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ABSTRAK

Anggraini, Fauzta Norma Ayu. 2018. Validasi Metode Analisis Melamin
Menggunakan Nanopartikel Perak (NPP) Hasil Bioreduksi Ekstrak
Buah Kersen (Muntingia calabura L.). Skripsi. Jurusan Farmasi
Fakultas Kedokteran dan llmu Kesehatan Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

Pembimbing: (1) Begum Fauziyah, S.Si., M.Farm.
(11) Dewi Sinta Megawati, M.Sc.

Buah kersen (Muntingia calabura L.) merupakan tanaman liar yang memiliki
kandungan senyawa anti oksidan yaitu flavonoid dan vitamin C yang memiliki gugus —OH,
sehingga dapat dimanfaatkan untuk sintesis nanopartikel perak (NPP). Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui karakteristik (panjang gelombang dan ukuran) nanopartikel
perak yang disintesis menggunakan bioreduktor ekstrak buah kersen, mengetahui nilai
parameter validasi metode (LOD, LOQ, linearitas, akurasi, dan presisi) analisis melamin
menggunakan NPP dengan bioreduktor ekstrak buah kersen, dan mengetahui perbandingan
nilai parameter validasi metode (LOD, LOQ, dan linearitas) analisis melamin
menggunakan nanopartikel hasil bioreduksi ekstrak buah kersen dengan instrumen HPLC.
Karakterisasi nanopartikel perak dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
Particle Size Analyzer (PSA). Nilai parameter metode validasi untuk analisis melamin
menggunakan NPP diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan HPLC. Hasil
penelitian menunjukkan panjang gelombang NPP berada pada 419 nm dan dengan ukuran
58,30 nm. Hasil parameter metode validasi analisis melamin menggunakan NPP dengan
UV-Vis dan HPLC berturut-turut menunjukkan nilai linearitas (r) 0,9667 dan 0,9968, nilai
LOD 1,207 ppm dan 0,787 ppm, nilai LOQ 4,024 ppm dan 2,624 ppm, serta nilai akurasi
NPP dengan %recovery 63,04% dan nilai presisi dengan %RSD 1,922% pada konsentrasi
analit 1,50 ppm.

Kata Kunci : validasi metode, buah kersen (Muntingia calabura L.), melamin,
susu bubuk bayi



ABSTRACT

Anggraini, Fauzta Norma Ayu. 2018. Validation of Melamine Analytical Method
Using Silver Nanoparticles Obtained by Bioreduction Jamaica
Cherry Fruit Extract (Muntingia calabura L.). Thesis. Pharmacy
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Jamaica cherry (Muntingia calabura L.) is an adventitious plant that contains anti-
oxidant compounds, called flavonoids and vitamin C which have —OH groups, so that they
can be used for the synthesis of silver nanoparticles. This research was aimed at
determining the characteristics (wavelength and size) of silver nanoparticles synthesized
using Jamaica cherry extract bioreductor, finding out the parameter validation value (LOD,
LOQ, linearity, accuracy, and precision) of melamine analysis using silver nanoparticles
with the Jamaica cherry extract and comparing the parameter validation value (LOD, LOQ,
and linearity) melamine analysis using nanoparticles obtained from bioreduction of
Jamaica cherry extract with HPLC instruments. The characterization of silver nanoparticles
was analyzed using UV-Vis spectrophotometers and Particle Size Analyzer (PSA). The
parameter value of the validation method for the analysis of melamine using silver
nanoparticles was measured using a UV-Vis spectrophotometer and HPLC. The results
showed that the silver nanoparticles wavelength was 419 nm and was 58.30 nm. The results
of the validation analysis method of melamine using silver nanoparticles with UV-Vis and
HPLC showed linearity (r) 0.9667 and 0.9968, LOD value 1.207 ppm and 0.787 ppm, LOQ
value 4.024 ppm and 2.624 ppm, and accuracy values of silver nanoparticles with %
recovery 63,04% and precision value with % RSD 1.922% at analyte concentration of 1.50

ppm.

Keywords : validation method, jamaica cherry fruit (Muntingia calabura L.),
melamine, baby milk powder
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Manusia membutuhkan nutrisi untuk kelangsungan hidupnya. Salah satu
nutrisi yang dibutuhkan oleh manusia adalah protein. Protein dapat diperoleh
melalui produk makanan atau minuman. Produk yang memiliki kandungan protein
yang cukup banyak salah satunya terdapat pada susu. Akhir-akhir ini ditemukan
kasus bahwa pada susu mengandung zat aditif yang berbahaya bagi kesehatan. Zat
aditif tersebut adalah melamin. Penambahan melamin secara ilegal pada susu
ditujukan untuk meningkatkan kadar nitrogen yang tinggi (66% massa) sehingga
pada saat susu diperiksa seolah-olah susu tersebut mempunyai kandungan protein
yang tinggi, karena secara umum kandungan protein ditetapkan menggunakan
metode Kjeldahl dengan cara menentukan kandungan nitrogennya (Sun et al.,
2010).

