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ABSTRAK

Nama : Bimmo Dwi Baskoro
Program Studi : Kimia
Judul : Studi Optimisasi dan Metode Validasi untuk Penentuan Melamin

dan Asam Sianurat dalam Sampel Susu Formula dengan HPLC

Metode sensitif dan tervalidasi untuk penentuan melamin dan asam sianurat dalam
susu formula dikembangkan menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi-
deteksi diodearray (HPLC-PDA) dengan ekstraksi fasa-padati(l-phase

extractor). Kondisi ekstraksi, SPE, dan KCKT diteliti dan dioptimisasi. Linearitas
dalam konsentrasi 0,25-5,00 pg/mL memiliki koefisien korelasi 0,9951 untuk

asam sianurat standar dan 0,9987 untuk melamin standar. Pada kondisi optimal,
batas deteksi (limit of detection/LOD) dan batas kuantifikaisni¢ of

quantification/LOQ) untuk asam sianurat adalah 0,668 ppm dan 2,227 ppm; dan
untuk melamin adalah 0,280 ppm dan 0,934 ppm. Temu balik melamin pada
sampel susu yang ditambahkan dengan 24,7-100,2 mg/L diketahui sebesar 96,73-
99,46% dengan SBRiE 3) 6,458-8,745%. Suatu optimisasi dan metode validasi
untuk penentuan melamin dan asam sianurat dalam sampel susu formula
didapatkan dan telah diterapkan dengan baik.

Kata Kunci - melamin, HPLC, susu formula, SPE, metode validasi
Xiv + 74 halaman : 22 gambar, 13 tabel
Daftar Pustaka : 1996-2008
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ABSTRACT

Name : Bimmo Dwi Baskoro

Study Program: Chemistry

Title : An Optimization Study and Validation Method for Determination
of Melamine and Cyanuric Acid in Formula Milk Sample using

HPLC

A sensitive and validated method for the determination of melamin and cyanuric
acid in formula milk is developed using high-performance liquid chromatography-
diode array detection (HPLC-DAD) with solid-phase extraction (SPE). The
conditions of the extraction, SPE, and HPLC were investigated and optimized.
The linearity of satisfactory in the range of 0,25-5,00mL with a correlation
coefficient of 0,9951 for cyanuric acid standard and 0,9987 for melamine. Under
the optimal condition, the method limit of detection (LOD) and method limit of
quantification (LOQ) for cyanuric acid were 0,668 ppm and 2,227 ppm; and for
melamine were 0,280 ppm and 0,934 ppm, respectively. The recovery of
melamine for milk samples spiked with 24,7-100,2 mg/L was in the range of
96,73-99,46% with the RSDs8 € 3) of 6,458-8,745%. An optimization and
validation method for determination of melamine and cyanuric acid in formula
milk samples was achieved and has been applied successfully.

Keyword(s) : melamine, HPLC, formula milk, SPE, validated method
Xiv + 74 pages : 22 pictures, 13 table
References : 1996-2008
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DAFTAR ISTILAH

No. Istilah

Penjelasan

1. Degradasi

2. Hidrolisis
3. HPLC-DAD
4, Kadar

5. LOD

6. LOQ

7 Mr

8 pH

9. ppm

10. Repeatability

11. SPE

Terurainya suatu senyawa melalui beberapa tahap reaksi

Reaksi yang terjadi antara suatu senyawa kimia dengan air
dengan membentuk reaksi kesetimbangan; biasanya air

merupakan pelarut dimana reaksi tersebut berlangsung.

High-Performance Liquid Chromatography Detector
Array Diode (Kromatografi Cair Kinerja Tinggi —
Detektor Dioda Array)

Banyaknya zat yang terdapat di dalam sejumlah total

campurannya.
Limit of Detection (Batas Deteksi)
Limit of Quantification (Batas Kuantifikasi)

Penjumlahan aljabar dari massa atom relatif (Ar) dari

atom-atom yang menyusun molekul itu.
Ukuran keasaman atau kebasaan suatu larutan.

Satuan konsentrasi atau kadar yang menunjukkan bahwa 1
bp; (bagian per juta) sama dengan 1 bagian zat yang
bersangkutan di dalam 1 juta bagian campurannya.
Contoh: Fe 2 ppm dalam air minum berarti setiap 1 liter

air minum mengandung 2 mg Fe.
Keterulangan

Solid-Phase Extractor (Extraksi Fasa Padat)
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dalam industri makanan dan minuman salah satu senyawa yang
memiliki peranan penting adalah protein. Protein merupakan sumber
pertumbuhan dan perkembangan bagi sel-sel mikroorganisme suatu makhluk
hidup. Pemenuhan sumber protein yang cukup akan berefek kepada
pertumbuhan balita yang baik. Komposisi protein yang tinggi dalam produk
susu bubuk menjadi perhatian yang penting dalam industri makanan.

Sumber protein yang tersedia pada umumnya berasal dari protein
hewani ataupun nabati. Pengadaan kedua sumber protein ini masih sangat
mahal biayanya dikarenakan faktor ketersediaan bahan yang terbatas dan biaya
proses yang mahal sehingga sulit untuk mendapatkan nilai jual produk yang
kompetitif dengan kandungan protein yang tinggi (Mangisi, 2009).

Pada awal tahun 2008, dunia dihebohkan oleh kasus cemaran bahan
kimia melamin pada produk-produk makanan berprotein (khususnya susu dan
produk-produk susu) yang diproduksi oleh Cina. Kasus ini cukup
mengkhawatirkan mengingat melamin meskipun sifat racun-nya rendah (LD
terhadap tikus/melalui saluran cerna = 3.161 mg/kg berat badan) dan tidak
dapat dimetabolisme oleh tubuh, serta secara cepat diekskresikan melalui urin
(waktu paruh di dalam plasma sekitar 3 jam), tetapi data penelitian
menunjukkan bahwa senyawa kimia tersebut dapat menimbulkan gangguan
fatal pada organ ginjal. Tingginya kasus kegagalan ginjal pada bayi yang
mengkonsumsi susu yang mengandung melamine di Cina akhir-akhir ini
dianggap merupakan salah satu fakta dampak negatip keberadaan melamin di
dalam makanan (WHO/FAO, 2008).

Melamin merupakan senyawa organik polar dengan rangka 1,3,5-triazin.
Pada umumnya digunakan sebagai aditif anti api dan sering dikombinasikan
dengan formaldehid dalam prosewlding plastik. Pada akhir-akhir ini,

makanan hewan dan produk berbahan baku susu disinyalir terkontaminasi oleh
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melamin (2,4,6-triamino-1,3,5-triazin) yang merupakan bahaya bagi keamanan
pangan. Kontaminasi melamin dilaporkan telah terdapat dalam beberapa
produk seperti susu, makanan hewan, biskuit, permen, dan minuman Kkopi
(WHO/FAO, 2008). Keberadaan senyawa ini dijumpai sebagai aditif nitrogen
non-protein (NPN) untuk pakan ternak, akan tetapi penggunaannya berlanjut.
Pemalsuan produk makanan dengan melamin yang memiliki kandungan
nitrogen tinggi (67%) menyebabkan kandungan protein terlihat tinggi jika
diukur dengan uji analisis protein seperti Kjehdahl atau Dumas (Jonathan et al.,
2008; Sherri, 2008).

Dalam rangka mengantisipasi dampak negatif cemaran melamin pada
bahan makanan, semua negara berupaya memperketat regulasi dan pengujian
produk-produk makanan berprotein, khususnya yang berasal dari Cina.
Pengetatan pengujian dimaksud tentu saja tidak lepas dari upaya peningkatan
kepekaan pengujian melalui pengembangan prosedur dan metode pengujian.
Selama ini, parameter uji melamin tidak termasuk salah satu parameter yang
dipersyaratkan dalam uji produk-produk makanan. Sehubungan dengan hal itu,
berbagai lembaga ilmiah dan penelitian, khususnya yang mempunyai
kewenangan dalam pengujian dan pengawasan produk-produk makanan dan
kesehatan berupaya mengembangkan metode analisis melamin untuk berbagai
jenis makanan, khususnya susu serta produk-produk makanan yang
mengandung susu. Sebagai contoh:
 Food and Drugs Adminstration (FDA) mengembangkan metode yang

didasarkan pada peralatan LC-MS-M8&DA Laboratory Information
Bulletin, LIB No0.4422, October 2008) dan GC-M%DOA Laboratory
Information Bulletin, LIB N0.4423.

* Perusahaan instrumen analisis kimia merek “Agilent” mengembangkan
metode analisisapplication note for food safety and health) dengan HPLC
sebagai alat utama.untuk penentuan kandungan melamin dalam susu bubuk

dan telur dengan menggunakan peralatan HPLC.

Berbagai teknik analisis dapat digunakan untuk penentuan melamin

dalam makanan hewan dan produk makanan lainnya. Sebelumnya, melamin
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dalam makanan hewan ditentukan oleh Kim et al. (2008) mengguaszane
immunoassay, high-performance liquid chromatography (HPLC), danultra-
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-
MS/MS). Analisis melamin dan senyawa yang berhubungan dalam makanan
pokok sangat penting untuk keamanan kesehatan. HPLC lebih mudah
digunakan dibandingkan GC karena tidak perlu proses derivatisasi terlebih
dahulu (Sun et al., 2009). Muniz-Valencia et al. (2008) mengembangkan
metode HPLC sederhana untuk penentuan melamin dan produk hidrolisisnya
dalam konsentrat tepung beras dengan batas kepercage@siof limit)
sebesar 6pg/g dan kemampuan deteksinya (@@g untuk melamin. Metode
untuk penentuan residu melamin dalam bubuk protein yang berasal dari
tanaman dikembangkan oleh Ding et al. (2008) menggunakan dRUE-
array detection (HPLC-DAD) untuk screening awal sampel untuk melamin
dengan LOQ (limit of quantification) atau batas deteksi sebesar 10 mg/kg dan
HPLC-MS/MS digunakan dalam konfirmasi melamin dengan LOQ 0,5 mg/kg.
Feng et al. (2008) menggunakan metode LC-MS/MS untuk penentuan melamin
dan residucyromazine dalam susu dan produk makanan pokok dengan LOD
sebesar 1Qug/kg. Solid-phase extraction (SPE) dengan kolom OASIS MCX
digunakan untukclean-up makanan hewan sebelum diinjeksikan ke HPLC
(Wang et al., 2008). Mangisi (2009) menggunalsahd-phase extraction
(SPE) dengan kolom C-18 untglean-up pakan hewan sebelum diinjeksikan
ke HPLC.

Metode yang banyak digunakan saat ini adalah dengan instrumen GC-
MS atau LC-MS dengan biaya analisis atau operasional yang relatif lebih
mahal. Instrumen HPLC dapat digunakan sebagai instrumen alternatif di dalam
mengidentifikasi kontaminasi melamin. Untuk mendapatkan pengakuan dan
kepercayaan yang tinggi terhadap metode ini perlu dilakukan studi optimasi
dan validasi dari metode instrumen ini. Oleh karena itu, penelitian ini

dilakukan sebagai bagian dari pemecahan terhadap permasalahan tersebut.

3 Universitas Indonesia

Studi optimisasi..., Bimmo Dwi Baskoro, FMIPA Ul, 2012



1.2 Perumusan Masalah

Permasalahan yang menjadi dasar penelitian ini adalah penambahan
melamin secara sengaja yang tujuannya untuk meningkatkan kadar protein
demi keuntungan secara komersial. Penambahan sejumlah tertentu melamin
diyakini dapat berefek signifikan terhadap perubahan kandungan total protein.
Selain mudah diperoleh, melamin memiliki harga yang relatif lebih murah
dibandingkan bahan protein lain yang berasal dari hewani atau nabati. Adapun
penyebabnya adalah biaya proses pengadaan melamin yang jauh lebih
ekonomis.

Adanya pengotor dari asam sianurat sebagai bentuk lain dari melamin
ada akibat proses degradasi melamin yang juga secara alami bertransformasi
dari melamin ataupun secara sengaja ditambahkan ke dalam suatu matriks.
Reaksi antara melamin dan asam sianurat dapat menghasilkan suatu senyawa
baru yang toksik berbentuk kristal yang dapat menimbulkan gangguan serius
pada saluran ginjal di dalam metabolisme makhluk hidup. Penambahan
melamin dalam suatu susu formula biasanya akan efektif dalam jumlah persen
ataupart per million (ppm) sehingga dalam pengukurannya cukup dilakukan
dengan instrumentasi yang memiliki ketelitian minimal pada tingkatan ppm
dan tidak perlu sampai tingkat part per billion (ppb).

Minimnya pengawasan dan pengkontrolan terhadap kontaminasi
melamin dikarenakan keterbatasan metode (instrumentasi) yang tepat guna di
dalam mengidentifikasi melamin. Metode yang banyak tersedia saat ini dengan
mengunakan instrumen GC-MS atau LC-MS. Ketersediaan alat ini masih
jarang, begitu juga dengan kemampuan sumber daya manusianya yang masih
sangat terbatas dalam pengoperasian instrumen ini dikarenakan sistemnya yang
cukup kompleks.

