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ABSTRAK

Nama : Adisam.ZN
Progiam studi : llmu Kimia
Judul : Pengembangan Metoda pengujian kandungan vitamin

B1, By, By secara simultan dalam tepung terigu
mengginakan LC-MS/MS.

Dalam rangka mengukur kandungan vitamin B dan B secara simultan
dalamtepung terigu yang difortifikasi telah dikembangkan metoda yang cepat,
selektif, akurat menggunakan kromatografi cair tandem triple quadrupole
spektrometri massa (LC-MS/MS). Analisis dilakukan menggunakan tehnik
ionisasi elektrospray (ESI) positive mode dan detektor MS-MS menggunakan
multi reaction monitoring (MRM) mode. lon prekursor dan ion produk pada m/z
265 — 144 untuk vitamin B 377 —243 untuk vitanin By, dan 442 —295
untuk vitamin Bg digunakan untuk identifikasi dan karakterisasi.

Kinerja metoda yang dievaluasi adalah selektifitas, linearitas, rentang,
akurasi, limit deteksi, limit kuantitasi. Hasil analisis statistik menunjukkan
selektifitas yang baik, koefisien korelasi@ntuk vitamin B, By, By adalah
0.9986, 0.9999, 0.9988 dengantang konsentrasi 0,1 — 200 ppb, limit deteksi
(LOD) 3,10 (B), 4,60 (B), 7,0 (B), ng/L, limit kuantitasi (LOQ) 10,0 (B,

15,0 (B), 23,0 (B), ng/L dan akurasi 90,89 % {B 78,11 % (B), 64,01 %
(Bo).

Kata Kunci . LC MS/MS. ESI, MRM
xix, 101 halaman . 45 gambar, 11 tabel
Daftar Pustaka : 49 (1993 - 2011)
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ABSTRACT

Name . Adisam.ZN
Program study . Chemistry
Judul . A Developed methods to Quantify vitamin8,BBy

in Whed Flours simoultansly using Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-
MS/MS).

In order to monitor the fortification level of vitaming, B, dan B in
whed flours simoultansly, developed a selective, fast and accurate methods using
the liquid Chromatography with tandem triple quadrupole mass spectrometry
(LC-MS/MS) technique. The analysis was performed using electrospray
ionization (ESI) tehnique with positive mode and the instrument was set in MRM
(Multiple Reaction Monitoring) . lon precursor and product was identified and
characterized at m/z 265 444 for vitamin B, 377 —243 for viamin B,, dan
442 —295 for vitamin B.

The mehods performance was evaluated in regard to selectivity, linearity,
range, accuracy, limit of detection, limit of quantitation. The statistical analysis of
the result showed good selectivity, correlation coefficiénto@©986, 0.9999,

0.9988 vitanins B, By, By respectively, with the concentration range 0,1 — 200
Ha/L, limit of detection (LOD) 3,10 (B, 4,60 (B), 7,0 (B), ng/L, limit of
quantigion (LOQ) 10,0 (B), 15,0 (B), 23,0 (B), po/L and accuracy 90,89 %
(B1), 78,11 % B,), 64,01 % (B).

Key word . LC MS/MS. ESI, MRM
xix, 101 pages . 45 pictures, 11 tables
Bibliography : 49 (1993 - 2011)
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Dalam rangka meningkatkan gizi masyarakat dan mengurangi jumlah
penduduk yang kekurangan nutrisi maka pemerintah Republik Indonesia melalui
kementrian kesehatan dan kementrian perindustrian bekerja-sama dengan Bank
Pembangunan Asia (ADB), menetapkan kebijakan agar dilakukan fortifikasi
kandungan nutrient pada pangan tertentu. Tepung terigu dipilih karena merupakan
bahan pangan yang umum digunakan oleh sebagian masyarakat untuk pembuatan
kue, mie, dan panganan jadi lainnya. Penetapan aturan fortifikasi dilakukan
melalui surat keputusan mentri kesehatan No.962/Menkes/SK/VI11/2003 yang
menetapkan bahwa setiap tepung terigu yang diproduksi dalam negeri maupun
import harus mempunyai kandungan fortikasi vitamir{rBin 2,5 ppm), B (min
4 ppm), @am folat (min 2 ppm), Besi (min 60 ppm), Seng (min 30 ppm) (Asosiasi
Produsen Tepung Terigu Indonesia, 2010).

Kementrian Perindustrian melalui Surat Keputusan Mentri Perindustrian
No. 153/MPP/Kep/5/2001 menetapkan penerapan SNI wajib untuk produk
Tepung terigu sebagai bahan makanan, dengan nomor SNI yang termutakhir
adalah SNI 3751 2009. Untuk memastikan bahwa kandungan nutrisi dalam bahan
pangan sesuai dengan persyaratan standar dilakukan pemantauan dan pengujian

oleh laboratorium.(Badan Standardisasi Nasional, 2008)

Dalam pelaksanaan pengujian diperlukan metoda uji yang valid untuk
memantau kandungan fortifikasi yang diberikan dalam tepung terigu agar sesuai
dengan persyaratan yang ditetapkan. Metoda uji yang ditetapkan menurut Standar
Nasional Indonesia (SNI) No. 3751 2009 untuk penentuan vitamiB,Bdalah
mengginakan alat Kromatografi cair Kinerja Tinggi (KCKT) detektor UV-Vis
dan vitamin B menggunakan spektrofotometer dengan teknik preparasi
mikrobilogi. (Badan Standardisasi Nasional, 2008). Menurut manual of methods

for determining micronutient in fortified foods metoda uji yang digunakan untuk
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penentuan vitamin B dan B adalah menggunakan alat kromatografi cairan
kinerja tinggi (KCKT) dengan preparasi mengunakan hidrolisa enzim dan
detektor fluoresensi. Vitamin;Rlan B ditentukan secara terpisah karena
mengum@kan enzim yang berbeda. Metoda uji ini melalui tahapan yang cukup
rumit yaitu hidrolisa mengunakan asam klorida pada pH 4,5 dan dilanjutkan
dengan hidrolisa enzim kemudian dipisahkan dengan kolom kolom kromatografi
dan dideteksi mengunakan detektor Ultra violet. (Boen, T.R, dkk 2008) Metoda
ini mempunyai sensitifitas yang cukup besar, noise yang tinggi, dan belum

tersedia parameter kinerjanya.

Penentuan vitaming8menurut SNI 3751 2009 dan manual of methods for
determining micronutrient adalah menggunakan teknik mikrobiologi dimana
konsentrasi vitamin 8diukur secara tidak langsung melalui pertumbuhan

mikrobadengan spektrofotometer. (Rylich, Michael, 2011)

Metoda uji untuk vitamin B B;, Be, diatas mempunyai beberapa kesulitan
dan kendal yaitu pengukuran dan preparasi dilakukan secara terpisah sehingga
memerlukan waktu, proses preparasi yang kompleks, waktu pengerjaan yang
cukup lama, karena ada proses pertumbuhan mikroba yang spesifik dan
memerlukan waktu serta ketrampilan khusus. Untuk itu perlu dikembangkan suatu
metoda yang mampu mengukur vitamif) B, By dengan akurat, cepat dan

simultan. (Martin, Julio, et.all, 2008),

Kromatografi cair kombinasi dengan spektrometri massa merupakan
pilihan teknik analisis yang dapat digunakan untuk pemisahan senyawa-senyawa
yang polar dan mempunyai berat molekul besar. Teknik deteksi kombinasi antara
kromatogarfi cair dengan spektrometri massa (LC-MS/MS) merupakan suatu
teknik masa depan yang mampu mengatasi kendala-kendala dalam analisis, dapat
dilakukan secara simultan termasuk meminimalkan adanya efek matriks.( Shukla,
Andi K, & Futrell Jean, H, 2000) LC-MS/MS dapat melakukan identifikasi
senyawa vitamin B By, By secara spesifik dan selektif, simultan serta dapat
memnimalkan pengaruh matriks. Tehnik ionisasi yang dipilih yaitu tehnik
ionisasi elektrospray dapat melakukan ionisasi terhadap analit vitaa, Bqg
yang bersifat polar. (Nollet, Leo M.L, 2004)
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Kromatografi cair tandem spektrometri massa (LC-MS/MS) merupakan
teknik penisahan menggunakan kolom kromatografi dengan ukuran partikel yang
lebih kecil (dibawah 2 pm), dapat melakukan pemisahan yang lebih efektif,
mereduksi waktu injeksi, dan efek matriks. Teknik kombinasi tandem
spektrometri massa adalah teknik yang paling umum dilakukan saat ini,
merupakan teknik dengan presisi tinggi, sensitifitas yang kecil, tingkat resolusi
tinggi serta tingkat keakuratan deteksi massa yang tinggi. (Roge, A.B, et.al 2011),
Teknik LC-MS/MS mempunyai rentang ukur yang baik dengan spektrum yang
luas dan mempunyai tingkat selektifitas serta spesifisitas yang baik, sehingga
teknik LC-MS/MS ini dapat digunakan sebagai alternatif penentuan kandungan
vitamin By, By, By secara simultan dalam matriks tepung terigu. (Rylich, Michael
,2011)

Menurut ISO/IEC 17025 suatu metode pengujian harus dilakukan validasi
untuk memastikan kesesuaian atau konfirmasi kelayakan teknis unjuk kerja sesuai
dengan tujuan. Validasi adalah suatu tindakan penilaian terhadap parameter
tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan parameter

tersebut memenuhi persyaratan dalam penggunaannya.(Harmita, 2004).

1.2. Perumusan masalah

Penelitian ini dilakukan atas dasar belum tersedianya cara identifikasi dan
karakterisasi vitamin B B,, By yang spesifik, langsung dan simultan dalam
tepungterigu yang difortifikasi serta belum ada metoda uji yang dapat melakukan
pengujian secara simultan tanpa melalui tahapan proses preparasi yang rumit.

Metoda uji yang ditetapkan oleh Standar Nasional Indonesia No. 3751 2009 masih

mempunyai kendala dan kesulitan diantaranya :

- Memerlukan waktu lama, khususnya untuk vitamin, Barena harus
menumbuhka media secara biologi yang sangat spesifik dan memerlukan
ketrampilan khusus.

- Pengukuran dilakukan secara terpisah dimana vitamiBBdiukur dengan
alat kromatografi cair kinerja tinggi menggunakan detektor Ultra Violet

sementara Vitamin gmenggunakan spektrofotometer.
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- Belum ada nilai unjuk kerja dari metoda uji yang ditetapkan oleh Standar
nasionalndonesia.

Memperhatikan kendala diatas, dipilih metoda pengujian menggunakan
alat LC-MS/MS dengan teknik ionisasi elektrospray dimana teknik ini dapat
melakukan pengukuran analit secara simultan meskipun terdapat puncak yang
berimpit, pemisahan dilakukan berdasarkan nilai m/z, mampu mengukur
sampai pada tingkat sensisitifitas yang lebih baik, waktu yang diperlukan lebih

cepat, dapat diminimalkan adanya interference karena sistim MRM.

1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk :
-. Mengembangkan cara penentuan vitaminB3, Bg secara spesifik dan
simultan menggunakan LC-MS/MS.
-. Mengembangkan metoda uji yang mampu secara simultan mendeteksi
vitamin By, B,, dan B, dalam matriks tepung terigu.
-. Mengapkan unjuk kerja metode uji seperti selektifitas, linearitas, Batas

deteksi, dan Akurasi.

1.4. Hipotesis

Dengan menggunakan kromatografi cair tandem spektormetri massa (LC-
MS/MS) dapat dilakukan identifikasi dan kuantifikasi secara simultan
kandungan vitamin B By, By dalam matriks fortifikasi tepung terigu dan

menenuhi persyaratan kaidah unjuk kerja metoda uji.

1.5. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat membantu dalam meningkatkan
kualitas hasil pengujian di Indonesia, khususnya bagi laboratorium yang
melakukan pengukuran kandungan vitamin®, By dalam tepung terigu yang
difortifikasi, sehingga dapat diminimalkan hambatan dalam transaksi
perdagangan dan mempercepat waktu proses penyelesaian import barang di
pelabuhan.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Fortifikasi tepung terigu

Fortifikasi merupakan suatu pendekatan yang dilakukan pemerintah
berbagai negara dengan bantuan dan koordinasi badan pangan dunia (WHO)
bertujuan untuk meningkatkan kecukupan gizi masyarakat termasuk di Indonesia.
Fortifikasi salah satu pendekatan untuk mengurangi jumlah penderita kekurangan
nutrient, khususnya dinegara berkembang seperti Indonesia. Fortifikasi
dimaksudkan untuk memastikan agar masyarakat memperoleh pasokan pangan
yang mempunyai nutrisi cukup. Sebagai bagian tanggung jawab publik maka
pemerintah melalui kementrian kesehatan dan perindustrian menetapkan SNI
wajib bagi produk tepung terigu dan harus dilakukan fortifikasi baik produk impor

maupun yang diproduksi dalam negeri.

Penerapan fortifikasi tepung terigu dimulai tahun 1995 dengan bantuan
Bank Pembangunan Asia (ADB) yang bertujuan melakukan penanggulangi
kekurangan gizi mikro dengan nutrien yang difortifikasi adalah zat besi (Fe), seng
(Zn), vitamin B_(tiamine), vitamin B (riboflavin), vitamin B (asam folat).
Kegatan fortifikasi tepung terigu di Indonesia secara formal dimulai th 1998
melalui surat keputusan Mentri Kesehatan no. 632 yang mewajibkan fortifikasi
tepung terigu baik produsen lokal maupun impor. Kementrian Perindustrian dan
Badan Standardisasi Nasional melakukan Notifikasi penerapan SNI wajib tepung
terigu ke WTO dengan nomor G/TBT/N/IDN/I dan tanpa penolakan dari anggota
WTO, diterbitkan surat Keputusan Mentri Perindustrian dan Perdagangan no. 153
tanggal 2 Mei 2001 tentang penerapan secara wajib SNI tepung terigu sebagai
bahan makanan, hingga tahun 2001 seluruh industri tepung terigu nasional

mendapatkan sertifikasi SNI.
Direktorat Bea dan Cukai u.b. Direktur Teknis kepabean menerbitkan

Surat Edaran no. S 672 tanggal 28 maret 2002 tentang Importasi Tepung Terigu
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yang memuat kewajiban importir agar melengkapi dengan Certificate of Analysis
(CoA). Dekade berikutnya pemerintah melalui Mentri Perindustrian menetapkan
SK no 753 tentang Standardisasi dan Pengawasan SNI ( SK ini sudah
diperbaharui lagi th 2007 dengan nomor 14/M-DAG/PER/3/2007) serta Surat
Edaran Bea dan cukai no 20 tgl 19 Juni 2003 tentang penanganan importasi
pangan dalam kemasan dan penanganan barang yang bertanda SNI. Kementrian
kesehatan juga melakukan revisi SK Menkes no. 962 dengan menerbitkan SK
Menkes no. 632/1998 yang mengatur tentang wajib daftar no. ML dan wajib label
tepung terigu.(Asosiasi Produsen Tepung Terigu (APTINDO), 2010)

Penerapan Standar Nasional Indonesia untuk produk tepung terigu
memerlukan sarana dan prasarana seperti laboratorium yang dapat menerbitkan
Certificate of Analysis (CoA), serta melakukan pemantauan kandungan fortifikasi
yang beredar dimasyarakat. Untuk dapat menerbitkan CoA laboratorium
memerlukan metoda uji yang cepat, akurat dan simple sehingga tidak menganggu

proses perizinan dan importasi barang di pelabuhan.

2.2. Vitamin Bz

Vitamin B; atau tiamin adalah vitamin yang dibutuhkan oleh tubuh
manusa dalam jumlah mikro berasal dari asupan gizi yang dikomsumsi oleh
manusia, dan berfungsi sebagai katalisator tranformasi makronutrien.( Rylich,
Michael, 2011)

Tiamin dapat berbentuk sebagai tiamin difosfat dan tiamin pirofosfat yang
berfungsi sebagai koenzim dalam metabolisme karbohidrat dan protein. Molekul
tiamin tersusun atas pirimidin tersubstitusi dan komponen tiazol yang
dihubungkan dengan jembatan metilen. Tiamin merupakan senyawa amina
kuartener dan berada dalam bentuk kation monovalen atau divalen, tergantung
pada pH larutan.(Eitenmiller, dkk, 2008)

Tiamin merupakan vitamin yang larut dalam air dan terdiri atas cincin
pirimidin dan cincin tiazol (mengandung sulfur dan nitrogen) yang dihubungkan
dengan jembatan metilen. Tiamin terdapat di alam dalam 2 bentuk yaitu bentuk

bebas dan terikat sebagai kompleks dengan protein yaitu komplek vitamin B
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fosfor protein dan ester dengan asam pirofosfat atau tiamin pirofosfat. Tiamin
merup&an basa kuat, memiliki nitrogen dan terionisasi sempurna pada hampir
semua kisaran pH, dimana gugus amino dari cincin pirimidin terionisasi dengan
nilai pKa = 4,8.(Eitenmiller,dkk, 2008, Andarwulan, dkk, 1992)

Tiamin mempunyai nama kimia menurut International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) adalah 2-[3-[(4-Amino-2-metil-piridin-5-yl)metil]-4-

metil-tiazol-5-yl] etanol dengan rumus struktur seperti Gambar 2.1.

