
berae am fase terdispersi ¢ lemak tetaJ karena
adanMan w)rotein dan

berikatan dengan asa : gugus OH ketiga berikatan
dengan asam fosfat. Lesitin termasuk fosfolipid berupa turunan lemak yang
mengandung nitrogen dan fosfor. Lesitin dalam susu terdapat dalam jumlah
0,02% sampai 0,04%. Lesitin berfungsi sebagai instantizer, yang akan
bergabung dengan partikel-partikel susu bubuk sehingga partikel tersebut

mudah menyerap air dan mempercepat penarikan air dalam pelarutan susu
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bubuk. Komponen lemak lain yang terdapat dalam susu adalah kolesterol
(C22H440OH). Kandungan kolesterol dalam susu sekitar 105-176 ppm, atau
sekitar 0,015%

c) Laktosa

Kelompok gula terkecil yang terdapat dan yang termasuk dalam

kelompok kimia organi aidrat adalah laktosa. Laktosa

merupakan dig 03 galaktosa dengan

ikatan a-#54. )S & Alg rvariasi antara

d) m=Garam Mineral

pifaair pada susu @ a yang
g berisi
minera 3 ; r ari unsur

anore atau mineral. JAda ahdungan eral dalam g susu dapat

Tabel 2. Kandt mw ?ﬁ?—\ AM 'Sust dan Dalam Abu."?

Unsur ﬁw‘ Dalam abu(%)

Potasium , 20

Kalsium 0,125 17,4
Klorin 0,103 14,5
Fosfor 0,096 13,3
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Sodium 0,056 7,8
Magnesium 0,012 1,4
Sulfur 0,025 3,6

e) Air

Komponen yang {e 3 ! u adalah air yang mencapai
85,5% sampg 5] - ebarnya komponen-
kompongil¥ s I ‘ < , ispersi secara

molekul Z : yarag erapa vitamin.

Pro : K2 1,18 mi ' : . koloidal,

.

adan S 1k
Bau, dan Ras d

se Kan lemak merupakaf

b ot
daigkekun . Warna putih
™

riboflavin dalam susu. Susu mempunyai bau dan rasa yang khas. Susu
juga berasa asin yang disebabkan adanya klorida, sitrat, dan garam

mineral (11).
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Kekentalan

Pada susu yang normal, kekentalan dipengaruhi oleh faktor-faktor
seperti protein, lemak, suhu susu, umur susu, dan yang penting adalah
kandungan kasein dan globula lemak.

Keasaman

Susu mempunyai pada suhu 25°C. Faktor pH ini

dalam susu. Bila pH

penting un
lebih fingg i) dan bila pH
lebi 4 bkan oleh
‘ enis dan Kerapata
: : i me edan rapatan

at jenis : . air pade g sama.

hmpunyal be

i air yaitu se ,027-1,035

uilr °C. Titik beku ini

berguna untuk men malsuan susu. Penambahan
1 % air (v/v) ke dalam susu akan meningkatkan titik beku susu sebesar

0,0055°C (13).
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4. Produk-produk Susu Olahan
1. Susu Segar
Susu ini adalah hasil perahan sapi atau yang biasa disebut
susu segar atau susu murni. Susu jenis ini biasa disebut sebagai jenis

susu yang paling dasar, diperoleh dari hasil perahan sapi. Susu hasil

pemerahan dari sapi dikonsumsi tanpa penambahan

zat apag J para peternak sapi.
)i pada suhu di
U f { k fsusu. Susu
entutidak ta ] i D[S G pan lama

apatagi pada suhu rua

1Su Pa J a

usu pf ¥ Su Par yang cngalami

‘s pemanasanipatls '@ sampai 66°C seld nimum 30
% mw 15 detik,

gan selanjutnya

diperlakUuka tis dan, di u maksimal 4,4°C.

3. Susu Konsentrat
Susu konsentrat adalah susu segar yang dipanaskan di tempat

khusus dengan maksud untuk mengurangi kadar air sehingga menjadi
susu yang kental. Susu konsentrat dapat dibedakan menjadi dua,

yaitu :
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= Susu kental tanpa gula (Unsweeted condensed milk,
evaporated milk), yaitu air susu segar yang sebagian airnya
(kurang lebih separuhnya) telah diuapkan di dalam ruang
hampa pada suhu 125°%130°C. Kemudian susu tersebut

dimasukkan ke dalam kaleng susu (can) tertutup dan

selama 15 menit.

disterilkan ps

3 ; , adalah susu segar

3 : dahulu kemudian

3 2 K 0 dak gula yang

ambabkan sehag ahan _pengawet™ ag 0%-44%,

~ : akny@ minimal 8,5% dart bak kering
> 3 ' manis idak™be uk bayi

arena ; : ya tinggHh®
HSkim d

1 5 enganWsusu tanpa
TN

yarproduksi susu skim ini

an lemak dan padatan

dikeringkan mel , sehingga dihasilkan susu

bubuk dengan kadar lemak tidak boleh lebih dari 0,1% dan kadar air

maksimal 3%.
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5. Krim
Krim dengan kadar lemak rendah adalah jenis krim yang hanya
mengandung 18-30% lemak susu. Krim jenis ini dikenal pula dengan
nama coffe cream atau table cream.

6. Susu Sterilisasi

Susu jenis igi &, homogenisasi, disterilisasi, dan
menjala S : gngat tinggi (UHT =
Ulj ‘ ] \ suwyang diperoleh
d ' ‘ : 5@ selama 2

otil. ‘dengan.atau tanpaspes K3 an bahan

ampanan makanan yaR ara ageptik (14).
asamhya DIas3 Jdal: K dan ‘sebaqi besar

eperlua ; ?mas da karton,

‘nya hanya pilkebltuhan masya setempat.

¥ang sa Inggi dengan

adap. kualitas nutrisi

bisa dimifie nI >, . i
7. Fortified Milk .‘ ‘g }.

Fortified milk adalah susu segar yang ditambahkan dengan

vitamin-vitamin dan mineral. Vitamin yang ditambahkan biasanya

adalah vitamin D.
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8. Susu Kering (Susu Bubuk)
Susu bubuk meliputi susu bubuk whole (whole milk) dan susu
skim bubuk. Susu whole bubuk adalah susu segar yang airnya
diuapkan sehingga kadar airnya tinggal 2%. Sedangkan susu skim

bubuk adalah hasil dari susu segar yang kadar lemaknya telah

dikurangi tinggal 0,18 apkan hingga tinggal 3%. Karena

susu skj dan kadar lemaknya

re & _ ak-anak yang
s
B.~ WAK'DAN LEMAK '

ipid ¢
amo A g apat di alarudak larut

ar sep er, kloroform,

# adalah sen

dala wapl Iar Jé

dan lain-laig=SE

)
O

a. Lipid yang™dapat disab ﬁ aity _apabia®ditambahkan dengan
larutan alkali Na akan me ilkan sabun dan bahan-bahan
lain.

b. Lipid yang tidak dapat disabunkan.
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Klasifikasi lipida menurut Bloor sebagai berikut :
a. Lipid sederhana adalah lipida yang terbentuk dari ester dari berbagai
alkohol dengan asam lemak. Lemak dan lilin termasuk lipid sederhana.
b. Lipid campuran adalah ester asam lemak yang selain mempunyai

gugus alkohol dan asam lemak, juga mengandung gugusan yang lain.

Fosfolipid, glikolipid gulfolipid termasuk lipid campuran.
c. Lipid t : al ang dihasilkan dari
, lgliserol, steroid,

alketon.

ipid. tefmasuk golonga o yang memp Al dUaeSi aitu sifat

suka, airdan tidak suka air thidrofilfdanghtdrofob). Sifat SUKa a
ak*sadalah pat  Ke - ' ' : polar,

at tida ] ik pon yang

pakan hasil hidrolisis
dari bahan lemak atau k atau minyak berada dalam
bentuk trigliserida yang bila dihidrolisis menghasilkan gliserol dan asam
lemak rantai panjang (16).

Asam lemak adalah asam organik berantai panjang yang mempunyai

atom karbon dari 4 sampai 24. Asam lemak mempunyai gugus karboksil

tunggal dan ekor hidrokarbon non polar yang panjang yang menyebabkan
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kebanyakan lipid bersifat tidak larut dalam air dan tampak berminyak atau
berlemak. Asam lemak tidak terdapat secara bebas atau berbentuk tunggal di
dalam sel atau jaringan, tetapi terdapat dalam bentuk yang terikat secara
kovalen pada berbagai kelas lipid yang berbeda.

Asam lemak bebas hanya sedikit terdapat secara alami. Kebanyakkan

asam lemak diperoleh melg aak, yang : (1) merupakan asam

monokarboksilg g g dapat berionisasi

dan non gala : ] terbentuk dari
= » tom C ganijil);
(3) 1 j ]

emak jenuh da ¥ lemp@K tidak jenuh dEMGa

ah atom

nap Jérantai ufus me baqgian terbesar dari asdam lemak

dale alam ( Or 0k: munc jenuf a, yaitu

hany gandung ika tur A aulbagian ini mung ifat tidak

jenth s g 0 '--. asa% tak jenuh

terdapat ik ¥di_aatara atom karbon

no.9 dan no.10. ' ) bahan, ikatan ini biasanya

lemak yang mengandung dua atau lebih ikatan ganda, ikatan ganda tersebut
tidak pernah terkonyugasi (-CH=CH-CH=CH-), tetapi terpisah oleh gugus
metilen.