Instrumen HPLC dapat digunakan sebagai alternatif terhadap
identifikasi kontaminasi asam sianurat ataupun melamin dikarenakan
ketelitiannya mencapai tingkat ppm. HPLC relatif lebih banyak tersedia di
banyak laboratorium dan sistemnya pun sudah jauh lebih dikenal dibandingkan
instrumen GC-MS atau LC-MS sehingga relatif lebih mudah dalam penyediaan

sumber daya manusianya. Biaya operasional dan analisanya pun jauh lebih
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ekonomis dibandingkan dengan GC-MS ataupun LC-MS. Oleh karena itu,
studi optimasi dan validasi dari metode identifikasi dengan HPLC ini perlu

dilakukan sebagai bukti keakuratan dan ketelitian dari instrumen ini.

1.3 Hipotesis Penelitian

Metode pengukuran dengan HPLC mampu mengidentifikasi melamin
dengan akurat dan teliti di dalam contoh uji dari matriks contoh uji berupa susu
bubuk. Studi optimasi dengan memvariasikan pH, konsentrasi fasa gerak, dan
penggunaan ekstrasi fasa padat pada pengukuran dengan HPLC mampu
membedakan dan menghasilkan pemisahan yang baik antara melamin dan

asam sianurat.

1.4 Ruang Lingkup Penelitian
Penelitian ini hanya dilakukan pada 3 (tiga) sampel susu formula yang
sumbernya berasal dari pasaran yang siap dijual dan dikonsumsi di dalam pasar

industri.

1.5 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini dilakukan adalah untuk mengoptimasi dan
memvalidasi metode uji sehingga metode ini dapat diandalkan. Metode uiji
dioptimasi dengan memperhatikan parameter-parameter kromatografi sebagai
acuan di dalam menentukan suatu pemisahan apakah sudah berlangsung secara
optimum atau belum. Optimasi bermaksud untuk mendapatkan pemisahan
yang baik antara asam sianurat dan melamin yang cukup nyata sehingga kedua
senyawa ini kontaminasinya dapat terdeteksi secara akurat dan teliti. Cara yang
digunakan diantaranya dilakukan dengan membuat variasi fasa gerak (baik pH
ataupun konsentrasinya) lalu dilihat pengaruhnya terhadap pemisahan kedua
senyawa tersebut.

Metode uji divalidasi untuk meyakinkan dan membuktikan bahwa
analisa berlangsung dengan akurat dan teliti. Data-data yang dihasilkan secara
statistik mewakili parameter validasi yang ada, diantaranya tingkat akurasi,

presisi, batas deteksi, dan batas kuantifikasi. Data-data inilah yang nantinya
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akan digunakan sebagai data pendukung dalam memutuskan apakah metode
dengan HPLC ini dapat diandalkan atau tidak di dalam pengidentifikasiannya

terhadap kontaminasi asam sianurat dan melamin.

1.6 Manfaat Pendlitian

Berdasarkan hasil penelitian ini, diharapkan metode ini mampu
mengidentifikasi melamin dengan baik dan akurat. Suatu metode dikatakan
akurat apabila menghasilkan suatu data-data yang secara statistik dapat
dipertanggungjawabkan dengan batasan-batasan nilai yang sesuai dengan
acuan standar yang berlaku.

Metode ini juga diharapkan dapat menjadi metode referensi alternatif
untuk penetapan melamin di dalam susu bubuk, dimana saat ini banyak
menggunakan instrumen LC-MS atau LC-MS-MS dalam pengidentifikasian
senyawa melamin.

Aplikasi instrumen HPLC sangatlah memungkinkan dalam identifikasi
senyawa melamin dan asam sianurat. Hal ini dikarenakan faktor ketersediaan
instrumen ini yang cukup banyak pada laboratorium uji yang ada.
Pertimbangan nilai ekonomisnya yang meliputi penyediaan sumber daya
manusianya ataupun biaya operasional menjadi pertimbangan utama di dalam
memanfaatkan instrumen ini dibandingkan dengan instrumen LC-MS ataupun
GC-MS.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Melamin

Melamin merupakan suatu senyawa organik dengan rumus kimia
CsHeNe dengan struktur molekul seperti Gambar 2.1. Nama lainnya secara
IUPAC adalah 1,3,5-triazine-2,4,6-triamine (CAS #108-78-1), memiliki massa
molekul sekitar 126 g/mol, bentuknya serbuk kristal putih, dan hanya sedikit
larut dalam air. Melamin memiliki kandungan nitrogen sekitar 66% (Jonathan
et al., 2008).

Gambar 2.1 Struktur molekul melaminnfelamine)

Melamin juga dapat dideskripsikan sebagai penggabungan dari trimer
sianamida yakni tiga unit sianamida dalam satu cincin. Melamin juga suatu
metabolit dari siromazin (suatu pestisida). Senyawa ini terbentuk dalam tubuh
mamalia yang telah memakan siromazigr§mazine) dan dapat terkonversi
menjadi melamin pada tanaman. Melalui proses metabolisme pada hewan tikus,
kambing, domba, dan ayam betina, senyawa siromazin tersebut diubah menjadi
melamin, metil siromazin, dan hidroksi siromazin (Jonathan et al., 2008;
Michael dan Alexander, 2008).

Melamin adalah senyawa organik yang sering dikombinasikan dengan
formaldehida untuk menghasilkan resin melamin, yakni suatu polimer sintetik
dimana memiliki sifat tahan api dan panas. Resin melamin merupakan bahan
yang sangat multiguna dengan struktur yang sangat stabil. Melamin

mempunyai bentuk lain sebagai senyawa hasil hidrolisis dari melamin
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(melamine) tersebut, yaitu ammelinaifhmeline), ammelida (ammelide dan
asam sianuratcyanuric acid) (Jonathan et al., 2008; Min dan Yun, 2008)

seperti pada Gambar 2.3.

N

NH

N)§N
AL L

HoN N NH>

Gambar 2.2 Struktur molekul siromazirncyromazine)

NH; OH OH OH
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A W T )\/k =" 7 O

melamine ammeline ammelide cyanuric acid

Gambar 2.3 Hidrolisis senyawa melamimglamine)
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Gambar 2.4 Sistem degradasi melamin dan analog yang berhubungan
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2.1.1 SintesisMelamin

Melamin pertama kali disintesis oleh seorang ahli kimia dari Jerman
bernama Justus von Liebig (1834). Pada produksi awal, pertama-tama kalsium
sianamida dikonversi menjadi disianamida, lalu dipanaskan diatas titik
lelehnya untuk menghasilkan melamin. Pada saat ini, kebanyakan industri

menggunakan urea pada reaksi berikut ini untuk menghasilkan melamin.

6 (NH2)2CO — C3HgNg + 6 NH; + 3 CO (21)

Hal ini dapat dimengerti dalam dua tahapan. Pertama, urea terdekomposisi
menjadi asam sianat dan ammonia dalam suatu reaksi endotermik seperti pada
reaksi (2.2).

(NH2),CO —HCNO + NH; (2.2)

Lalu, asam sianat berpolimerisasi untuk menghasilkan melamin dan karbon
dioksida (Sherri, 2008).

6 HCNO —CsHgNg + 3 CQ (2.3)

2.2 Kegunaan Melamin

Melamin adalah senyawa organik yang sering dikombinasikan dengan
formaldehida untuk menghasilkan resin melamin, yakni suatu polimer sintetik
dimana memiliki sifat tahan api dan panas. Resin melamin dibuat dengan
mencampurkan urea dengan formaldehida dibawah panas dan tekanan. Zat-zat
tersebut akan mulai terpolimerisasi dan terbawa ke dalam suatu cetakan, lalu
akan menghasilkan bentuk sesuai keinginan. Dalam tekanan, melamin
melepaskan air yang dapat membuat plastik menjadi tidak stabil. Jika terkena
panas yang cukup, maka melamin akan meleleh. Untuk alasan inilah pencucian
melamin disarankan jangan terkena panas yang tinggi yang dapat berasal dari

oven dan microwavé€Sherri, 2008 dalam Mangisi, 2009).
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Melamin berbahaya jika terminum, terhirup, atau terserap melalui kulit.
Paparan secara kronis dapat menyebabkan efek kanker dan kerusakan sistem
reproduksi. Para ahli FDAFfod Drug Administration) menjelaskan ketika
melamin dan asam sianurat terserap dalam darah, maka akan terkonsentrasi dan
berinteraksi di dalam saluran kelenjar ginjal saat pengisian urin, lalu akan
mengkristal berupa kristal kuning dimana memblok dan merusak sel kelenjar
ginjal yang akhirnya menutup saluran ginjal sehingga menyebabkan malfungsi
ginjal (WHO/FAO, 2008).

Negara Uni Eropa (UE) menyusun suatu standar bersama untuk
keberadaan melamin yang mengkontaminasi manusia pada 0,5 mg per kg dari
massa badan. Kanada memberikan batasan pada 0,35 mg per kg dari massa
badan (WHO/FAOQO, 2008).

2.3 Metode Analisis Melamin

Setelah merebaknya kasus kontaminasi melamin pada bahan baku dan
produk-produk makanan dari Cina (2007), kebutuhan akan metode analisis
kimia secara kuantitatif untuk contoh bahan baku dan produk-produk makanan
semakin nyata. Lembaga-lembaga ilmiah/penelitian di berbagai negara
berupaya mengembangkan metode analisis kimia untuk tujuan tersebut. Pada
saat ini beberapa metode yang dapat digunakan meliputi metode LC-MS, GC-
MS, dan HPLC (Jonathan et al., 2008; Sherri, 2008).

2.3.1 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT/HPLC) merupakan suatu
metode kromatografi yang menggunakan suatu padatan, cairan, resin penukar
ion (ion exchange resin) atau polimer berporipprous polymer) pada kolom
sebagai fase diamnya, sedangkan fase geraknya berupa suatu cairan yang
melewati kolom pada tekanan tinggi (Sherri, 2008)

HPLC adalah kromatografi cair yang digunakan untuk memisahkan
senyawa-senyawa yang terlarut dalam larutan. Senyawa-senyawa tersebut
terpisahkan dengan menginjeksikan suatu contoh uji sejumlah tertentu ke

dalam suatu kolom. Pemisahan campuran analit dengan cara mengalirkan fasa
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gerak cair bertekanan tinggi dimaksudkan untuk mendorong analit melalui
kolom yang berisi fasa diam. Analit terpisah akibat perbedaan afinitasnya
terhadap fasa diam dan fasa gerak (Jonathan et al., 2008; Sherri, 2008).

[ Packed Cokamn
1 [ T

Separated maleriake
bt from the cofumn

“ Datesters
Solvemt
R s R
Ve
Wasre of collect

Iajection of sampla Blocorder -

mixban: containing

materials A B & C Tiong ——=
Chart Resond

Gambar 2.5 Skema instrumentasi HPLC

Sejumlah senyawa organik yang tidak stabil dan mudah menguap dapat
dianalisis oleh HPLC dengan hasil yang baik tanpa kesulitan. Analisis dengan
HPLC dilakukan pada temperatur rendah serta adanya kompetisi 2 (dua) fasa
(fasa gerak dan fasa diam) dibandingkan dengan GC yang hanya 1 (satu) fasa
(fasa diam). HPLC dapat melakukan pemisahan yang tidak mungkin dilakukan
oleh GC (Gas-Chromatography). Selain itu, adanya berbagai macam detektor
yang dapat dipilih sesuai dengan jenis dan sifat senyawaan menambah
selektivitas HPLC (Chen-Hao et al., 2008; Jonathan et al, 2008; Min dan Yun,
2008).