MH;

N i
/“\ < =
H-C M H.C
=
oH

Gambar 2.1. Struktur Tiamin

Tiamin tersedia dalam berbagai bentuk senyawa, dimana bentuk yang
digunakan sebagai standar adalah tiamin hidroklorida. Tiamin hidroklorida
menpunyai rumus formula 184,,N4OS'CI.HCI dengan berat molekul 337.27
dan berbetuk tepung tidak berwarna. Tiamin hidroklorida mudah larut dalam air
(1 gram dalam 1 mL air), alkohol (1 gram dalam 100 mL alkohol 90%, atau dalam
315 mL alkohol absolut atau dalam 18 mL gliserin). Tiamin hidroklorida tidak
larut dalam eter, kloroform, benzene dan aseton, mempunyai titik cair 229:231
Tiamin hidroklorida cukup stabil dalam larutan asam kuat dan pada pH 3,5, dapat
dipanaskan sampai 1ZDtanpa terjadi dekomposisi. Molekul tiamin hidroklorida
dalamasam lemah dapat terpecah menjadi pirimidin dan tiazol, serta pada pH
netral dan basa sangat sensitif terhadap panas.(Eitenmiller, dkk, 2008,
Andarwulan, dkk, 1992)

Tiamine dapat diukur secara kimia dan mikrobiologi dengan berbagai
teknik deteksi seperti kromatografi, spektrofotometri, spektrofluorometri, dan
dipisahkan mengunakan kolom yang bersifat polar dengan tahapan preparasi
mengunakan teknik hidrolisa asam dan enzim yang diikuti dengan clean-up

matriks sebelum di injeksi kedalam alat kromatografi. Tiamin dapat dilakukan
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pengujian mengunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) mengunakan
detekbr UV-Vis dan fluoresen. Tiamin memberikan puncak maksimal pada A
246 nm (pH 2,9)dengan nilai sebesar 11.305 Mcm ™ dan memberikan 2
puncak mksimal pada. 234 dan 264 nm (pH > 5,5), yang masing-masing
berhubungn dengan pirimidin tersubstitusi dan komponen tiazol. (Nollet, Leo
M.L. 2004)

Tiamin dapat diukur mengunakan detektor fluoresen mengunakan prinsip
kerja reaksi tiamin dan ester fosfatnya dengan kalium heksasianoferat{Fg K
(CN) s, menghasilkan senyawa tiokrom yang berfluoresensi biru kuat pada
panjarg gelombang eksitasi dan emisi masing-masing pada 375 nm dan 432-435
nm. (De Man, John.M, 1999)

2.3.Vitamin B>

Vitamin B; atau riboflavin pertama kali diisolasi dari susu dan dibutuhkan
oleh tubuh manusia dalam jumlah mikro, berasal dari asupan gizi yang
dikomsumsi oleh manusia. Riboflavin diperlukan untuk berbagai proses sel,
metabolisme energi lemak, zat keton, karbohidrat dan protein serta berperan
dalam pembentukan sel darah merah, antibodi dalam tubuh. Riboflavin
merupakan vitamin yang larut dalam air dan terdiri atas cincin trisiklik bernama
isoalloksazin yang berikatan dengan turunan alkohol yaitu
ribitol.(Eitenmiller,dkk, 2008)

Menurut International Union of Pure and Applied Chemistry(IUPAC)
nama kimia riboflavin adalah 7,8-dimetil-10-[(2R.3R,4S)-2,3,4,5-tetrahidropentil
) benzolg] pteridien-2,4(3H,10H)-diona dan mempunyai rumus struktur seperti

dalam Gambar 2.2.

CH,
N/W\
H OH H OH
Ak
o) N o
H
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Gambar 2.2. Struktur Riboflavin.

Riboflavin atau vitamin Bmerupakan turunan isoaloksazin dengan rantai
sampng ribitol. Riboflavin merupakan tepung berwarna kuning dengan rumus
empiris G7H20N4Og berat molekul 376,36 dan mempunyai titik leleh %32
Riboflavin murni sangat mudah larut dalam air ( 12 mg dalam 100 mL air pada
27,5C atau 19 mg pada 4D) dan dalam etil alkohol (94,5 mg dalam 100 mL
pada 27,%C), amil alkohol, siklo-heksanol, fenol, amil asetat dan sangat larut
dalamalkali. Riboflavin tidak larut dalam aseton, eter, benzen dan
kloroform.(Eitenmiller,dkk, 2008, Andarwulan, dkk, 1992).

Riboflavin memiliki nama kimia lainnya 7,8-dimetil-10(1’-D-ribitol)
isoaloksazin dan 6,7 dimetil-9,d-riboflavin. Cincin isoaloksazin pada riboflavin
disebut cincin flavin. Cincin flavin termetilasi diposisi 7 dan 8., terfosforilase
diposisi 5’ di rantai samping ribitol menghasilkan flavin mono-nukleotida(FMN).
Penambahan adenosin-5’-monofosfat menghasilkan flavin adenin dinukleotida
(FAD). Ikatan karbon-nitrogen yang menghubungkan rantai samping ribitol ke
isoaloksazin bersifat stabil terhadap hidrolisis asam, FMN dan FAD bersifat
mudah berobah menjadi riboflavin pada pH dibawah 5,0. (De Man, John.M,
1999).

Riboflavin, FMN dan FAD menunjukkan serapan maksimal pada panjang
gelombang (} 223, 266, 373 dan 445 nm, dan dapat mengalami peagese
serapan maksimum pada panjang gelombang370 dan 450 nm, karena
terjadinya oksidasi flavin dan flavo-protein yang dipengaruhi oleh kondisi pelarut.
Riboflavin dapat juga mengalami pergeseran panjang gelombang menjadi 220 —
270 nm karena terjadi reduksi flavin dan flavinprotein yang menghasilkan
spektrum yang tidak umum, yang dapat menyulitkan interpretasi data
spekroskopi.(Eitenmiller, dkk, 2008, Andarwulan, dkk,1992)
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Riboflavin memilik sifat fluoresensi pada panjang gelombang eksitasi 440-
550 nm, ensi =520-530 nm). Riboflavin dan FMN berfluoresensi hampir sama,

sementara FAD berfluoresensi kurang kuat dibanding riboflavin dan FMN.

Riboflavin yang terikat dengan kompleks protein dalam bentuk FMN dan
FAD dapat dihidrolisa dengan asam menghasilkan senyawa riboflavin bebas yang
memiliki fluoresensi pada panjang gelombang emisi = 565 nm dan eksitasi pada
440 nm. Riboflavin dapat dirubah menjadi lumiflavin pada kondisi basa yang
memiliki sifat fluoresensi pada pada panjang gelombangrisi=513 nm, dan
panjang gelombangX) eks= 450 nm).(Eitenmiller,dkk, 2008)

Riboflavin dapat dipisahkan dengan kolom mengunakan fase diggn C
yang bersifat polar dengan fase gerak berair/organik atau mengunakan agen

pasagan ion (heksan atau heptan asam sulfonat).(Eitenmiller, dkk, 2008)
2.4. Vitamin By

AsamFolat atau vitamin Bpertama kali diisolasi dari daun bayam tahun
1941 olehwitchell dkk. Asam folat tidak ditemukan di alam, dengan bentuk
sinteik yang lebih stabil serta digunakan untuk fortifikasi makanan dan untuk
sediaan farmasetik. Menurut International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) nama asam folat adalah [(2S)-2-[(4-{[(2-amino-4-hydroksipteridin-6-
yl)metil] amino} phenil) formamida] pentanedinoic acid dan mempunyai rumus

struktur seperti pada Gambar 2.3..
HD L]
o

Njﬁ

w |

O\HI oH = NH

OH N)\wa‘j)

HENALN/ N/

Gambar 2.3. Struktur Asam folat

Asamfolat atau folasin tersusun dari 2-amino-4-hidroksi pteridin dan
asam p-amino benzoat yang mengikat asam P-Amino Bezoat Glutamat (PABG).
Asam folat memiliki rumus empiris;gH1gN7Os dengan berat molekul 441,4,
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dengan bentuk berupa tepung berwarna kuning sampai orange kekuningan,
memiiki titik leleh. Asam folat sangat mudah larut dalam alkali encer, larut dalam
asam encer, dan sedikit larut dalam air (0,16 mg per 100 mL air pada §Ghu 25
gramper 100 mL pada 180), tidak larut dalam alkohol, aseton, eter dan
kloroform. Asam folat bersifat stabil terhadap basa, namun masih dapat
dihidrolisa dengan asam dengan memecah rantai samping sehingga dihasilkan
PABG dan asam p-terin-6-karboksilat.(Andarwulan, dkk, 1992)

Asam folat memiliki senyawa induk asam pteroat, asam4-[(pteridin-6-
iImetil)amino] benzoat merupakan kelompok senyawa heterosiklik dengan
struktur asam pteroat yang terkonjugasi dengan satu atau lebih L-glutamat yang
dihubungkan melalui guguskarbonil asam amino. Asam folat mengandung
resdu satu asam glutamat dengan nama “asam pteroilglutamat”.Asam folat dapat
direduksi menjadi folat H2 atau tetrahidrofolat (H4 folat). Tetrahidrofolat yang
merupakan bentuk koenzim vitamin yang aktif.( Eitenmiller, dkk, 2008,
Andarwulan, dkk, 1992)

Asam folat mempunyai kelarutan minimum pada pH 2-4, dimana bentuk-
bentuk netral dan mono-kationik mendominasi, kelarutan meningkat sebanding
dengan peningkatan pH diatas kisaran pH tsb, karena spesies anionik meningkat
konsentrasinya. Kelarutan asam folat meningkat pada pH yang sangat rendah
dalam larutan yang sangat asam. Pada pH yang sangat rendah, maka spesies
kationik mendominasi. Asam pteroat kurang larut dibandingkan asam folat
disepanjang skala pH. Kelarutan asam folat dipengaruhi oleh karakter hidrofilik
polar dari gugus karboksil asam glutamat. Pada level pH netral sampai alkali,
poliglutamil folat bersifat lebih anionik dibanding asam folat karena adanya
tambahan gugus karboksil yang terionisasi. Folat poliglutamil rantai panjang lebih
bersifat hidrofobik dibanding folat poliglutamil rantai pendek pada pH rendah,
yang mana gugus karboksil berada dalam berada dalam bentuk terprotonosi.
(Eitenmiller, dkk, 2008, De Man, John.M, 1999)

Analisis asam folat dapat mengunakan metode kromatografi cair dengan

detektor fluoresen dan photo diode array. Asam folat dapat juga dilakukan dengan
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kromatografi cair yang digabungkan dengan spektrometer massa (MS). Asam

folat dapat dibebaskan dari bentuk terikat dengan digesti atau destruksi matriks
yang dilanjutkan dengan hidrolisis enzim amilasi. Pemisahan asam folat dapat

dilakukan dengan kromatografi penukar ion dan fase fase terbalik mengunakan
detektor uv-vis, fluoresensi dan elektrokimia. (Nollet, Leo M.L .2004

2.5. Kromatografi cair- Tandem Spektrometri Massa (LC-MS/MS)

Kromatografi cair tandem spektrometri massa disingkat LC-MS/MS
merupakan pengembangan teknologi dan kombinasi antara kromatografi cair
dengan spektrometri massa yang mampu menganalisis dengan tingkat sensitifitas,
selektifitas yang lebih baik. Komponen utama instrumentasi LC-MS/MS dapat

terdapat pada Gambar 2.4 berikut :

electron
quadruﬁole mass multiplier
quadrug»me collision lter
cha

ion source quadmﬁlgs mass mber

on

. product  detection
ion  jon selection

precursor  fragmentation

ion selection

ionization

Gambar 2.4. Skema LC-MS/MS
(sumber. Hoffman, Journal of mass spectrometry vol.31 pp 129-137, 1996)

Tahapan proses yang terjadi dalam alat kromatografi cair tandem
spektometri massa (LC-MS/MS) terdiri dari : Sampel yang dipisahkan oleh
kolom kromatografi cair, masuk chamber ionisasi melalui kapiler, dilakukan
ionisasi dengan tehnik ionisasi elektrospray (ESI) diteruskan ke quadrupole 1
untuk dilakukan analisis atau seleksi ion precursor berdasarkan nila m/z,
selanjutnya dilakukan fragmentasi di dalam collision cell dan hasil

fragmentasinya dianalisis atau diseleksi oleh quadrupole 2, diteruskan ke detektor.
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Pada kegiatan penelitian ini digunakan instrumen analitik kromatografi
cairtandem spektrometri massa (LC-MS/MS) untuk analisa kualitatif dan
kuantitatif senyawa vitaminBB,, Bg dalam matriks tepung terigu secara
simultan. Kromatografi adalah metoda pemisahan dimana komponen-komponen
(dalam fasa cair) yang akan dipisahkan didistribusikan antara dua fasa, salah
satunya merupakan lapisan stasioner (fasa diam) dengan permukaan yang luas dan
fasa lain berupa fase gerak yang mengalir sepanjang lapisan stasioner. Fasa diam
dapat berupa zat padat atau cairan dan fasa geraknya adalah cair. Kromatografi
cair melakukan pemisahan mengunakan kolom dengan ukuran partikel tertentu,
mengunakan fase gerak sesuai dengan kepolaran dari senyawa yang akan
dipisahkan.

Kromatografi merupakan teknik pemisahan molekul berdasarkan
perbedaan interaksi antara analit dalam fase gerak dengan fase diam dalam kolom.
Molekul yang terlarut dalam fase gerak akan melewati kolom yang terdapat fase
diam, dimana molekul yang memiliki ikatan yang kuat dengan fase diam kolom
akan cendrung bergerak lebih lambat dibanding dengan molekul yang berikatan
lemah. Kolom merupakan inti dari kromatografi yang mempunyai fungsi untuk
memisahkan ion atau molekul dalam suatu larutan. Kolom kromatografi yang
lebih dikenal dengan istilah fase diam dapat bersifat polar, dan non polar dengan
ukuran partikel tertentu. Pengunaan ukuran partikel dalam analisis Kromatografi
pada dekade tahun 1970-an adalah 10 pm, dan berkembang menjadi 5 pum diawal
tahun 1980, selanjutnya tahun 1990-an ukuran partikel berkembang menjadi 3,5
pm.Tahun 2004, mulai dikembangkan kolom dengan ukuran yang lebih kecil lagi
yaitu dibawah 2,5 pm .(Robart,K. Haddad,P,R. Jackson, P.E 2001).

Evolusi partikel kolom kromatografi cair memberikan manfaat yang luar
biasa terhadap perkembangan teknik pemisahan yaitu dapat meningkatkan
kemampuan dalam bidang resolusi pemisahan, kecepatan dan sensitifitas analisis.
Adanya penurunan ukuran partikel hingga dibawah 2,5 pm akan memberikan
dampak yang signifikan terhadap efisiensi pemisahan, laju alir, kapasitas puncak,
selektifitas dan sensitifitas. Efisiensi pemisahan analit oleh kolom dinyatakan
dalam resolusi atau R dan berbanding lurus dengan akar N atau akar jumlah

plate. Nilai N sangat ditentukan oleh ukuran partikel atau berbanding terbalik
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dengan ukuran partikel, dimana nilai N semakin besar dengan semakin kecilnya
ukuran patikel. Nilai N atau jumlah plate adalah berbanding terbalik dengan
H.E.T.P dimana semakin besar nilai N maka nilai H.E.T.P akan semakin kecil

atau turun. Bilai N semakin besar atau H.E.T.P semakin kecil maka kemampuan
pemisahan atau efisiensi pemisahan akan semakin besar. Pengaruh ukuran partikel

terhadap penurunan nilai H.E.T.P dapat di ilustrasikan dalam Gambar 2.5.

i pentcle / HPLC
20 /4
H 14
E
T
P 104 3.5 um Particle
[um] 1990's N
ACQUITY UPLC System
7] 1.7 um Particle ;
2004
(o] 1 2 3 4 5 ] 7
Flow Rate [rml/min]: Linear Velocity [u, mm/sec] ——
ID=1.0 mm 0.04 0.07 0.10 0.13 0.17 0.20 0.24
ID=2.1 mm 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05
ID'=4.6 mm 1.4 2.1 2.8 3.5 4.2 4.9

Gambar 2.5. plot vam deemter, ilustrasi perkembangan ukuran partikel
kolom terhadap nilai HETP (Swartz, Michael E & Murphy, Brian J, 2004)

Berdasarkan kurva diatas menunjukkan bahwa ukuran partikel semakin
kecil akan menurunkan nilai H.ET.P, meningkatkan efisiensi, kecepatan, dan
kapasitas puncak. Kolom dengan ukuran dibawah 2 pm(UPLC) memiliki
keunggulan dapat dijalan dengan panjang kolom yang lebih pendek, resolusi yang
lebih baik, lebih cepat, sensitifitas yang lebih baik karena puncak lebih sempit dan

puncak yang lancip.

Sumber lonisasi adalah komponen dari intrumentasi yang melakukan
ionisasi sampel sehingga dapat dilakukan analisis oleh mass analleedapat
beberapa jenis ionisasi yang digunakan dalam instrumentasi kromatografi cair
tandem spketrometri massa seperti ESI, APCI dan APPI. Teknik ionisasi
elektrospray merupakan tehnik yang umum digunakan karena merupakan teknik
ionisas lunak dengan ruang-lingkup senyawa yang dapat diionisasi lebih banyak

dan lebih cocok untuk ionisasi senyawa yang bersifat polar. Penerapan tehnik

Universitas Indonesia

Pengembangan metoda..., Adisam. ZN, FMIPA Ul, 2012



15

lonisasi dan perbandingan ruang-lingkup penerapan tehnik ionisasi terhadap
kepolaan senyawa dapat dilihat pada Gambar 2.6. Tehnik ionisasi elektrospray
pada awalnya ditujukan untuk analisis protein, kemudian berkembang untuk
polimer, biopolimer, dan analisis molekul polar dalam jumlah sedikit.