-CH=CH-CH>-CH=CH-
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Ikatan ganda hampir semua lemak tidak jenuh yang ada di alam berada
dalam konfigurasi cis, yang menghasilkan suatu lekukan kaku pada rantai
alifatik.

Penggolongan asam lemak jenuh dan tidak jenuh ini berguna dalam

teknologi makanan karena asam lemak jenuh bertitik leleh jauh lebih tinggi

daripada asam lemak tidg a hal ini mempengaruhi secara

bermakna sifa lg & ph asam lemak jenuh

t als / rt dilihat pada

Tabel 3%GontohlAsam-Asam Lemak Jert

WS-

H ‘ﬂ Kaproat anoat

s |Iat ' -oktanoat

dapat dil

Tabel 4

-_.ri n-dekanoat

Asam [ aura n-dodekanoat

C14H2505 am Miristat n-tatradekanoat

C16H3202 C45H31COOH Asam Palmitat | n-hexadekanoat

Penetapan kadar..., Vilka Fitriati, FMIPA Ul, 2008



19

Tabel 4. Contoh Asam-Asam Lemak Tidak Jenuh

Rumus Rumus Struktur Nama Nama

Molekul Umum Sistematik

C1gH3402 CH3(CH,),CH=CH(CH,),COOH Asam Oleat Oktadek-9-

enoat

C18H3202 | CH3(CH2)4(CH: Oktadeka-9,12-

dienoat

Oktadeka-

15-trienoat

sam ikosa-

Arakidona 1,14-

etraenoat
) Eikosa-
8.11,14,17-

pentaenoat

Asam Dokosa-
4,7,10,13,16,19

-heksaenoat

Ada penggolongan lainnya yang membedakan antara asam lemak
essensial dan non-essensial (17). Asam lemak non-essensial merupakan
nutrisi yang diperlukan oleh tubuh dan dapat di sintesis oleh tubuh manusia.

Asam lemak-asam lemak essensial (essential fatty acids = EFAs) merupakan
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nutrisi yang diperlukan dalam jumlah makro (gram/hari) dan tidak dapat
dibuat oleh tubuh manusia. Asam lemak essensial diperlukan untuk
mempertahankan fungsi sel dan jaringan tubuh, misalnya menjadi bagian dari
barier membran sel dan organel, menjaga fluiditas dan reaktifitas kimia

membran, dan juga merupakan prekursor prostaglandin (2).

3. Asam Lemak On : " ]
As > q } 0 samilemak linoleat)

(18:28n - f 3; ). [{Perbedaan

pertama

at ini mempunyar pe penting

fga 1ro san yangberperan

pembe ah (18).

Kurang mengandu am  lemak

essensi%seb _ 3 fakior-fakic 19 enghMonversinya
V7 N\

menjadi RN pertl ae 3, Kole 1“-1--* as, kekurangan

mineral, virus, damasia lanj gnyebabkan _seseorang perlu mengkonsumsi
makanan tambahan (foce#SHpf !ﬁ“ﬁ! v engandung senyawa tersebut
di atas atau turunannya (2). Contoh rumus struktur asam a-linolenat (omega-
3): !
e Y

- . s T . ~
iX

Penetapan kadar..., Vilka Fitriati, FMIPA Ul, 2008



21

Contoh rumus struktur asam linoleat (omega-6) :

Asam lemak omg lemak tidak jenuh yang

mempunyai be a ' g crtama berada pada
atom karen of sugus metil omega

adalg i . \ AS; omega-3

ad asant lemak.linolenat 1 -3), asam. lemdk e entaenoat
(E

\ 0°5, n-3

telWigunakan dapdike % s€ h dunia. ASW omega-
= [ ]

3 yawg banyak pt dan DHA. BWi penelitian

tentang peng m leg 0a=s, terh sekz;n antara lain

), dan asa makidokqg8aheksaenoat (DHA] n-3).

palinggbany akd ampadasminyak v ak ikan

3

dapat me

tipe kanker. As’

meningkatkan kekebalan tu

I, dan beberapa
sebagai antiinflamasi,
h; nan resiko kematian mendadak, dan

resiko penyakit jantung koroner.

Asam lemak terikat pada gliserol sehingga pada analisis secara
kromatografi gas perlu diadakan transesterifikasi untuk membentuk metil

ester yang bertitik didih lebih rendah. Baik asam maupun basa dapat dipakai
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sebagai katalis dalam proses metilasi tersebut, BFs-metanol merupakan

katalis yang paling luas digunakan.

Metode analisis dengan kromatografi gas mampu memisahkan
komponen asam lemak-asam lemak penyusun suatu lemak, sedangkan

untuk  mengetahui masing-m g komponen dilanjutkan  dengan

spektrometer mags igas-spektrometri massa

tersebut dap A emak atau minyak

dengan il

C.bk aenoatiD 'osap@J(EPA)
o

..... geic acid, C22:6 w-

1. kosaheksa

DHA merupakan komponen yang sangat penting dari fosfolipid pada
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membran sel manusia, khususnya pada otak dan retina. DHA diperlukan
dalam mengoptimalkan pengembangan saraf dan ketajaman visual. DHA
adalah asam lemak omega-3 yang banyak terdapat pada ASI (Air Susu lbu).
Tubuh manusia sebenarnya secara alami memproduksi DHA, namun

jumlahnya terlalu sedikit sehingga perlu tambahan dari luar (8).

Susu formula yangs A baik untuk pertumbuhan otak,
tetapi mempu ek o} an sistem kekebalan
tubuh bil@8d : gandung DHA

berlebih o Ke 0 DHA akan

v-- an

im desa ghdan elongase. Dafam 51 normal,

itu mengubaMlemak¥ megjadi asam linoleat™da am alfa
crseput K \ ohic acid).

gSang p i li : gencerkan

darz memperlebafs pen afadSedangkan erangsang

produwnbo memt

pembuluh_daralr alahihanal clo cnai

’ 1 AN _mergurangi produksi
DHAnya dan secara™o iw rg * AA akamktt berkurang (20).
Menurut OrganisasiliSes h;wl‘ N/!O), kadar ideal DHA untuk

bayi normal maksimum 20 mg per kg berat bayi per hari. Sedangkan kadar

agental d empersempit

DHA untuk bayi prematur, WHO menyarankan 40 mg per kg berat bayi (8,

20). DHA berperan penting pada semua tahap kehidupan manusia, sejak

masih dalam usia yang sangat dini, dalam kandungan, dan sampai usia yang
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sudah lanjut (20).

2. Asam Eikosapentaenoat (EPA)
Eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 n-3) adalah salah satu asam lemak

omega-3 yang dibutuhkan oleh tubuh. Nama trivial EPA adalah timnodonic

acid. Secara kimiawi, EPA# karboksilat dengan rantai karbon

20 dan lima | D a berada di atom

karbon kghigz sebagai berikut :

&
i ) <3 itu, bayi

yang | aka PA m@8 prekursor

pro fin-3 (yang ginfibis . edrdsiiplatelet), thrd san-3, dan

grup Mé osanoid). FRPAxai dariw( ikan atau
7 -

1 aneed, ikan haring,
mackerel, salm i

y 0, gan s | ‘
Menurut ISSF!! w yor The Study of Fatty Acids

and Lipids), formula untuk bayi mengandung kurang dari 0,1% EPA. EPA

makanan ole ngaindung

untuk orang dewasa yang cukup minimal 220 mg/hari (21).
Asam lemak omega-3 termasuk EPA berfungsi untuk memperbaiki
respon imun dan membantu mengobati penyakit autoimun inflammatory

seperti rheumatoid arthritis. Asam lemak omega-3 termasuk EPA juga
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mempunyai efek positif pada penyakit paru-paru dan ginjal, menjaga

kesehatan jantung, serta mencegah akumulasi kolesterol dan lemak pada

dinding arteri. Suplemen minyak ikan juga dapat mengurangi tekanan darah

tinggi pada penderita diabetes (21).

D. Metode Analisi

S,

'Hakan 170°C

(DHA) dan Asam

atografime anghdilgngka@pi deagais. detek(d 3si nyala,

akan O ; Baedengs )8 bm dan

diameter 0,25 m D). d rampartikel 0,2 thur yang
[ [

suhu detewOOC. Gas
Y

pemba IgUN§ 2 3lium

detektor MSD
5972 danﬂ ..Utor 300°C, suhu oven
terprogram 180°C (1 the C/menit sampai 200°C (1 menit),

naik 10°C/menit sampai 280°C (3 menit). Gas pembawa yang

digunakan adalah helium dengan laju alir 1,1 ml/menit (2).