Melamin merupakan suatu senyawa kimia organik dalam bentuk kristal,
mengandung banyak nitrogen dan biasa digunakan dalam produk non-pangan
(MenKes, 2012). Melamin banyak digunakan untuk produksi alat plastik seperti
pada peralatan makan (Vail et al., 2007). Selain itu, melamin juga digunakan untuk
produksi bahan adesif, laminasi, cat, industri tekstil, lapisan kertas, dan campuran
fertilizer (Liu et al., 2012).

Kasus akibat adanya melamin di dalam susu bubuk terjadi di Cina pada 11

September 2008. Kasus tersebut dapat mengakibatkan nefrolitiatis dan gagal ginjal



sebanyak 52.857 kasus, 13.000 anak masuk rumah sakit, dan 3 anak meninggal
dunia. Mayoritas kasus terjadi pada anak di bawah umur 3 tahun (82% < 2 tahun;
17% 2-3 tahun; 0,8% > 3 tahun; dan tidak ada kasus yang terjadi pada usia dewasa)
(FDA, 2008). Sedangkan di Indonesia, kasus yang terjadi berdasarkan data yang
diperoleh dari BPOM tahun 2010-2011, bahwa terdapat melamin pada susu kedelai
dan permen susu yang diimpor dari Cina (Nissa, 2011). Meskipun permasalahan di
Indonesia belum besar, akan tetapi harus dipertimbangkan keamanan produk susu
tersebut agar aman untuk dikonsumsi masyarakat.

Menteri Kesehatan RI telah menetapkan batas maksimal adanya melamin
dalam pangan. Batas maksimal adanya melamin, yaitu 1 mg/kg pada formula bayi
bentuk bubuk, 0,15 mg/kg formula bayi siap konsumsi, dan 2,5 mg/kg pada pangan
lain. Sedangkan WHO? (2008), menetapkan batas melamin dalam susu formula
bayi yaitu tidak melebihi 1 ppm (1 mg/kg).

Adanya melamin dalam produk pangan dapat menyebabkan gagal ginjal.
Kasus tersebut terjadi di Amerika Serikat, Kanada dan Afrika dimana adanya
melamin pada produk makanan yang diimpor dari Cina menyebabkan kematian
pada kucing dan anjing akibat gagal ginjal (WHQO¢, 2008). Selain itu, di Hongkong
terjadi kasus meninggalnya anak-anak akibat ditemukannya melamin pada susu
(Du, 2008 dalam Octaviana dkk., -). Hal ini membuktikan bahwa adanya melamin
pada produk pangan memberikan dampak yang buruk bagi kesehatan. Maka, salah
satu cara untuk menghindari dampak yang buruk dari melamin, dapat dilakukan
dengan menganalisis kadar melamin dalam susu. Beberapa metode seperti

elektroforesis kapiler, Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS), Liquid



Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS), dan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) telah dikembangkan dan digunakan untuk menganalisis
kandungan melamin.

Penelitian yang telah dilakukan oleh Lestari dkk (2011) telah membuktikan
bahwa HPLC dapat digunakan untuk analisis melamin, dengan menunjukkan nilai
parameter validasi metode linearitas sebesar 0,9988, LOD dan LOQ masing-masing
sebesar 0,5194 ppm dan 1,7316 ppm, nilai presisi dengan koefisien variasi 4,263%,
dan nilai akurasi dengan % recovery 103,60% pada 4 ppm, 65,81% pada 6 ppm,
dan 125,28% pada 8 ppm. Meskipun metode tersebut memiliki nilai metode validasi
yang tinggi, namun membutuhkan waktu operasional yang lama, dan instrumentasi
yang relatif mahal. Dengan demikian, diperlukan pengembangan metode analisis
yang sederhana, cepat dan sensitif untuk mempermudah analisis melamin.

Nanoteknologi akhir-akhir ini telah banyak menarik perhatian kepada para
peneliti karena memiliki prospek hasil yang lebih akurat. Nanoteknologi adalah
penciptaan material, struktur fungsional, maupun piranti dalam skala nanometer
dan mencakup semua sifat baru yang muncul setelah material nano tersebut
disintesis (Abdullah dan Khairurrijal, 2009). Hasil dari penciptaan nanoteknologi
disebut nanopartikel.