Fi

100,000 L(

Electrospray lonization |

10,000

1000

Molecular Weight

10

Nonpolar Very Polar
Polarity

Gambar 2.6 Aplikasi berbagai tehnik ionisasi APCI, APPI, ESI
terhadap kepolaran ( Manual Part Number, Agilent 6400, 2009)

Metoda ionisasiESI dilakukan dengan tahapan dimana larutan dari analit
disemprotkan dengan laju alir 1 — 2D melalui kapiler kedalam chamber
(tempd), seperti terlihat pada Gambar 2.7.dan terjadi ionisasi dengan dibantu
nebulizer.

o — e — R _— = —

lons

Nebulizer gas

Sibvil i S Heated nitrogen drying gas

Dielectric capillary entrance

Gambar 2.7. lonisas elektrosparay Manual Part Number, Agilent
6400, 2009)
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lonisasi elektrospray (ESI) adalah teknik ionisasi pada tekanan atmofer
(API1) dan sangat baik untuk analisis molekul polar dengan rentang massa
molekul 100 hingga lebih dari 1,000,000 Dalton. Proses ionisasi yang terjadi
adalah sampel dalam pelarut polar yang mudah menguap dipompa melalui
kapiler (diameter dalam 75 — 150 micometer) dengan laju alir 1 — 20 pL/menit.
Potensial/Voltase tinggi 3 — 4 kV diberikan pada ujung kapiler dan dinding kapiler
yang merupakan sumber ionisasi dari spektrometri massa, tetesan bermuatan
yang dihasilkan menjadi uap dan digerakkan sehingga terjadi proses desolvasi,
dibantu dengan aliran gas nebulizer nitrogen. Tetesan dari aerosol yang bermuatan
tinggi dan bebas dari pelarut didorong dengan bantuan drying gas. Sampel dalam
bentuk ion (bebas pelarut) melewati sampling cone menuju daerah vacum
intermediate selanjutnya massa yang mempunyai vacum lebih tinggi.(De
Hoffman,E & Stroobant,V 2008) Proses diatas dapat dilihat pada Gambar 2.8.

capillary, 3-4 kV

droplet
evaporating

L

containing JI
ions - )
10ns evaporaling
from the surface of
the droplets

Gambar 2.8. Proses ionisasi elektrospray (Gaskell,. Siind897),

lonisasi dapat dilakukan dalam dua mode yaitu mode + (positif) dan —
(negatif), dimana saat mode positif ditambahkan sejumlah kecil asam seperti asam

format untuk membantu protonasi dari molekul sampel, dan untuk mode negatif
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ditambahkan sejumlah kecil larutan basa seperti ammonia atau amin yang mudah

menguwap untuk membantu deprotonasi dari molekul sampel.

Spektrometri massa adalah suatu teknik untuk merubah ion fase gas dari
atom atau molekul dalam sampel, dipisahkan berdasarkan rasio massa terhadap
muatan (m/z), dan diukur kelimpahannya (abundance). Spektrometri massa saat
ini merupakan teknik yang paling banyak digunakan untuk analisis intrumentasi.
Spektrometri massa dapat memberikan informasi tentang struktur dari senyawa
dan dapat juga digunakan sebagai dasar pengukuran kualitatif dan kuantitatif,
hingga konsentrasi par per billion. Spektrometri massa telah digunakan untuk
analisis kuantitatif berbagai campuran dari gas, cairan dan padatan, serta telah
digunakan untuk identifikasi dan kuantifikasi molekul organik dan biologi. .(De
Hoffman,E & Stroobant,V 2008),

Spektrometri massa adalah instrument yang memisahkan atom, molekul
terionisasi dalam fase gas berdasarkan perbedaan nilai m/z nya, dimana m adalah
massa unit atom dan z adalah jumlah muatan dari ion. Mass Analgzgah inti
dari spektrometri massa, yang berfungsi untuk melakukan analysis terhadap ion
berdasarkan m/z. Mass Analyzadalah komponen yang melakukan pemisahan
ion hasil ionisasi berdasarkan perbedaan m/z masing-masing molekul. Terdapat
beberapa jenis analyzer massa seperti Sngle Quadrupole, Triple Quadrupole,
lon, Trap, Hybride, QTOF, dan lain-lain. Triple Quadrupoledalah yang paling
sering digunakan oleh para peneliti. Triple quadruptdediri dari 3 Quadrupole
Q1, Q2 Collision Cell) dan Q3 seperti tercantum dalam Gambar 2.9.

AP Gas @ Colision Gas
497 L /hr O L/Hr
ES+ Analyser
1.29e-05 B. 8.72E-04 mBar
ey Dietectar [PMT]
Diesolvation —— o
24 °C 1 L/hr N - ~—
Capillary
0.07 k¥ -
Phosphor
= Estractor Entrance Exit - -
3w -3 ¥ 1% -1.22 W —
___i}i_lllllllll___ == oL
Frrna
. Cynode
g‘;“"cce Hexapols Quadiupols T 2i83E Collision Cell Quadpole
[ Callision Eneraw 3 e¥ TS

Universitas Indonesia

Pengembangan metoda..., Adisam. ZN, FMIPA Ul, 2012



18

Gambar 2.9. Skema Triple Quadrupo{&/aters ACQUITY TQD
SYSTEM MANUAL GUIDE, 2010)

Analyzer yang digunakan dalam kromatografi cair Tandem spektrometri
massa terdiri dari 2 Quadrupole yang dipisahkan oleh satu collision s4l.
Quadrupole 1 (Q1) dan 3 (Q2) berfungsi sebagai mass analydan satu

berfungsi sebagai Q2 Collision cell

Terdapat beberapa jenis eksperimen yang dapat dilakukan dalam
kromatografi cair tandem spektrometri massa triple qudrupole (QQQ atau TQD)

yaitu :
- Identifikasi dan seleksi ion produk.

lon produk di identifikasi mengunakan quadrupdd berdasarkan m/z
dan ditranfer ke Q2 atauollision cell. Di dalam collision cellterjadi tumbukan
dan interaksi dengan gas collision dan fragmen lainya menghasilkan ion produk.
lon produk hasil fragmentasi diukur oleh quadrupadl@3. Jenis percobaan ini
dikenal dengan MS-MS Scan yang menghasilkan MS-MS spektrum, dan metoda
ini biasanya dilakukan umum dengan tehnik ionisasi elektrospray (ESI). (De
Hoffman,E & Stroobant,V 2008) Identifikasi ini terdapat dalam Gambar 2.10

skema 1.
- Identifikasi dan seleksi ion prekursor

Kondisi ini merupakan identifikasi dan analisis ion precursor
berdasarkan kondisi optimal hasil ionisasi dan dipilah berdasarkan m/z ion
precusrso. Hal ini disebut dengan precursor scan, menggunakan mode yang
terpisah antara quadrupole 1 dan 2. Pada saat dilakukan scanning salah satu
guadrupole dalam kondisi fix sementara yang satu lagi melakukan identifikasi dan
analisis ion precursor, hal ini sering dikenal dengan MS-SCAN. Semua ion yang
dihasilkan dilakukan identifikasi nilai m/z nya dengan cara seleksi m/z yang
cocok dengan berat molekul senyawa yang akan di identifikasi. Identifikasi ini

terdapat dalam Gambar 2.10 skema 2.
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- Identifikasi dan analisis ion netral yang hilang.

Kondisiini merupakan analisis fragment netral dan mendeteksi semua
fragmentasi yang mengarah kepada hilangnya ion netral. Scan jenis ini
membutuhkan spektrometri keduanya secara bersamaan. Identifikasi ini terdapat
dalam Gambar 2.10 skema 3.

- Pemantauan Reaksi Selektif (MRM)

Pemantauan reaksi selektif atau Selected Reaction Monitoring disingkat
MRM adalah tehnik berdasarkan prinsip pemilihan ion precursor dan ion produk
tertentu sesuai nilai m/z yang diinginkan, yang dapat diidentifikasi oleh alat LC-
MS-MS. Kondisi ini merupakan pemilihan reaksi fragmentasi yang spesifik dan
selektif yang dapat mengukur secara spesifik.Untuk scanning ini, quadrupole 1
dan 2 kondisi On dan fokus pada pemilihan atau seleksi massa tertentu. Metoda
ini analog terhadap terhadap pemilihan m/z secara spesifik dimana yang terdeteksi
hanya ion dengan m/z yang diinginkan. (De Hoffman,E & Stroobant,V 2008),

Seluruh kondisi eksperimen kromatografi cair tandem spektrometri massa
(LC-MS-MS) diatas dapat dijelaskan dalam Gambar 2.10.

Quadrupole 1 Quadrupole 2 Quadrupole 3
(MS1) (CID Collision cell) (ME2)
M : —% -
/ . -
select m/z product ion scan
(2) i ]
B — ."'—/’: -
"—\‘
scanning

precursor on scan
(selecied mvz)

@ [ o —
— — —
— T —»
scanning n=utral loss scan
E% University of
EE BRISTOL

Gambar 2.10. Proses eksperimen dalam LC-MS/MS (Bristol University,
2010)
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2.6. Unjuk kerja metoda uji. (Harmita,2004)

Menurut ISO/IEC 17025, suatu metoda uji sebelum digunakan oleh
laboratorium harus mempunyai kinerja yang memenuhi persyaratan. Persyaratan
unjuk kinerja suatu metoda uji adalah : akurasi, presisi atau ketelitian, batas

deteksi, batas kuantitasi, linearitas dan rentang ukur.

Akurasi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis
dengan kadar analit yang sebenarnya. Akurasi ditentukan dengan melakukan
analisis bahan yang sudah diketahui nilainya, baik standar baku bersertifikat
(CRM) maupun standar adisi terhadap matriks yang sesuai. Akurasi dinyatakan
sebagai persen perolehan kembali (rekoveri) analit yang ditambahkan atau

dibandingkan dengan yang terdapat dalam standar baku bersertifikat.

Ketelitian atau presisi adalah kedekatan antara hasil pengujian satu
ulangan dengan ulangan yang lainnya. Ketelitian merupakan 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 yangdiambil dari campuran yang homogen.

Selektivitas atau spesifisitas suatu metode adalah kemampuan metoda uji
mengukur zat tertentu saja secara spesifik dan seksama dengan adanya komponen
lain yang mungkin ada dalam matriks sampel. Selektivitas sering kali dapat
dinyatakan sebagai derajat penyimpangkegréee of bias) metode yang
dilakukan terhdap sampel yang mengandung bahan yang ditambahkan berupa
cemaran,hasil urai,senyawa sejenis,senyawa asing lainnya, dan dibandingkan

terhadap hasil analisis sampel yang tidak mengandung bahan yang ditambahkan.

Linearitas adalah kemampuan metode uji memberikan respon secara
langsung atau dengan bantuan transformasi matematik yang baik, proporsinal
terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Rentang metode adalah pernyataan
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batas terendah dan tertinggi analit yang sudah ditunjukkan dapat ditetapkan

dengan keermatan,keseksamaan,dan linearitas yang dapat diterima.

Batas deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat
dideteksi yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan blanko.
Batas deteksi merupakan parameter uji batas. Batas kuantitasi merupakan
parameter pada analisis renik dan diartikan sebagai kuantitas terkecil analit dalam

sampel yang masih dapat memenuhi kriteria cermat dan seksama.

Batas deteksi dan kuantitasi dapat juga dihitung secara statistik melalui

garis regresi linier dari kurva kalibrasi.

Cara lain untuk menentukan batas deteksi dan kuantitasi adalah melalui
penentuan rasio S/N (signal to noise ratio). Nilai simpangan baku blanko
ditentukan dengan cara menghitung tinggi respon pada pengukuran blanko
sebanyak 20 kali pada titik analit memberikan respon.
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BAB 3

METO DE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan di laboratorium pengujian PT.

Sucofindo, Cibitung, Bekasi pada bulan Agustus 2010 — September 2011 dan

laboratorium Loka Penyidikan Penyakit lkan Anyer, Direktorat Budidaya

Kementrian Kelautan dan Perikanan pada bulan Oktober —November 2011.

3.2
3.2.1

3.2.2

Bahan dan alat

Bahan

Bahan-bahan yang dipergunakan adalah:

Standar murni senyawa vitamin,B,, By terdiri dari standar Tiamin
Hidroklorida, Riboflavin, Asam folat (Sigma Aldrich).

Pelarut metanol (Merck), kromatografi grade.

Ammonium asetat(Merck).

Aquabidest, deionisasi ganda, dsliili-Q purification system (Millipore,
Bedford, MA), resistivity 18,2 M2-cm, disaring melalui filter membran

0,2 um.

Sampel tepung terigu yang diperoleh dari pasar.
Standar baku bersertifikat “BCR 121"

Peralatan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Alat-alat gelas yang ada di laboratorium kimia seperti: labu ukur, gelas
ukur, pipet, sentrifusevial, shaker, vortex, timbangan, mikropipet,
syringe.
Kromatografi cair (LC) Agilent 6430 Triple Quadrupole Mass
Spectrometer(QQQ), Binary pump 1290 infinity model G4220A, ionisasi
elektrospray mode positif, MRM system.
Kolom kromatografi cair Agilent Zorbax RRHt SB-aq 3,0 mm x 100 mm,
1,8 um.
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Kromatografi cair (LC) Waters Acquity UPLC Hclass, Triple Quadrupole
(TQD) MSMS-MassLynx 4,1 SCN714.

Kolom kromatografi cair Acquity UPLC BEH:1,7 pm (2,1 mm x 50
mm).

Kolom kromatografi cair Acquity UPLC BEHgQ,7 pm (2,1 mm x 50

mm).

Kolom kromatografi cair Acquity UPLC HSS T8 um (2,1 mm x 30

mm).

3.3  Prosedur penelitian.
3.3.1 Penelitian di Laboratorium Sucofindo dengan alat merk Agilent

Pelaksanaan penelitian yang dilakukan di laboratorium Sucofindo adalah
uji kKinerja alat, identifikasi ion prekursor, ion produk dan melakukan optimasi
kondisi ion prekursor dan ion produgengukuran linearitas, resolusi, rentang,
presisi serta pengukuran sampel matriks tepung terigu dengan tahapan prosedur
berikut.

3.3.1.1 Identifikasi ion prekursor dan ion produk

Larutan standar murni vitamim BB, dan B di injeksi menggunakan alat
kromaografi cair tandem spektrometri massa (LC-MS/MS) dengan volurhe 1 n
tanpa meewati kolom untuk identifikasi ion prekursor dan ion produk.
Kromtogram yang dihasilkan dilakukan evaluasi dan dibandingkan dengan
beberapa literatur dan ditetapkan ion prekursor dan ion produk masing-masing

vitamin.

3.3.1.2 Optimasi ion prekursor dan ion produk

Berdasarkan nilai m/z yang diidentifikasi pada sub. bab 3.3.1.1 diatas
dilakukan optimasi untuk memperoleh relatif respon optimal masing-masing
vitamin dengan melakukan variasi collision induced dissociation (CID), nebutize
laju alir gas, temperatur gas, sementara parameter lainnya mengikuti ketentuan

yang ditetapkan dalam manual alat. Hasil kromatogram yang diperoleh dibuat
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grafik antara variasi parameter yg dilakukan sebagai sumbu x dan respon relatif
seba@i sumbu y. Nilai optimal ditetapkan berdasarkan nilai optimal relatif respon
yang diperoleh. Setelah diperoleh kondisi optimal masing-masing vitamin maka
dilakukan injeksi standar campuran dan ditetapkan kondisi optimal campuran

vitamin.

3.3.1.3 Penentuan Resolusi pemisahan menggunakan kolom.

Setelah diperoleh kondisi optimal pada sub-bab 3.3.1.2 diatas dilakukan
injeksi larutan standar campuran dengan melewati kolom kromatografi cair. Hasil
kromatogram yang diperoleh dihitung resolusi atau daya pisah dari kolom
terhadap masing-masing vitamin dan dibandingkan dengan literatur.

3.3.1.4 Penentuan Linearitas dan Rentang kerja

Penentuan Linearitas dilakukan dengan menginjeksikan campuran standar
Vitamin By, B, Bg ke alat LC-MS/MS dengan deret standar berkisar 0 — 1000
ppb. Nilai respon relatif atau area yang diperoleh dibuat grafik antara konsentrasi
standar sebagai sumbu x dan respon relatif sebagai sumbu y, dihitung koefisien
korelasi dan persamaan regresinya. Nilai m/z yang digunakan untuk pembuatan
kurva kalibrasi standar adalah nilai m/z ion produk. Rentang ukur pengukuran
metoda dihitung dari deret kurva standar yang memberikan nilai koefisien

korelasi optimal.
3.3.1.5 Penentuan batas deteksi dan batas kuantitasi

Penentuan batas deteksi dan batas kuantitasi dilakukan dengan melakukan
injeksi standar terkecil yang masih dapat diidentifikasi sebagai puncak dengan
respon atau area tiga kali diatas nilai respon noise. Konsentrasi terkecil yang
diperoleh dikalikan dengan 3 kali rasio noise terhadap signal untuk batas deteksi
dan dikalikan 10 untuk batas kuantitasi. Perhitungan batas deteksi dan batas
kuantitasi juga dilakukan melalui kurva standar dengan rumus Q = (k x Sy/x)/SI
dimana Sy/x adalah simpangan baku residual dan Sl adalah simpangan baku
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respon analitik blanko dengan nilai k = 3 untuk batas deteksi dan k = 10 untuk

bataskuantitasi.

3.3.1.6. Pengukuran sampel.

Kondisi optimasi beserta kinerja metoda uji yang diperoleh sesuai
prosedur sub bab 3.3.1.1 sampai 3.3.1.5 digunakan untuk melakukan pengujian
sampel tepung terigu yang disampling pada beberapa kota di Indonesia. Prosedur
preparasi sampel yang dilakukan pada penelitian ini adalah menimbang contoh +
0,5 gram, melarutkan dengam Ammonium Asetat 75 mmol (pH 7), melakukan
vortex 15 menit dan ultrasonik 10 menit untuk membantu pelarutan,
mengimpitkan kedalam labu ukur 50 ml, melakukan sentrifgdama 30 menit
dengan kecepatan 3000 rpm, mengambil supernatan 2 mL serta melarutkannya
dengan fase gerak kedalam labu 50 mL, menyaring dengan filterrd,45jeksi
ke abt kromatografi. Hasil kromatogram yang diperoleh dicatat nilai area ion
produk masing-masing vitamin. Konsentrasi sampel dihitung dengan

menggunakan persamaan kurva standar yang diperoleh pada sub bab. 3.3.1.4.

3.3.2 Penelitian di laboratorium Loka Penyidikan Penyakit Ikan Anyer

dengan alat merk Waters.

Penelitian dengan menggunakan alat merk Agilent diatas tidak dapat
dilanjutkan karena kondisi alat tidak memungkinkan untuk melakukan
pengukuran karena respon yang diperoleh sangat kecil sehingga tidak dapat
digunakan untuk data penelitian sampai dilakukan tuning kembali. Alat dapat
digunakan kembali setelah tuning ulang, dengan waktu yang cukup lama yaitu 2-

3 bulan karena menunggu pembelian larutan tuning indent selama 2-3 bulan.

Untuk itu dilakukan pengujian dengan alat yang berbeda tapi mengikuti
pola dan kondisi yang hampir sama, yaitu mengunakan alat Waters Acquity
UPLC Hclass dengan detektor Triple Quadrupole (TQD) MSMS-MassLynx 4,1
SCN714, kolom kromatografi cair Acquity UPLC BEHQ,7 pm (2,1 mm x 50
mm), kolom kromatografi cair Acquity UPLC BEHgQ,7 pm (2,1 mm x 50 mm),

di laboatorium Loka Penyidikan Penyakit Ikan Anyer.
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Penelitian yang dilakukan ini adalah identifikasi ion prekursor, ion produk,
dan optinasi kondisi fragmentasi masing-masing vitamin, pengujian linearitas,

presisi, batas deteksi, dan akurasi.