2.3.1.1 Parameter Pemisahan

Dalam metode kromatografi, suatu pemisahan dikatakan baik atau tidak
biasanya berdasarkan beberapa parameter utama yang dikenal dengan istilah
faktor rentensik), faktor pemisahanaf, jumlah total pelatN), dan resolusi
(R). Ketiga faktor ini harus diperhitungkan untuk menggambarkan tingkat
resolusinya. Persamaan 2.3 menjelaskan (memprediksi) efek daripada variasi
ketiga faktor tersebut dalam mengkontrol resolusi pada kolom HPLC (Chen-
Hao et al., 2008; Jonathan et al., 2008).
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Faktor retensi k) adalah retensi relatif dari masing-masing puncak
kromatogram pada kolom. Faktor retensi tidak tergantung kepada panjang
kolom dan aliran fasa gerak, namun mewakili rasio molar dari senyawa di
dalam fasa diam dan fasa gerak. Faktor retensi biasanya bernilai antara 1 (satu)
dan 10 (sepuluh). Jika nil&iterlalu rendah, maka derajat pemisahan mungkin
tidak cukup dikarenakan tidak adanya interaksi antara analit dengan fasa diam
dikarenakan analit lewat terlalu cepat. Sebaliknya, jika hileerlalu besar,
maka waktu analisis juga akan menjadi terlalu lama (Jeffrey, 1996; Sherri,
2008). Persamaan untuk menghitung nilaekagai berikut:

k:tR_tO

2.1)

R
Keterangan: k = faktor retensi
tr = waktu retensi analit
to = waktu retensi dari puncak pertama yang keluar

dari kolom

Faktor pemisahan (selektivitasg) merupakan besaran yang
menunjukkan pemisahan relatif antara dua puncak dalam suatu kromatogram.
Dua komponen dalam suatu campuran tidak dapat dipisahkan, kecuali mereka
memiliki perbedaan nilak dengan nilak; > k;. Jika nilaia. = 1, maka artinya
tidak terjadi pemisahan atau menunjukkan kedua komponen memiliki waktu
retensi yang sama. Faktor pemisahan atau selektivitadélah suatu ukuran
dai potensi sistem kromatografi untuk mampu atau tidak memisahkan dua
senyawa (Jeffrey, 1996; Min dan Yun, 2008; Sherri, 2008). Persamaannya

sebagai berikut:

a :ﬁ (2.2
K,
Keterangan: « = faktor pemisahan
ky = faktor retensi analit 1
ko = faktor retensi analit 2
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Resolusi R) dari dua puncak bergantung pada nilai faktor pemisahan
(), faktor efisiensi ), dan faktor retensikj. Jika diasumsikam; = N, di
bavah kondisi pemisahan secara isokratik. Isokratik merupakan cara
pemrograman aliran fasa gerak yang hanya memerlukan satu macam komposisi
pelarut baik pelarut tunggal maupun pelarut campuran. Jika digunakan dua
jenis pelarut, maka diperlukan dua buah pompa untuk mengatur pelarut agar
komposisinya tetap hingga selesai pemisahan. (Jeffrey, 1996; Min dan Yun,

2008; Sherri, 2008). Persamaannya sebagai berikut:

R:i(a—i)\/ﬁ(%j =laiN ke

1+k) 4 a 1+k 2.3)
k= Ktk
2
Keterangan: R  =resolusi
a = faktor pemisahan
ke = faktor retensi analit 1
ko, = faktor retensi analit 2
k = nilai rata-rata darikdan k
N  =jumlah pelat teoritis (faktor efisiensi)

R= 2tR2 —ty =118 tro ~ g (2.4)

W, + W, W3+ W3,
Keterangan: R  =resolusi
ky = faktor retensi analit 1
ko = faktor retensi analit 2
w; = luas area analit 1
w,  =luas area analit 2

WY2; = luas area analit 1 pada ¥z tinggi puncak

WY = luas area analit 2 pada Y2 tinggi puncak

Jumlah pelat teoritis (Natau biasa disebut juga sebagai faktor efisiensi;
mengkarakterisasi efisien kolom. Faktor efisienbl) (mengukur derajat
ketajaman dari puncak kromatogram yang didapatkan. Nilai faktor efisiensi
yang meningkat, menandakan proses pengemasaking) yang lebih baik,
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panjang kolom yang lebih panjang, dan kondisi aliran fasa gerak yang optimum.
Kolom dengan nilai efisiensi yang tinggi, berarti dapat memisahkan campuran
yang terdiri atas komponen yang memiliki faktor pemisalgnyéng mirip
(Jeffrey, 1996; Min dan Yun, 2008; Sherri, 2008).

N =16(t—Rj2 = 5,5{ s j (2.5)
w W

Keterangan: N = jumlah pelat teoritis (faktor efisiensi)
tr = waktu retensi analit
w = luas area analit

wY. = luas area analit pada % tinggi puncak

2.3.1.2 Fasa Diam

Kolom pada HPLC tidak memerlukan temperatur yang tinggi karena
sifat ikatan kimia terhadap fasa stasioner sangat sensitif terhadap temperatur
tinggi. Pemilihan kolom berdasarkan jenis fasa gerak dan sifat-sifat sampel
dapat dilihat pada Tabel 2.2 (Jeffrey, 1996; Min dan Yun, 2008, Sherri, 2008).

Sifat bahan pengisi atau fasa diam dalam kolom bervariasi meskipun
dari satu produk yang sama (Mangisi, 2009). Variasi fasa diam yang banyak
digunakan dapat berdasarkan partikel y@ogous atau non-porous dengan
ukuran diameter yang kecil dan permukaan partikel kecil ypompus.
Biasanya berukuran panjang antara 10-25 cm dengan diameter internal 4-5 mm.
Sementara untuk kolom mikro memiliki panjang antara 20-50 cm dengan
diameter internal 1-2 mm (Jeffrey, 1996).

Salah satu fasa diam yang digunakan dalam instrumen HPLC adalah
silika. Silika adalah suatau adsorben dengan sifat yang terkenal dan banyak
digunakan sebagai bahan isian kolom. Silika terdiri dari atom silikon yang
dijembatani secara 3 (tiga) dimensi oleh atom oksigen seperti diperlihatkan
pada Gambar 2.6 (Jeffery, 1996 dalam Mangisi, 2009).
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Gambar 2.7 Kolom (fasa diam) C-8 Agilent ZORBAX

Silika mengandung gugus OH (silanol) sehingga permukaannya
memungkinkan untuk dimodifikasi untuk memberikan sifat yang spesifik.
Modifikasi dari kolom silika sebagai bahan isian kolom telah sangat
berkembang, diantaranya dapat dilihat seperti pada Tabel 2.1. Beberapa
aplikasi dan jenis pelarut yang sesuai dan umum digunakan pada masing-
masing modifikasi silika dapat dilihat pada Tabel 2.2 (Jeffrey, 1996; Sherri,

2008).

Tabel 2.1 Gugus fungsional yang terikat secara kimiawi pada silika yang telah

dimodifikasi (Mangisi, 2009)

Gugus fungsi Formula Gugus fungsi Formula
Tri acontyl -(C H2)29C Hs Phenyl -(C H2)29C Hs
DOCOS)/l -(C H2)21C Hs Di phenyl -(C H2)21C Hs
Octal -(CH,);CHjs Dimethylamino | -(CH,)1,CHs
HexyI -(C H2)5C Hs Nitro -(C H2)5C Hs
Trimethyl -Si(CHg)3 Nitrile (Cyano) | -Si(CHg)s
Alkylcarbamate | -CO(CO)NH- Oxipropionitrile | -CO(CO)NH-

(CHy)sCHs (CHy)sCHs
Cyclohexyl -CeH11 Fluoroalkyl -CeH11
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Tabel 2.2 Modifikasi silika pada kolom dan aplikasinya (Mangisi, 2009)

Kolom Fasa Pelarut Aplikasi
Cis Octydecyl AN, MeOH, HO Non-polar umum
Cs Octyl AN, MeOH, H,O Non-polar umum
Phenyl Styryl AN, MeOH, HO Asam lemak,

ikatan rangkap

Cyano Cyanopropil AN, MeOH, THF,# | Keton, aldehid

AN, MeOH, THF,

Amino Aminopropyl H,0, CHCE. DCM Sugar, anion
Diol Dihydroxyhexyl AN, MeOH, THF, HO Protein
Aromatic Garam buffer _
SAX AN, MeOH, HO0, Anion

Quatermaryamine

garam buffer

Derajat kepolaran masing-masing bahan isian kolom tersebut berbeda
satu sama lain tergantung gugus terikatnya pada rantai silika. Derajat
polaritasnya dapat dilihat seperti pada Gambar 2.6 (Jeffrey, 1996; Sherri, 2008).

Kepolaran meningkat —
Kolom: Cis 0 G Cy CN Diol NH; Si
Pelarut:  HexaneBenzene DCM CHClI; THF AN MeOH H,O
Senyawa: X .,

Gambar 2.8 Derajat kepolaran dari kolom dan pelarutnya (Mangisi, 2009)

2.3.1.3 Fasa Gerak

Pada pemilihan fasa gerak yang perlu diperhatikan adalah fasa gerak
harus berinteraksi dengan fasa diam yang sesuai; untuk memisahkan suatu
campuran secepat dan seefisien mungkin. Secara umum, pemilihan fasa gerak
harus memenuhi kriteria viskositas, transparansi UV, titik didih, kemurnian,
sifat inert, toksisitas, dan harga (Chen-Hao, 2008; Jeffrey, 1996; Sherri, 2008).

Viskositas yang rendah menghasilkan tekanan yang rendah
dibandingkan suatu pelarut dengan viskositas yang lebih tinggi pada suatu
aliran tertentu. Untuk transparansi UV, jika serapan UV yang digunakan, maka
fasa gerak yang digunakan haruslah transparan pada panjang gelombang yang
diinginkan (Jeffrey, 1996; Sherri, 2008).
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Untuk mendapatkan temu balike¢overy) yang diinginkan, dibutuhkan
suatu titik didih yang rendah dari suatu fasa gerak karena fluktuasi derajat titik
didih akan mempengaruhi suatu senyawa yang sensitif terhadap perubahan
(Jeffrey, 1996 dalam Mangisi, 2009).

Tingkat kemurnian yang tinggi dibutuhkan dalam pemilihan suatu fasa
gerak. Tujuannya adalah untuk meminimisasi pengaruh pengotor yang dapat
mengaburkan pembacaan (pendeteksian) dari senyawa yang diinginkan. Sifat
inert dari fasa gerak juga berpengaruh dalam pemilihan fasa gerak. Suatu fasa
gerak yang baik adalah harus tidak bereaksi sama sekali dengan contoh
senyawa yang akan diukur (Chen-Hao, 2008; Jeffrey, 1996; Sherri, 2008).

Selain memperhatikan faktor-faktor kualitas yang telah disebutkan di
atas, juga perlu diperhatikan untuk menggunakan fasa gerak dengan harga yang
terjangkau, tentunya dengan tetap mempertimbangkan parameter-parameter
kualitasnya. Dalam penggunaan fasa gerak dalam analisis HPLC dibutuhkan
pengetahuan yang cukup untuk memastikan bahwa fasa gerak yang digunakan
selalu dalam keadaan baik (Mangisi, 2009).

2.4 Metode Validasi

Validasi menurut Harmita (2004) merupakan suatu tindakan penilaian
terhadap parameter tertentu berdasarkan percobaan laboratorium untuk
membuktikan bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk
penggunaannya. Validasi menurut SK Menkes Rl No. 43/Menkes/SK/11/1988
tentang cara pembuatan obat yang baik (CPOB) merupakan suatu tindakan
pembuktian dengan cara yang sesual bahwa tiap bahan, prosedur, kegiatan,
sistem, perlengkapan, atau mekanisme yang digunakan dalam produksi dan
pengawasan akan senantiasa mencapai hasil yang diinginkan (Depkes R,
2001). Validasi metode menurAssociation of Official Analytical Chemistry
(AOAC) (2002) adalah suatu proses yang menetapkan bahwa karakteristik
suatu metode yang ditemukan dapat memenuhi kebutuhan untuk aplikasi
analisis yang diharapkan dengan cara studi laboratorium. Validasi menurut
Levin (2002) dibagi menjadi empat kelas, yaitu kelas A, B, C, dan D. Kelas A

digunakan untuk identifikasi senyawa. Kelas B digunakan untuk mendeteksi
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dan menentukan adanya pengotor. Kelas C dapat menentukan senyawa secara
kuantitatif. Kelas D untuk mencatri ciri suatu senyawa.

Parameter metode validasi dalam penelitian ini meliputi linearitas,
ketelitian (presisi), ketepatan (akurasi), batas detékmit (of detection), dan
batas kuantifikasil{mit of quantification).

2.4.1 Linearitas

Linearitas menunjukkan kemampuan suatu metode analisis untuk
memperoleh hasil pengujian yang sesuai dengan konsentrasi analit dalam
contoh pada kisaran konsentrasi tertentu (Chen-Hao, 2008; Sherri, 2008).
Linearitas suatu metode analisis adalah ukuran yang menunjukkan tingkat
kesesuaian atau korelasi antaras kadar analit dan respons detektor yang
dinyatakan sebagai koefisien korelas) (Min dan Yun, 2008). Respons
detektor yang digunakan adalah luas area puncak untuk instrumen HPLC.
Koefisien korelasi didapat dengan menghitung regresi dari persamaan
linearnya, sedangkan perpotongan dengan sumiienyatakan ukuran biasnya.
Selang linearitas adalah selang antara konsentrasi tertinggi dan terendah dari
analit yang dapat ditetapkan menggunakan suatu metode dengan tingkat,
ketelitian, kecermatan, dan koefisien korelasi yang telah dilakukan. MNilai
yang dihasilkan lebih besar atau sama dengan 0,9900 (Chen-Hao, 2008; Jeffrey,
1996; Sherri, 2008). Secara matematis, nitaidapat dihitung dengan
menggunakan rumus sebagai berikut (Zamri, 2008).