Nanopartikel dapat dibuat dari beberapa macam logam, seperti tembaga
(Cu), TiO2, ZnO, MgO, dan perak (Ag). Perak merupakan logam yang umum
digunakan, karena sifatnya yang tidak toksik terhadap kulit manusia (Wahyudi,
2011). Nanopartikel perak (NPP) digunakan di berbagai bidang, dan aplikasi utama

sebagai katalis, teknik tekstil, elektronik, optik, dan yang paling penting di bidang



kesehatan sebagai bakterisida dan sebagai agen terapetik (Elumalai et al., 2011).
Selain itu, NPP memiliki kelebihan dibandingkan nanopartikel lain, yaitu sifat optis
vang lebih baik, sehingga dapat dimanfaatkan sebagai detektor dan indikator pada
kolorimetri (Caro et al., 2010). Metode kolorimetri digunakan untuk mengetahui
adanya reaksi yang terjadi antara NPP dan sampel.

Metode kolorimetri digunakan untuk melihat terjadinya reaksi antara dua
zat yang tercampur dengan melihat perubahan warna yang terjadi. Penelitian yang
dilakukan oleh Rusnaenah dkk (2017) membuktikan bahwa nanopartikel perak
menggunakan bioreduktor ekstrak daun ketapang dengan modifikasi asam
p-kumarat dapat digunakan untuk mendeteksi melamin dengan rentang 0,1-1000
ppm. Penelitian lain juga telah dilakukan oleh Alam et al (2017) bahwa NPP dengan
reduktor asam tanat dapat digunakan untuk mendeteksi sampel susu dan dapat
mendeteksi melamin dengan rentang 0,05-1,4 uM. Sedangkan hasil penelitian Sari®
(2017) membuktikan bahwa NPP dengan bioreduktor ekstrak buah kersen dapat
digunakan untuk analisis logam merkuri.

Ada dua kemungkinan reaksi yang terjadi ketika NPP diaplikasikan untuk
mendeteksi melamin, yaitu reaksi pertama adalah berdasarkan kegunaan perak yang
tidak termodifikasi. Prinsip reaksi ini adalah reaksi elektrostatik antara golongan
amino pada melamin yang bermuatan positif dan permukaan NPP yang bermuatan
negatif. Hal ini dapat menyebabkan agregasi NPP dan oleh karena itu, terjadi
perubahan warna. Reaksi kedua adalah fungsi ligan tertentu untuk mengenali
melamin. Fungsi ligan pada NPP dapat mendeteksi melamin berdasarkan interaksi

aseptor dan donor proton. Ketika susu bubuk dengan tidak mengandung melamin



ditambahkan ke dalam NPP, maka tidak terjadi perubahan warna dan tetap
berwarna kuning pucat. Akan tetapi, ketika NPP ditambahkan ke dalam susu bubuk
yang mengandung melamin, terjadi perubahan warna menjadi merah pucat dan
apabila konsentrasi melamin lebih tinggi, maka warna berubah menjadi merah
gelap atau lebih pekat (Ramalingam et al., 2017).

Melamin adalah molekul heterosiklik yang mengandung tiga gugus amino
eksosiklik (-NH2) dan tiga cincin atom nitrogen hibrida yang dapat menjadi reagen
nukleofilik. Melamin juga memiliki kemampuan ikatan hidrogen yang baik dan
dapat berinteraksi dengan gugus karboksil dan gugus hidroksil fenolik (Alam et al,
2017). Pada penelitian yang dilakukan oleh Ping et al (2012), ketika melamin
ditambahkan ke dalam beberapa larutan NPP yang diletakkan berbaris, secara
bersamaan NPP terlihat adanya penggumpalan atau agregasi dan terlihat warna
larutan NPP yang bervariasi. Menurut Alam et al (2017), ketika melamin
ditambahkan ke dalam larutan NPP, gugus amino dari melamin bereaksi melalui
ikatan hidrogen dengan gugus -COO" yang ada di permukaan NPP. Nanopartikel
perak yang tersebar mulai beraglomerasi dan berubah warna dari kuning menjadi
merah. NPP agar dapat diaplikasikan pada sampel perlu dilakukan sintesis atau
pembuatan. Pembuatan untuk NPP ada beberapa cara. Menurut Ristian (2013),
pembuatan NPP dapat dilakukan dengan elektrokimia, fotokimia, sonokimia,
ultrasonic irradiation dan reduksi kimia. Metode reduksi kimia adalah metode yang
paling banyak digunakan, karena selain mudah prosesnya juga sederhana. Metode