3.3.2.1. Akurasi

Penentuan Akurasi dilakukan dengan melakukan pengujian terhadap
standar baku bersertifikat BCR-121, dimana nilai akurasi dihitung dengan
membandingkan antara nilai yang diperoleh saat analisis dengan nilai yang

ditetapkan dalam sertifikat baku.
3.3.3. Penelitian menggunakan alat agilent dan kolom water aquity HSS T3

Memperhatikan hasil penelitian dengan kolom wategk@rang
menuaskan maka dilakukan penelitian menggunakan kolom yang lebih cocok
yaitu water aquity HSS T3. Penelitian yang dilakukan mengikuti kondisi yang
diperoleh saat menggunakan kolom Zorbax, dengan parameter kinerja yang
ditetapkan adalah mengikuti prosedur pada sub.bab 3.3.1.1 sampai 3.3.1.5 diatas.
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

Untuk menganalisis kandungan vitamif B, dan B dalam matriks
tepung erigu diperlukan metode uji yang memiliki kinerja yang baik serta teknik
deteksi yang mampu melakukan identifikasi maupun analisis kuantitatif secara
simultan. Kromatografi cair tandem spektrometri massa (LC-MS/MS) merupakan
alat yang dapat mengidentifikasi dan analisis kuantitatif secara simultan
kandungan vitamin. Penelitian ini dilakukan menggunakan dua alat LC-MS/MS
yang berbeda yaitu (1) LC-MS/MS Agilent 6410 Triple Quadrupole Mass
Spectrometer (QQQ) dan (2) LC-MS/MS Waters Aquity UPLC Triple
Quadrupole (TQD). Ke dua alat menggunakan tehnik ionisasi elektrog@agan
mode positif dan sistim pemantauan reaksi molekul atau molekul reaction
monitoring yang disingkat MRMMultiple Reaction Monitoring).

Dalam penelitian ini digunakan kolom Zorbax RRHt SB-aq 3,0 mm x 100
mm, 1,8 pmAcquity UPLC HSST31,8 um (2,1 mm x 30 mm) (untuk LC-
MS/MS Agilent) dan Aquity UPLC BEH C1g1,7 um (2,1 mm x 50 mmAcquity
UPLC BEH Cg1,7 pm (2,1 mm x 50 mm) untuk LC-MS/MS Waters. Untuk
idenifikasi dan optimasi digunakan larutan standar vitaminBg, Bs dengan
konsentasi 1 g/L dalam pelarut 90 % air/10 % metanol dengan 20 mM

amnonium format dan 0,1 % asam format.

4.1 Identifikasi ion prekursor vitamin B 41, B,, B; dengan alat LC-MS/MS

agilent

Identifikasi ion prekursor merupakan langkah kualitatif yang harus
dilakukan untuk memastikan bahwa senyawa yang akan diukur secara kuantitatif
adalah benar ion dari senyawa yang bersangkutan. Kondisi pengukuran untuk
identifikasi ion prekursor mengikuti setting dari manual alat dan belum dilakukan
penentuan kondisi optimal serta injeksi tanpa melewati kolom. Informasi nilai
m/z larutan standar vitaminBB,dan B diperlukan untuk identifikasi massa

molekul dari standar vitamin sebagai dasar dalam analisis baik secara kualitatif

Universitas Indonesia

Pengembangan metoda..., Adisam. ZN, FMIPA Ul, 2012



28

maupun kuantitatif. Tehnik yang dilakukan adalah menggunakan full scan atau
ms-scan masing-masing larutan standar vitamiy B,, By yang diikuti dengan
teknik Selective lon Monitoring (SIM). SIM adalah teknik yang digunakan dalam
mengektrak kromatogram untuk meningkatkan selektifitas dan rasio signal
terhadap noise (S/N) dimana scanning hanya dilakukan terhadap massa molekul
yang dipilih.

Injeksi larutan standar vitamim BB,, By diperoleh spektogram massa

totd ion (TIC) seperti terdapat dalam Gambar 4.1.sampai 4.3 berikut :

x10 & |+ESI Scan (0.130 min) Frag=135.0Vv B1_001.d

121.9
2.2+

>
1.8
1.6
1.4
1.2

1

0.8 -
143.9

0.6
0.4+
0.2+

o4

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Gambar 4.1. Spektogram massa total ion (TIC) standar vitamin B

x10 5 |+ESI Scan (0.129 min) Frag=135.0V B2_001.d
1.4+
1.35
1.2+

1 377,1

0.9+
0.8 121.8
0.7
0.6
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0.3 143.8 257.2

) 278.8
171.8
0.2
226.6 301.2
0.1
0J ! AV A
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Gamba 4.2 Spektogram massa ion (TIC) standar vitamin B
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x104 |+ESI Scan (0.128 min) Frag=135.0 BS_003.d
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Gambar 4.3 Spektogram massa total ion (TIC) standar vitagnin B

Spektogram massa total ion standar vitami(tiBmin hidroklorida) pada
Gamba 4.1menunjukkan adanya puncak pada m/z 265, 143,9 dan 121,9. Puncak
pada mz 265 identik dengan ion prekursor vitamin Buncak pada m/z 265
terjadi karena molekul tiamin hidroklorida (BM 337,27) terionisasi dengan
melepaskan 2 molekul HCI sehingga terbentuk tiamin dengan BM 264,45 dan
selanjutnya terjadi proses protonasi melalui penambahan satu atom hidrogen (via
asam format) dengan berat molekul 265 yang identik dengan m/z 265. Hal diatas
terjadi disebabkan karena sifat garam dari tiamin hidroklorida yang tidak stabil
dan mudah terionisasi dan menerima satu atom Hidrogen dari asam, sehingga
terjadi protonasi menghasilkan ion prekursor dengan berat molekul 265. Puncak
pada m/z 121,9 dan 143,9 diidentifikasi sebagai puncak ion produk dari tiamin.

Larutan vitamin B dalam bentuk garam hidroklorida dapat dengan mudah
terionisasi melepaskan molekul asam klorida karena sifat basa kuat dari senyawa
tiamin, memiliki nitrogen yang cukup banyak sehingga dapat terionisasi sempurna
pada berbagai kisaran pH. Secara umum proses yang terjadi pada vifaiaypa
diganbarkan sebagai berikut (Gambar 4.4) :

C12H17CLN4OS.HCL -2 HQ|' ©H1eN,OS +H [G2H17N40S |
BM 337,27 -720  BM 264,45 BM 265,45

Gambar 4.4. Proses ionisasi vitamin B
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Berdasarkan data spektogram massa diatas serta proses ionisasi yang terjadi dapat
disimpulkan bahwa ion prekursor untuk vitamipdglalah pada m/z 265.

Spektogam massa total ion (TIC) standar vitamipBda Gambar 4.2
diatass menunjukkan adanya punya pada m/z 377,6 yang di identifikasi sebagai ion
prekursor riboflavin. Hal ini dapat dijelaskan bahwa larutan standar vitasnin B
yangdiinjeksikan dalam bentuk netral yaitu laktoflavin dengan rumus empiris
C17H20N4O6 dengan berat molekul 376,63. Laktoflavin mengalami proses ionisasi
selbma proses ESI melalui penambahan proton sehingga dihasilkan ion prekursor
dengan penambahan berat molekul menjadi 377,6. Proses ionisasi yang terjadi

pada vitamin Badalah sebagaimana terdapat dalam Gambar 4.5 berikut.

C17H20N4Oe + H [C17H21N406] *
e ———
[M ] [M+HY
BM 376,63 MB77,6

Gambar 4.5. Proses ionisasi vitamin B

Berdasarkan data spektogram massa diatas dapat di identifikasi dan disimpulkan
bahwa on prekursor vitamin Badalah pada m/z 377,6.

Untuk vitamin B larutan standar yang diinjeksikan dalam bentuk netral
yaitu bentuk asam pteroil glutamat dengan rumus empistdigN-Os dengan
berd molekul 441,40bersifat relatif stabil, dan tidak stabil pada pH kurang dari 5
(Eitenmiller, 2008). Proses ionisasi vitamin li2rlangsung melalui penambahan
proton s@ingga dihasilkan ion prekursor dengan penambahan berat molekul
menjadi 442. Proses yang terjadi pada vitamgadalah sebagaimana terdapat

dalamGambar 4.6.

Ci19H19N70s + H [C19H20N7Og] *
>
[M ] [M+H
BM 441,40 MB42,40

Gambar 4.6. Proses ionisasi vitamis B
Hasil Spektogram massa total ion (TIC) masing-masing vitamiB£Bgy

diates menunjukkan adanya puncak pada m/z yang mencirikan ion prekursor yang
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dapat digunakan sebagai dasar identifikasi. Rumus molekul, berat molekul dan ion
prekur®r dari masing-masing vitamin tercantum pada Tabel 4.1 berikut :

Tabel 4.1. Rumus molekul, berat molekul dan ion prekursor vitamiBBBy

Analit Rumus molekul Berat molekul lon prekursor
(g/mol) pada m/z

Vitamin B; sebagai Tiamin| C;,H;;,CLN4OS.HCL 337,27 265

hidroklorida

Vitamin B, sebagai Ci7H20N4Og 37636 377

Laktoflavin

Vitamin Bysebagai Asam | CigH1gN;Og 44140 442

Glutamat Pteroil

4.2 Identifikasi ion produk vitamin B4, B, By

Untuk memastikan bahwa ion prekursor yang diperoleh melalui proses
diates adalah merupakan identitas dari analit maka dilakukan fragmentasi terhadap
masing masing ion prekursor mengikuti parameter yang ditetapkan oleh manual
alat ( Manual Part Number Agilent,2009). Tehnik yang digunakan adalah
Pemantauan Reaksi Molekul atau Multiple Reaction Molec(i#RM) dimana
tehnik ini menggunakan mode MS-MS Scan yang mampu secara spesifik
memilah-milah fragmentasi dari ion prekursor sehingga yang terdeteksi hanya ion
produk pada m/z tertentu dengan kondisi selguaurupole (Q;. @, Q3) dalam
kondision.

Pada ion prekursor vitaminiBB,, By dilakukan scanning untuk
mempeoleh informasi ion produk, dengan memberikan energi paltiaion cell
sesuai dengan manual alat ( agar dapat terjadi pemecahan molekul ion prekursor
menjadi masing-masing ion produk.

Vitamin B; memiliki ion prekursor pada m/z 265, diberikan energi
collision agar terjadi tumbukan dan fragmentasi sehingga dapat dideteksi oleh
detektor dan menghasilkan ion produk. Hasil spektogram massa yang diperoleh

adalah seperti tercantum dalam Gambar 4.7.
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w1 2 [*ESI Product Ton (0,147 rhin} Frag=135.0V CID@5.0 (2651 = "} VITB1 03,0
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Gambar 4.7 Spektogram massa fragmentasi vitamin B

Spektogram massa fragmentasi vitamim&nggunakan MRM
menunjukka munculnya puncak pada m/z 122,0 dan 144,0 disamping puncak
pada m/z 265,1 yang menunjukkan adanya ion prekursor vitagmireBlapat 2
puncak yng menunjukkan adanya 2 ion produk yang dapat dijelaskan dengan
memperhatikan sifat kimia dari senyawa vitaminaBau Tiamin.

Tiamin merupakan amina kuartener tersusun atas pirimidin tersubstitusi
dan tiazol yang dihubungkan dengan jembatan metilen. Jembatan metilen
merupakan ikatan yang paling lemah dalam struktur vitamiseBingga bila
diberkan energi tumbukan tertentu akan terjadi pemutusan ikatan yang
menghasilkan ion produk tiazol dan pirimidin seperti tercantum dalam Gambar
4.8. lon produk tiazol diidentifikasi pada m/z 144 dan pirimidin dengan m/z 122
yang identik dengan berat molekul 143,21 dari tiazblJONS dan pirimidin
CsH/N3 dengan berat molekul 121,14. Pola fragmentasi yang terjadi dari molekul
ion prekursor menjadi ion produk dari vitamin B1 dapat dilihat pada Gambar 4.8
berikut :

[CioH17N4OS ] —— 5 [6HgN3]® m/z 122
miz 265 >  [gHeONS] miz 144

Gamba 4.8. Proses fragmentasi vitamin B

Berdasarkan data spektogram massa dan pola fragmentasi diatas dapat

disimpulkan bahwa ion prekursor vitamin gada m/z 265 didukung oleh adanya
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ion produk pada m/z 122 dan 144. lon produk pada m/z 122 mempunyai respon
relaif yang lebih tinggi dari ion produk pada m/z 144. lon produk pada m/z 122
merupakan identifikasi adanya fragmentasi menjadi pirimidin dan m/z 144
menjadi tiazol. lon produk pada m/z 122 memberikan respon relatif yang lebih
tinggi dari m/s 144 sehingga area atau responnya digunakan sebagai dasar untuk
penentuan kuantitatif dari vitamin B

Untuk vitamin B dilakukan strategi yang sama dengan vitaminaBalit
dibeikan energi collision agar terjadi tumbukan dan fragmentasi sehingga dapat
dideteksi oleh detektor adanya ion produk. Spektogram massa vitamin B
menunjukkan adanya puncak pada m/z 243 yang merupakan indikasi adanya ion
produk vitamin By yaitu molekul lumikrom yang mempunyai berat molekul 242.
Hasi spektogram massa yang diperoleh tercantum dalam Gambar 4.9.

w10 2 [FESI Praduct lon (0,130 min) Frag=135.08 CIDE25.0 (377.1 -= ") VIT B2 08.d

55
0G4
(.44

2+ B 1981 377,

-

O T T T T T T T T T T T T T T T T
100 120 140 (80 180 200 220 240 260 280 300 320 240 360 380 400
Counts (%) vs. Massto-Charge (miz)

Gambar 4.9 Spektogram massa fragmentasi vitamin B

Spektogram massa vitamin Benggunakan MRM menunjukkan
munculrya puncak pada m/z 243,0 dan 198,1 disamping puncak pada m/z 377
yang menunjukkan adanya ion prekursor vitaminT@rdapat 2 puncak yang
menunjukka adanya 2 ion produk yang terjadi dan dapat dijelaskan dengan
memperhatikan sifat kimia dari senyawa vitampR8boflavin merupakan
senyawa yang memiliki cincin isoalloksazin dan rantai samping ribitil. Dalam
larutan asam atau netral, rantai samping ribitil akan terputus menghasilkan
lumikrom yang mempunyai berat molekul 242,237 dan ion produk ribitil. lon
produk lumikrom diidentifikasi pada nilai m/z 243 dan digunakan sebagai dasar

utama penentuan identitas dari ion prekursor vitamirPBla fragmentasi yang
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terjadi dari molekul ion prekursor menjadi ion produk pada vitamiteilapat
pada Genbar 4.10 berikut :
[H20N4Os 1" ———— > [GH1NLOo]"
m/z 377 m/z 243
Gambar 4.10. Proses fragmentasi vitamin B

Berdasarkan data spektogram massa dan pola fragmentasi diatas dapat
disimpulkan bahwa identifikasi ion prekursor vitamigpgda m/z 377 didukung
oleh alanya ion produk pada m/z 243. lon produk pada m/z 243 mempunyai
respon relatif yang paling tinggi dari ion produk lainnya. Area atau Respon
relatif ion produk pada m/z 243 dapat digunakan sebagai dasar penentuan
kuantitatif dari vitamin B.

Untuk vitamin B dilakukan strategi yang sama dengan vitamidd B,
dimanaanalit diberikan energi collision agar terjadi tumbukan dan fragmentasi
sehingga dapat dideteksi oleh detektor dan menghasilkan ion produk. Spektogram
massa vitamin Bmenunjukkan adanya puncak pada m/z 442 yang merupakan
indikas adanya ion prekursor vitaminByaitu molekul asam pteroil glutamat
[C19H19N7Og] yang mempunyai berat molekul 442 dan ion produk pada m/z 295.
Hasi spektogram massa yang diperoleh adalah seperti terdapat dalam Gambar
4.11.

w10 2 |*ESI Product lon {0,121 min) Frag=120.0V CID@10.0 (442.2 -> **) VIT B9 012.4
1 296, 1

18 | 442 .4

|
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BIE3

1.2 £8.4 1343 1619 188.3 2163 249.1 276.5 | 3401 295.0 42749

0.5

BT P e P T S P P e

G0 20 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (miz)

Gambar 4.11 Spektogram massa fragmentasi vitagiin B

Spektogram massa vitamin ¥ang diperoleh menggunakan MRM
menunjukka munculnya puncak pada m/z 442,4 dan 295 dimana puncak pada
m/z 442,4 adalah ion prekursor vitamigidan puncak pada m/z 295 adalah ion
produk. lon poduk terjadi karena adanya pemutusan ikatan rantai samping
sehingga menghasilkan pterin-6-karboksilat dan asam p-amino benzoat asam
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glutamat. lon produk pada m/z 295 diidentifikasi sebagai asam p-amino benzoat
asamglutamat yang mempunyai berat molekul 294 dan terjadi protonasi
menghasilkan ion produk dengan berat molekul 295. VitarmmdBupakan

senyawa heterosiklik yang memiliki struktur asam pteroat yang terkonjugasi
dengan satu atau lebih L-glutamat yang dihubungkan melalui gugus karbonil.
Pola fragmentasi yang terjadi dari molekul ion prekursor vitargim@&jadi ion

produk tedapat pada Gambar 4.12 berikut :

[GHaoN706] © ————  GH1N3O¢]"
m/z 442 m/z 295
Gambar 4.12. Proses fragmentasi vitamin B

Berdasarkan data spektogram massa dan pola fragmentasi diatas dapat
disimpulkan bahwa identifikasi ion prekursor vitamiggda m/z 442 didukung
oleh adaya ion produk pada m/z 295. lon produk pada m/z 243 mempunyai
respon relatif yang paling tinggi dari ion produk lainnya. Area atau respon relatif
ion produk pada m/z 295 dapat digunakan sebagai dasar penentuan kuantitatif dari
vitamin B;.