Kromatografi gas dilengkapi dengan detektor ionisasi nyala (7673 FID),
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autosampler, automatic injector, split injection port dan kolom kapiler
silika kering 100 m dengan diameter 0,25 mm dilapisi dengan 0,2 m
cyanopropylpolysiloxane (CP-SIL 88). Temperatur injektor dan
detektor sebesar 225° C. Temperatur kolom 70°C (4 menit setelah

injeksi), naik 8°C/menit sampai 110°C, meningkat 5°C/menit sampai

170°C dan diperta menit. Kemudian meningkat 4°C

sampai & 240°C dipertahankan

s : > Dé 3 dig alah hidrogen
d‘ \l\‘ el g ‘)ir 32 ml/menit
\ ormatografi gas ya dilgRgka@lr dengan deteKtor 101 i nyala,

ggug packed colu hrgiosorb lenga n mesh

g, tempé o z 1 dan 210 pembawa
digunakan 1L A

R q o B _de delekior, ionisasi nyala,

menggungRan packeercq “ engai. 12 7 "stlan 10C dalam 110/120
Chromosorb® W ."kf : atur yang digunakan 150°C

dengan kenaikan suhu 4°C/menit sampai 250°C yang dipertahankan

kemurnian o. Volume

selama 10 menit. Gas pembawa yang digunakan adalah nitrogen
dengan laju alir 25,0 ml/menit dan volume injeksi 1,0 pl (25).

e Kromatografi gas (model Clarus 500, Beaconsfield, UK) dengan
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detektor ionisasi nyala menggunakan kolom CP-Sil 88. Temperatur
kolom yang digunakan 70°C dengan kenaikan suhu 13°C sampai
175°C yang dipertahankan selama 27 menit dan meningkat kembali
4°C sampai 215°C yang dipertahankan selama 36 menit. Gas

pembawa yang digunakan adalah helium dengan volume injeksi 0,2 pl

(26).
2. Metode Krq
apikdengan ELSD
ok kolom

iSOrD ~ S3\/od ngan a100 x 4,6.mm . D dag in partikel

o Edju alir 2 ml/menil, daRmeng@unakan elusi gradre |'nperatur
or 40°4 al ' .

-
S

E.bTOGRAFI G

1. Teori

terdapat dalam suatu campuran diantara dua fase, yaitu fase diam dengan

permukaan yang luas (cair atau padat) dan fase gerak (cair atau gas) (28).
Kromatografi gas adalah suatu cara untuk memisahkan senyawa atsiri

(menguap) dengan mengaliri gas sebagai fase gerak melalui fase diam. Bila

fase diam berupa zat padat, kita menyebut cara ini sebagai kromatografi gas-
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padat (KGP). Bila fase diam berupa zat cair, cara tadi disebut kromatografi
gas-cair (KGC). Pemisahan campuran menjadi komponen-komponennya
pada kromatografi gas-padat terjadi karena perbedaan adsorpsi relatif
masing-masing komponen pada fase diam padatan, sedangkan pada

kromatografi gas-cair pemisahan terjadi karena perbedaan kelarutan (partisi)

relatif masing-masing komg diam cairan (29,30).
Kromatg o ke K isa secara kualitatif
maupun AN almembandingkan
si§ dari suatu

sedangakan . ntitati dtlak dengan

gkan tinggi dan“aas ca@kromatogram dg si yang

diz dengangfingol atatiuas rogfiatogra i pempandifig (29).

ghan p r ole ofc denga or, yaitu
kebkolom dan H

'#. Kee ; % ecara tltatlf dengan
alent of Theoritical

ada ' BNjaRg :(qm....v- g diperlukan untuk

mencapali i hwr! di antara fase gerak dan fase
diam. Efisiensi kolom menentukan pelebaran puncak
kromatogram, semakin banyak pelat teoritis makin baik daya
pisah dari suatu kolom (29).

b. Keefisienan pelarut disebabkan oleh antaraksi linarut-pelarut

dan menentukan letak relatif linarut pada kromatogram.
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Keefisienan pelarut dapat dinyatakan dengan harga retensi
relatif atau dengan perbandingan dari koefisien partisi dari dua
komponen (29).

Pemisahan dua puncak yang berurutan dapat diukur dengan resolusi.

Resolusi adalah ukuran keefisienan kolom dan pelarut. Resolusi dapat

menerangkan sempitnya p pemisahan antara dua maksimum

puncak.

igteT kromategrafi J@ iéreriukanmsistem ~tecti sempurna

pada tempat keluariga gasy temiPeratur harus KOMSta u dapat

perleagkapar dete erekam

lalah sefl t:

i ai Tie : “ ografi se | fase gerak
digunakanmsga pemb ] ., h dkammadalah helium,
hidrogen, nitrogem;da 5 . -‘

Gas pembawa !an‘a *w

1) Lembam (inert) untuk mencegah antaraksi dengan cuplikan atau

pelarut (fase diam) serta tidak beracun. Karena gas tersebut inert
maka interaksi antara molekul gas dapat diabaikan, kecuali pada

tekanan tinggi.
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2) Dapat meminimumkan difusi gas, koefisien distribusi suatu senyawa
ditentukan oleh kemudahan menguap fase diam.

3) Mudah didapat dan murni, kemurnian gas pembawa sangat penting
karena pengotoran sedikit saja dalam gas itu dapat menimbulkan

bisingan pada detektor. Umumnya gas pembawa dialirkan melalui

penyaring moleku pgkan uap air yang biasanya

terdapa

ﬁ 2k ¢ Or penghantar

pas paling.cacok dene 9gen atawheliun. Up banyakan

~ arnelium merupakarmigilihamipe a (28, 29, 31

ekana 2e al

b.
‘ tur tekanaa digu 2, untuke pgatur tekandembawa
dan uwnjaga <ana] ) )BMDE ut kw

n, sedangkan

s gas.pembawa konstan.

pengatur g

Aliran gas yang ko aNg an pada@kromatografi gas agar

diperoleh analisis yang

c. Tempat Injeksi
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Suhu tempat injeksi menentukan kecepatan cuplikan diuapkan.
Tempat injeksi diatur pada suhu agak tinggi, untuk cuplikan yang tidak terurai
kena panas, biasanya sekitar 50°C diatas suhu kolom. Hal ini diperlukan
supaya semakin cepat cuplikan masuk ke dalam kolom dalam volume yang

sangat kecil. Cuplikan harus dimasukkan ke dalam kolom sekaligus. Cuplikan

biasanya dimasukkan deng ge) kedap-gas (29, 31).

omponen
aga, baja
5 tengah

Alatiteori dan

yang lebi

ing dapat berbent M ata elingkar. Mus lebih
efisiew dapa jaditidak _- ekerjawsuhu tinggi.
Tabung bjax ’?ﬂ\v ‘\\ dak, dimasukkan ke

e : ,..

dalam thermosta ﬁ arangpaling sedikit harus sepuluh kali

garis tengah kolom, yait < hw‘\‘ umkan difusi dan pengaruh laju alir.
Dua tipe kolom yang digunakan pada kromatografi gas :
1) Kolom yang terpaking (packed columns)
Kolom yang terpaking berisi suatu material pendukungan padat

inert yang dilapisi dengan suatu fase diam cair atau padat. Sifat alami

material pendukung yang melapisi menentukan seperti apa macam
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bahan-bahan yang dapat diadsorbsi dengan kuat. Dengan begitu
banyak kolom yang tersedia, semuanya dirancang untuk memisahkan
komponen campuran secara spesifik. Kebanyakan kolom terpaking
mempunyai panjang 1,5-10 m dengan garis tengah dalamnya 2-4 mm.

kolom terluar biasanya terbuat dari gelas atau baja nirkarat.

2) Kolom kapiler (capilla
agah internal sangat

pisiidengan bahan-
Kap , silica dengan

atl polyimidespada sa olom inissangat Neksip aka suatu

KOIOM yang sangat pamjang@ifiap; asuk ke dala oil yang

Pemiliha e g sesua 2misahan

‘tu sangat ting

besar fase air dapat

polar atau gugus terpolarisasi yang terikat pada kerangka non

polar yang besar), contoh : ester dari alcohol yang mempunyai
BM besar seperti dinonil ftalat.
3. Fase cair polar (senyawa ini mempunyai bagian gugus polar

yang relatif besar), contoh : carbowax (polyglicols).
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4. Fase cair yang mempunyai ikatan hydrogen, contoh : glikol,

gliserol, asam hidroksi (29, 30, 32).

e. Detektor

Alat ini akan mendeteksi komponen-komponen yang meninggalkan

kolom. Bagian alat ini akag percobaan pada lembaran kertas
berupa kumpu (
Detekt ) , r [ diferensial dan

detekto 2 ; S a geketika itu

juga eCeDatan.alican seke iltiga. Detektor INtEQLS imbahkan

isyara ckellka itu juga “‘@an mbgftkan jumlah
digunakan un alis jalitatif. Sedangkan sy det diferensial

unit 8 kuantita

am-macam d tor M na pada kromads:
1, Dﬁ%ond had (Tharniaice Dew

Prinsipgker am

i meRife dengan adanya analit

e * hﬂil enyebabkan kenaikan

2. Detektor ionisasi nyala (Flame lonization Detector)

pada gas pe

resistensi.

Prinsip kerjanya adalah komponen yang dibakar pada suatu nyala akan

menghasilkan ion, ion-ion ini dikumpulkan dan diubah menjadi arus listrik.

3. Detektor penangkap elektron (Electron Capture Detector)
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Prinsip kerjanya adalah pada waktu spesies-spesies yang bersifat
elektronegatif melewati detektor, spesies-spesies tersebut menangkap
elektron-elektron termal yang mempunyai energi rendah, hal ini
menyebabkan penurunan arus sel.

4. Detektor fotometri nyala (Flame Photometric Detector)

Prinsip kerjanya ada awa nitrogen dan fosfor yang

> 3 8 4 esies kemiluminesen
0jte D3 0 o!