reduksi kimia dapat dilakukan dengan menggunakan bahan yang ramah lingkungan



dan mudah didapat, yaitu dengan buah kersen (Muntingia calabura L.). Seperti

pada surat Al Bagarah ayat 22:
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Artinya: “Dialah yang menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu dan langit

sebagai atap, dan Dia menurunkan air (hujan) dari langit, lalu Dia menghasilkan

dengan hujan itu segala buah-buahan sebagai rezki untukmu; karena itu janganlah
kamu mengadakan sekutu-sekutu bagi Allah, Padahal kamu mengetahui.”

T

Dari ayat tersebut dapat diketahui bahwa setiap apapun yang diciptakan di dunia ini
adalah sebuah rezeki dan pasti ada manfaatnya. Dalam kitab tafsir Al-Azhar,
Hamka mendefinisikan kata rezeki sebagai pemberian atau karunia yang diberikan
Tuhan kepada makhlukNya (Hamka, 1983), seperti pada buah kersen.

Kersen merupakan tumbuhan liar yang banyak tumbuh di lingkungan
sekitar. Penelitian yang dilakukan oleh Sari® dkk (2017) membuktikan bahwa
ekstrak aquades buah kersen dapat digunakan untuk mensintesis NPP. Selain itu,
adanya vitamin C dan flavonoid pada buah kersen yang memiliki gugus -OH dapat
mendonorkan proton dan mereduksi ion Ag* menjadi Age. Vitamin C memiliki nilai
potensial reduksi +0,35 dan flavonoid memiliki potensial reduksi +0,33, sedangkan
Ag" memiliki potensial reduksi yang lebih besar, yaitu +0,80. Oleh karena itu,
vitamin C dan flavonoid mampu mereduksi ion Ag® menjadi Ag° dalam bentuk
NPP. Sintesis NPP dengan menggunakan ekstrak buah kersen ini dapat
meminimalisir penggunaan bahan-bahan yang berbahaya.

Terbentuknya NPP yang telah disintesis tersebut dapat diketahui dengan

melihat perubahan warna yang terjadi, melihat panjang gelombang, dan ukuran.



Menurut Sari® dkk (2017), indikasi apabila NPP dengan ekstrak buah kersen
berhasil dibuat adalah ditandai dengan adanya perubahan warna dari bening
menjadi kuning sampai kuning kecoklatan. Selain itu, karakterisasi nanopartikel
yang terbentuk dapat dilakukan dengan melihat panjang gelombang menggunakan
Ultra Violet-Visible (UV-Vis). Panjang gelombang nanopartikel perak adalah
berada pada rentang 400-450 nm (Saputra dkk., 2011) untuk mengetahui ukuran
yang terbentuk, dapat dilakukan dengan instrumen Particle Size Analyzer (PSA),
sedangkan untuk mengetahui metode yang digunakan telah sesuai dan memberikan
hasil yang valid, dapat diketahui dengan validasi metode.

Validasi adalah suatu proses pembuktian atau konfirmasi melalui pengujian
analisis di laboratorium untuk memberikan data tentang kevalidan suatu metode
dari suatu prosedur yang digunakan. Tujuan validasi metode analisis adalah untuk
membuktikan bahwa metode analisis yang digunakan dalam pengujian mampu
memberikan hasil yang cermat sehingga dapat dipercaya (Cahyadi, 2013).
Parameter validasi metode analisis yaitu akurasi, presisi, linearitas, LOD, LOQ,
selektivitas, kekasaran, dan ketahanan (Aswad dkk., 2011). Pada penelitian ini,
parameter metode validasi yang digunakan adalah LOD, LOQ, linearitas, akurasi,
dan presisi. Arah kemiringan garis (b) atau slope untuk parameter linearitas
menurut Varun dkk. (2016) ketika nanopartikel perak ditambahkan dengan
melamin adalah bernilai negatif, hal ini disebabkan absorbansi NPP semakin
menurun karena NPP terganggu oleh intensitas konsentrasi melamin yang semakin
meningkat. Gangguan ini disebabkan oleh interaksi yang kuat antara ikatan

hidrogen dengan agen pereduksi dan analit melamin. Melamin merupakan nukleofil



kuat yang memiliki sembilan sisi ikatan hidrogen. Dengan demikian, melamin
khusus akan berinteraksi dengan pereduksi melalui ikatan hidrogen yang
menggangau dalam proses sintesis NPP. Interaksi ikatan hidrogen mengkonsumsi
sejumlah reduktor yang dengan demikian tidak memiliki agen pereduksi yang
cukup untuk mengurangi ion Ag, yang mengakibatkan melemahnya kemampuan
untuk mengurangi reduktor, maka akan mengakibatkan gangguan dari
pembentukan partikel nano. Sehingga, semakin besar konsentrasi melamin maka
absorbansi semakin menurun dan penurunan absorbansi dikarenakan oleh
penurunan jumlah NPP.