(% =4l -]
1Zx-(Zxn=y])

r =

75 (2.6)

Keterangan: r = koefisien korelasi
Xi = konsentrasi analit setiap ulangan
X = konsentrasi analit rerata
Vi = |luas area puncak setiap ulangan
?/ = luas area puncak rerata
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2.4.2 Batas Deteksi

Batas Deteksi Limit of Detection/LOD) didefinisikan sebagai
konsentrasi minimum dari suatu senyawa yang dapat diukur dan dilaporkan
dengan tingkat kepercayaan 99% bahwa konsentrasi analit lebih besar dari nol
dan analit tersebut ditetapkan dari analisis suatu contoh dengan matriks tertentu
dimana analit tersebut terkandung (Chen-Hao et al., 2008; Min dan Yun, 2008;
Sherri, 2008).

Prosedur ini dirancang untuk diterapkan pada tipe contoh yang
bervariasi mulai dari blanko yang mengandung analit hingga air limbah yang
mengandung analit. LOD untuk suatu prosedur analisis bervariasi sesuai
dengan tipe contoh. Prosedur mempersyaratkan suatu metode analisis yang
lengkap, spesifik dan diketahui dengan baik. Semua tahapan proses contoh dari
metode analisis dimaksud tercakup di dalam penentuan batas- deteksi- metode
ini. LOD yang diperoleh dari prosedur ini digunakan untuk menguji pentingnya
suatu pengukuran tunggal dari suatu contoh. Prosedur LOD ini dirancang untuk
dapat diterapkan pada suatu variasi sifat fisik dan kimia yang luas. Untuk
menyempurnakan hal ini, maka prosedur ini dibuat tidak tergantung pada
peralatan (Chen-Hao et al.,, 2008; Min dan Yun, 2008; Sherri, 2008).
Perhitungan variansis{) dan simpangan bakus)( dari hasil pengukuran

keseluruhan contoh menggunakan persamaan berikut:

1| (Z . j
2 z )ﬁz i=1 (27)

S = L e —
§ i P n
Keterangan: Xx; = hasil analisis contoh yang diperoleh
) = penjumlahan dari nilai x

Batas deteksi dapat dihitung menggunakan persamaan:
2 (y-%)
B=,Z—" (2.8)
n-2

3x3B
Sope

LOD =

(2.9)
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Keterangan: B = simpangan baku intersep kurva standar
LOD = batas deteksi

S = simpangan baku dari keseluruhan replikasi

2.4.2 Batas Kuantifikas
Batas kuantifikasi Limit of Quantification/LOQ) adalah konsentrasi

analit terendah yang terdapat dalam contoh yang dapat diukur secara tepat dan
teliti (Chen-Hao et al., 2008; Min dan Yun, 2008). Batas kuantifikasi dapat
dihitung sebagai konsentrasi analit yang memiliki respons analit : derau sebesar
10 : 1 (Min dan Yun, 2008; Sherri, 2008). Batas deteksi dihitung dari rerata
kemiringan garis dan simpangan baku intersep kurva standar yang diperoleh
(Chen-Hao et al., 2008; Min dan Yun, 2008; Sherri, 2008). Batas kuantifikasi

dapat dihitung dengan persamaan sebagai berikut.

B= M (2.10)

LoQ =128 o1y
Sope
Keterangan: SB = simpangan baku intersep kurva standar
LOQ = batas kuantifikasi

2.4.3 Ketepatan (Akurasi)

Ketepatan suatu prosedur analisis didefinisikan sebagai kedekatan hasil
yang diterima (baik sebagai nilai teoritis maupun dengan nilai rujukan yang
diterima) dengan nilai yang diperoleh dari hasil pengukuran (Chan, 2004 dalam
Zamri, 2008). Ketepatan menurut AOAC (2002) adalah kedekatan nilai hasil
percobaan yang diperoleh dari suatu metode terhadap nilai sebenarnya.
Ketepatan diukur dengan menghitung temu balik (TB) menggunakan metode
penambahan standar. Nilai TB bergantung pada matriks contoh, prosedur
proses contoh, dan konsentrasi analit. Batas penerimaan TB menurut AOAC
adalah 80-120%

o5TB = 2P

x100% (2.12)
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dengan: a =konsentrasi contoh konsentrasi standaigyterukur

b = konsentrasi contc

¢ = konsentrasi standar teoritis yang ditankan

2.4.4 Ketelitian (Presisi)

Ketelitian dapat dinyatakan dengan tiga cara vyaitu temu balik
(recovery), ketelitian intermediet, dan keketiruan. Ketelitian menurut Jonathan
et al (2008) adalah kesamaan hasil dari tiap individu ketika metode tersebut
diterapkan berulang kali pada berbagai pencuplikan suatu contoh homogen.
Ketelitian diukur dengan menghitung simpangan baku relatif (SBR) dari
beberapa kali pengukuran ulang. Menurut Jonathan et al (2008) dan Sherri
(2008), syarat penerimaan parameter validasi ini sebagai berikut: (a) sangat
teliti (% SBR < 1); (b) teliti (% SBR 1-2); (c) sedang (% SBR 2-5); dan (d)
tidak teliti (% SBR > 5). Ketelitian diukur dengan menghitung persentase

simpangan baku relatif (% SBR) dengan menggunakan rumus:

Simpangan Baku Relatif (SBR) (%)10;.SB (2.14)
X

dengan: X =persen perolehan kembali ulangan ke-

X =rerata persen perolehan kembali

n = banyaknya ulangan

Beberapa metode analisis menetapkan batasan pengecaiditiol
limit) yang sesuai untuk contoh dengan tingkat akurasi (keakuratan) dan presisi
(ketelitian) yang rendah. Jika suatu metode analisis tidak menetapkan batasan
semacam itu, maka biasanya bermanfaat untuk mengevaluasi persentase temu
balik rata-rata dengan menggunakan batasan pengendali yang telah ditetapkan
sebelumnya. Batasan pengendali yang sesuai untuk pereaksi blanko (air) yang
ditambah analitgpiked) dapat menjadi batasan untuk temu balik pada contoh

blanko. Jika penentuan suatu analit dilakukan di dalam contoh dengan matriks
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selain air, maka digunakan batasan pengendali yang khusus untuk matriks yang
ditambahkan analitspiked) (Zamri, 2008). Hasil-hasil yang diperoleh untuk
analisis dengan kandungan analit rendah mungkin tidak berada dalam rentang
yang dapat diterima, tetapi jika LOD yang telah dihitung dipertanyakan,
evaluasi temu balik dengan cara ini dapat mengungkap suatu bias yang dapat
mempengaruhi perhitungan (Jonathan et al., 2008; Sherri, 2008).
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BAB I11
METODOLOGI PENELITIAN

Dalam penelitian ini, senyawa melamin dan asam sianurat dideteksi
secara simultan menggunakan instrumentasi HPLC-PBigh{Performance
Liquid Chromatography-Photo Diode Array) dengan teknik isokratik selama
kurang dari 15 menit. Contoh uji yang digunakan adalah berasal dari susu
bubuk (susu formula) yang dipreparasi dengan metanol 50% (v/v). Lalu contoh
uji di-clean up lagi lewatsolid-phase extractor (SPE G). Optimasi pemisahan
dilakukan lewat variasi konsentrasi fasa gerak dan variasi pH fasa geraknya.
Prinsip kerja dari metode analisis di atas telah diuraikan secara lengkap pada
bab Il (Tinjauan Pustaka). Demikian pula halnya dengan definisi, prosedur, dan
perhitungan dari kedua parameter metode validasi dimaksud di atas. Berikut ini

adalah uraian tahapan-tahapan pelaksanaan penelitian.

3.1 Alat dan Bahan

3.1.1 Alat Pendlitian

« HPLC (Agilent 1200; Detektor Diode Array; KolomsC
» Pemusing (Laboratory CentrifugeKendro)

» Gelas vial bertutup silikon PTFE (12 x 32 mm, Waters)
* pH meter P25 (Ecormet)

» Vortex (Heidolph)

e Tabungcentrifuge (50 mL, Kendro)

 Pompa vakum

* Pipet tetes

» Vertical Shaker

» Syringe disposal plastik (10 mL, Terumo)

» Peralatan gelas (Pyrex)

* SPE cartridges(Agilent SimpliQ SCX)
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3.1.2 Bahan Pendlitian

e Kiristal melamin 99% (Merck)

e Larutan baku melamin 1.000g/mL dibuat dengan melarutkan 100 mg
meamin dalam 100 mL 50% metanol p.a. Larutan baku disimpan di dalam
lemari pendingin pada temperatur - 4°C. Larutan kerja dibuat dengan
mengencerkan larutan tersebut dengan fasa gerait]) yang digunakan.
Larutan kerja tersebut harus dibuat setiap saat akan digunakan (selalu
dalam keadaan segar).

* Metanol (LC grade, Merck)

« Etanol p.a (Merck)

*  NaH,POy (s) (Merck)

* Na&HPO, (s) (Merck)

* NaOH (s) (Merck)

* HCl p.a (aq) (Merck)

e 2,6-Diamino-4-chloropyrimidine, CAS 156-83-2, 98%: Cat. C33204-5G,

Aldrich (digunakan sebagai standar internal)

e Akuabides
e Akuades
3.2CaraKerja

3.2.1 Metode Validas Penentuan Asam Sianurat dan Melamin
3.2.1.1 Contoh Uji (Sampel)

Contoh uji (sampel) yang digunakan berupa susu formula dalam bentuk
bubuk seperti terlihat pada Gambar 3.1. Contoh uji tersebut relatif umum

digunakan konsumen sebagai pemenuhan kecukupan gizi dari balita.

3.2.1.2Kondiss HPLC
Kondisi High Performance Liquid Chromatography (HPLC) sebagai
berikut:

24 Universitas Indonesia

Studi optimisasi..., Bimmo Dwi Baskoro, FMIPA Ul, 2012



Kondisi HPLC
Peralatan . | Agilent 1200 Series HPLC
Detektor . | Dioda Array
Kolom Agilent Z_ORBAX SB-C8, 5 um, 250 mm [x
4,6 mm id (p/n 880975-906)
Laju Alir | 1,0 mL/menit
Temperatur Kolom 40°C
Panjang Gelombang -1 190-360 nm
Detektor
Volume Injeksi ;| 20 pL
. 5,0-50 mM; pH 3,0-6,5 pada pelarut
Fasa Gerak ' NaH,PO
Sistim Kromatografi | Isokratik (kecepatan aliran fasa gerak
tetap)
Total Waktu Analisis 15 menit

3.2.1.3 Preparasi Larutan Baku Melamin dan Asam Sianur at

Larutan baku melamin 100@y/mL dibuat dengan menimbang dengan
tepat 100 mg kristal melamin p.a., kemudian melarutkan kristal dalam 100 mL
pelarut metanol/air (50:50 v/v).

Larutan baku asam sianurat 10p8/mL dibuat dengan menimbang
dengan tepat 100 mg kristal asam sianurat p.a., kemudian melarutkan kristal
dalam 100 mL pelarut metanol/air (50:50 v/v).

Larutan stok melamin intermediet 100g/mL disiapkan dengan
mengencerkan 5 mL larutan baku melamin sampai 50 mL dengan pelarut
metanol/air (50:50 v/v).

Larutan stok asam sianurat dan melamin intermediet dg@nL
disiapkan dengan mengencerkan 5 mL larutan baku asam sianurat sampai 50

mL dengan pelarut metanol/air (50:50 v/v).
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Gambar 3.1 Contoh uji bahan dasar dari susu formula

Larutan kerja melamin 100; 10,0; 5,00; 2,50; 1,25; 0,50; Qd/mL
dibuat dengan mengencerkan larutan stok melamin intermediet dengan
menggunakan pelarut metanol/air (50:50 v/v) dengan volume tertentu. Larutan
kerja dibuat pada saat larutan akan digunakan. Hal ini dilakukan pula pada
pembuatan kurva kalibrasi asam sianurat dengan mengencerkan larutan stok
melamin intermediet dengan menggunakan pelarut metanol/air (50:50 v/v)

dengan volume tertentu.

3.2.1.4 Penentuan Linearitas

Dalam pembuatan kurva standar melamin dan asam sianurat,
konsentrasi yang digunakan adalah 0,25; 0,50; 1,25; 2,50; dan 5,0 ppm
dianalisis sesuai prosedur kerja. Hasil analisis tersebut kemudian dievaluasi
untuk menentukan rentang konsentrasi melamin atau asam sianurat (analit)
yang masih menunjukkan sinyal deteksi alat yang meningkat mengikuti garis
lurus.