5. Déte ol o (N ‘ ilp 0
i dalah ‘av =S|

Kerlanya

dibakar da

yang ¢

cnyebabkan peningkatafiy arusipadasnyala yang dipe an uap

garam logam

aruwtrol hingga

beberapa gperptitiha ! d_.pe teliti. Kolom

biasanya disimpaf™=dar_dalam e:FWo at u kolom optimum

bergantung pada titik didik t pemisahan yang diperlukan.
Secara kasar, suhu kamar dengan atau sedikit di atas titik didih cuplikan

menghasilkan waktu elusi yang baik (32).

g. Perekam
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Perekam yang dihubungkan dengan bagian luar detektor berfungsi
untuk menghasilkan gambaran yang disebut kromatogram. Kromatogram
yang dihasilkan dapat digunakan untuk analisis kualitatif dan analisis

kuantitatif (29).

3. Perhitungan Dalam

a. Retensi (

stensi bakt it
gretensi za

DN PORiE

c. Jumlah le f

2
v
t = waktu retensi zat
w = |lebar alas puncak
d. HETP
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HETP = L
N
L = panjang kolom
N = jumlah lempeng teoritis

e. Faktor kapasitas (k’)

IR Fa

Sampel

ncak dari

ses dimana suatu metode
ditetapkan melalui serangkaian uji laboratorium bahwa karakter penampilan
metode tersebut memenuhi persyaratan untuk penerapan metode yang

dimaksudkan. Tujuan utama validasi adalah untuk menjaminkan metode
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analitik yang digunakan mampu memberikan hasil yang cermat dan handal
sehingga dapat dipercaya (35).

Karakter penampilan metode dinyatakan dalam istilah parameter
penampilan analisis. Beberapa parameter penampilan analisis yang harus

dipertimbangkan dalam validasi metode analisis diuraikan di bawah ini.

1. Kecermatag
jat kedekatan hasil
analigis A > n kdinyatakan

bersen perolehan kembalig(recove analit "vang bahkan.

1l metode

ditentukan den@ap d araWwaitu metode si

an ba [ ala dia métode tersébut, p rolehan

atakan < ' g dip€e gan hasil

yang arnya. Kirite H i a hasil ana emberikan
ratio MO% 1205 : , D kec@ sedikitnya
lima sampek.y2 g nl"'-j\‘ vr-- arus disiapkan
%.qiii kangdngan yang diharapkan

dengan kadar antara ol % ..sa '

‘.’

(35).

2. Keseksamaan (precision)
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
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diambil dari campuran yang homogen. Keseksamaan diukur sebagai
simpangan baku atau simpangan baku relatif (koefisien variasi).
Keseksamaan dapat dinyatakan sebagai keterulangan (repeatability) atau
ketertiruan (reproducibility). Kriteria seksama diberikan jika metode

memberikan simpangan baku relatif atau koefisien variasi 2% atau kurang.

Akan tetapi kriteria ini sag gantung pada konsentrasi analit
yang diperiksg b ium. Dari penelitian
dijumpai Bah i T unnya kadar analit
yangddi k , : ' [ paling sedikit

ena Rk Sampe ) his matriks

ya 10 n(35)

S (speci
‘tifitas sua metode /. adalah mampuannd hanya
mengMalit aja’‘secara cer

komponengdain Va

4. Linieritas dan Renta v ;

Linieritas adalah kemampuan metode analisis yang memberikan

3.

Aeseksa ngan adanya

N

s e .ﬂ"

respon secara langsung atau dengan bantuan transformasi matematik yang
baik, proporsional terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Sebagai
parameter adanya hubungan linier digunakan koefisien korelasi r pada

analisis regresi linier Y = aX + b. Hubungan linier yang ideal dicapai jika nilai
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b=0 dan r = +1 atau -1 bergantung pada arah garis. Sedangkan nilai a

menunjukkan kepekaan analisis terutama instrument yang digunakan (35).
Rentang metode adalah pernyataan ras terendah dan tertinggi analit

yang sudah ditunjukkan dapat ditetapkan dengan kecermatan, keseksamaan,

dan linieritas yang dapat diterima.

5. Batas detels
pel yang dapat

gken dengan

b_Mmerupa uantisasi

Darameter padafana
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BAB Il

METODOLOGI PENELITIAN

A. ALAT

1. Kromatografi_ga g dilengkapi dengan capillary

colum A 2 mMm menggunakan

ior 250°C.
an reflt
-glat gelas yang u digunakan dalam analisiu.

BHI(\ oil yang g2 - 5 % dan VZ % (Tama
Biochemical)iE @Am)‘lﬁq oferm (Merck); Metanol

idroksida (Merck);
Dietil eter (MW MSam klorida (Merck);
Gas nitrogen (HP); Heksan

rck

; Toluen p.a (Merck); Asam Sulfat
pekat (Mallinckrodt); Natrium bikarbonat (Merck); dan 3 sampel susu

bubuk A, B,dan C.

40
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C. CARA KERJA
1. Pembuatan larutan induk baku DHA dan EPA
Ditimbang +300 mg baku DHA oil, dimasukkan ke dalam tabung

reaksi, kemudian ditambahkan 25 ml reagen pemetilasi metanol-toluen-

asam sulfat pekat (20:2 ama 120 menit pada suhu 75°C

sampai 804 it di ditambahkan 25 ml

an dipindahkan

at,xdidiamkan

an ditapbahkan 25 n natrium

arbonat 2 % b/v lalu dikocadk¥ didi@mkan dan lapisan ali luarkan.

me 0 air yang masih tersisa ditambahkan 5 sulfat
2 dikocok ‘@& i 1 meng pESupernate dahkan ke
hbung reaksi [ an sampaitkering menggunakan gas No.
Setewmgl a. Diperoleh
laruta ppm dan EPA
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2. Mencari kondisi analisis optimum untuk campuran DHA metil
ester dan EPA metil ester

Larutan induk DHA oil yang mengandung DHA metil ester

8822,15 ppm dan EPA metil ester 2470,20 ppm disuntikkan sebanyak 5,0

Ml pada kromatografi gas. Parameter yang diubah adalah suhu awal

kolom dan kecepatan kan pada pemrograman suhu

dengan ke ai suhu 230°C dan
dipert@fia : , lomkadalah 120°C,

180° 0% g.\a enit.
Dilak i iasi 1 as 1,35;

ae Jc- ceed

8U; dan 2,00 ml/menit*dengall suierr awal kolom 120"

12 C/rg ampatimentapal < glama 100
Ngan tekanan gas nb ‘ ; si, suhu

30°C dan suhtl d&t

1,5.
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3. Validasi metode analisis DHA metil ester dan EPA metil ester
dalam produk susu
a. Pembuatan kurva kalibrasi DHA metil ester dan EPA metil ester
Pembuatan  kurva  kalibrasi  baku DHA ol

menghubungkan 6 titik pada berbagai konsentrasi. Dibuat larutan

baku DHA metj asentrasi 1270,39 ppm, 2117,32

n, dan 8822,15 ppm.

: } ester dengan
983,08 ppm,

ppm._Masifg=ma dengan

perbagai  konsentfigs sel disuntikkan ke d kolom

rorgdtografi gd ,0 giFdengar ndisi terpilih.

as punca t . °A me
‘olah secaragste ) broleh persa
TZASS T

itasi DHA metil ester

atat dan

garis linier

dan EPA meti
Batas deteksi dan kuantitasi DHA metil ester dan EPA
metil ester dihitung melalui persamaan garis regresi linier dari kurva

kalibrasi masing-masing.
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c. Uji presisi DHA metil ester dan EPA metil ester
Uji presisi dilakukan dengan melakukan pengukuran
sebanyak 6 kali untuk tiap konsentrasi dan dilakukan pada 3
konsentrasi yang berbeda. Dibuat larutan baku DHA metil ester

dengan konsentrasi 1270,39 ppm, 2117,32 ppm, dan 2646,64 ppm.

Kemudian dibug paku EPA metil ester dengan
S ¢ 41,06 ppm. Masing-

rsebut disuntikkan

ondisi analisis

onsentrasi. Kem

oefis arias

‘i perolehan KefhBa A tifester dan EPA md

!

. GRaSile i(sesuai IHnl‘rose ur
. if' - i\ dergan prosedur 4)

kka g calksi mudiaagditambahkan 5 ml
reagen pemetilasi ) epeasam Sullat pekat (20:10:1) dan

refluks selama shu 75°C sampai 80°C diatas
penangas air. Setelah dingin, ditambahkan 5 ml larutan natrium
klorida 5 % b/v dan 10 ml n-heksan. Larutan dipindahkan secara

kuantitatif ke dalam corong pisah kemudian ditambahkan baku

DHA metil ester dan EPA metil ester dengan konsentrasi masing-
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masing 2641,14 ppm dan 744,03 ppm, dikocok kuat-kuat, didiamkan
dan dikeluarkan lapisan air. Kemudian ditambahkan 5 ml larutan
natrium bikarbonat 2 % b/v lalu dikocok, didiamkan dan dikeluarkan
lapisan air. Untuk menyerap air yang masih tersisa, ditambahkan 1

g natrium sulfat anhidrat, dikocok dan dibiarkan mengendap.