Berdasarkan spektogram massa yang diperoleh dan pola fragmentasi dari
masng-masing senyawa vitamin dapat disimpulkan ion precursor dan ion produk
vitamin By, B,. By adalah seperti pada Tabel 4.2 berikut.

Tabé 4.2 lon prekursor dan ion produk Vitamin, B, By

Vitamin lon prekursor pada m/z lon produk pada m/z
B, 265 122
B, 377 243
Bg 442 295

4.3 Optimasi energi collisionion prekursor vitamin B, By, B,

Energi collision atau collision induced dissociation yang disingkat CID
adaldn energi aktifasi yang diberikan kedalam collission eghtuk meningkatkan
jumlah ion prekursor agar terjadinya fragmentasi secara optimal. Energi CID

yang diberikan ditetapkan optimal bila relatif respon dari ion prekursor yang
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terdeteksi optimal. CID adalah salah satu tehnik yang digunakan untuk
mengakifkan ion dalam spektrometri massa. Energi CID yang diberikan pada
tandem spektrometri massa adalah low eneotision berkisar antara 1 sampai

100 eV. Optimasi dilakukan dengan membuat variasi energi CID sehingga
diperoleh respon relatif yang paling optimal. Untuk mengidentifikasi nilai

optimal dibuat grafik antara energi CID sebagai sumbu x dan respon relatif ion
prekursor masing-masing vitamin sebagai sumbu y. Spektogram massa optimasi
energi CID dari masing-masing vitamin terdapat dalam lampiran 1 sampai 3.
Hasil optimasi masing-masing vitamin dapat dilihat pada Gambar 4.13 - 4.15
berikut .
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Gambar 4.13.Grafik energi CID vs relatif respon ion prekursor vitampaéa
m/z 265
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Gambar 4.14 Grafik energi CID vs relatif respon ion prekursor vitampaéa
m/z 377
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Gambar 4.15 Grafik energi CID vs relatif respon ion prekursor vitagpaéa
m/z 442

Berdasarkan hasil percobaan yang digambarkan pada grafik diatas masing-
masing analit menunjukkan nilai optimum CID dan memberikan respon relatif
optimal. Energi CID optimum untuk masing-masing ion prekursor vitamin
terdapat dalam Tabel 4.3 berikut.

Tabel 4.3. Energi CID Optimal ion prekursor vitamip) B,, By

Vitamin ion prekursor Energi CID Optimal, eV
B; 265 10
B, 377 23
Bo 442 8

Energi CID yang diperlukan agar diperoleh relatif respon ion prekursor
masing-masing vitamin BBy, Bg secara optimum sesuai Tabel 4.3 diatas
menunjukka urutan energi CID B> B, > Bo. Hal ini menunjukkan bahwa energi
collision yang harus diberikan agar diperoleh jumlah ion precursor yang optimal
adalah pada senyawa vitamigl&rena mempunyai energi potensial yang lebih

kecil dibandingkan dengan senyawa lainnya.

4.4 Optimasi energi pembentukan ion produk vitamin B, By, Bg.
Untuk memperoleh jumlah ion produk yang optimum maka ke dalam

collision cell diberikan energi agar terjadi tumbukan sehingga terjadi fragmentasi
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yang menghasilkan ion produk. Variasi energi CID diberikan dengan kenaikan 10
eV. Badasarkan hasil percobaan diperoleh nilai respon relatif optimal pada
masing masing vitamin dan dibuat grafik antara energi CID sebagai sumbu x dan
respon relatif sebagai sumbu y. Kurva antara energi CID yang diberikan dengan
respon relatif masing-maisng terdapat pada Gambar 4.16 — 4.18 berikut
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Gambar 4.16 Grafik energi CID vs relatif respon ion produk ving 122
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Gambar 4.17 Grafik energi CID vs relatif respon ion produk yhE 243
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Gambar 4.18 Grafik energi CID vs relatif respon ion produk ymhE 295

Berdasarkan hasil percobaan dengan menggunakan variasi energi
diperoleh spektogram massa seperti terdapat dalam lampiran 4 - 6. Respon relatif
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ion produk yang diperoleh pada masing-masing vitamin terdapat pada Gambar
4.16 — 4.18 diasyang menunjukkan nilai respon optimum energi collision
seperti terdapat dalam Tabel 4.4 berikut.

Tabel 4.4 Energi CID Optimal ion produk vitamin, B,, Bo.

Vitamin lon produk Energi Collision
Optimal, eV

ion produk B 122 80

ion produk B 243 110

ion produk B 295 80

Energi yang diperlukan untuk optimasi ion produk pada vitamjriBB
Bo.seperti terdapat dalam Tabel 4.4 diatas menunjukkan bahwa energi yang paling
besaradalah untuk vitamin BHal ini disebabkan karena pada vitamitdéjadi
pemutuan ikatan pada ion prekursor menjadi ion produk diperlukan energi yang
lebih besar. lkatan yang diputus pada fragmentasi vitamad&ah ikatan antara
metien dengan nitrogen dimana seluruh elektronnya sudah terpakai untuk
berikatan sehingga diperlukan energi yang lebih besar. Sementara untuk vitamin
B1, By ikatan yang diputus adalah ikatan antara metilen dengan nitrogen yang
mash memiliki sepasang elektron bebas dan merupakan nukleofil yang

membantu fragmentasi.

4.5 Optimasi kondisi ionisasi masing-masing vitamin B B, Bg.

Untuk memperoleh relatif respon yang optimal pada saat terjadinya
ionisasi maka diperlukan optimasi kondisi pada e ektrospyayng mencakup
optimasi tekanan nebulizglaju alir gas dan temperatur gas. Untuk optimasi ini
dilakukan variasi penurunan dan peningkatan dari yang ditetapkan oleh manual
alat. Untuk tekanan nebulizer variasi pada 20, 25, 30, 35, 49 psi dengan nilai
optimal yang ditetapkan oleh manual alat adalah 30 psi, laju alir gas argon untuk
desolvasi dilakukan variasi 8, 9, 10, 11 psi dan temperatur gas desatizlsih

berkisar 300 — 356C. Kondisi percobaan yang diperoleh dibuatkan kurva antara
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tekanan, laju alir dan temperatur versus area yang diperoleh dari ion prekursor,

sehing@ diperoleh nilai yang optimal.

4.5.1 Optimasi nebulizeuntuk ionisasi vitamin B;, By, Bg.
Nebulizer adalah gas pada capillary interfaemtaa kromatografi cair
dengan chamber ionisasi yang membantu proses ionisasi molekul menjadi ion
precursor. Untuk memperoleh ion prekursor yang optimal maka dilakukan variasi
jumlah atau volume gasebulizer yang diatur melalui variasi tekanan.
Spektogram massa yang diperoleh pada optinehsiizer terdapat pada lampiran
7 —9. Nilai respon relatif yang diperoleh terhadap tekanan nebtzapat
dalam Gambar 4.19 — 4.21 berikut.
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Gambar 4.19 Grafik tekanan nebulizes relatif respon ion prekursor viy B
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Gambar 4.20 Grafik tekanan nebulizes relatif respon ion prekursor vit B
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Gambar 4.21 Grafik tekanan nebulizer vs relatif respon ion prekursog vit B

Berdasarkan data percobaan dan grafik pada gambar diatas diperoleh
optimasi tekanan gas nebulizantuk vitamin B, By, Bg adalah pada tekanan 30
psi. Hd ini menunjukkan bahwa proses ionisasi tidak dipengaruhi oleh struktur
molekul ion dan nilai optimal yang diperoleh adalah sama dengan nilai yang
ditetapkan oleh manual alat.

4.5.2 Optimasi laju alir gas untuk ionisasi vitamin B, By, Bo.

Gas yang dialirkan pada proses ionisasi adalah untuk membantu ion masuk
ke inteface analyzer massa dan untuk membantu proses ionisasi molekul menjadi
ion prekursor. Untuk memperoleh ion prekursor yang optimal maka dilakukan
variasi laju alir gas argon dengan satuan L per menit. Spektogram massa yang
diperoleh dari hasil variasi laju alir gas terdapat dalam lampiran. Nilai respon

relatif yang diperoleh terdapat dalam Gambar 4.22 — 4.24 berikut.
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Gambar 4.22 Grafik variasi laju alir vs relatif respon ion prekursorvit B
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Gambar 4.23 Grafik variasi laju alir vs relatif respon ion prekursoryvit B
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Gambar 4.24 Grafik variasi laju alir vs relatif respon ion prekursorgvit B

Berdasarkan data percobaan dan grafik pada gambar diatas diperoleh
optimasi laju alir gas untuk vitamin 8 B,, Bg adalah pada tekanan 9 — 10 L/menit
Hal ini menunjukkan bahwa proses ionisasi tidak dipengaruhi oleh struktur
molekul ion dan nilai optimal yang diperoleh adalah sama dengan nilai yang

ditetapkan oleh manual alat.

4.5.3 Optimasi temperatur gas untuk ionisasi vitamin B By, Bo.

Percobaan optimasi temperatur lebih mendekati pada temperatur
maksmum yang ditetapkan oleh manual alat yaitu pada temperat 350
Perobaan dilakukan dengan menurunkan temperatur dan diamati apakah terjadi
peningkatan atau penurunan respon relatif ion precursor. Hasil percobaan
menunjukkan bahwa penurunan temperatur tidak menyebabkan kenaikan respon
relatif dari ion prekursor dan malah terjadi penurunan. Hal ini menunjukkan
bahwa temperatur sudah optimal pada nilai yang ditetapkan oleh manual alat.
Hasil spektogram massa yang diperoleh terdapat dalam Lampiran 13.
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4.5.4 Kondisi Optimasi campuran untuk ionisasi vitamin B, B,, By,

Berdasarkan data percobaan diatas ditetapkan nilai m/z untuk identifikasi
ion prekursor, ion produk dan kondisi optimum proses ionisasi dan fragmentasi
masing-masing parameter untuk campuran vitamjBB By sebagaimana
terdgat dalam Tabel 4.5 berikut :

Tabel 4.5 Identifikasi dan kondisi optimal ionisasi, fragmentasi vitamjiBB By

Paraneter Vitamin B, Vitamin B, Vitamin By
lon Prekursor, m/z 265 377 442
lon produk, m/z 122 243 295
Energi CID ion 10 23 8
prekursor, eV
Energi CID ion 80 110 80
produk, eV
Tekanan 30 30 30
nebulizer, psi
Laju alir gas 10 10 10
ionisasi, L/menit
Temperatur gas, 350 350°C 350°C

Parameter kondisi pengukuran lainya yang tidak dilakukan optimasi maka
digunakan kondisi yang ditetapkan dalam manual alat. Energi CID yang
ditetapkan untuk pengukuran campuran vitamiBBdan B dipilih energi
tertinggi yang diperlukan diantara ke 3 vitamin tersebut.

4.6 Identifikasi ion prekursor dan ion produk dengan alat water acquity
TQD
Untuk memastikan bahwa ionisasi dan fragmentasi yang dioptimasi
dengan alat LC-MS/MS Agilent 6410 Triple Quadrupole Mass Spectrometer
(QQQ) pada sub.bab 4.1 maka dilakukan identifikasi mengunakan alat yang
berbedaldentifikasi menggunakan ms-scan untuk memperoleh informasi nilai

m/z ion prekursor masing-masing vitamin. Optimasi signal m/z diperoleh melalui
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variasi voltase cone, capillary voltase(kV) dan temper&@jrgumber ion yang
equivaknt dengan alat merk agilent. Kondisi optimasi dipertahankan stabil

hingga diperoleh respon optimal pada puncak spektogram massa masing-masing
vitamin. Kondisi optimal ms-scan dilakukan langsung pada rentang massa
molekul yang mendekati nilai hasil identifikasi dengan alat Agilent dan diperoleh
spektogram massa dengan kondisi optimal yang merupakan karakter dari masing-
masing vitamin. Untuk memastikan bahwa karakteristik m/z yang diperoleh dari
ms-scan, adalah spesifik dari senyawa yang diduga maka puncak yang diperoleh
pada m/z tersebut dilakukan ms-ms-scan untuk memberikan bukti dan keyakinan
bahwa ion produk yang diperoleh merupakan fragmentasi dari ion prekursor. Data
yang diperoleh dari ms-ms-scan adalah ion produk dari ion prekursor dan
merupakan karakteristik dari senyawa tersebut. Data fragmentasi ini juga
dibandingkan dengan berbagai referensi dan penelitian sejenis yang dapat

mendukung argumentasi pembuktian senyawa yang bersangkutan.

4.6.1 Identifikasi ion prekursor dan ion produk vitamin B

Identifikasi ion prekursor vitamin Bdilakukan menggunakan MS-Scan
pada posii MS-1 On dan MS-2 Off, pada rentang massa molekul 256 sampai 274
agar dapat mengamati lebih baik komponen puncak vitartemyan bobot
molekul 265. Identifikasi ion produk vitamin Rlilakukan sistim MS-MS Scan
pada ratang mendekati nilai m/z ion produk yang diperoleh sebelumnya. Hal ini
dilakukan untuk meningkatkan sensitifitas dan mengurangi background atau noise
sehingga massa molekul yang terdeteksi sudah spesifik pada m/z tertentu serta
rasio signal dan noise semakin besar. Spektrum massa ion precursor dan ion
produk yang diperoleh pada kondisi optimal dari vitamineBdapat pada
Gamba 4.25.a dan 4.25.b.
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Gambar 4.25 Spektogram massa, struktur molekul ion precursor (a) dan ion

produk (b) vitamin B

Berdasarkan percobaan yang dilakukan dengan kondisi optimasi yang
equivalent menggunakan alat waters diperoleh spektogram massa ion prekursor
(Gambar 4.25.a) yang memiliki puncak pada m/z 265 yang spesifik untuk
senyawa vitamin B Nilai m/z ini identik dengan karakter dari ion molekul
vitamin B; dengan massa molekul tiamin terprotonasi sebesar 265. Nilai m/z ini
identik dengan yang diperoleh pada percobaan menggunakan alat Agilent yaitu

puncak pada m/z 265 (Gambar. 4.1). Konfirmasi ini membuktikan bahwa ion
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prekursor yang diperoleh pada ke dua alat tersebut adalah identitas molekul

tiamin atau vitamin B.

Untuk memastikan bahwa ion molekul pada m/z 265 tersebut adalah
tiamin dan tidak duplikasi dengan ion lainnya, dilakukan konfirmasi
menggunakan scan ion produk untuk memperoleh gambaran fragmentasi dari
tiamin. lon produk dari ion prekursor adalah spesifik dan karakteristik serta

diperoleh melalui kondisi optimalisasi ms-ms scan.

Data spektogram massa ion produk (gambar. 4.25.b) menunjukkan adanya
puncak pada m/z 121,9 dan 143,9 dan dapat di identifikasi sebagai ion produk
pada m/z 121,9 dan m/z 143,9. Puncak pada m/z 265,5  [dVientifikasi
sebajai ion prekursor dari Tiamine [gH:7N4sOS]" yg mempunyai massa molekul
265,1116 g/mollon prekursor ini terfragmentasi melalui pemutusan rantai N atau
jembatan metilen yang menghasilkan fragmen pirimidin dan tiazol. lon produk
pada m/z 143,9 diidentifikasi sebagai spesies cincin tiazbl$CH3GH,OH]
dengan bet molekul 143,9778. lon produk pada m/z 121,9 diidentifikasi
sebagai spesies cincin pirimidin [@C,H,NH,] yang mempunyai berat
molekul121,0168. Karakteristik puncak spektogram massa pada m/z 265, m/z
143,9 m/z 121,9 menunjukkan bahwa kondisi fragmentasi yang diperoleh identik
dengan fragmentasi molekul Tiamin dan dapat digunakan untuk memastikan

bahwa kondisi ini sangat spesifik untuk vitamin B

Fragmentasi m/z 265 221 dapat digunakan sebagai bukti karakteristik
dari Tiamin dan sebagai dasar untuk analisis kualitatif dan kuantitatif dari tiamin.
Berdasarkan data diatas dan dibandingkan dengan beberapa referensi dari pabrik

pembuat alat maka transisi tersebut adalah spesifik untuk Tiamin.
4.6.2 Identifikasi ion prekursor dan ion produk vitamin B,

Identifikasi dan karakterisasi vitamin Bilakukan dengan strategi yang
samadengan vitamin B Scanning ion prekursor dilakukan dengan rentang massa

molekulyang spesifik yaitu 368 - 388 dan ion produk pada rentang 230 — 255,
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menggunakan MRM. Spektogram massa ion precursor dan ion produk yang
diperokh terdapat pada Gambar 4.26 a dan b berikut :
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Gambar 4.26. Spektogram massa, struktur molekul ion precursor (a) dan ion

produk (b) vitamin B

Spektogam massa ion prekursor (Gambar 4.26.a) diatas menunjukkan
adanya respon optimal pada m/z 377,2 yang memberikan informasi bahwa m/z
tersebut identik dengan massa molekul vitaminNBlai m/z pada 377 ini
merup&an identitas dan karakter dari ion prekursor vitamiydhg

menunjukka adanya protonasi dari ion molekul vitamis. B
Spektogam massa ion produk vitaminp, Bsambar 4.26. b) menunjukkan

adarya puncak optimal pada. m/z 243,2. Puncak pada 377,3 [M#iH]
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identifikasi sebagai ion prekursor dari vitamin[B17H20N4Og]” yg mempunyai
mass molekul 376,1377 g/mol. Fragmentasi ion prekursor terjadi melalui
pemutusan rantai N, menghasilkan ion produk pada m/z 243,2 dan diidentifikasi
sebagai spesies [|£H10N4 O, ] dengan berat molekul 243,03. Identifikasi dan
karakerisasi dari puncak spektogram pada m/z 377,3 dan m/z 243,2
menunjukkan bahwa kondisi fragmentasi yang diperoleh identik dengan
fragmentasi molekul vitaminRBlan digunakan untuk menyatakan identitas dan

kardter vitamin B.