Linearitas metode penentuan melamin dan asam sianurat dengan HPLC
ditentukan dengan cara membuat kurva hubungan antara konsentrasi standar
pada sumbux dan luas area pada sumplKonsentrasi yang digunakan adalah
0,25; 0,50; 1,25; 2,50; dan 5,0 ppm. Linearitas senyawa asam sianurat dan
melamin ditetapkan dengan membuat deret standar sebanyak 5 (lima)
konsentrasi pada rentang (0,25-5,00 mg/kg) dengan masing-masing
pengulangan pembacaan sebanyak 4 (empat) kali. Hubungan antara konsentrasi

melamin antara respon rata-rata diimplementasikan dalam persamaan regresi
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linier dan koefisien korelasi. Kurva kalibrasi diperoleh dengan mengencerkan
larutan standar induk pada batasan 5#80mL untuk melamin dan asam
sianurat.

3.2.1.5 Penentuan Batas Deteks (L OD) dan Batas Kuantifikas (LOQ)
Persamaan linear yang diperoleh pada uji linearitas selanjutnya
digunakan untuk menghitung batas deteksi dan batas kuantifikasi. LOD dan
LOQ dihitung dari rerata kemiringan garis dan simpangan baku intersep kurva
standar yang diperoleh dengan rumus:
go 20

n-2

3x3B

Sope

10x B
Sope

LOD =

LOQ =

Keterangan: SB = simpangan baku intersep kurva standar
LOQ = batas kuantifikasi
LOD = batas deteksi

3.2.1.6 Penentuan Ketélitian (Presis)

Larutan kerja yang telah disiapkan sesuai dengan prosedur preparasi
larutan kerja di atas kemudian diukur dengan HPLC sebanyak 4 kali ulangan
pada hari yang sama. Nilai presisi diwakilkan oleh nilai simpangan baku dan %
simpangan baku relatif (% SBR) dari keterulangegpeatability) masing-
masing deret standar melamin atau asam sianurat yang diukur pada suatu
konsentrasi dengan multi-replikasi (sebanyak 3 kali pengulangan). Ketelitian
diukur dengan menghitung persentase simpangan baku relatif (% SBR) dengan

menggunakan rumus:
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Simpangan Baku Relatif (SBR) (%)10%SB
X

dengan: x =persen perolehan kembali ulangani ke-

X =rerata persen perolehan kembali

n = banyaknya ulangam & 4)

3.2.1.7 Penentuan Ketepatan (Akurasi)

Ketepatan metode ini ditentukan dengan metode penambahan standar
dan dinyatakan sebagai persen temu balik. Temu balik merupakan jumlah
standar yang dapat diperoleh kembali setelah ditambahkan ke dalam contoh.
Penentuan persentase temu balik rata-rata dari metode HPLC ini juga
berdasarkan pada penentuan kandungan melamin dan asam sianurat pada
contoh susu bubuk yang ditambahkan melamin dengan 3 (tiga) variasi
konsentrasi masing-masing yaitu 0,25 mg/L, 0,50 mg/L, dan 1,00 mg/L. Setiap
variasi konsentrasi dilakukan 7 (tujuh) replikasi pengukuran. Sebanyak 2 mL
larutan dimasukkan ke dalam SPE lalu disaring dengan saringanui45
sebelum diinjeksikan ke HPLC. Persen temu balik (TB) dihitung dengan
rumus:

a-b
c

%ITB = x100%

Keterangan: a = konsentrasi contoh + konsentrasi standar yang terukur
b = konsentrasi contoh

¢ = konsentrasi standar teoritis yang ditambahkan

3.2.2 Identifikasi Contoh Uji
3.2.2.1 Preparasi Contoh Uji

Contoh susu bubuk dihomogenkan dan ditempatkan dalam wadah yang
bersih dan tertutup rapat. Contoh susu bubuk ditimbang 2,0 £ 0,01 gram
kemudian dimasukkan ke dalam tabung pemusing (volume 50 mL). Sebanyak
25 mL larutan metanol 50% v/v ditambahkan ke dalamnya lalu diaduk pada
1500 rpm pada kondisi tabung tertutup. Contoh tersebut disonikasi selama 20
menit lalu disentrifugasi pada 8000 rpm selama 10 menit. Sebanyak 5 mL dari
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larutan jernih tersebut disaring dengglass fiber dan PVDF filter yang
masing-masing berukuran pori 1y dan 0,45um. Sebanyak 2@L filtrat
tersebut diinjeksikan ke dalam instrumen HPLC. Sebagian lagi (5 mL) dari
contoh uji dilewatkan padaartridge ekstraksi fasa padatSdlid Phase
Extraction, SPE) dan selanjutnya disaring dengan cara yang sama seperti diatas
lalu diinjeksikan sebanyak 2Q_(iltratnya ke dalam HPLC.

3.2.2.2 Preparas SPE (Solid Phase Extractor)

Agilent SampliQ SCX SPE cartridges (p/n 5982-3236, 3 mL, 60 mg)
digunakan untukclean up ekstrak contoh. Semua tahapan SPE termasuk
pengkondisian, pengisian contoh, pencucian, dan elusi akhir dilakukan dengan
kecepatan aliran 0,5 s/d 1,0 mL/menit.

Cartridge diaktivasi dengan berturut-turut masing-masing 10 mL
metanol lalu ditambahkan 10 mL air. Contoh uji sebanyak 10 mL dilewatkan
ke dalam kolonSPE tersebut lalu dicuci berturut-turut dengan metanol dan air
masing-masing 10 mL kemudian dielusi dengan pelarut yang sama pada saat

proses ekstraksi contoh uji.

Sampill —

S O

Gambar 3.2 Agilent SampliQ SCX SPE cartridges
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Pendahuluan Analisis Melamin dan Asam Sianur at
Uji pendahuluan analisis melamin dan asam sianurat dilakukan untuk
mengetahui waktu retensi senyawa tersebut. Kondisi HPLC yang ditetapkan

adalah sebagai berikut.

Tabel 4.1 Kondisi HPLC untuk uji pendahuluan

Kondisi HPLC
Peralatan : | Agilent 1200 Series HPLC
Detektor . | Diode Array
W Agilent ZpRBAX SB-C8, 5 ym, 250 mm Xx
4,6 mm id (p/n 880975-906)
Laju Alir : | 1,0 mL/menit
Temperatur Kolom 40°C
Panjang Gelombang 190-360 nm
Detektor
Volume Injeksi 1 20 L
50 mM (0,005 M); pH 6,50 pada pelarut
Fasa Gerak Nak,PO,
Sistim Kromatografi | Isokratik (kecepatan aliran fasa gerak tetap)
Total Waktu Analisis 15 menit

Kromatogram HPLC larutan baku melamin 0,25 mg/L dan larutan baku
asam sianurat 0,25 mg/L dapat dilihat pada Gambar 4.1 dan Gambar 4.2. Pada
Gambar 4.1 dan 4.2, puncak melamin dan asam sianurat muncul pada waktu
retensi 3,61 menit dan 3,13 menit. Data waktu retensi pada masing-masing
komponen dianalisis dengan HPLC dengan kondisi seperti pada Tabel 4.1.
Kondisi fasa geraknfobile phase) diatur pada pH 6,50 pada pelarut NBBy
dengan konsentrasi 5,0 mM atau 0,005 M. Pada kondisi pH dan konsentrasi fasa

gerak yang berbeda akan memberikan data waktu retensi yang berbeda pula.

31 Universitas Indonesia

Studi optimisasi..., Bimmo Dwi Baskoro, FMIPA Ul, 2012



3501

3004

D 250
2

200

150

1.00

T
0,501 2

N Kalom €8, 0.005 M
W oy

100 200 300 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes

Gambar 4.1 Kromatogram larutan baku melamin 0,25 mg/L
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Gambar 4.2 Kromatogram larutan baku asam sianurat 0,25 mg/L
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4.2 Penentuan Kondisi Optimum Analisis Melamin dan Sianurat
4.2.1 Pengaruh Perubahan pH

Secara umum kolom C-8 (merek Agilent ZORBAX) stabil pada rentang
pH 2,0-8,0. Pada kromatografi memungkinkan kita untuk bekerja pada pH diluar
dari batasan itu yaitu lebih kecil dari pH 1,00 atau lebih besar dari pH 8,00 dengan
memperhatikan bahan isian dari kolomnya. Menurut Chan (2004), pemisahan
sebaiknya dilakukan pada diantara pH 2,0 dan pH 6,8 dengan tujuan untuk
memperpanjang umur dari kolom.

Pada penelitian ini, variasi pH diatur pada pH 3,00; 5,00; dan 6,50 dengan
mempertimbangkan aspek pemeliharaan kolom ataupun timbulnya reaksi lain
sebagai hasil interaksi dari senyawa melamin dengan senyawa pengotor matriks
contoh wuji. Jika dilakukan pada pH dibawah 2,00 dikhawatirkan dapat
menyebabkan terjadinya pelepasan senyawa silanol bebas yang dapat membuat
kolom silika menjadi lebih polar dan meningkatkan karakter penukaran kationnya
pada permukaan bahan pengisi kolom tersebut.

Pada pH 3,00 terlihat bahwa hasil pemisahan melamin dan asam sianurat
yang kurang baik dikarenakan kedua senyawa terselclap (tumpang tindih)
satu sama lain. Hal ini dapat dilihat pada kromatogram kolom C8 konsentrasi
0,005 M dimana senyawa pengotornya terdeteksi pada puncak 1 dan puncak 2
yang tingginya cukup signifikan mengganggu kemunculan analit target yang ingin
dicapai seperti pada Gambar 4.3.

Pada pH 5,00 terlihat bahwa hasil pemisahan berlangsung lebih baik tetapi
senyawa asam sianurat dan melamin masih tumpang tindih satu sama lain seperti
terlihat pada kolom C8 konsentrasi 0,05 M yaitu pada puncak CA+Mel dengan
faktor pemisahan yang kurang baik (Lampiran 10) dan pemisahan puncaknya
dapat dilihat pada Gambar 4.4. Pada pH 5,00 terlihat bahwa puncak kedua
senyawa asam sianurat dan melamin teridentifikasi dengan baik dan faktor
pengotornya tidak lagi terdeteksi dengan menghasilkan faktor pemisahan yang
terbaik seperti pada kolom C8 konsentrasi 0,01 M dan pemisahan puncaknya
dapat dilihat pada Gambar 4.4.

Pada pH 6,50 terlihat bahwa puncak kedua senyawa asam sianurat dan

melamin teridentifikasi dengan baik dan faktor pengotornya tidak lagi terdeteksi
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dengan menghasilkan faktor pemisahan yang terbaik (Lampiran 8) dan pemisahan
puncaknya dapat dilihat pada Gambar 4.5.
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Gambar 4.3 Pemisahan asam sianurat dan melamin pada pH 3 dengan variasi
konsentrasi serta fasa gerak NBB)y
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Gambar 4.4 Pemisahan asam sianurat dan melamin pada pH 5 dengan variasi
konsentrasi serta fasa gerak NBB,
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Gambar 4.5 Pemisahan asam sianurat dan melamin pada pH 6,5 dengan variasi

konsentrasi serta fasa gerak NBB),

4.2.2 Optimasi Pemisahan

Optimasi pemisahan dengan instrumen HPLC pada penelitian ini
dilakukan dengan cara menentukan beberapa parameter kromatografi yang biasa
digunakan seperti faktor reteng),(jumlah plat teoritisN), dan faktor pemisahan
(). Nilai masing-masing parameter berbeda-beda sepertantum pada
Lampiran 8.

Berdasarkan data pada Lampiran 8, data analisis pemisahan yang terbaik
adalah pada fasa gerak N&@, 0,005 M dengan pH 6,5 dimana nilainya dapat
dilihat pada Tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Data analisis pemisahan pada kolom C8 dengan fasa geralkP®aH
0,005 Mdan pH 6,5

No. Parameter Kromatografi | Nilai
1. | Faktor retensi asam sianuraf ( 6,0
2. | Faktor retensi melamitk 12,1
3. | Faktor pemisaham) 1,46
4. | Jumlah plat teoritisN) 5,984
5. | Resolusi (R 2,418

12 4

10 +

—&— Konsentrasi 5 mM
—#— Konsentrasi 10 mM
— — Konsentrasi 50 mM

Faktor Retensi
(o)}

3 5 6,5
pH

Gambar 4.6 Hubungan faktor retensi terhadap pH (untuk asam sianurat)

10 + —&— Konsentrasi 5 mM
—— Konsentrasi 10 mM
Konsentrasi 50 mM

Faktor Retensi
[e¢]
Il

3 5 6,5
pH

Gambar 4.7 Hubungan faktor retensi terhadap pH (untuk melamin)
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Gambar 4.8 Hubungan resolusi terhadap pH pada konsentrasi berbeda

4.2.3 Pengaruh Fasa Ger ak

Pemilihan fasa gerak selain mempertimbangkan sifat kelarutan
dibandingkan target analit yang ingin dianalisis juga perlu diperhatikan jenis dan
bahan pengisi fasa diam yang akan digunakan. Hal ini berupaya mendapatkan
pemisahan yang baik dari target analit yang diinginkan. Senyawa yang akan
diukur haruslah larut dalam fasa gerak yang akan digunakan. Jika senyawa
tersebut tidak larut dalam fasa gerak, maka senyawa yang kita ukur akan sulit
untuk dielusi (dipisahkan) dengan baik. Puncak analitnya pun tidak akan keluar
dengan tajamshape) dan cenderung akan melebar puncaknya karena interaksi
antara analit dengan fasa diam lebih kuat dibandingkan interaksi antara analit
dengan fasa gerak.