Supernatan dipi in tabung reaksi lalu diuapkan
dingin, residunya
pI disuntikkan
peeti di atas

ster pada

sar 3521,52 ppm dan 292504 ppm,

n dan B,04 pp

ekstraknya disaring dengan kertas saring bebas lemak, ditampung
di corong pemisah. Cuci Erlenmeyer dan kertas saring + 3x dengan
kloroform-metanol (sampai pencucian sempurna). Tambahkan

NaCl 9% dalam air (larutan garam). Kocok dengan kuat dan
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biarkan hingga memisah, lalu lapisan air dibuang dan lapisan
kloroform dipindahkan ke dalam corong pisah yang baru. Kemudian
cuci lapisan kloroform dengan kloroform-metanol-larutan garam
(3:47:48 v/v). Fase kloroform yang mengandung lemak kemudian

diuapkan.

hg dalam labu
bakkan 20 ml
kkan labu

endingin

pada penangas airfiang selama 2 jam dengaa

egak ginka 10 n sehinggagdiperoleh

Utan sab®¥ g ga ano! dalam 3
| petroleum ke A k sambil diko@
#\ biarkan 1t api%petroleum eter

lalu pisdhka .

c. Pembebasan asam lemak

dahkan 25

dengan kuat

Pada lapisan air yang telah dipisahkan dan dicuci,
tambahkan 3 ml HCI 1,5 N dan tambahkan 25 ml petroleum eter

lalu kocok dan biarkan sampai larutan tersebut jernih dan memisah.
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Fase petroleum eter yang mengandung asam lemak ditampung.
Lalu cuci lapisan air dengan petroleum eter (5 ml) +3x dan
pisahkan. Kedalam petroleum eter yang mengandung asam lemak
tambahkan £10 ml air lalu kocok. Fase air yang terdapat di bagian

bawah dibuang. Petroleum eter dikeringkan.

d. I
t 2 ; 0 asil ekstraksi

A dahmgikeringk tabua eaks! _dita an 400 pl

arutan baku metil tikosaR®at @tdu TME (sebagai baku nal) lalu

dikeingkan dene aliran. gas N> [ a ke am tabung
aksi tersebut dita ] 0 la-metane gialiri gas
H Setelah t A pat, dipanaskan sefama™ menit di
am pend 0 idinginka telah dingin,

“agl
e N

ita A : “ [2aelpdialiri gas N, dan

,

dipanaSKan lagiss i “ meniiedi_daldm _penangas air. Setelah
cairan didingi W Le dalam tabung dimasukkan
2,0 ml n-heptana dan dikocok selama 30 detik. Selanjutnya
ditambah 5 ml larutan NaCl jenuh, dialiri gas N, dikocok dan

didinginkan, diambil lapisan n —heptana untuk dianalisis

menggunakan GC. Bila tidak langsung diinjeksikan ke dalan GC,
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lapisan n -heptana disimpan dalam vial bertutup setelah

sebelumnya udara dalam vial diganti dengan gas No.

= Metode B

Asam lemak hasil ekstraksi ditimbang kemudian

ditambahkan 5 ilasi metanol-toluen-asam sulfat

pek: 1 ¢ 21 pit pada suhu 75°C

: O3 - g ' jimgiditambahkan 5
: , . Larutan

dicindabkaamsecara alaiii. Corong , dikocok

uat-kuat, didiam C eluarkan lapisa |lfmudian
ditam Kan Alriugd*oikarbd dikocok

fiamkan @ DIS : 2luarka Untuk ir yang

asih tersisa,jdita b y Ao sulfat anhdacok dan

1#larka : . . hkan“.dalam tabung
e ™

i gaun gas N,. Setelah

dingin,Iesidug ia ‘ dengan. 10.0"ml n-heksan. Sebanyak
5,0 i disuntikiaffifladTOm :»-gas.
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5. Analisis kualitatif dan kuantitatif DHA dan EPA dalam tiga produk
susu

Untuk analisis kualitatif dan kuantitatif, dilakukan ekstraksi

produk susu seperti cara penyiapan sampel. Sebanyak 5,0 ul

disuntikkan pada kromatografi gas dengan kondisi analisis terpilih.

a. Analisis kualitati
gram sampel dicatat

ktuwretensi larutan

AW

uas puncak DHA estagifdan EPA metil "esler tat dan

dihi adarnyagde g3l ieémbandingka 8s pu DHA metil

lemak

er dan

‘eseluruhan.

-

uas pumne
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. HASIL

1. Mencari kg dokosaheksaenoat
metil es ; e t metil ester
(EPAIM

ondisi analisis opti etapan kadar DMA"MELill@ster dan

ERA estes alah “elus] of atur stthtrawal kolom

120 aikan encapa 0°C yang

dipe an selama alir yang @ kan untuk
mengw ko 1 t. SMektor diatur
pada suh " ‘ ‘ 1“ #2502C  \Waktu retensi

DHA metil ester te darsranalisis optimum berturut-
turut adalah £29 menit ) a%&matan alir 2,0 ml/menit,
waktu retensi dari DHA metil ester dan EPA metil ester lebih cepat, nilai
HETP dan jumlah lempeng teoritisnya juga tidak jauh berbeda. Tetapi dengan
mempertimbangkan keamanan kolom maka dipilih kecepatan alir 1,35

ml/menit untuk kondisi analisis optimum. Hasil selengkapnya dapat dilihat

pada Gambar 1, 2, 3, 4, 5, 6, serta Tabel 5.

50
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2. Pembuatan kurva kalibrasi asam dokosaheksaenoat metil ester (DHA

metil ester) dan asam eikosapentaenoat metil ester (EPA metil ester)

Persamaan garis kurva kalibrasi untuk DHA metil ester adalah

y=0,9909x + 86,9990 dengan koefisien korelasi r=0,9992. Persamaan garis

kurva kalibrasi untuk EPA y=0,8440x + 3,9986 dengan

ijhat pada Gambar 7,

koefisien korel; X = 0 3
8, Tabel e '

tkan batas

saei

Pats uantitasi DHA

metil ester da metl < ﬁ sebhesar 1228,08 ppm dan
524,34 ppm. Hasil sele ny w* i ada Tabel 8, 9 dan Lampiran

2.
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4. Uji presisi asam dokosaheksaenoat metil ester (DHA metil ester) dan

asam eikosapentaenoat metil ester (EPA metil ester)

Pada konsentrasi 1270,39 ppm, 2117,32 ppm, dan 2646,64 ppm,

simpangan baku untuk DHA metil ester berturut-turut adalah 17,2095;

45,6202; dan 27,2941. Seg g variasi yang diperoleh sebesar
1,40%, 1,99% .G

741,06 ppm,
simpénd & STt : 1188; 7,25083;

A 2,94%,

S.Hlehan kem fas A o]
metilwan e o d

saenoat mdr (DHA

' (E til ester)

etil ester dengan
4401,90 ppm berturut-turut
sebesar (87,72 + 2,7431)%, (86,94 + 3,4828)%, dan (94,59 + 1,4362)%.
Sedangkan persentase uji perolehan kembali EPA metil ester dengan

penambahan 744,03 ppm, 992,04 ppm, dan 1240,04 ppm berturut-turut

sebesar (96,29 + 3,3763)%, (103,51 + 0,7332)%, dan (95,48 + 4,1177)%.
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Rata-rata persen uji perolehan kembali sebesar (89,75 + 4,2097)%
untuk DHA metil ester dan (98,43 £ 4,4209)% untuk EPA metil ester. Hasil

selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 12,13 dan Lampiran 4.

6. Analisis kualitatif dan kuantitatif asam dokosaheksaenoat metil ester

(DHA metil ester) dan as

ester) dalam g | ( )

aenoat metil ester (EPA metil

atahui kadar

°A) yang

(0,0019 +

0,Q

'0041 6 b/b dan

(0,0 0,0078) % LIy dag . urut-turut se 0,0068 *

0,001M/b bl %ilihat pada

Gambar 9,40 " 4 da

B. PEMBAHASAN
Pada penelitian ini dilakukan analisis terhadap kandungan asam

dokosaheksaenoat (DHA) dan asam eikosapentaenoat (EPA) yang terdapat

dalam susu bubuk secara kromatografi gas. Metode ini menggunakan suatu
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capillary column (kolom kapiler) VB-Wax dengan panjang 60 m dan diameter
dalam 0,32 mm. VB-Wax merupakan 100 % bonded polyethylene glycol dan
dapat digunakan untuk mengidentifikasi senyawa alkohol, aldehid, aromatik,
asam-asam organik, dan pelarut. Kolom ini memiliki suhu maksimum untuk

analisis 250%260°C. Kolom kapiler memiliki keefisienan yang diperlukan

untuk memisahkan puncg an dan mempunyai daya pisah
yang baik.

Deg . S ‘ i peka dan mampu
o ? D) dapat

anggapaiternadan r semua

entalg linier terlebar-y dingkan

06

penelitial n sebae cmbawa,
meban dengan an yaitu FID itu, gas
nitrogen ifat ing pada b Alit ¢ hagganya lebih murah
dibanding g - gunakangguga gas helium

sebagai gas tambana ) e UK menghilangkan atau

mengurangi pelebaran pi plom, meningkatkan kecepatan
linier, dan menurunkan waktu huni komponen ketika terbawa ke detektor.

Berikut akan dibahas hasil yang diperoleh dari penelitian yang telah

dilakukan.
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1. Mencari kondisi optimum untuk analisis asam dokosaheksaenoat
metil ester (DHA metil ester) dan asam eikosapentaenoat metil ester
(EPA metil ester)

DHA dan EPA merupakan asam lemak omega 3 yang dapat larut

dengan baik dalam pelarut heksan. Pada penelitian ini, seluruh kondisi yang

dicoba dalam memperoleh . untuk analisis DHA dan EPA

dilakukan dej detektor 250°C.
Pertimbagga 3 u injektor dan
detekto : 0 . i efiyawa yang

titik aya paling tinggi. Suht {OFdan detekior diatlL.ag 2nguapan

samperdapat terjadi lebih c8pat selingg@komponen dala tersebut

dapa gera di a oleltgas [ ; ginasuk M. S arus dijaga
an

cuk Mtuk me , a .
a penelitian i A ko i analisis oMgunakan
pemrw tempgie ag ampel da erelusi Weepat. Pada

program tgmaperat % ) ral_kelem yang rendah,
kemudian dinalkKKaA™“SE ipb r * _ ' entu yang telah diatur
hingga mencapai suhu y wﬁ‘n‘ ai-dengan yang telah ditentukan.
Parameter yang divariasikan pada penelitian ini adalah suhu awal kolom dan
kecepatan alir gas.