4.6.3 Identifikasi ion prekursor dan ion produk vitamin B ¢

Idenifikasi dan karakterisasi vitamingBlilakukan menggunakan tahapan
dan teknk yang sama dengan vitamin &an B. Scaninng dilakukan pada nilai
rentang m/z selektif yaitu 432 — 450 untuk ion prekursor dan 170 — 350 untuk ion
produk. Spektogram massa ion precursor dan ion produk yang diperoleh terdapat
dalam Gambar 4.27 .berikut :
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Gambar 4.27. Spektogram massa, struktur molekul ion prekursor (a) dan ion
produk (b)vitamin By
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Berdasarkan spektogram massa ion produk (Gambar 4.27a) diatas terdapat
respon opial pada m/z 441,9 yang memberikan karakter dan identitas dari ion
prekursor vitamin B Nilai m/z ini memberikan identifikasi identik dengan
senyawa vitamin B yang mempunyai massa molekul 441,11. Untuk memastikan
m/z 441,9 idak duplikat dengan ion lain dilakukan ms-ms scan dan diperoleh
spektrum massa yang memberikan puncak pada m/z 295 (Gambar 4.27 b).
Puncak ini diidentifikasi sebagai ion produk hasil pemutusan rantai N yang
menghasilkan ion produk pada m/z 295,2 dan di identifikasi sebagai spegies [ C
H12N4 O ] dengan berat molekul 295,03. Identifikasi dan karakterisasi dari
puncak pektogram massa pada m/z 441,9 m/z 295,2 menunjukkan bahwa
kondisi fragmentasi yang diperoleh identik dengan fragmentasi molekul asam
folat dan dapat digunakan untuk melakukan pengukuran secara kuantitatif dan

kualitatif vitamin By,

Identifikasi ion prekursor dan ion produk vitamin, B,, Bo menggunakan
alatWaters memberikan identitas dan karakteristik yang sama dengan hasil yang
diperoleh menggunakan alat Agilent yaitu identitas ion prekursor pada m/z 265,
337, 442 dan ion produk pada m/z 122, 243, 295 untuk vitamiB,BBy secara
beruruain. Berdasarkan kondisi percobaan dan optimasi kondisi ionisasi,
fragmentasi menggunakan 2 alat yang berbeda dapat disimpulkan bahwa identitas
ion prekursor dan ion produk untuk untuk penentuan vitamin B1, B2, B9 secara

simultan adalah sesuai Tabel 4.5.
4.7 Profil Kromatogram

Setelah diperoleh identitas dari ion prekursor dan ion produk serta kondisi
optimal ionisasi, fragmentasi dilakukan injeksi melewati kolom kromatografi cair
untuk mengetahui kemampuan pemisahan masing-masing vitamin. Kolom
kromatografi yang dipilih berdasarkan merk dari masing-masing alat dan
mempertimbangkan kepolaran dari vitamin yang akan dipisahkan. Fase diam
merupakan faktor yang menentukan untuk pemisahan campuran senyawa
termasuk vitamin B B,, By secara simultan. Vitamin ini mempunyai sifat polar

dapat dilakukan pemisahan dengan mengunakan kolom fase terbalik. Kolom jenis
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fase terbalik dipilih untuk mendapatkan kondisi pemisahan yang paling baik,
meskpun pada deteksi dengan ms-ms tidak begitu signifikan pengaruhnya.
Pemisahan dilakukan menggunakan kolom agilent Zorbax RRHT SB-Aq, waters
aquity UPLC HSS T3 dan waters equity BEH C18 serta pelarut, kecepatan alir

yang sama.

4.7.1 Profil kromatogram menggunakan alat LC-MS/MS agilent 6410 dan
kolom agilent Zorbax RRHT SB-AQ.

Untuk mendapatkan profil kromatogram standar vitamin dilakukan Injeksi
standar vitamin B By, Bg ke alat LC-MS-MS menggunakan fase gerak air dan
metnol mengandung 20 mM amonium format dan 0,1 % asam asetat dengan
volume injeksi 10 pL, kecepatan alir 5 ml/menit dan kondisi elusi gradient sesuai
Tabel 4.6. Kromatogram standar vitamiy) B,, Bg yang diperoleh pada kondisi
fasegerak ini seperti pada Gambar 4.28. Berdasarkan data kromatogram yang
diperoleh terdapat pemisahan yang baik antara vitamdaB B maupun antara

B, dan B serta diperoleh nilai resolusi masing-masing vitamin adalah R > 1.

Tabel4.6 Kondisi elusi fase gerak menggunakan alat agilent

Waktu, | % A ( Air mengandung 20 mM % B ( Metanol mengandung 20 mM
ment ammonium format dan 0,1 % asam ammonium format dan 0,1 % asam
format format)
0,0 10 90
8,0 45 55
8,1 90 10
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Gambar 4.28. Kromatogram standar vitamin B, Bs dengan alat Agilent

4.7.2. Profl kromatogram menggunakan LC-MS/MS aquity UPLC Triple
Quadrupole (TQD) dan kolom waters aquity BEH G

Pemsahan menggunakan kolong @2ngan komposisi fase gerak air yang
mengandug ammonium asetat 5 mmol dengan metanol 1 : 1, diperoleh waktu
retensi Vitamin B, 0,49, Vitamin B, 0,55 dan Vitamin & 0,46 seperti terdapat
pada Ganbar 4.29.

Kolom C8, fase gerak : Air + Ammonium
Asetat : Metanol (1:1)

BASN LTS e

L] ACT B | MK (ARRmRACT 5l G006 Vitamin B9

27 04 s Tas 1e (e

Vitamin B,

Gambar 4.29. Kromatogram standar vitamin B1, By, Bg menggunakan alat

waters Aquity UPLC Triple Quadrupole (TQDJan kolom Aquity BEH Cg
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Pemisahan menggunakan kolom aquity BEH C8 seperti pada
kromabgram diatas diperoleh puncak vitamig irang baik yaitu munculnya
tailing dan broadening, dan tidak mampu memisahkan dengan cukup baik ,
meskipun waktu retensinya cukup baik.

4.7.3. Profil kromatogram menggunakan LC-MS/MS waters aquity UPLC
Triple Quadrupole (TQD) dan kolom waters Aquity BEH Cig

Pemisahan menggunakan kolom Aquity BEH @=ngan komposisi fase
gerak air yang mengandung ammonium asetat 5 mmol dengan metanol 1 : 1,
diperoleh waktu retensi vitaminB0,44 vitamin B2, 0,52 dan vitaminB,37
sepeti terdapat pada Gambar 4.30 :
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KS ASRIcOH 30_70 1 MRM of 3 Channe s Es-
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7 9.00cs

Col C8

e mmniemeon o Kolom C18, Fase gerak air yang
mengandug ammonium asetat 5
mmol dengan metanol 1 :
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Gambar 4.30. Kromatogram standar vitamin B, B menggunakan alat waters
Aquity UPLC Triple Quadrupole (TQD) dan kolom Aquity BEHsC
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Berdasarkan data hasil percobaan, kromatogram yang diperoleh pemisahan
vitamin By, By, Bs dengan menggunakan kolom aquity BER @emberikan
nilai resolusi yang lebih baik, namun masih terjadi sedikit pelebaran puncak

khusus nya pada vitamin, B

4.7.4 Optmasi kondisi elusi fase Gerak menggunakan alat waters aquity
UPLC Triple Quadrupole (TQD) dan kolom aquity BEH C1g

Untuk mengetahui kondisi elusi fase gerak yang paling optimal, maka
dilakukan pemisahan dengan melakukan variasi komposisi larutan fase gerak
sehingga diperoleh kondisi optimal berdasarkan waktu retensi yang paling baik
untuk memisahkan komponen vitamip, B,, By. Variasi fase gerak larutan A
(%) den dan B (%) yang dilakukan 30 : 70, 50 : 50 dan 60 : 40 dengan kecepatan
alir 0,3 1L per menit. Kromatogram massa yang diperoleh dengan meakan
kondisi variasi fase gerak terdapat dalam Gambar 4.31, 4.32, 4.33

&8 chromatogram - [KS A?rM=H 20_BO_1]

] File  Edit  Display Process Tools window Help
= A 5 E b @ e aiZ @ A BEEs] ar ar s« @ 5
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g EEs 4 5285

(Calumn S18

= =] F S A (AmmAct Smimol) @ MeOH /S 30:70 30 . 70

ful

o IQD 2 o Lll:l : u} IGD : u} IEED - 1 Il:ll:l = 1 IQD : 1 AD 2 1 ‘ED : 1 \Ifil:l ! 2 ll:ll:l 2 2 IQD ! 2 LIH:I
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L0 8383
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[u]
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100 &
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=P w1105 AN

Gambar 4.31 Kromatogram standar vitamin B, Bs dengan komposisi Fase

ger& : 30 : 70 dan kolom aquity:g
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Gambar 4.32 Kromatogram standar vitamin B, Bs dengan komposisi fase

ger& : 50:50. dan kolom aquity,g
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Gambar 4.33 Kromatogram standar vitamirBg,By dengan komposisi
fase gerak 60:40 dan kolomo aquitydC
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Berdasarkan data percobaan dan kromatogram yang diperoleh terlihat
pemishan standar BB;, Byyang cukup baik adalah pada komposisi fase gerak
50 : 50. dimaa puncak masing-masing vitamin terpisah dengan cukup baik

namun terjadi pelebaran puncak khususnya pada vitagnin B

Setdah diperoleh kondisi Optimum untuk identifikasi dan karakterisasi
masing-masing vitamin 8B, B; dengan menggunakan kolom, fase gerak dan

komposisnya, maka dilakukan penentuan kinerja metoda.

4.8. Penentuan kinerja metoda
4.8.1 Penentuan Linearitas menggunakan alat waters dan alat agilent

Penentuan Linearitas dilakukan dengan melakukan injeksi deret standar
Vitamin B; B, By ke alat LC-MS/MS sehingga diperoleh respon masing-masing
analt. Data respon digunakan untuk membuat kurva standar yang merupakan plot
antara konsentrasi vitamin (sumbu x) dengan respon (sumbu y). Berdasarkan
kurva standar masing-masing vitamin dihitung nilai koefisien korelasi masing-
masing vitamin. Data respon, konsentrasi, masing-masing vitamin terdapat pada
lampiran 14, 15 dan 16. Persamaan regresi, Aitim puncak kromatogram

masng-masing standar vitamin sebagaimana terdapat pada Gambar 4.34 berikut :

Vitamin B;

Y =11392,42 * X + 155,099 20, 994
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Vitamin B,

Vitamin Bg

Gambar 4.34. Persamaan regresi, nflgian puncak kromatogram masing-masing

standa vitamin By, B;, Bg

Berdasarkan percobaan dan perhitungan nilai koefisien korelasi kurva

standar vitamin B B,, Bs menggunakan alat waters diperoleh nilai yang cukup

baik bila dibanding nilai standar yang dipersyaratkan yaitu 0,995.

Untuk penentuan linearitas menggunakan alat Agilent dilakukan
menggunakan prinsip dan strategi yang sama dan diperoleh hasil yang cukup baik
sebagaimana terdapat pada lampiran lampiran 17, 18 dan 19. Data kurva standar
dan linearitas yang diperoleh digunakan untuk menghitung rentang ukur yang

terbaik pada masing-masing vitamin. Nilai rentang masing-masing alat dan

vitamin terdapat pada lampiran.

4.8.2 Penentuan Limit Deteksi

Penentuan limit deteksi dilakukan dengan menghitung rasio signal

terhadap noise dan dikalikan dengan konsentrasi analit dengan rumus : LOD =
Konsentrasi analit ( ppb) x 3 (Noise/Signal ) dan LOQ = Konsentrasi analit (ppb)

x 10 (Noise/Signal). Limit deteksi dilakukan dengan injeksi standar terkecil yang
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masih dapat diidentifikasi dan dihitung nilai LODnya. Nilai LOD yang diperoleh
menggumakan alat waters adalah 0,3 pg/ml vitamin B9 pg/ml vitamin B 0,9
png/ml vitamin By Nilai LOQ yang diperoleh menggunakan alat waters adalah
1,183 pg/rhvitamin By, 6,345 pg/ml vitamin B 3,257 pgml vitamin By,
Kromatogram yang diperoleh untuk penentuan limit deteksi menggunakan alat
watea's pada standar terkecil ( 5 pg/ml) masing-masing vitamin terdapat pada
Gambar 4.35.

Nilai LOD dan LOQ menggunakan alat waters dapat dihitung melalui
kurva standar dan diperoleh nilai LOD dan LOQ sebagaimana terdapat pada Tabel
4.7 berikut :

Tabel 4.7 Nilai LOD dan LOQ menggunakan perhitungan kurva standar

Analit Vitamin B; Vitamin B, Vitamin By
LOD = 3 S(y/x) /b (ppm) 2,713 3,121 2,693
LOQ =10 S(y/x) /b(ppm) 9,043 10,404 8,977
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Gambar 4.35 Kromatogram standar terkecil vitaminB3, B menggunakan alat

wata's

Limit Deteksi menggunakan alat agilent dihitung melalui rumus dari
data kurva standar yang diperoleh. Nilai LOD dan LOQ yang diperoleh
sebagaimana terdapat dalam lampiran 21.
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4.8.3 Penentuan ketepatan metoda (akurasi)

Penentian akurasi dilakukan menggunakan alat waters dengan kolom,
fase gerak dan kondisi yang diperoleh pada percobaan sebelumnya. Penentuan
akurasi hanya dilakukan untuk vitamin @engan melakukan analisa Certified
Refaence material (CRM) BCR 121 sebanyak duplikat, dengan nilai benar
vitamin B, pada CRM adalah 4,65 ppm. Nilai vitamipn y&ang diperoleh

berdaarkan percobaan adalah sebagaimana terdapat pada Tabel 4.8 berikut :

Tabel 4.8. Hasil pengukuran, nilai acuan dan akurasi vitamin B

Analit Ulangan | (ppm) Ulangan Il (ppm)
Vitamin B1 4,532 4,132
Nilal acuan 4,65 4,65
CRM (ppm)

Akurasi (%) 96,64 88,09

Berdasarkan data diatas dinyatakan bahwa nilai akurasi yang diperoleh
untuk vitamin B, adalah cukup baik bila dibandingkan dengan persyaratan 85 —
115 % (Horwitz,AOAC).

4.9. Pengukuran sampel

Berdasarkan data optimasi kondisi kromatografi dengan detektor tandem
spektrometri massa dan dilakukan pengujian sampel matriks tepung terigu yang
disampling pada berbagai kota di Indonesia. Pengukuran sampel dilakukan
menggunakan alat agilent dengan strategi, pola fragmentasi, kolom, fase gerak,
kondisi optimum yang sama. Perhitungan nilai sampel dilakukan berdasarkan
respon dari analit kondisi m/z yang spesifik untuk masing-masing vitamin
menggunakan alat agilent. Nilai kadar vitamin dihitung melalui perbandingan

dengan kurva standar yang diperoleh menggunakan alat dan kondisi yang sama.
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Contoh kromatogram standar vitamin B,, Bgyang diperoleh seperti terlihat
dalamGambar 4.36 dan contoh kromatogram sampel pada Gambar 4.37.
Kromatogram lengkap sampel terdapat pada lampiran 23. Kromatogram sampel
menunjukkan nilai waktu retensi yang identik dengan waktu retensi standar
masing-masing vitamin dan memiliki nilai m/z identik antara sampel dengan m/z
standar untuk masing-masing ion prekursor maupun ion produk yaitu vitamin B
pada mz 265, 122, vitamin Bpada m/z 377, 243, dan vitamig [Bada m/z 442,
295. Nilai respon hasil pengujian sampel dibandingkan dengan nilai respon
standar melalui kurva linearitas menggunakan alat agilent dan diperoleh nilai
kandungan vitamin B By, By pada matriks sampel tepung terigu. Nilai Respon
pada smpel yang dianggap positif sebagai sinyal adalah yang mempunyai S/N
diatas 3 untuk membedakan sinyal sampel dari noise. Hasil pengujian terhadap
berbagai jenis tepung terigu baik impor maupun lokal yang dilakukan diberbagai
kota terdapat dalam Lampiran 24.
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Noise (PeakToPealk) = ©.72; SMNR (5.8904min) = 3.4
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Gambar 4.36. Kromatogram standar vitamin B, Bg
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Gamba 4.37. Kromatogram sampel vitamin, B,, By
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4.10. Pemisahan menggunakan alat agilent dan kolom waters Acquity HSS
T3.

Memperhatikan hasil kromatogram standar vitamin menggunakan kolom
Cis pada gambar 4.32 sub. bab. 4.7.4 yang menunjukkan bahwa puncak standar
vitamin Bg menggunakan kolom acquityi§erjadi pemecahan puncak atau
puncak yang diperoleh tidak optimal.

Untuk mengatasi hal tersebut dilakukan pengukuran dengan menggunakan
kolom acquity HSS T3 yang mempunyai sifat lebih polar dari kolegad&h
memeng di disain untuk digunakan pada pengujian senyawa vitamin yang larut
dalam air.

Hasil injeksi standar vitamin menggunakan kolom Acquity HSS T3
dengan fase gerak yang sama saat dengan kolom agilent Zorbax SB Aq dan
variasi komposisi fase gerak diperoleh data kromatogram sebagaimana terdapat
dalam Gambar 4.38 — 4.42 berikut :

10 3 |*ESI TIC MRM (** > ) vit b std 16 Amo FRMT_06.d
T i
1.4 H
e f
0 N
0.8 M

0.6 | n
044 L [\
1Y E e N B N Ad S5 S-S = sl I
0204 0608 1 1214 1618 2 22242628 3 3234 3638 4 42 44

Counts vs. Acquisition Time (min)

Gambar 4.38 : Kromatogram standar vitamin dengan fase gerak (Air : Metanol /
70 : 30) mengandung 20 mM Ammonium Format dan 0,1 % asam
format.
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Gambar 4.39 : Kromatogram standar vitamin dengan fase gerak (Air : Metanol /
80 : 20) mengandung 20 mM Ammonium Format dan 0,1 % asam
format.
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Gambar 4.40 : Kromatogram standar vitamin dengan fase gerak (Air : Metanol /
90 : 10) mengandung 20 mM Ammonium Format dan 0,1 % asam

format.
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Gambar 4.41 : Kromatogram standar vitamin dengan fase gerak (Air : Metanol /
95 : 5) mengandung 20 mM Ammonium Format dan 0,1 % asam

format.
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Gambar 4.42 : Kromatogram standar vitamin dengan fase gerak (Air : Metanol /
95 : 5) mengandung 20 mM Ammonium Format dan 0,1 % asam
format.
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Berdasarkan kromatogram diatas dapat disimpulkan bahwa kondisi
pemisahan menggunakan kolom acquity HSS T3 optimal pada komposisi fase
gerak 80 : 20 dengan nilai resolusi lebih besar dari 1,5 (R > 1,5).