Pada penelitian ini digunakan fasa geraknya berupa larutanPaH
dimana senyawa ini bersifat polar. Senyawa melamin dapat larut dengan baik
pada fasa gerak ini. Faktor lain yang juga menjadi bahan pertimbangan pemilihan
pelarut ini adalah didasarkan kepada alasan efisiensi dimana harganya ekonomis
mengingat penggunaannya sebagai fasa gerak secara kontinyu.

Selain larutan Na}PQO, dapat juga digunakan pelarut organik lain yang
biasa digunakan dalam kromatografi cair kinerja tinggi seperti senyawa asetonitril
atau metanol. Kedua senyawa tersebut dengan kualitas untuk HPLC memiliki

harga yang relatif mahal dibandingkan pelarut pRB mengingat penggunaan
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fasa gerak yang terus-menerus dalam sistem HPLC. Penggunaan pelarut organik
dapat meningkatkan biaya operasional yang cukup tinggi.

Pelarut NaHPO, 0,005 M pada pH 6,5 (Gambar 4.5) memberikan
pemisahan yang lebih baik dibandingkan dengan variasi konsentrasi dan pH yang
berbeda lainnya. Hal ini juga dapat dibuktikan dari data parameter kromatografi
pada Lampiran 10.

4.2.4 Pengaruh Kolom

Kolom yang digunakan terdiri atass @tau octylsilane. Bahan isian ini
memiliki sifat non-polar sehingga di dalam munculnya kromatogram analitnya
pun akan sangat berbeda jika digunakan kolom lain. Pada kojoseryawa
melamin akan terpisahkan lebih cepat dibandingkan kolom yang bersifat polar.
Senyawa @ mempunyai struktur rantai karbon yang jauh lebih panjang
dibandingkan kolom NHK (amina) sehingga menjadi jauh lebih non-polar
dikarenakan perbedaan polaritasnya dimana amina lebih elektronegatif daripada
Cs.

Sifat kolom berefek terhadap lamanya interaksi antara fasa diam dengan
analit yang kita inginkan serta cepat atau lambatnya puncak yang keluar (muncul)
ataupun bentuk ketajaman puncak yang terdeteksi.

Pelarut yang digunakan adalah NBE)y dengan derajat kepolaran yang
relatif tinggi sehingga berefek kepada efektivitas dari aktivitas kolgmtuC
sendiri. Interaksi dengan pelarut yang sangat polar dan terlalu lama dapat
mendeaktivasi kolom £sehingga kemampuannya untuk mengikat analit yang
sejenis kepolarannya akan semakin menurun dan dapat menimbulkan pergeseran
waktu retensi analit dalam kolom. Menurut Mangisi (2009), kondisi ini dapat
diantisipasi dengan mengalirkan fasa gerak organik (misalnya metanol) ke dalam
kolom dengan konsentrasi minimal 60% selama beberapa menit saja. Konsekuensi
dari perlakuan ini adalah proses analisisnya tidak dijamin secara simultan penuh

dilakukan dikarenakan ada waktu jeda pengaliran fasa gerak organik tersebut.
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4.2.5 Pengar uh Penggunaan Cartridge SPE

SPE (Solid Phase Extraction) cartridges (Agilent SimpliQ SCX)
merupakan suatu bahan yang membanhéan up dari matriks contoh uji yang
akan diukur sehingga contoh uji tersebut memiliki kemurnian dan homogenitas
yang jauh lebih baik saat pengidentifikasiannya. Pada penelitian ini digunakan
SPE dengan bahangpersis dengan bahan isian kolom.

Hasil yang didapatkan bahwa pada contoh uji yang telah dilewatkan
cartridge SPE memang lebih baik homogenitasnya dilihat dari derajat kemurnian
(purity angle) pada sistem HPLC yang lebih baik dibandingkan contoh uji yang

tanpa dilewatkan SPEeperti dijelaskan pada Gambar 4.9.
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Kode Contoh Uji Purity Angle Purity Treshold
Contoh Uji dengan SPE 5,244 1,037
Contoh Uji tanpa SPE 5,843 1,173

Gambar 4.9 Perbandingan kromatogram antara contoh uji dengan ekstraksi fasa
padat 8PE) dan tanpa ekstraksi fasa padat (IS9&)
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4.3 Validas Metode Analisis Melamin dan Asam Sianur at
4.3.1 Linearitas

Uji linearitas merupakan suatu metode analisis yang menggambarkan
kemampuan suatu alat untuk memperoleh hasil pengujian yang sebanding dengan
kadar analit dalam zat uji pada rentang kadar tertentu. Linearitas metode
penentuan melamin dan asam sianurat dengan HPLC ditentukan dengan cara
membuat kurva hubungan antara konsentrasi standar pada sutabduas area
pada sumby. Konsentrasi yang digunakan adalah 0,25; 0,50; 1,25; 2,50; dan 5,0
ppm.

Linearitas senyawa asam sianurat dan melamin ditetapkan dengan
membuat deret standar sebanyak 5 (lima) konsentrasi pada rentang (0,25-5,00
mg/kg) dengan masing-masing pengulangan pembacaan sebanyak 4 Kkali.
Hubungan antara konsentrasi melamin antara luas area rerata diimplementasikan
dalam persamaan regresi linier dan koefisien korelasi seperti pada Tabel 4.3

Pengujian parameter ini dilakukan sebanyak empat kali pengulangan.
Linearitas dinyatakan dalam koefisien korelagi Berdasarkan hasil pengujian
diperoleh nilaiR? untuk standar asam sianurat dan melamin berturut-turut 0,9902
dan 0,9975. Nilai ini memenuhi syarat yang ditetapkan AOAC (2002) yaitu
0,9900. Nilai koefisien korelasi yang tinggi menunjukkan hubungan yang linear
antara sinyal detektor yang terukur dan jumlah asam sianurat/melamin dalam
contoh.

Pengukuran deret larutan baku melamin dengan menggunakan metode
HPLC diperoleh puncak luas area dengan pola kenaikan linier (garis lurus) pada
rentang konsentrasi melamin 0,25 ppm sampai dengan 5,00 ppm. Data hasil
pengukuran ditunjukkan pada Tabel 4.3 dan Tabel 4.4.

Persamaan regresi linier untuk kurva standar asam sianurat gdalah
150,12x + 77,327. Persamaan regresi linier untuk kurva standar melamin gdalah
= 1.053,3x + 147,2. Nilai intersep menyatakan adanya pengaruh matriks pada
larutan yang dianalisis. Nilai intersep yang semakin jauh dari nol dipengaruhi oleh
matriks dalam larutan yang semakin besar. Hal ini dapat mengganggu penentuan
analit dalam contoh yang akan dianalisis.
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Nilai kemiringan garis menyatakan sensitivitas suatu metode. Nilai
kemiringan garis yang besar menunjukkan bahwa perubahan konsentrasi yang
kecil sangat berpengaruh terhadap sinyal detektor yang dihasilkan sehingga suatu
metode dapat dikatakan mempunyai sensitivitas yang sangat baik. Nilai
kemiringan garis pada kurva standar asam sianurat dan melamin berturut-turut
150,12 dan 1.053,3. Nilai ini sangat besar sehingga perubahan konsentrasi yang
sangat kecil akan berpengaruh terhadap perubahan sinyal detektor. Contoh
perhitungan parameter statistika kurva standar dapat dilihat pada Lampiran 9 dan
10.

Tabel 4.3 Parameter statistika kurva standar rerata 4) asam sianurat dan

melamin
No.| Parameter Statistika | 5 Fan
Data Statistik

1. | Persamaan regresi liniel = 150,12 x+ 77,327 y = 1.053,3 x+ 147,2
2. Intersep 77,327 147,2

3. Kemiringan garis 150,12 1.053,3

4, Koefisien korelasi 0,9951 0,9987

5. | Simpangan baku regresi 33,439 98,386

6. | Simpangan baku slope 8,612 25,339

4.3.2 Ketélitian (Presisi)

Nilai presisi diwakilkan oleh nilai simpangan deviasi dan % simpangan
baku relatif (% SBR) dari keterulangamedeatability) masing-masing deret
standar melamin atau asam sianurat yang diukur pada suatu konsentrasi dengan
multi-replikasi (sebanyak 3 kali pengulangan). Data hasil analisis dapat dilihat
pada Tabel 4.6 dan 4.7. Data awal dari tabel tersebut dapat dilihat pada Lampiran
3 dan Lampiran 4.

Presisi diwakilkan dengan mengamati nilai % simpangan baku standar (%
SBR). Nilai % SBR melamin ataupun asam sianurat dari penelitian ini kurang dari

10% standar SBR yang diizinkan. Nilai % SBR berdasarkan analisis konsentrasi
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pada masing-masing senyawa melamin dan asam sianurat berturut-turut adalah

4,355 dan 3,723 pada konsentrasi 0,50 ppm.

Tabel 4.4 Hubungan antara konsentrasi melamin dengan luas area

Konsentras melamin (spiked) | Waktu Retensi
No. ) LuasArea
(mg/kg) (menit)
1 0,25 3,61 460,066
2 0,50 3,62 830,148
3. 1,25 3,62 1.420,059
4 2,50 3,63 2.764,948
5. 5,00 3,64 5.414,195

Keterangan: Kondisi kolom C8, pH 6,50, dan konsentrasi fasa gerak 0,005 M

Tabd 4.5 Hubungan antara konsentrasi asam sianurat dengan luas area

Konsentras asam sianurat (spiked) | Waktu Retensi
No. _ LuasArea
(mg/kg) (menit)
1. 0,25 3,13 76,723
2. 0,50 3,14 152,584
3. 1,25 3,13 297,162
4. 2,50 3,15 475,912
5. 5,00 3,16 809,976

Keterangan: Kondisi kolom C8, pH 6,50, dan konsentrasi fasa gerak 0,005 M
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Gambar 4.10 Kurva baku standar melamin
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Gambar 4.11 Kurva baku standar asam sianurat

Tabel 4.6 Repeatability melamin pada batasan 0,25-1,00 ppm

Konsentras Konsentrasi Hasil Analisis
(ppm) Rata-rata SD (SB)| % RSD (% SBR
0,25 0,229 0,010 4,515
0,50 0,443 0,019 4,355
1,00 0,865 0,069 7,978
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Tabel 4.7 Repeatability asam sianurat pada batasan 0,25-1,0 ppm

Konsentras Konsentrasi Hasil Analisis
(ppm) Rata-rata SD (SB)| % RSD (% SBR
0,25 0,229 0,010 4,204
0,50 0,469 0,017 3,723
1,00 0,945 0,040 4,253

4.3.3 Ketepatan (Akurasi)

Ketepatan metode ini ditentukan dengan metode penambahan standar dan
dinyatakan sebagai persen temu balécdqvery). Temu balik merupakan jumlah
standar yang dapat diperoleh kembali setelah ditambahkan ke dalam contoh.
Ketepatan dapat menunjukkan adanya galat sistematik yang dapat mempengaruhi
metode analisis. Galat sistematik dapat menyebabkan hasil analisis menjadi lebih
besar atau lebih kecil dari nilai yang seharusnya.

Penentuan persentase temu balik rata-rata dari metode HPLC ini juga
berdasarkan pada penentuan kandungan melamin pada contoh susu bubuk yang
ditambahkan melamin dengan 3 (tiga) variasi konsentrasi masing-masing yaitu
0,25 mg/L, 0,50 mg/L, dan 1,00 mg/L. Setiap variasi konsentrasi dilakukan 7
(tujuh) replikasi pengukuran seperti pada Tabel 4.8 dan 4.9.

Hasil perhitungan persentase temu balik rata-ratergge % recovery)
melamin untuk seri konsentrasi 0,25 mg/kg mencapai 91,71%, sedangkan untuk
konsentrasi 0,50 mg/kg nilainya menurun menjadi 88,63%. Demikian pula halnya
dengan pengukuran untuk contgpiked 1,00 mg/kg nilainya menurun menjadi
86,51%. Nilai ini masih termasuk kategori baik sebagai indikator validitas
penentuan melamin dalam susu bubuk dengan metode HPLC.