Hal pertama yang coba dilakukan dalam pemrograman temperatur
adalah menentukan suhu awal kolom. Agar diperoleh suhu awal kolom yang

optimum, maka dicoba variasi suhu awal kolom 120°130° 140, dan 150°C
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yang kemudian dinaikkan 2°C/menit sampai mencapai suhu 230°C dan
dipertahankan selama 100 menit. Kecepatan alir yang digunakan sebesar
1,35 ml/menit. Pemrograman suhu dan kecepatan alir yang dipilih
berdasarkan penelitian sebelumnya dan disesuaikan dengan keadaan kolom

yang digunakan pada penelitian ini.

)

Pada suhu awal kg 40°, dan 150°C terlihat bahwa
pemisahan a L€ ‘ £ 3 lan EPA metil ester
sudah tegpiss ' lomymaka semakin

cepatlp » = rematogram.

Hal ibukti®an denagan wakte ' dari DHA.meti"esta PA metil

eslék Vang febih cepat padaiguhulMiB0°@idlibandingkan demgart swifih 140°C,

1 CIch 120 adlmnpoa , 4 ) 'fe 4 a, kln 001 S

hu awal

kol@ OMpPOonNE lama™8 ase diam

kare gsung meng sehingga

resolusi kan semakinikee

kecepatan alir gas™aitu 1,35; 1 8ide Omial/ME emilihan kecepatan alir

ga‘ colon %bangan variasi kecepatan alir

gas pembawa didasarkan pada ketentuan kecepatan alir maksimum untuk

an juga variasi

kolom disesuaikan den

kolom kapiler adalah 2,0 ml/menit.
Pada kecepatan alir gas 2,0 ml/menit, puncak DHA metil ester dan
EPA metil ester lebih cepat keluar dengan waktu retensi yang lebih singkat

dibandingkan dengan kecepatan alir gas 1,35 dan 1,8 ml/menit (Gambar 1, 5,
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dan 6). Tetapi, semakin tinggi kecepatan alir gas maka semakin cepat
komponen sampel terdorong melalui kolom sehingga komponen sampel tidak
akan lama berada di dalam fase diam dan akibatnya resolusi akan semakin
kecil (Tabel 5).

Pemisahan puncak kromatografi salah satunya berkaitan dengan

faktor keefisienan kolom Ji nilai HETP. Oleh karena itu,

pertimbangan Alg
perhitung ol
“ en

kondiSi i z-\

pali acil,_fan resolusi yang

yaitu berdasarkan

O
Tk resolusi. Dimana,

tihggi, HETP

Al SatU.aRar hast pe gan pada

Ta ,dapat disimpulkafgbaliii@ kgpdisi analisis op
pad clitiamigini yaitissuiiu 2

Sar 1,35

S enoat%ster (DHA

metil este m

etil ester)

Kurva Kaiseast dib ] e epghubtngkan luas puncak yang
dihasilkan oleh sedikltnw‘ : ii-yang berbeda dan digunakan
untuk menentukan linieritas. Standar yang digunakan pada penelitian ini
adalah bahan baku DHA 27 yang mengandung DHA (Docosahexaenoic Acid)
sebesar 27,5 % dan EPA (Eicosapentaenoic Acid) sebesar 7,7 %, sehingga
rentang konsentrasi untuk kurva kalibrasi dibuat berdasarkan kadar DHA dan

EPA yang tercantum dalam sertifikat analisis.
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Metode perhitungan penetapan kadar DHA dan EPA dalam sampel
susu bubuk menggunakan metode normalisasi, sehingga kurva kalibrasi
pada penelitian ini tidak digunakan untuk perhitungan kadar DHA dan EPA
dalam sampel. Pada metode ini, pembuatan kurva kalibrasi DHA metil ester

dan EPA metil ester dilakukan dengan menghubungkan 6 titik pada berbagai

konsentrasi. Baku DHA ds sedia masih dalam bentuk asam,

oleh karena it nendapatkan larutan

induk D St ; 3 . 3322,15 ppm dan

247040 Ko , A 27 sebesar

334 G

\ Datam mengefisienkaQgwakill dagFpelarut, maka “arapaya dalam
nyus haKthgapa S ; aitu puneak DHA metil

Sa
esle

A meti s a g dig k kurva

kalib dalah 355,71 #592765 PP P6 ppm, 988, , 1235,10

ppm,M?O, g ik DA ntan%ntrasi yang
digunakangadala J ) DDA ?‘

8% ppin, 3528,86 ppm,

4411,08 ppm, darn88 (5 D . -
limEeSH }yu DHA metil ester adalah

y=0,9909x + 86,9990 dengan koefisien korelasi r=0,9992. Persamaan kurva

Persamaan kurv.

kalibrasi untuk baku EPA metil ester adalah y=0,8440x + 3,9986 dengan
koefisien korelasi r=0,9988. Harga koefisien korelasi r yang semakin
mendekati nilai 1 menyatakan hubungan yang semakin linier antara

konsentrasi dengan luas puncak yang dihasilkan (35).
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3. Menentukan batas deteksi dan batas kuantitasi analisis asam
dokosaheksaenoat metil ester (DHA metil ester) dan asam

eikosapentaenoat metil ester (EPA metil ester)

Batas deteksi adala analit dalam sampel yang dapat
dideteksi dan ' - e ifikan dibandingkan
dengan batas. Batas
kuantita : an ikan sebagai
kua ite[KECI| analit dala mpelang masih dapat mei hi kriteria

Seksama. Batasadeteksi d

batas kuantitaSt=dapaty dihitung

seca tistilg ) emanfaatk gersamae urva kalibsasi yang

dipe .
u deteksi D ime A da PA metil edjasarkan
perhituwstat I hesaias ‘;\ MW,BO ppm.

Sedangkarghalas titasi wEPA _metil ester berturut-

turut sebesar 8%08 Dpm. ds

4. Uji presisi asam dokosaheksaenoat metil ester (DHA metil ester) dan
asam eikosapentaenoat metil ester (EPA metil ester)

Presisi diukur sebagai simpangan baku atau simpangan baku relatif
(koefisien variasi) yang dapat dinyatakan sebagai keterulangan atau

ketertiruan. Uji presisi dilakukan dengan pengukuran sedikitnya 6 kali
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konsentrasi zat uji. Pada sediaan farmasi, kriteria seksama diberikan jika
metode memberikan koefisien variasi 2 % atau kurang (35). Pada sampel
biologis dalam hal ini produk susu sebagai nutriceutical, syarat presisi yang
baik kurang dari 10 % dari rata-rata hasil keseluruhan yang diukur (2, 36).

bahan baku yang digunakan sebagai standar juga tidak murni karena masih

mengandung zat-zat lain.
P i ) 1 untuk pengukuran
diambil d 3 , pap.mewakili pada

konsént 0 ' ; Atmetil ester

dap ibai Pada Tabe EPA metil aster dapat dilik ada Tabel

7. De presi€i untuk DHA mett esteffdan EPA

deno asil™“perbandingan

ang k p%.
sagnoat rWester (DHA

:i\ (EPAsmMetil ester)

Uji peroleha W d * : ' getahui ukuran tahap
ekstraksi dalam suatu mJe \‘wl! r&p standar yang ditambahkan

pada suatu cuplikan. Metode yang digunakan adalah metode adisi, yaitu

metil esteRsda

dengan menambahkan baku dengan kadar tertentu ke dalam sampel susu
bubuk yang telah direfluks pada tahap metilasi, kemudian diekstraksi untuk
ditentukan kadarnya. Konsentrasi baku yang ditambahkan biasanya berkisar

antara 80 % - 120 % (35).
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Pada uji perolehan kembali ini digunakan metode adisi, sehingga perlu
dilakukan pengukuran terhadap kadar zat uji dalam sampel terlebih dahulu
dengan cara ekstraksi yang sama. Untuk perhitungannya, selisih konsentrasi
larutan uji perolehan kembali dengan konsentrasi zat uji dalam sampel dibagi

dengan konsentrasi baku yang ditambahkan dikali 100 % (Lampiran 4).