Kondisi pemisahan ini digunakan untuk melakukan pengukuran standar
vitamin guna pembuatan kurva kalibrasi, menghitung nilai presisi, batas deteksi,
batas kuantitasi dan akurasi metoda pengukuran.

4.10.1. Penentuan Linearitas dan rentang ukur menggunakan alat agilent
dan kolom waters acquity HSS T3.

Pengukuran linearitas dilakukan dengan kondisi optimasi yang sama saat
menggunakan kolom agilent Zorbax SB aq dengan deret standar antara 0 sampai
200 ppb. Nilai respon relatif (area) standar yang diperoleh dibuatkan kurva
standar dan dihitung koefisien korelasi, persamaan garis masing-masing vitamin
sebagaimana terdapat dalam Gambar 4.43 — 4.45 berikut :

Kurva Standar Vitamin B1

35000 N 2
8 30000 |

< zsoooJ

= 20000

$ 15000

S 10000 -

o

@ 5000 -

& 0 ‘ : ‘ : i

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Konsentrasi standar, ppb

Persamaan garis : y = 887,648 X - 17,0859, R = 0,999282,(1R998565

Gamba 4.43. Kurva standar vitaminBpersamaan garis dan koefisien korelasi
menggumkan kolom waters acquity HSS T3
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Kurva Standar vitamin B2
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Persamaan garis : y = 134,8 X + 469, R = 0,999684; B,999387

Gamba 4.44. Kurva standar vitamin,Bpersamaan garis dan koefisien korelasi
menggumkan kolom waters acquity HSS T3

Kurva standar vitamin B9
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Persamaan garis : y = 205,4 X - 225, R = 0,999399; B,998798

Gamba 4.45. Kurva standar vitamingBpersamaan garis dan koefisien korelasi
menggu@akan kolom waters acquity HSS T3

Berdasarkan perhitungan koefisien korelasi dapat disimpulkan bahwa nilai

koefisien korelasi yang diperoleh memenuhi persyaratan koefisien korelasi
minimal 0,995. (AOAC). Data kurva standar yang diperoleh digunakan untuk
menghitung rentang ukur dari masing-masing vitamin dan diperoleh hasil
sebagaimana terdapat dalam Tabel 4.9 berikut ;
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Tabel 4.9 : Rentang ukur masing-masing vitamin menggunakan kolom waters

acquiy HSS T3.

Vitamin Rentang Ukur
Vitamin B; 0,1 - 16 ppb
Vitamin By 1,28 — 200 ppb
Vitamin By 0,1 — 200 ppb

4.10.2. Penentuan Limit deteksi menggunakan alat agilent dan kolom waters

acquity HSS T3.

Penentuan limit deteksi dilakukan dengan memperhatikan respon terkecil
yang masih dapat dibedakan dengan noise dan menggunakan perhitungan melalui
kurva standar. Berdasarkan data kurva standar pada butir 4.10.1 diperoleh nilai
limit deteksi sebagaimana terdapat dalam tabel 4.10 berikut :

Tabel 4.10 : Nilai LOD dan LOQ masing-masing vitamin menggunakan kolom
waters acquity HSS T3.

Vitamin LOD (ppm) LOQ (ppm)
Vitamin B; 0,0031 0,010
Vitamin B, 0,0046 0,015
Vitamin By 0,0070 0,023

4.10.3. Penentuan Ketepatan (Akurasi) menggunakan alat agilent dan kolom

waters acquity HSS T3

Penentuan Akurasi dilakukan dengan menggunakan kondisi fase gerak
yang diperoleh pada butir 4.10.1 dan dihitung berdasarkan kurva kalibrasi pada
butir 4.10.3. Penentuan akurasi dilakukan dengan penambahan standar (spiked)
sampel yang sudah dianalisa kandungan vitamin sebelumnya. Perhitungan persen
rekovery dilakukan menggunakan rumus Jumlah analit yg ditemukan dibagi

jumlah analit yang ditambahkan dikali 100 %.

Hasil pengukuran sampel dan nilai rekovery yang diperoleh untuk masing-
masing vitamin sebagaimana terdapat dalam tabel 4.11 berikut.
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Vitamin Nilai yg Nilai Nilai Nilai yg % Rekovery
ditemukan| Sampel | Spiked ditambahkan
(Ppm) (ppm) Sampel
(ppm)
(A-B)
(A) (B)
©)
Vitamin B; 6,321 4,502 1,819 2,0012 90,89
Vitamin B, 4,144 2,226 1,570 2,0100 78,11
Vitamin Bg 4,049 1,478 2,570 4,0015 64,01

Berdasarkan data diatas dapat dinyatakan bahwa nilai persen rekovery

yang diperoleh sudah cukup baik dan memenuhi persyaratan rekovery yang
ditetapkan AOAC sebesar 80 — 110 % untuk vitamindh B, namun untuk
vitamin Bg belum memenuhi persyaratan.
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BAB. 5

KESIMPULAN DAN SARAN
5.1. Kesimpulan.

Berdasarkan data hasil percobaan dalam penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa :

a. LC-MS/MS menggunakan tehnik ionisasi elektrospr@Sl1) dan detektor
tandem spektrometri massa dapat digunakan dengan baik untuk
identifikasi dan karakterisasi vitamin,B;, By secara simultan.

b. Identitas dan karakter vitamin;BB,, By yang diperoleh dari analisa
menggu@akan alat LC-MS/MS adalah puncak-puncak spesifik ion
prekursor dan ion produk pada m/z 265121 untuk vitamin B m/z
377,1 —243 untuk viamin B, dan m/z 441,9 —295,2 untuk vitenin Bo.

c. Andlisa Vitamin B, B,, By secara simultan dapat dilakukan dengan baik
mengguiakan dua jenis set LC-MS/-MS yang digunakan, yakni:

i. LC-MS/MS agilent 6430 Triple Quadrupole Mass
spectrometer(QQQ) dengan kolom Zorbax RRHT SB-aq 3,0 mm x
100 mm 1,8 m, elusi gradient dengan fase gerak air dan metanol
mengandug 20 mM amonium format dan 0,1 % asam asetat,
kecepatan alir 5 pl/menit.

ii. LC-MS/MS agilent 6430 Triple Quadrupole Mass
spectrometer(QQQ) dengan kolom waters Aquity UPLC HSS T3
1,8 um, 2,1 mm x 30 mm, elusi gradient dengan fase gerak
campura pelarut air yang mengandung 20 mM amonium format
dan 0,1 % asam asetat, kecepatan alir 5 pl/menit.
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d. Kinerja metoda uji yang diperoleh menggunakan alat agilent dengan 2
jenis kolom sebagai berikut :

Kolom Zorbax RRHT SB-aq Kolom waters Aquity UPLC
HSS T3
No | Parameterr Vitamin Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin Vitamin
Bl Bz Bg Bl Bz BQ
01 | Linearity, [ 0,99999| 0,99977 0,99988 0,99856,9999387 0,99879
2
|
02 | Rentang | 6,905— | 1,243 - [ 0,5494 | 0,1-16| 1,28-200 O0,1-
Ukur 446,47 | 452,029 | — 200
(ppb) 429,24
03 | LOD 0,0004 | 0,0005| 0,0035] 0,0031 0,0046 0,007
(ppm)
04 | LOQ 0,00133( 0,0023 | 0,011 0,010 0,015 0,021
(ppm)
05 | % - - - 90,89 78,11 64,01
Rekovery
5.2. Saran

Untuk meningkatkan derajat kepercayaan penelitian ini maka perlu
diadakan uji collaborative antar laboratorium dan melakukan penelitian lanjutan
untuk mencari kondisi optimal ektraksi secara simultan vitamiBB By serta
penet@an kinerja metoda lainnya.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Spektogram massa optimasi ion prekursor vitamin B

Spektogram massa ion prekursor
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Lampiran 2. Spektogram massa optimasi ion prekursor vitamin B

Spektogram mass ion prekursor
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Lampiran 3. Spektogram massa optimasi ion prekursor vitagin B

Spektogram massa ion prekursor
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Lampiran 4. Spektogram massa optimasi energi pembentukan ion produk vitamin
B1

Spektogram massa
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Lampiran 5. Spektogram massa optimasi energi pembentukan ion produk vitamin
B-
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Lampiran 6. Spektogram massa optimasi energi pembentukan ion produk vitamin

Bo
Spektogram ion produk
x10 2 [*ESI Product lon (0.121 min) Frag=120.0V CID@10.0 (442.2 >*) VIT B9_012.c
| 295.1
442 .4
0.8
0.6
0.4
60.3
0.2 88.9 134.3 161.9 188.9216.3. 249.1 276.5 3401 395.0 4279
Al AP A e »»v»',.-.,v.-.».w-— IVSSUI PO FRTRTIRSRN IOUSTIRPYN REIPYRBP IR ¢ SIS
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
‘eak List

Enegi Callision 90 dan 80

10 2 |+ESI MEM Frag=100.0¥ CID@23.0 (377.1 = 243.0) VIT B2 11.d
1 A ]
74 ==
6+ W,
= ."lIIll \
5 .
- /
3
2 y :
1 f L @
0.05 0 0.15 02 025 0.3 0.36 0.4 0.45 '
Counts vs. Acquisition Time {min)
Fragmentor Voltage 30 Collision Energy 23  Ionization Mode ESI
w1t |#ESI MRM Frag=90.0V CID@23.0 (377.1 = 243.0) VITB2 11.d
7. I,."J. ‘\..,
6_ ‘In’
5
4 .l"l v"\
3. /
2] / Tt
14 /
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.35 0.4 0.45
Counts ¥s. Acquisition lime (min)
Fragmentor Voltage 80 Collision Energy 23  Ionization Mode ESI
Enegi Collision 70
%10 3 +ESI MRM Frag=80.0V CID@23.0 (377.1 > 243.0) VIT B2_11.d
6
5
4
3
2_
14
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45

Counts vs. Acquisition Time (min)
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Lampiran 7. Spektogram massa optimasi nebulizer untuk ionisasi vitamin B
Tekanan nebulizer 40 psi

0 5 |*ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (** -> **) VIT B1_13.d
gl | 1
/ X
/ %
6 ’,r/’ \\‘
44 it \
2 // \;\\7-
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 '
Counts vs. Acquisition Time (min)
Tekana nebulizer 35 psi
«10 5 | *ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (** -> **) VIT B1_16.c
1 /A 1
8- s
\
6| / \
X
2] / ‘
7 N
- \‘>\_‘_7 - —_— - —
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45

Counts vs. Acquisition Time (min)

Tekanan nebulizer 30 psi

+ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (** -> **) VIT B1_17.d
q N 1

x10/5
8,
6
4

2

005 -~ 01 0.5 0.2 025 03 035 04 0.45
Counts vs. Acquisition Time (min)

Tekanan nebulizer 25 psi

10 5 |*ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (** -> **) VIT B1_15.c

A [\

005 0.1 015 02 025 03
Counts vs. Acquisition Time (min)

0.35 0.4 0.45
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Lampiran 8. Spektogram massa optimasi nebulizer untuk ionisasi vitamin B

Tekanan nebulizeAru40 psi

[,

ez e ey —

x10 3 |*ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@23.0 ("™ -> ") VIT B2_12.d

1

N

6
5- II;"' %
4 / .
34 / ‘\A
2 ‘.‘f N
1] " -
0.05 01 0.15 0.2 025 3 035 0.4 0.45 B
Counts vs. Acquisition Time (min)
Tekana nebulizer 30 psi
10 3 |*ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@23.0 (** -> **) VIT B2_14.d
11 1
7
6,
5,
4,
3,
3 /
174
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
Counts vs. Acquisition Time (min)
Tekanan nebulizer 20 psi
xi0 3 +ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@23.0 (** -=> **) VIT B2_13.d
bl ) 1
6- \
" | \
/ :
24 /;' " .
/ \R
0.05 01 015 02. . 025 03 03 04 045

Counts vs. Acquisition Time (min]
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Lampiran 9. Spektogram massa optimasi nebulizer untuk ionisasi vitamin B

Tekanan nebilzer 40 psi

10 2 | *ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (** -> **) VIT B9 015.c
1 1
5,
4_
al .
2] / AN
fﬂ'
/
1 / ¥ 7
0.05 0.1 0.15 02 0.25 0.3 0.35 04 0.45 '

Counts vs. Acquisition Time (min)

Tekana nebulizer 30 psi

%10 2 |[*ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (** ->**) VIT B9_017.d
1 “

0.05 0.1 0.15 02 025 03 0.35 04 0.45
Counts vs. Acquisition Time (min)

Tekanan nebulizer 20 psi

«10 2 |+*ESI TIC MRM Frag=80.0v CID@8.0 (** ->*) VIT B&_016.d

.
34 .// \
. /

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.35 04 0.45
Counts vs. Acquisition Time {min)
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Lampiran 10. Spektogram massa optimasi laju alir gas ionisasi vitamin B

Laju alir gas 11 L/menit

10 5 | *ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 {** -> *) VIT B1_17.d
1
8,
6 i
4
2
0.05 01 0.15 0.2 0.25 - 0.3 0.35 0.4 0.45
Counts vs. Acquisition Time (min)
laju.dir.gas.10 Limenit...... ... - - S
Al +ESI TIC MRM Frag=80.0v CID@8.0 (** -> =) VIT B1_19.d
1
74
6_
5_
4
3_
2_
1-
— T — U y T TR T
0.05 0.1 Q15 0.2 0.25 0.3 0.35 04 0.45
Counts vs. Acquisition Time (min,
Laju alir gas 9 L/menit
105 +ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (**> *) VIT B1_18.c
8 .\ /.h A
6_
4_
2
005 01 015 02 02 03 035 04 045

Counts vs. Acquisition Time (min)
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Lampiran 11. Spektogram massa optimasi laju alir gas ionisasi vitamin B

Laju alir gas 11 L/menit

«10 3 |+ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@23.0 (** -> **) VIT B2_14.d
1 .
7] /
6,
5_
1 / N\
3 ."f .\
2 /
1] /
0.05 01 015 0.2 0.25 03 035 0.4 0.45
Counts vs. Acquisition Time (min)
Laju alir gas 10 L/menit
«10 3 [+ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@23.0 (™" -> ™) VIT B2_16.d
711 o )
5 ‘-‘"‘. 5
4 /
24 / )
14 y \
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Counts vs. Acquisition Time (min)
Laju alir gas 9 L/menit
«10 3 | *ESI TIC MRM Frag=110.0V CID@23.0 (** -> **) VIT B2_15.d
71 e
6- \
H ‘-‘"‘I \
| 4" X
2 f; \\\
14 / \\\‘
i The— =
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 04 0.45

Counts vs. Acquisition Time (min;
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Lampiran 12. Spektogram massa optimasi laju alir gas ionisasi vitaynin B

Laju alir gas 11 L/menit

x10 7 [FESITIC MRM Frag=80.0v CID@8.0 (™™ -= ") VIl B9 _013.d
3 —

a4 p S 1
351 4 N
3 4 <

4 S
2.5 : / -
2 / N
1.5 / ==

0.5 L - L o

002 004 006 0D8 01_ 012 014 0168 018 02 022 024 028 028 03
Counts vs. Acquisition Time {(min}

Laju alir gas 10 L/menit

10 2 |*ESI TIC MRM Frag=80.0v CID@8.0 (**-> **) VIT B9 021.¢

541 /\ 1
4

005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 055
Counts vs. Acquisition Time (min)

Laju alir gas 9 L/menit

<102 | #ES! TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (** > **) VIT BY_020.c
ol
5. /
4 / b
/ N
3 / X
2 b =
1 T -
0.05 01 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Counts vs. Acquisition Time (min)
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Lampiran 13. Spektogram massa optimasi temperatur gas.

Spektogram massa temperatur gas’@5@tamin B,

85

%10 & |*ESI TIC MRM Frag=80.0V CID@8.0 (" -= **) VIT B1_24.d
1 N

8 / N\

I N

f Y
G f .\

/ N\
41 / \
2,
_/

04

0.05 oA 0.15 02 0.25 03 0.35 045
Counts vs. Acquisition Time {min)
Spektogam massa temperatur gas 32%itamin B
Wit & [<FS! TIC MRM Frag=80.0V CIRGE.0 {* - ) WIT B1 20«
2
3]
SR
1
a
2
1
005 0.1 015 0z 025 0a 035 0.4 045 '

sounts ws, Acquisition Time {rmin:
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Lampiran 14. Data respon, konsentrasi dan kurva standar vitanserta
kromabgram standar dengan alat merk water.

Konsentrasi Standar vitamin B Respon elatif (Area)
(Hg/L)
10 2905,53
25 7312,241

50 12668,554
100 25786,371
250 61257,043
500 104788,914
1000 173853,984
1500 243854,188
2000 313070,094

Z
o

OO N0 WIN|F

Persamaan garis :Y =11392,42* X + 155,099.

|'I"—1_rl'|Il|l'l'll'lIIl]I"'I|l"-I|I|"|ippb
500 1000 1500 2000

Sample Name: Standar Mix 10 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 25 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 50 ppb_1
B1 B2 BS 10 MRM of 3 channeis, ES+  B1 B2 B9 25 MRM of 3 channels,ES+  B1 B2 B9 50 MRM of 3 channels, ES+
2684.8 > 121.9 2648 > 121.9 264.8 > 121.9
&5 Thiamine 4.471e+004 = Thiamine _ 1.1148+005 1 Thiamine 2.188e+005
1 0.43 0.43 0.43
2905.53 7312.24 12668.54
2 6le3 7.31e3 1.27e4
%-| 2|
1
ot i o - L min T e T min
0250 ©0.500 0.750 0.250  0.500 0750 0.250 0500 0.750

Sample Name: Standar Mix 100 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 250 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 500 ppb_1

B1 82 B9 100 MRM of 3 channels ES+ B1 B2 B9 250 MRM of 3 channels ES+ B1 B2 B9 500 MRM of 3 channels ES+
2648 > 121.9 26848> 1219 264.8 > 121.9
100 Thiamine 4.126e+005 100 Thiamine 9.623e+005 100 Thiamine 1.655e+006

0.43 0.43 0.43 b

25786.37 B1257.04 104788.91

2.58e4 6.13e4 1.05e5
% % %

o | min o min o min

T - . T T T - T YT 2 = T
0250 ' 0500 0750 0250 0500 0750 "oZs0 osoo | o780

Sample Name: Standar Mix 1000 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 1500 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 2000 ppb_1
B1 B2 B9 1000 MRM of 3 channels, ES+  B1 B2 B9 1500 MRM of 3 channels,ES+  B1 B2 BS 2000 MRM of 3 channels, ES+

264.8 > 121.9 264.8>121.9 264.8>121.9
100, Thiamine 2.550e+006 100, Thiamine 3.500e+006 100, Thiamine 4. 441e+006
0.43 0.43 0.43
173853.98 243854.19 313070.09
1.74e5 2.44e5 3.13e5
o o L
- T - - . — min o = 4 . 3 - min o > 5 1 T min
0.250 0.500 0.750 0.250 0.500 0.750 0.250 0.500 0.750
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Lampiran 15. Data respon, konsentrasi dan kurva standar vitagrserta
kromabgram standar dengan alat merk water.