Hasil perhitungan persentase temu balik rata-ratergge % recovery)
asam sianurat untuk seri konsentrasi 0,25 mg/kg mencapai 91,66%, sedangkan
untuk konsentrasi 0,50 mg/kg nilainya menurun menjadi 93,71%. Demikian pula
halnya dengan pengukuran untuk conspiked 1,00 mg/kg nilainya menurun
menjadi 94,53%. Nilai ini masih termasuk kategori baik sebagai indikator

validitas penentuan asam sianurat dalam susu bubuk dengan metode HPLC.
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Tabel 4.8 Temu balik rerata metode HPLC untuk asam sianurat

Standar Asam Sianurat (m _
Temu balik (%)

Ditambahkan| Ditemukan

0,25 0,229 91,77
0,50 0,443 88,63
1,00 0,865 86,55

Tabel 4.9 Temu balik rerata metode HPLC untuk melamin

Standar Melamin (mg) )
Temu balik (%)

Ditambahkan Ditemukan

0,25 0,229 91,77
0,50 0,469 93,77
1,00 0,945 94,51

4.3.4 Batas Deteks (L OD) dan Batas Kuantifikasi (LOQ)

Batas deteksilifnit of detection/LOD) dan batas kuantifikasilignt of
quantification/LOQ) ditentukan dari persamaan regresi linier kurva standar rerata
hasil penentuan uji linearitas. Batas deteksi ditentukan untuk mengetahui
konsentrasi analit terendah yang dapat diukur dan antara sinyal derau dengan
analit dapat dibedakan. Kedua parameter ini mempunyai nilai yang berbeda
bergantung pada metode yang digunakan walaupun peralatan yang digunakan
sama.

Penentuan batas deteksi dan batas kuantifikasi dari masing-masing
senyawa asam sianurat dan melamin dilakukan dengan menggunakan persamaan
regresi linier deret standar dengan batasan konsentrasi dari 0,25-5,0 ppm. Kurva
baku senyawa asam sianurat dan melamin dapat dilihat pada Gambar 4.10 dan
Gambar 4.11.

Kalkulasi batas deteksi asam sianurat berdasarkan persamaan regresi linier
kurva baku seperti terlihat pada Lampiran 12. Nilai kemiringan garis regresi
linier-nya 150,12 dan nilai simpangan baku-nya 33,439 sehingga nilai batas
deteksi-nya 0,668 ppm. Batas deteksi asam sianurat dengan metode ini sebesar

0,668 ppm. Nilai ini menunjukkan bahwa sinyal antara asam sianurat dengan
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derau dapat dibedakan pada konsentrasi terendah 0,668 ppm. Instrumen ini tidak
dapat lagi membedakan sinyal antara derau dengan asam sianurat pada
konsentrasi di bawabh ini.

Kalkulasi batas kuantifikasi asam sianurat ditentukan berdasarkan
persamaan regresi linier untuk mengetahui konsentrasi terendah yang dapat
ditentukan oleh suatu metode pada tingkat ketelitian dan ketepatan yang baik.
Nilai batas kuantifikasi asam sianurat berdasarkan hasil uji sebesar 2,227 ppm.
Konsentrasi analit yang terukur di bawah nilai ini memberikan ketelitian dan
ketepatan yang tidak baik. Perhitungan batas deteksi dan batas kuantifikasi tertera
pada Lampiran 12.

Kalkulasi batas deteksi melamin berdasarkan persamaan regresi linier
kurva baku seperti terlihat pada Lampiran 13. Nilai kemiringan garis regresi
linier-nya 1053,3 dan nilai simpangan baku-nya 98,386 sehingga nilai batas
deteksi-nya 0,280 ppm. Batas deteksi melamin dengan metode ini sebesar 0,280
ppm. Nilai ini menunjukkan bahwa sinyal antara melamin dengan derau dapat
dibedakan pada konsentrasi terendah 0,280 ppm. Instrumen ini tidak dapat lagi
membedakan sinyal antara derau dengan melamin pada konsentrasi di bawah ini.

Kalkulasi batas kuantifikasi melamin ditentukan berdasarkan persamaan
regresi linier untuk mengetahui konsentrasi terendah yang dapat ditentukan oleh
suatu metode pada tingkat ketelitian dan ketepatan yang baik. Nilai batas
kuantifikasi melamin berdasarkan hasil uji sebesar 0,934 ppm. Konsentrasi analit
yang terukur di bawah nilai ini memberikan ketelitian dan ketepatan yang tidak
baik. Perhitungan batas deteksi dan batas kuantifikasi tertera pada Lampiran 13.

Jika dibandingkan dengan metode-metode lain yang banyak digunakan
dalam analisis melamin seperti GC-MSGaé Chromatography-Mass
Soectrometry) dan LC-MS [iquid Chromatography-Mass Spectrometry), maka
batas deteksi ini dirasa cukup memadai mengingat kontaminasi melamin biasanya
bukanlah pada konsentrasi yang sangat kecil (level konsentrasi ppb). Melamin
memang sengaja ditambahkan dengan tujuan peningkatan kadar ekonomis.
Penentuan batas deteksi ini dirasa sudah mencukupi sebagai langkah awal untuk

mendeteksi sedini mungkin pencemaran dari senyawa melamin.
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4.4 Analisis Asam Sianurat dan Melamin dalam Sampel dengan HPLC

Penghilangan protein dalam produk pangan sering dikaitkan dengan
pengendapan protein, misalnya menggunakan asam trikloroasetat, garam logam
(sebagi contoh zink asetat), dan pelarut organik (Jonathan et al., 2008). Pada
penelitian ini, metanol digunakan sebagai pelarut ekstraksia¢tion solvent)
dan pengendapan protejor@tein precipitant).

Pada penetapan terhadap contoh uji (sampel) ditemukan contoh uji positif
terkontaminasi asam sianurat dan melamin. Selain itu dilakukan juga penambahan
sejumlah tertentu konsentrasi standar asam sianurat ataupun melamin yang telah
diketahui untuk memastikan kemunculan puncak senyawa tersebut dan sebagai uji
terhadap kemampuan metode seperti pada Lampiran 16. Pada pengukuran contoh
uji ditemukan kadar melamin dan asam sianurat yang bervariasi. Kondisi
optimum dan metode tervalidasi validasi yang didapat digunakan untuk penentuan
asam sianurat dan melamin dalam beberapa produk susu formula. Kromatogram
dari beberapa sampel dapat dilihat pada Lampiran 16. Hasil analisis kandungan
asam sianurat dan melamin pada sampel susu formula A, B, dan C dapat dilihat
pada Tabel 4.10 dan Tabel 4.11.

Hasil pada Tabel 4.10 dan Tabel 4.11 menunjukkan bahwa metode
validasi yang digunakan cukup baik dan menghasilkan persen temu balik
(recovery) yang cukup tinggi. Temu baligpike melamin berkisar pada 64-69%
(Tabel 4.7) dengan menggunakan metode validasi dengan presisi yang baik.
Lampiran 18-23 menunjukkan beberapa kromatogram yang sesuai dengan analisis

pada sampel yang dpike.

Tabel 4.10 Kadar asam sianurat (AC) dan melamin (MM) sampel
Sampel Kadar % SBR (n = 3)
Susu AC MM AC MM
1. A 10,21 mg/L| 93,42 mg/L| 4,206 | 8,745
B 9,33 mg/L| 87,65 mg/L 4,312 7,562
3. C 6,34 mg/L| 78,82 mg/L 4,210 | 6,458

No.
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BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kessmpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan diperoleh kesimpulan

sebagai berikut:

1

Pemisahan asam sianurat dan melamin berlangsung optimum dengan fasa
gerak NaH,PO, pada pH 6,5 dan konsentrasi 0,005 M.

Parameter pemisahan antara asam sianurat dan melamin adalah berturut-turut:
ki = 6,0; ko = 12,1; faktor pemisahan (a) = 1,46; jumlah plat teoritis (N) =
5,984; dan resolusi (R) = 2,418.

Rerata persentase temu balik (percent recovery) yang diperoleh masing-
masing terhadap asam sianurat dan melamin lebih besar dari 90%.

Batas deteksi yang dapat dicapali untuk asam sianurat dan melamin berturut-
turut sebesar 0,668 ppm dan 0,280 ppm.

Batas kuantifikasi yang dapat dicapal untuk asam sianurat dan melamin
berturut-turut sebesar 2,227 ppm dan 0,934 ppm.

Contoh uji yang berasal dari susu bubuk positif mengandung melamin dengan
kadar yang bervariasi berturut-turut dari 6,34-10,21 ppm.

Persentase temu balik (recovery) spike melamin pada sampel berkisar antara
66,89% - 67,79%.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disarankan beberapa hal

sebagal berikut:

1

2.

Perlu dilakukan uji terhadap parameter validasi yang lain, seperti selektivitas,
ketangguhan, dan ketidakrataan.

Perlu dilakukan pengembangan metode optimasi, yaitu optimasi untuk fase
gerak (eluen) yang digunakan pada HPLC supaya diperoleh waktu retensi
yang lebih singkat.
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Tabel 4.11 Temu balik (ecovery) spike asam sianurat dan melamin pada sampel

Kadar _ Rerata +
Kadar MM _ Temu Balik
Sampel | Kadar Awal Hasil SBR (%) (n
1 yang - (Recovery)
No.| Susu (mg L) _ Analisis =3)*
Ditambahkan L (%)*
Formula (mg L) (mg L)*
mg
AC | MM MM MM MM
65,32 68,89
67,41 +
1. A 10,21| 93,42 16,7 64,24 68,76
2,452
60,33 64,58
58,42 66,65
67,79 £
2. B 9,33 | 87,65 24,9 60,12 68,59
1,013
59,72 68,13
53,83 68,29
66,89 +
3. C 6,34 | 78,82 16,9 52,71 66,87
T 1,395
51,63 65,50

(*): Data diolah dengan melibatkan faktor pengenceran pada SPE (fp = 6)

Perbandingan antara masing-masing kromatogram (Lampiran 18-23)
sampel susu formula serta penyesuaian terhadap aspek waktu retensi, ketajaman
peak, dan lebapeak menunjukkan bahwa identifikasi melamin pada sampel susu

formula telah benar dilakukan.
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3. Perlu dilakukan pengembangan metode optimasi dengan memvariasikan jenis
kolom sertalgu alir yang digunakan pada HPLC.
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Lampiran 1. Rangkaian instrumentasi HPLC

Lampiran 2. Syringe 100 L

Lampiran 3. Alat sonifikator
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Lampiran 4. Pembuatan Bufer pH 2,2 — 7,4 (Bufer Asam Sitrat ;H¥RD;)

A B A B A B
P o) | o P o) | o P o) |
2,2 | 39,20 0,80 4,0/ 24,58 15,42 5|8 15,82 24,18
2,4 | 37,52 2,48 4,2 23,44 16,56 6,0 14(74 25,26
2,6 | 35,64 4,36 4.4 22,36 17,64 6)2 1356 26,44
2,8 | 33,66/ 6,34 46| 21,30 18,70 6/4 12,130 27,70
3,0 | 31,78 8,22 4,8/ 20,28 19,72 6,6 10,90 29,10
3,2 | 30,12 9,88 5,0, 19,40 20,60 6,8 9,40 30,90
3,4 | 28,60 11,4( 52 18,36 21,44 710 7,06 32,94
3,6 | 27,12| 12,88 54 17,70 22,30 7|2 522 34,78
3,8 | 25,80| 14,2C 56 16,80 23,20 74 366 36,34
Keterangan:
L arutan A

(Timbang 10,507 gram ¢EigO;.H,O; masukkan ke labu takar 500 mL; tug
akuades 100 mL dan homogenkan; encerkan dengan akuades samgp

batas).

Larutan B

(Timbang 26,809 gram NAPO4.7HO; masukkan ke labu takar 500 n
tuangi akuades 100 mL dan homogenkan; tambah lagi akuades samp

batas).

ANgi
ai tanda

nL;
ai tanda
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Lampiran 5. Kromatogram larutan baku melamin 0,25 mg/L

3501 |

3004

2250
<K

200

150

1.00

3
0.50 2

. % Kalom C8, 0.005 M
00— a— T

1.00 200 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.0

Minutes

L ampiran 6. Kromatogram larutan baku asam sianurat 0,25 mg/L

350 ‘

300+

2001
150
1.00

0.50

Kolom C8. 0.005 M

00— — e
T T ‘\‘\\I“I\"l\

T T T T T ™
1.00 2400 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes
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Lampiran 7. Kromatogram tanpa penambahan melamin dan asam sianurat

350

300

D 250
<

200

150

1.00

0.5

0.0

Kolom C8, 0.005 M

Lampiran 8. Pemilihan

300 4.00 5.00

6.00 7.00

Minutes

800

9.00

10.0

Kondisi Optimum Analisis Melamin dan Asam

Sianurat
Waktu Faktor _
! i Parameter Kromatografi
: Retensi Retensi
Fase Rasio | Kons. =
pH Resolusi | Selektivitas | Jumlah
Gerak (%) (mM) CA | MM | CA | MM
USP (@) Plat (N)
C8 C8 C8
3 | 2,54 196 7,3 5,4 2,754 0,74 2,363
5 5 | 3,70| 4,16| 11, 12,7 2,065 1,13 5,48p
6,5| 3,03| 3,20 | 9,0 | 12,1 | 2,418 1,46 5,984
3 |229 1,88 65 52 2,012 0,80 1,682
NaH,PO, 100 10 51214 2,70{ 6,0 7,9 2,134 1,32 2,171
6,5| 3,65| 4,59 11,1 14,2 4,121 1,28 6,186
3 |214| 180 6,1 49 3,618 0,80 1,975
50 5 | 2,04| 2,04 57 5,7 3.542 1,00 1,311
6,5| 3,72 4,63 11,3 143 3,810 1,27 5,542
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Lampiran 9. Perhitungan persamaan regresi dari kurva kalibrasi melamin

4

No.| X Y XY X2 Y-
1. | 0 0 0 0 0
2. | 0,25 460,066 | 115,017 0,0625211.661
3. | 0,50| 830,148 | 415,074 0,25 689.14
4. | 1,25 1.420,059 1.775,07| 1,5625| 2.016.568
5. | 2,50| 2.764,948 6.912,37| 6,25 | 7.644.931
6. | 5,00| 5.414,195 27.071 | 25 | 2,9E+07
> | 9,5| 10.889,4| 36.288,5| 33,125 4E+07

y=ax+b

(X xv)-(Xx)(XY)

(X x°)-(Zx)

_6(36.288,5—( 9,5 10.899):
6(33,123-( 9,5

=1.053,3

b=y-ax

=1.420,059-( 1.053)4 1,2

=199 2C

_ n(3xv)-(XX)(2Y)

[(Ex)=(Ex)][n(Zv)- ()]

6(36.288,5-( 9,5 10.899)4

\/[ 33,129

=0,9987

Persamaan linier yang didapat adalgh1.053, %+ 147,2 dengan koefisien

korelasi () sebesar 0,9987.