Sampel dan bahan g iukur untuk uji perolehan kembali
masih dalam & 3 - 3 i terlebih dahulu agar
dapat dignal - : atisasi merupakan
ben S [ : ali akena dalam
be g1, Zat ujiimeniliki ti

pada Ujl perolehan k@mbalg@§ebealifm sampel dieksStrar a tahap

metila erlebiifdahult™aditamb. : haku

D i* dengan

ko asing- 32 pp 1,90 ppm

dan™ PA metil e de A ent masing-mas 1,03 ppm,

992,0Mdan 124004

Z

kembali mengala : Ingkat keberhasilan

k uji perolehan
ekstraksi, diperlukan pembanding sehingga
penyimpangan dalam pengukuran dapat dikurangi. Contoh baku dalam yang
dapat digunakan untuk analisis asam lemak secara kromatografi gas adalah
metil trikosanoat. Baku dalam ini sulit didapatkan dan harganya juga relatif

mahal, sehingga pada penelitian ini tidak menggunakan baku dalam.
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Berdasarkan literatur jika konsentrasi analit > 0,001 % dalam matriks,
rata-rata persentase perolehan kembali sebesar 90 % - 107 % (35). Syarat
akurasi yang baik untuk sampel hayati (biologis atau nabati) yaitu = 15 % dari
100 %, sehingga syarat akurasi yang baik untuk sampel biologis menjadi 85

% - 115 % (36). Hasil uji perolehan kembali untuk DHA metil ester dan EPA

metil ester diperoleh rata- glehan kembali sebesar (89,75 +
4,2097)% dan 3 0)9 el apat dilihat bahwa uji
; - il l@ster memenuhi

il ester

tit a dokosaheksaenoa

il e A metil

nk rantai pMﬂng ada

an komponen

gapuran

lain. Ole < : =

P Aseriu dipisahkan

Palam proses pemisahan,

Tahapan pertama yaitu ekstraksi, tujuannya adalah untuk memisahkan
lemak dari protein dan komponen lainnya yang terlarut dalam fase yang lebih
polar yaitu metanol. Hasil yang diperoleh dalam kloroform yang diuapkan
adalah lemak. Selanjutnya kloroform diuapkan pada suhu yang terkontrol

yaitu + 61°C, karena pada suhu tersebut kloroform dapat menguap.
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Tahapan kedua vyaitu proses penyabunan. Hidrolisis lemak
menghasilkan gliserol dan asam-asam lemak. Jika lemak dididihkan dengan
larutan kalium hidroksida hingga hidrolisis sempurna, diperoleh suatu
campuran gliserol dan garam-garam kalium dari asam-asam lemak. Garam-

garam kalium dari asam-asam lemak ini bersifat lebih polar sehingga dapat

diekstraksi dengan pelarui air. Ekstraksi menggunakan

petroleum ete ] : 0 or yang larut dalam
pelarut nghl p e

alt ' - , anya dengan

QKA asameklorida, Se - ar m lemak

kart akan bereaksi depgamii s AV lemak

dapat
[ 2ngan p : : eum € eum  eter
dibarena petro ‘ ) elarut organ nolar yang
mudawuap. r

Ta i I juannya  untuk

menderivatisa ' | : alisis asam lemak
dilakukan dengan men i-gas, sehingga zat yang akan
dianalisis harus dapat menguap pada suhu analisis. DHA dan EPA dalam
bentuk asam lemak mempunyai titik didih yang tinggi sekitar +230°C

sehingga perlu diderivatisasi agar titik didihnya menjadi lebih rendah dan

dapat menguap pada suhu analisis. Proses metilasi dilakukan dengan cara
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merefluks asam lemak hasil ekstraksi dengan reagen pemetilasi. Reagen

pemetilasi yang digunakan adalah metanol-toluen-asam sulfat pekat.
Pemanasan pada refluks dilakukan untuk mempercepat reaksi

metilasi. Pemanasan dilakukan dengan suhu terkontrol. Selanjutnya

dilakukan ekstraksi dengan natrium klorida, untuk meningkatkan kelarutan zat

uji dalam heksan. Kemudi gmbali dengan natrium karbonat
untuk menetra L 103 ) | jlasi yang digunakan
terdapat jasa i . t digunakan untuk

mendrik G 3UN0 ‘ erg n.

nalisis itatif dilakOkanRténoan membandingkag u retensi

kromatogram sampelg@eng rogatogram baku DHA"MELEster dan

este sedanokan 2 uadtitatit d an dengan: metode

penormsg ‘ denga alan luas

ghitung sus engukur Uz ap puncak

as k uhan. Metode
ini dapat dipak i ‘ ak.@ari asam lemak

terelusi dan digtnaka iliil* r*
J

Pada penelitian i <an lige susu bubuk yang diperoleh

dari pasar modern di daerah Depok. Sampel A merupakan susu untuk
bayi,sedangkan sampel B dan C merupakan susu untuk dewasa. Dalam
lemak susu terdapat 60-75% lemak yang bersifat jenuh, 25-30% lemak yang

bersifat tak jenuh dan sekitar 4% merupakan asam lemak polyunsaturated.
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Komponen mikro lemak susu antara lain adalah fosfolipid, sterol, tokoferol
(vitamin E), karoten, serta vitamin A dan D.

Pada kromatogram dapat terlihat bahwa tidak hanya DHA dan EPA
yang dapat dimetilasi dan terdeteksi oleh kromatografi gas tetapi juga asam-

asam lemak lain yang terdapat dalam lemak susu. Komposisi asam-asam

lemak terbesar dari susu jitat sebesar 22-35% dan asam
oleat sebesar ot pahwa puncak besar
yang terd@pa ) ‘ jariLasam palmitat
dan dsa

dungameRHA Maksia utrisi per

UK formula bayi™ ,5 Yrdari total asamtemak. 3edangkan

AIDHA 0 < yali 3). Pada Y mnal Konsentrasi DHA

20 ayi pre /kg BB.
§is DHA da PA omatografi gas mM:n kadar

ng tercantum

0 iempunyai pengaruh
cukup besar pada®tanap lni-ad * 0Ses. ¢ ast dan ekstraksi analit.

Proses ekstraksi sampe W [

besar hasil ekstraksi lemak dapat terjadi. Dengan koefisien variasi yang besar

alu panjang, sehingga variasi

dari hasil analisis DHA dan EPA dalam sampel, berarti untuk mengetahui

kadar DHA dan EPA yang pasti perlu dilakukan upaya perbaikan proses

ekstraksi lemak yang digunakan.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

1. Kondisi analisis optimum DHA metil ester dan EPA metil ester dalam

heksan secara krorg oleh dengan pemrograman suhu

pada ke dengan suhu injektor

2

ang digunakan

it sampai

0°c o ahankan.selama 106 it. Waktu

dari DHA metillesterdangEPA metil ester adals

+39.4

il valida u metil € PA metil
‘ memenuhi V3 M psisdan akurasi, d@ koefisien
wi r=0.999 it boilD il esier o ,99% EPA metil

esten=Batat " DHA etilester berturut-turut
sebesar "36842" ppmsdan i 30. RM edangkan batas kuantitasi

DHA metil ester d - \“-;il’ »erturut-turut sebesar 1228,08

ppm dan 524,34 ppm.
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3. Hasil analisis dari tiga sampel susu bubuk, diperoleh kandungan DHA
dan EPA pada sampel A berturut-turut sebesar (0,0024 + 0,0011)%
b/b dan (0,0019 % 0,0005)% b/b, sampel B berturut-turut sebesar
(0,0041 + 0,0006)% b/b dan (0,0191 + 0,0078)% b/b, dan sampel C

berturut-turut sebesar (0,0068 + 0,0014)% b/b dan 0,0018 % b/b. Hasil

analisis sampel diba adar dalam label kemasan dan

ebalknya standafMg@angi@igungkan adalah standa

% penyj

erly arl caragpenyiapangsan yano lekih singkat agar lebih

A Galabuntuk Ui pdkembali
Mapat lebih

Ktif dan

‘ebaiknya digunaka
#‘ ﬂ E':'E S dipe

(O )

@
v’
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Suhu
awal
kolom
(°C)

Kecepat ‘i 1A |

alir

(ml/me

120

Pemilihan kondisi analisiss@

eikosapentaenoat (g

Tabel 5

130

140

150

~— = w———

wad, 91575133853 270650532

20,852 O

397

&
R ‘o

17,174 25,365

099

71289,0000

86

gsaheksaenoat (DHA) dan asam
| kolom dan kecepatan alir

05700 |

HETP Resolusi
EPA DHA dan
EPA

0,0454 21,6311

0,0432 20,6421

0,0374 22,2356

0,0623 19,2020

0,0853 17,1181

0,2575 | 0,0842 19,7373
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Tabel 6

Hasil pengukuran baku asam dokosaheksaenoat untuk pembuatan kurva

kalibrasi

Konsentrasi (ppm) Luas puncak (uv/s)

1270,39 1338

21 2219

Volume penyuntm

Kondisi analisis :

Pemrograman suhu dengan suhu awal 120°C dengan kenaikan suhu
2°C/menit sampai suhu 230°C yang dipertahankan selama 100 menit, suhu
injektor 230°C, dan suhu detektor 250°C dengan kecepatan alir 1,35
ml/menit.
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Tabel 7

Hasil pengukuran baku asam eikosapentaenoat untuk pembuatan kurva
kalibrasi

Konsentrasi (ppm) Luas puncak (uv/s)

355,71 314

592.8 . " 539

—d
o

Volume penyuntm

Kondisi analisis :

Pemrograman suhu dengan suhu awal 120°C dengan kenaikan suhu
2°C/menit sampai suhu 230°C yang dipertahankan selama 100 menit, suhu
injektor 230°C, dan suhu detektor 250°C dengan kecepatan alir 1,35
ml/menit.
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Tabel 8
Hasil perhitungan penentuan batas deteksi

dan batas kuantitasi asam dokosaheksaenoat

89

Konsentrasi Luas puncak Yi (Y-Yi)?