Konsentrasi Standar vitamin B Regon reatif (Area)
(ng/ml)
10 127,35
25 328,31
50 653,69
100 1228,44
250 3009,65
500 6119,62
1000 10744,83
1500 17101,25
2000 24226,08

Z
(@]

OO |N|O OB WIN| -

Persamaan garisY:= -36,597 * X + 11,75

Response

T T DT LT g PPD

500 1000 1500 2000

Sample Name: Standar Mix 10 ppb_1 ‘Sample Name: Standar Mix 25 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 50 ppb_1

81 B2 B9 10 MRM of 3 channels,ES+ B B2 B9 25 MRM of 3 channels,ES+  B1 B2 B9 50 MRM of 3 channels ES+
376.94 > 243.16 376.94 > 243.16 376.94 > 243.16
g Riboflavine 2.3052+003 Riboflavine 5.819e+003 Riboflavina 1.147e+004
00 . 100- 100
] 051 051 049 )
127.35 328.31 ] 653.60 |
| 1.27e2 328e2 | ssacz ||
% 1 % % &‘
i 1%
.01 L
O e min 0-= AR - = min Oy min
0250 0500 0.750 0.250 0500 0750 0250 0500 0750

Sample Name: Standar Mix 100 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 250 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 500 ppb_1
B1 B2 BY 100 MRM of 3 channels, ES+  B1B2 B9 250 MRM of 3 channels, ES+  B1 B2 B2 500 MRM of 3 channels, ES+

376.94 > 243.16 376.94 > 243 16 376.94 > 243.18
Ribofavine 2.162e+004 Riboflavine 5.300e+004 Riboflavine 1.077e+005
100 T 100 0.48 i 100 0.51
9008.65 -I s119.62 ||
3.01e3 6.12e3 [
] |
%- %) u-‘
o e o : T 2 min o T T — —rrr— min
0250 0500  0.750 0250  0.500 0.750 0250 0500  0.750

Sample Name: Standar Mix 1000 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 1500 ppb_1 Sample Name: Standar Mix 2000 ppb_1

B1 82 B9 1000 MRM of 3 channels, ES+ B1 B2 B9 1500 MRM of 3 channais ES+ B1 B2 B9 2000 MRM of 3 channels ES+

376.94 > 243.16 376.94 > 243.16 376.94 > 243.16
Riboflavine 1.893e+005 Riboflavine 3.006e+005 Riboflavine 4.3048+005
196 0.51 100 0.51 Lo 051 ]
10744.83 17101.25 24226.08
1.07e4 1.71e4 24204
% % %
GL - - min o [

0.250 0.500 0.750
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Lampiran 16. Data respon, konsentrasi dan kurva standar vitarserta
kromabgram standar dengan alat merk water

Z
(@]

Konsentrasi Standar vitamiry B

(mg/L)

Respon elatif (Area)

10

77,962

25

175,42

50

336,488

100

624,656

250

1488,277

500

2918,901

1000

5170,999

1500

8110,845

OO |N|O OB WIN| -

2000

11236,117

Persamaan garis : Y =40,159* X +

Response

5,4789

500

T a ' BEh] T Tr

1000

———
1500

"I""Ip[)b
000

Sample Name: Standar Mix 10 ppb_1
B1B2 89 10 MRM of 3 channels, ES+
441.94 > 295.1
Folic Acide
100 FolE 28

| 7788
7.80e1
==
014
o = b min

0250 | 0.500 | 0.750
Sample Name: Standar Mix 100 ppb_1
Bl B2 B9 100 MRM of 3 channels, ES+

441.94 > 295.1
Folic Acide
100 035

624.66
6.25e2

%

o

T + T T min
0250 0500  0.750

Sample Name: Standar Mix 1000 ppb_1
B1 B2 B9 1000 MRM of 3 channels ES+

Sample Name: Standar Mix 25 ppb_1

B1B2B925 MRM of 3 channels ES+
94 > 295.1
Felic Acida_ 2.761e+003
100 o3s ]
17542 §
1.7582 E]
|
=
)

= ——————= min
0.250 0500  0.750

Sample Name: Standar Mix 250 ppb_1
B1 B2 B9 250 MRM of 3 channels, ES+
441.04

> 20851
Folic Acide 2.3216+004
1007 " 635
| 1488.28
| tase3
%

o

4 T T T min
0.250 0.500 0.750

Sample Name: Standar Mix 1500 ppb_1
B1 B2 BY 1500 MRM of 3 channels ES+
441

441,94 > 295.1 94 > 205.1
100, Folic Acide 8.259e+004 .. Folic Acide 1.293e+005
035 i 1 0.35
5171.00 8110.85
5.17e3 811e3
% £
oL min o mmin

T T T
0.250 0.500 0.750

Sample Name: Standar Mix 50 ppb_1

B1 B2 B2 S50 MRM of 3 channels ES+
441,94 > 295.1
Folic Acide 5.413a+003
100 0.34 ]
336.49 |[
33882 [
! [
%o-| =
|

. SRR
0.250 0.500 0.750

Sample Name: Standar Mix 500 ppb_1
B1 B2 B9 500 MRM of 3 channels, ES+
441.94 > 205.1

4.627e+004

100 Fulu‘;; Acide

| 201880

0250 0500 0780

Sample Name: Standar Mix 2000 ppb_1
B1 B2 B9 2000

Folic Acide
100, FOlE o
11236.12
1.12ed
%
o - L min
0280 Mo 300 0750
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Lampiran 17. Data respon, konsentrasi dan kurva standar vitandengan alat

merk ajilent
No Konsentrasi Standar vitamin B Respon elatif (Area)
(ppb)

1 6,905 1163
2 7,2355 2532
3 7,292 2878
4 10,562 17045
5 20,1741 59216
6 22,7206 70536
7 86,2452 343950
8 446,4706 2E+06

Persamaan garis : Y %306,996 * X - 28119,1878

Kurva standar
2000000 - T .

<

(]

& 1500000 -

= 1000000 -

=

S 500000

0

4

0 - T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Konsentrasi standar (ppb)

Multiple R 0,999999671
R Square 0,999999342
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Lampiran 18. Data respon, konsentrasi dan kurva standar vitandienBan alat

merk ailent
No | Konsentrasi Standar vitamin B Respon elatif (Area)
(ppb)

1 1,2434 271
2 2,704 336
3 4,2535 352
4 4,7595 454
5 17,1724 877
6 46,4147 1666
7 89,9762 2812
8 452,0292 12741
9 1,2434 271

Persamaan garis Y. = 27,5357*X + 309,588

Kurva Standar
. 14000
[5]
© 12000
< 10000
=
S 8000
@ 6000
0c
«— 4000
< 2000
[}
0 50 100 150 200 300 350 400 450 500
Konsentrasi standar (ppb)
Multiple R 0,999884347
R Square 0,999768707
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Lampiran 19. Data respon, konsentrasi dan kurva standar vitadienB8an alat
merk ailent

No | Konsentrasi Standar vitamiry B Respon elatif (Area)
(ppb)

1 0,549427 390

2 1,373568 705

3 3,43392 551

4 6,86784 748

5 17,1696 2490

6 42,924 6325

7 85,848 12024

8 429,24 59410

Persamaan garisY:= 137,955*X + 200,90

Kurva standar
__ 70000
8§ 60000
< 50000
40000
2 30000
§ 20000
¢ 10000
= 0 ‘ ‘ ‘ :
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Konsentrasi standar (ppb)
Multiple R 0,999941568
R Square 0,999883139
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Lampiran 20 Kromatogram Deret Standar vitamin B, Bg

1. Standar 1

92

MR Froo—20. 0w <
1.35 ~ e

Do O (m65.5

EX=)

el

MRMM Frag—100.
e (PeakT o amicy =

DONN DOBW ARAA DOO0O

dddd

s as=

Mobahionnbbowobdonrhionahdony
| | |

000

3. Standar 3.

EX=)

£l

4. Standar 4.

TESI MRM Frag—130.0v CIbep 18 .0 (377 .2 = 243 .2 ST 5.d
] 1 |=

= s Ed
Count= va. Acquisition Time (mind
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5. Standar 5

=10 = [TES MRM Frag—20.0v CIDeD.0 (265.3 —= 1=21.8) ST a.d
1.6+ ~ s = =

o221
AN

s S Ed
Counts ve. Acquisition Time (min)

1o B TE S MRS s 1 B0 O eelo G 18 6 (8P = L A 5 s s ol
a=

7. Standar 7

<10 2 [+ESI MRM Frag=130.0V CID@&18.0 (B77.2 > 243.2) STbh_=2.d
. =

a.s-
a.6-
a.a -
a.2-

3.8
3.6
3.4
3.2

= .=
2.6
=.a—

== -~ 5. =99

1.6
a.a—
.=

o.=—
o.e—

o.a—
o.=—

E =3 Ed = EY 10 A
Counts vs. Acquisition Time (min)

8. Standar 8

<10 4 [+ESI MRM Frag=80.0Vv CID@9.0 (265.3 -=> 121.8) STD_1a.d
> =1 - 1japa 1=

2.1+

444444 4aa
|

227
23 B

E Ed
Counts vs. Acqu on Time (m
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Lampiran 21, Perhitungan LOD dan LOQ berdasarkan kurva standar dengan alat

94

merk agilent.
1, Vitamin B,
Konsentrasi Area yi yi-yin2 Satuan
6,905 1163 1620,61958 209415,68
7,2355 2532 3044,081758 262227,7269
7,292 2878 3287,427032 167630,4945
10,562 17045 17371,30395 106474,2691
20,1741 59216 58770,5802 198398,795
22,7206 70536 69738,34552 636252,6733
86,2452 343950 343338,5436 373878,9056
446,4706 1894679 1894827,901 22171,36414
Jumlah 1976449,909
bagi N-2 329408,3181
S(y/x) 573,9410406
LOD 0,39977356 | ppb
0,000399774 | ppm
LOQ 1,332578532 | ppb
0,001332579 | ppm
2. Vitamin B2
Konsentrasi Area yi yi-yir2 Satuan
1,2434 271 343,8258894 5303,610164
2,704 336 384,0445328 2308,277132
4,2535 352 426,7111 5581,748456
4,7595 454 440,6441642 178,3783513
17,1724 877 782,4420547 8941,205023
46,4147 1666 1587,649255 6138,839275
89,9762 2812 2787,14565 617,738697
452,0292 12741 12756,52844 241,1325246
Jumlah 29310,92962
bagi N-2 4885,154937
S(y/x) 69,8938834
LOD 0,677292564 ppb
0,000677293 ppm
LOQ 2,257641879 ppb
0,002257642 ppm
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Lampiran 22, Perhitungan LOD dan LOQ berdasarkan kurva standar dengan alat
merk agilent.

Vitamin By
Konsentrasi Area yi yi-yin2 Satuan
0,549427 390 276,6962018 12837,75069
1,373568 705 390,3905734 98979,09128
3,43392 551 674,6264336 15283,49508
6,86784 748 1148,352867 160282,4183
17,1696 2490 2569,532168 6325,365747
42,924 6325 6122,48042 41014,18028
85,848 12024 12044,06084 402,4373015
429,24 59410 59416,7042 44,94629764
Jumlah 335169,685
bagi N-2 55861,61416
S(y/x) 236,350617
LOD 3,529377058 ppb
0,003529377 ppm
LOQ 11,76459019 ppb
0,01176459 ppm
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Lampiran 23. Contoh Kromatogram sampel menggunakan alat LC-MS-MS
merk agilent dan kolom Zorbax.
1. Sampel 3.

<10 = [TESI MRM Frag=—280.0v CID @ .0 (265.3 -= 121.8) Spl-3.d
~ 1Az 1= =

o2 e . S

s 3 Ed = ° 10 EE]
Counts ve Acquisition Time (min)

2. Sampel 4

TESI MRM Frag—20.0v IO @po.0 (265.3 -~ 121 .8) Sl 4.o

~ s a =

ry 3 EZ
Countas ve. Acquisition Time (min

3. Sampel 5

=10 2 [+ESI MRM Frag=80.0Vv CID@9.0 (265.3 = 121.8) SpI-5.d
R “ A @Aan e =

.25
17Ww

P— A

o.5

a = 3 a S & z F-3 Y 10 Bl
Counts vs. Acquisition Time (min)

4. Sampel 6

= A= s =ele.a

~a.aa=
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5. Sampel 7

TESI MRM Frag=—=S0.0V CIDeEp9.0 (265.3 -= 1=21.8) Spl-7.d
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m el
bty
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F
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Lampiran 24 : Hasil Pengujian Sampel ( satuan ppm )

Kode
Contoh Vit.B; Vit.B> Vit By Rsd
1 0,3557 0,0944 0,0046 179,220
2 0,4212 0,1077 0,0835
3 0,4182 0,0953 0,0819 2,402
4 0,2821 0,0976 0,0799
5 0,3197 0,1139 0,0827 1,481
6 0,2992 0,0991 0,0815
7 0,3420 0,0930 0,0801 2,523
8 0,3301 0,0921 0,0822
9 0,1593 0,0788 0,0800 2,555
10 0,1377 0,0801 0,0821
11 0,0881 0,0800 0,0815 0,299
12 0,0864 0,0786 0,0818
13 0,3474 0,1041 0,0829 5,090
14 0,0788 0,0302 0,0788
15 0,3749 0,0906 0,0826 0,302
16 0,3570 0,0957 0,0828
17 0,4076 0,1077 0,0811 0,410
18 0,3665 0,0847 0,0807
19 0,2308 0,0872 0,0798 1,365
20 0,0788 0,0302 0,0788
21 0,3459 0,0932 0,0816 3,577
22 0,0788 0,0302 0,0788
23 0,3891 0,0805 0,0818 0,371
24 0,3994 0,0779 0,0815
25 0,3418 0,1016 0,0820 0,121
26 0,3193 0,0967 0,0819
27 0,1448 0,0794 0,0800 0,109
28 0,1450 0,0773 0,0801
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29 0,3991 0,1027 0,0828 1,652
30 0,4164 0,0953 0,0814
31 0,4211 0,1077 0,0832 1,871
32 0,3215 0,0881 0,0817
33 0,3943 0,1065 0,0824 1,832
34 0,3633 0,0917 0,0809
35 0,3043 0,0864 0,0817 0,457
36 0,3098 0,0946 0,0813
37 0,3451 0,0866 0,0817 0,787
38 0,4097 0,0913 0,0824
39 0,3019 0,0925 0,0812 -1,001
40 0,2689 0,0858 0,0804
41 0,3687 0,0938 0,0822 0,653
42 0,3727 0,1010 0,0817
43 0,2314 0,1713 0,1602 0,393
44 0,2266 0,1629 0,1596
45 0,1612 0,1694 0,1592 0,102
46 0,1601 0,1557 0,1594
47 0,1575 0,0605 0,1575 1,547
48 0,2489 0,1652 0,1600
49 0,2177 0,1599 0,1590 0,139
50 0,1575 0,1629 0,1593
51 0,2243 0,1637 0,1603 0,044
52 0,2154 0,1709 0,1604
53 0,2204 0,1622 0,1599 0,182
54 0,2365 0,1576 0,1602
55 0,1668 0,1717 0,1589 0,161
56 0,1575 0,1576 0,1591
57 3,4607 0,1686 0,1598 0,131
58 0,2200 0,1660 0,1600
59 0,1575 0,0605 0,1575 0,817
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60 0,1586 0,1561 0,1588
61 0,1575 0,0605 0,1575 0,926
61 0,1591 0,1561 0,1590
63 0,2247 0,1686 0,1599 -0,036
64 0,3763 0,1595 0,1599
65 0,2223 0,1690 0,1596 0,335
66 0,2310 0,1675 0,1602
67 0,2476 0,1516 0,1598 0,095
68 0,2228 0,1709 0,1599
69 0,2169 0,1622 0,1600 0,167
70 0,2194 0,1770 0,1598
71 0,2079 0,1648 0,1597 0,292
. 0,2118 0,1603 0,1592
73 0,2248 0,1656 0,1600 0,175
74 0,2212 0,1656 0,1597
75 0,2270 0,1667 0,1597 0,087
76 0,2232 0,1645 0,1598
77 0,2969 0,1584 0,1601 -0,015
78 0,2248 0,1683 0,1601
79 0,2060 0,1648 0,1594 0,197
80 0,2078 T A 0,1597
81 0,2309 0,1667 0,1598 0,036
82 0,2145 0,1622 0,1598
83 0,2540 0,1641 0,1601 0,240
84 0,2533 0,1405 0,1598
85 0,2908 0,1432 0,1599 0,457
86 0,2384 0,1755 0,1607
87 0,2411 0,1610 0,1596 -0,022
88 0,2253 0,1622 0,1596
89 0,2258 0,1595 0,1599 0,138
90 0,2080 0,1531 0,1601
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91 0,2429 0,1637 0,1597 0,204
92 0,2152 0,1641 0,1600
92 0,1575 0,0605 0,1575 0,868
94 0,2021 0,1538 0,1589
95 0,1575 0,0605 0,1575 0,000
96 0,1575 0,0605 0,1575
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