Studi optimisasi...
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Lampiran 10. Perhitungan persamaan regresi dari kurva kalibrasi asam

Sianurat
No.| X Y XY X2 Y?
1. | 0 0 0 0 0
2. | 0,25 76,723 | 19,1808 0,0625 5.886,419
3. | 0,50| 152,584 76,292| 0,25 23.281,877
4. | 1,25] 297,162| 371,453 1,5625 88.305,254
5. | 2,50| 475,912| 1.189,78 6,25 | 226.492,232
6. | 5,00 809,976| 4.049,88 25 656.061,121
> | 9,5 ]1.812,36| 5.706,59| 33,125| 1.000.026,902
y=ax+b
_n(Xxv)-(Xx)(XY)
(X x°)=(Zx)
_ 6(5.706,59( 9}5( 1.812, 3¢
T 6(33129-(9F
=150,12
b=y-ax

=297,162-( 150,1¢ 1,2
(> XY)=(>x)(F¥)
Y2 X)X ()= (2]
6(5.706,59-( 9,5 1.812,36

\/[ 33,129-( 9.5 || ¢ 1.000.026,9p2( 1.812)36

=0,9951

r =

Persamaan linier yang didapat adalgh150,1%+ 77,23 dengan koefisien
korelasi () sebesar 0,9951.
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Lampiran 11. Penentuan persen temu balik melamin

Standar Melamin (mg} Temu

- Rerata Temu Batas SBR
ali
Ditambahkan Terukur %) Balik (%) Galat (%)
0
0,229 91,77
0,25 0,230 92,00 91,66 0,0025 0,437

0,228 91,20

0,469 93,71
0,50 0,464 92,80 93,77 0,0124 1,066
0,474 94,80

0,945 94,53
1,00 0,938 93,80 94,51 0,0174 0,741
0,952 95,20

Contoh perhitungan untuk jumlah standar yang ditambahkan 0,25 mg ulangan
1.
a-b
c
0,229

%PK = x100%

x100%

=91, 77%
dengan
a = konsentrasi contoh + konsentrasi standar yang terukur (mg)
b = konsentrasi contoh (mg)

¢ = konsentrasi standar teoritis yang ditambahkan (mg)

Simpangan Baku Relatif (SBR) (%)10%.SB = 04
X

dengan
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X =persen temu balik ulangan ke-

X =rerata persen temu balik

n = banyaknya ulangam & 3)

Batas Galat

tx3B

Jn

_ 4,3030« 0,00:

NE

=0,002t

Lampiran 12. Perhitungan batas deteksi (LOD) dan batas kuantifikasi (LOQ)

asam sianurat

Konsentras 5
No. Luas Area y, y-y (y-v)
(Ppm)
1. 0,25 76,723 114,857 - 38,134 1.454.20
2. 0,50 152,584 152,387 0,197 0,04
3. 1,25 297,162 264,977 32,185 1.035,87
4. 2,50 475,912 452,627 23,285 542.19
5. 5,00 809,976 827,927 -17,95 322,24
Jumlah P> 3.354,54
2
g |27 ¥%)
n-2
_ [3.354,54
5-2
=33,439
Lop =B
Sope
_ 3x33,43¢€
150,12
=0,668 ppn
63 Universitas Indonesia

Studi optimisasi..., Bimmo Dwi Baskoro, FMIPA Ul, 2012



10x B
Sope

_ 10% 33,43¢
150,12

=2,227 ppn

LOQ =

Lampiran 13. Perhitungan batas deteksi (LOD) dan batas kuantifikasi (LOQ)

melamin
Konsentras .
No. Luas Area Y, Y-V (Y‘yi)
(ppm)
1 0,25 460,066 410,525 49,541 2.454,31
3 0,50 830,148 673,85 156,298 24.429,)06
3. 1,25 1.420,06 1.463,82b6 - 43,766 1.915,46
4 2,50 2.764,95 2.780,45 - 15,50p 240,311
5 5,00 5.414,20 5.413,7 0,495 0,250
Jumlah B 29.039,40
2
e (YY)
n-2
B /29.039, 40
5-2
=08, 38¢
Lop = X8
Sope
_ 3x98,38€
1.053,3
=0, 280 ppn
LOQ = 10xSB
Sope
_ 10x 98, 38¢€
1.053,3
=0,934 ppn
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Lampiran 14. Simpangan baku regresi dan slapstuk standar melamin

No. | x y Y, Y=Y | (y-w) | (x-%
1. | 0,25) 460,066| 410,525 49541 245431 2,723
2 | 050| 830,148| 673,85| 156,29804.429,06 1,960

3. | 1,25/ 1.420,06| 1.463,825 - 43,766| 1.91546| 0,423
4 | 2,50| 2.764,95 2.780,45| - 15,502 240,31 | 0,360
5 | 500| 5414,20 5413,70| 0495 00250| 9,610
Jumiah 3 29.039,40 15,075

Simpangan Baku Regref8, ) =

Simpangan Baku Kemiringaf8,) =———— =25,33¢

S5

Lampiran 15. Simpangan baku regresi dan slapguk standar asam sianurat

No. | x {oy | v |y | (v X

1 0,25| 76,723 | 114,857 - 38,134| 1.454,20, 2,723
2 0,50| 152,584 152,387| 0,197 0,04 1,960
3. 1,25| 297,162| 264,977 32,185 | 1.035,8¢7 0,423
4 2,50| 475,912| 452,627 23,285 | 542,19 0,360

5. 5,00| 809,976| 827,927| - 17,951| 322,24 9,610
Jumlah > 3.354,54| 15,075

n 2
Simpangan Baku Regre8, ) = Z“‘rEM =33,439

-2
Simpangan Baku Kemiringaf, ) = % =8,612
2 (x-)
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Lampiran 16. Hubungan waktu retensi terhadap konsentrasi asam sianurat

Hubungan waktu retensi terhadap konsentrasi
asam sianurat

3,17
3,16 -
3,15
3,14
3,13
3,12 -
3,11

Waktu Retensi (menit)

0,25 0,5 1,25 2,5 5

Konsentrasi Asam Sianurat (ppm)

Lampiran 17. Hubungan waktu retensi terhadap konsentrasi melamin

Hubungan waktu retensi terhadap konsentrasi melamin

3,645 -
3,64
3,635 A
3,63 A
3,625 -
3,62
3,615 -
3,61 -
3,605 -
3,6 -
3,595

Waktu Retensi (menit)

0,25 0,5 1,25 2,5 5

Konsentrasi Melamin (ppm)
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Lampiran 18. Deteksi asam sianurat dan melamin pada susu bubuk A

200.00

SI

nm

300.00

CA

200.00 Ll
300.00

200.00

SI3
nm

300.00

MM

200.00 nm.

300.00

3

305.8341.56%6.2

2631

3820

06.3

341.5379.8

AU

0.0201
0.020+
0.0107

0.0001

wIyus:
N T I | 15 S K |::I 'l T |I| = 4=3 1 | LA e o ] o 1 108 | I 1T T I BT I LI | I L L
1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.0(
Minutes
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Lampiran 19. Deteksi asam sianurat dan melamin pada spike susu bubuk A

Sl CA SI3 MM NE)
200.00 nm 200.00 nm 200.00 nm 200.00 nm 200.00 nm
300.00 300.00 300.00 300.00 300.00
T T T | N T O | T Y I | 1 11 1 1 N N I O N T O | | T T T N N A | 1 11 ) N I S |
EKA 12.5 03.5 220406

W
91
t s i\ s f Noms s

080}
080]
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2 040)

0.201

||II|I|II]I:;III:]IIII|IIII|IIII|IIII|I1I||II|I|IIII
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes

0.001
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Lampiran 20. Deteksi asam sianurat dan melamin pada susu bubuk B

Sl CA S3 MM
200.00 nm 200.00 rm 200.00 m 20000 nm
| 300.00 . 30000 200,00 33?.00| L
2196 (5.1
l:ﬁ ﬁ'
| u‘\l |
| || |
| | |
| | |
|| |I
|| | '|
|
| e \259.2239_3 \ \ g7
WY AR iy \ A
-~ \304Ta41 3682 S 4624 A
S B AT AT
| //"
] g
0020 ” J //
] . Y .
00204 i /
o] i
( -
0.0107
o\ 2
- J |2
n.:}co--—-_/{\k) HE Sy
| e
. _-____---_—_____""‘———-"-'__"‘-.
LI I1-|GDIw T rz-rDUI I I3|Uu T IL-[DE 1 IE"OD LI ﬁlro 1 I;rla] LI I8|GD | I9|D:| I II(UD
Minutes
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Lampiran 21. Deteksi asam sianurat dan melamin pada spike susu bubuk B

i1 CA

S3 MM S5
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Lampiran 22. Deteksi asam sianurat dan melamin pada susu bubuk C

S
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8I3 MM
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Lampiran 23. Deteksi asam sianurat dan melamin pada spike susu bubuk C

8l cA SE T 815
200,00 nm 200,00 nm 200.00 nm 200.00 nm 200.0 nm
00.00 300,00 300.00 00.00 300.00
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217 2113 03.13 20403
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Lampiran 24. Kromatogram standar melamin 0,25 mg/L dengan 3 perulangan

Mel

0.501

.

0.007

7\\I\‘\IIJ|I\II‘II\I|IIII|IIII|\||\|\\\l‘l\\\|l\\\|

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes

ID Sampel | Peak | Luas Area| Kadar Terukur (mg) Kadar Nyata (mg)*
L 388,406 0,229 1,374
Melamin 0,25| 2 389,459 0,230 1,380
3 387,352 0,228 1,368

(*): Kadar nyata adalah kadar terukur dikalikan dengan faktor pengenceran (fp

=6)

Lampiran 25. Kromatogram standar melamin 0,50 mg/L dengan 3 perulangan

1.50
]
b
1.00r
2
<
0.507
A~ -
s )

‘\II\|I\Il‘\I\I|IIII|IIJI]\|I\|\\[I‘II]\|I|\\|

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes

ID Sampel | Peak | Luas Area| Kadar Terukur (mg) Kadar Nyata (mg)*
1 641,198 0,469 2,814
Melamin 0,50| 2 635,931 0,464 2,784
3 646,464 0474 2,844

(*): Kadar nyata adalah kadar terukur dikalikan dengan faktor pengenceran (fp

=06)
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Lampiran 26. Kromatogram standar melamin 1,00 mg/L dengan 3 perulangan

Mel

1.507

AU

0.501

e
T I L B T T B B I N A

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes

0.001

ID Sampel | Peak | Luas Area| Kadar Terukur (mg) Kadar Nyata (mg)*
1 1142.569 0,945 5,670
Melamin 1,00| 2 1135,195 0,938 5,628
3 1149,942 0952 5,712

(*): Kadar nyata adalah kadar terukur dikalikan dengan faktor pengenceran (fp
= 6)

Lampiran 27. Perhitungan faktor pengenceral (tion factor) pada SPE

Proses Load Sample Cleaning Elusi
Volume
5mL 5mL 25 mL
Sampel
Volume
: - 20 mL 10 mL
Ditambahkan
Volume Total 5 mL 25 mL 35mL
Dilution
- 1:5 1:1,4
Factor
Total Faktor Pengenceran 1:6

Rumus untuk menentukan faktor pengenceddnt{on factor) sebagai berikut:

Faktor PengenceraDilution Factor) = (Volume Total / Volume Aliquot)
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