(Ppm)

61,2838

52,5074

9088,8716

h i

T SN
“a N>

Batas deteksi 368:42-D00H

Batas kuantitasi 08'p .
-’

Penetapan kadar..., Vilka Fitriati, FMIPA Ul, 2008



Tabel 9
Hasil perhitungan penentuan batas deteksi

dan batas kuantitasi asam eikosapentaenoat

90

Konsentrasi Luas puncak Yi
DHA (pv/s

(Ppm)

(Y-Yi)?

95,6914

99,6525

94456190

Batas deteksi ot o moToTe"

Batas kuantitasi -A
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Tabel 10

91

Hasil pengukuran baku asam dokosaheksaenoat untuk data presisi

Konsentrasi

(ppm)

Luas

puncak
(nv/s)

Konsentrasi

pengukuran
(ppm)

1270,

1213

D
S

Y

\r
o
-

2646,64

219
2296
2295

“

2302 W g
»f;?ld/\:

2542
2514
2560
2539

{ ‘!
“wr’

24

2449,29

249571
2474,52

Konsentrasi | Simpangan | Koefisien
rata-rata baku variasi
(ppm) (%)

1,40
. f 1,99
=
)2461,23 27,2941 1,08
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Tabel 11

92

Hasil pengukuran baku asam eikosapentaenoat untuk data presisi

Konsentrasi

(Ppm)

Luas

puncak
(Hv/s)

Konsentrasi

pengukuran
(ppm)

Konsentrasi

rata-rata
(ppm)

Simpangan
baku

Koefisien

variasi (%)

2,94

1,35

15,6769

2,61
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Tabel 12

Hasil uji perolehan kembali asam dokosaheksaenoat

Konsentrasi Luas Konsentrasi Selisih Kadar uji Rata-rata uji
DHA metil puncak larutan UPK Konsentrasi perolehan perolehan
ester yang DHA metil (ppm) DHA metil kembali kembali (%)

disuntikkan ester ester (ppm) (%)

(ppm) larutan

41478

q 514 S C 36,94 + 3,4828

5350

b

4401,90 94,59 + 11,4362

Luas puncak DHA metil ester larutan sampel = 2176

Konsentrasi DHA metil ester larutan sampel =2108,18 ppm
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Tabel 13

Hasil uji perolehan kembali asam eikosapentaenoat

Konsentrasi Luas Konsentrasi Selisih Kadar uji Rata-rata uji
EPA metil puncak larutan UPK Konsentrasi perolehan perolehan
ester yang  EPA metil (ppm) EPA metil kembali kembali (%)

disuntikkan ester ester (ppm) (%)

(ppm) larutan
\ 4
743 '/ 5,29 + 3,3763

50

v W

4040 .51 +0,7332
4028 ‘
. J a
- 374 o

91,

1240,04 4083k D 17 30:38 D 95,48 + 4,1177

»
T () e

Luas puncak EPA metil ester larutan sampel = 3168

Konsentrasi EPA metil ester larutan sampel = 3748,82 ppm
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Tabel 14

Hasil penetapan kag@RHA dan EPA dalam susu bubuk

95

Rata-rata Rata-rata
Luas ar EPA
( kadar DHA kadar EPA
puncak F an
Sampel ) dalam dalam
DHA metil D
sampel sampel
ester (uv/s
(%b/b) (%b/b)
3034
0,0024 + 0,0019 +
A 3760 )
0,0011 0,0005
i .
6748 4382 f : il .. 0. ‘;A\ 6
‘ 1 0,0041 + 0,0191 +
B 7761 ) G.0050%==="0 0048 =" ()-0248
0,0006 0,0078
6712 17617 “ ' .‘ 0,0101
662 - 0,0071 0 8 - -
0,0068 +
C 748 - 0,0086 0,0082 - - -
0,0014

552 181 0,0057 0,0054 0,0019 0,0018
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Tabel 15

Perbandingan kadar DHA dan EPA hasil analisis dengan kadar DHA

dan EPA dalam label kemasan

Penyimpangan
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TNTensity
3000 - - 950
2500
; 200
2000
|
150
1500 DHA metil ester ‘
j‘ / EPA metil ester
1000 i 100
f \
500 | i
1 I 50
10
min
Ko
Pemr. n suhu de 120°C d ikan suhu

2°C/me|dmp Iambo menit, suhu

injektor 280°Cpdad.. Stthiivoe YGwdengan. keeepatan alir gas 1,35

ml/menit.
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30007
| ' 250
2500 | |
‘ 200
2000
1150
1500 i

DHA metil ester

;
EPA metil ester ‘ 100

50

DHA metil ester da metil

Koadisranalisis :

Pemr.@e‘HIJn suhu dengan e val kolem 130°C d
2°C/menit sare "Eﬁ 0 «:iu\' a 100 menit, suhu

injektor 230° atan alir gas 1,35

ml/menit. '.4

Lu‘aikan suhu
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Intensity
3000-p- - ?250
1
2500 :
200
2000 |
f 150
1500 |
DHA metil ester
10004; EPA metil ester 100
Y \,
500 ; ‘ J
| | ; 50
! w4 _(\L.‘

Ork

injektor

ml/menit.
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Intensity
3000 350
2500
200
2000
] -150
1500~ DHA metil ester
1 / EPA metil ester
10004 \ -100
5004
] 50
o]
1 g

u DHA metil est metil

V Kromatogram ca % 0

- ML

Pemrog n su C 7 : ‘ 0°C d naikan suhu

2°C/menit sam e g dig q gelamasd 00 menit, suhu

O

injektor 230°C,".dan SuhLLge dendan kecepatan alir gas 1,35

s
‘.’

ml/menit.
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Intensity
| - . -
|
2500 |
1 200
2000 ! '
! 150
1500-,
DHA metil ester |
- 100

100011 /

KO S

Pehan suhu dengar s ,,Hi | k¢ 120°C da
H i"‘

injektor Vel

ml/menit. ",r

ikan suhu
menit, suhu

alir gas 1,80
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Intensity
3000 , - 250
2500
200
2000 L
| 150
1500
DHA metil ester ‘
1000 EPA metil ester | 190
|
AN
3l ‘
| i ! 50
By i\ ]
e M
j;
,,,,,,, 0
37
min
Prhatograntgs metil

Kone is :

[ ] [ ]
Pemraggamien suhu de 120°C ddgkenaikan suhu
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00 el S T 0 e
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Lampiran 1
Cara memperoleh persamaan garis linear

y =a+bx

a dan b adalah bilangan normal, dihitung dengan rumus :

2
=
s
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Lampiran 2

Cara perhitungan batas deteksi dan batas kuantisasi

_ 20w
S(y/x) = W
)

3S(y/x

a

)
~.A,

Batas deteksi =

Batas kuantisasi

Contoh :
Persamaa \ i
509

S(y/x) =

=1 )0
_ 3x 69(
Batas deteh = .

-
HBEL afigﬂﬂﬁﬂ"'

|

Batas kuantisas
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Lampiran 3

Cara perhitungan simpangan baku dan koefisien variasi

g 2X
n

Rata-rata =

Simpangan baku : SB

Koefisien varia>‘ %

Contoh :

Hasil pen HF'DHA untuk @
Konsentrasi ta (xJi=2A51T 9

SB =

Penetapan kadar..., Vilka Fitriati, FMIPA Ul, 2008

100



101

Lampiran 4

Cara perhitungan uji perolehan kembali

A. Uiji perolehan kembali DHA

Persaman kurva kalibrasi DHA :

y = luas puncak DHA

x = konsentrasi ‘
Konsentra
Konsentravg diinjekkan

Luas punc

= 264

D 397 =

arutan sampg 216 — x = 2108,1
] i

-’

Persen peroleha

Luas punc

%upk = 84,86%
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B. Uji perolehan kembali EPA :

Persamaan kurva kalibrasi EPA :

y =0,8440x + 3,9986

y = luas puncak EPA

X = konsentrasi EPA

Konsentrasi EPA yang

Konsentrasi EPA ya

Luas punca

Luas pun

Persen perolehan kembal :

(4488,15—3748,82) ppm
¥029 ppm

b/
%upk = 99,37%4

%upk =

.
—
>
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Lampiran 5

Cara perhitungan kadar sampel

A. Perhitungan kadar DHA dalam sampel

Metode Normalisasi :

Kadar metil i

ot

Bladal)
2im Sary

-

-

Kadar asa

‘ ,ooes%%ﬁ
7 I o

Penetapan kadar..., Vilka Fitriati, FMIPA Ul, 2008

103



104

B. Perhitungan kadar EPA dalam sampel

Metode Normalisasi :

Luas Puncak EPA Metil Ester

x100%

Luas Puncak Seluruh Asam Lemak

Kadar metil lau 1 %%

AN
“w 3%} W
P/ SN

1-1;—-'

il Ester
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Lampiran 6

Sertifikat Analisis Standar DHA dan EPA

CERTIFICATE OF ANALYSIS|

Feb. 19, 2007

YV E AR FEAR N =4t

JEJU

GEEHEMIEAL CO,LTD.

i 1shlshm3uku, Shinjuku-ku,
Tokyo, 163-0023, Japan

6)

U

leit

/—\rsen-'i

Gardner q No. 3

Docosahexaencic "r 27.5 %
Eicosapentaend 7.7 %
Total Tocopherois'. 0.3 %

Aerobic Plate Count

thaf . Within Limit
Coliforms 28 ‘ Negative
. ‘
-
'k
Evaluation L }séssed.
i
LT
I H
| ‘ i
P ¥ [y
. ’iv""' ¢
: Takahiro NG’KET
\1mncr Dl u plity Coontral Thiv af ISETIARA Dl
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