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, NPP dapat disintesis dengan
ekstrak buah kersen. Akan tetapi, belum ada penelitian mengenai validasi metode
analisis yang membuktikan bahwa NPP yang direduksi dari ekstrak buah kersen
dapat digunakan untuk mendeteksi melamin pada susu bubuk bayi. Maka, pada
penelitian ini akan dilakukan validasi metode analisis melamin pada susu bubuk

bayi menggunakan nanopartikel perak hasil bioreduksi ekstrak buah kersen.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah untuk penelitian ini adalah:
1. Bagaimana karakteristik (panjang gelombang dan ukuran) NPP yang disintesis
menggunakan bioreduktor ekstrak buah kersen ?
2. Bagaimana nilai parameter validasi metode (LOD, LOQ, linearitas, akurasi,
dan presisi) analisis melamin menggunakan NPP dengan bioreduktor ekstrak

buah kersen ?



3. Bagaimana perbandingan nilai parameter validasi metode (LOD, LOQ, dan
linearitas) analisis melamin menggunakan NPP hasil bioreduksi ekstrak buah
kersen dengan metode analisis melamin menggunakan HPLC vyang telah

tervalidasi ?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Tujuan Umum
Tujuan umum pada penelitian ini adalah untuk mengetahui perbandingan

validasi metode NPP hasil bioreduksi ekstrak buah kersen dengan metode
menggunakan HPLC yang telah diketahui nilai validasi metodenya, sehingga
dapat diketahui metode yang lebih baik untuk analisis melamin pada susu bubuk
bayi.

2. Tujuan Khusus

Tujuan khusus pada penelitian ini adalah:

a. Untuk mengetahui karakteristik (panjang gelombang dan ukuran) NPP
menggunakan bioreduktor ekstrak buah kersen.

b. Untuk mengetahui nilai tiap parameter validasi metode (LOD, LOQ,
linearitas, akurasi, dan presisi) NPP menggunakan bioreduktor ekstrak
buah kersen.

c. Untuk mengetahui perbandingan nilai tiap parameter validasi metode
(LOD, LOQ, dan linearitas) antara NPP menggunakan bioreduktor ekstrak

buah kersen dan metode analisis melamin menggunakan HPLC.
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1.4 Manfaat
Manfaat dari penelitian ini adalah:
1. Manfaat Teoritis

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang metode

NPP hasil bioreduksi ekstrak buah kersen untuk analisis melamin pada susu

bubuk bayi.

2. Manfaat Aplikatif

a. Sebagai landasan penggunaan metode NPP dengan bioreduktor ekstrak
buah kersen yang ramah lingkungan dan tersedia di lingkungan untuk
analisis melamin pada susu bubuk bayi.

b. Sebagai landasan informasi nilai tiap parameter validasi (LOD, LOQ,
linearitas, akurasi, dan presisi) NPP menggunakan bioreduktor ekstrak
buah kersen.

c. Sebagai landasan informasi perbandingan nilai tiap parameter validasi
(LOD, LOQ, dan linearitas) antara NPP menggunakan bioreduktor ekstrak

buah kersen dan metode menggunakan HPLC.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah untuk penelitian ini adalah:
1. Kersen (Muntingia calabura L.) yang digunakan adalah kersen masak atau
berwarna merah dan segar untuk didapatkan flavonoid yang lebih tinggi

(Farida dkk., 2009).
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Preparasi ekstrak buah kersen menggunakan pelarut aquades dan suhu larutan
80°C selama 15 menit (Sari® dkk., 2017).

Konsentrasi AgNOsz sebagai prekursor nanopartikel perak adalah 1 mM
(Ristian, 2013).

Karakterisasi NPP yang terbentuk dengan menggunakan UV-Vis dan PSA.
Sampel susu yang digunakan adalah susu bubuk bayi untuk usia 0-1 tahun yang

mengandung protein tertinggi diantara susu bubuk bayi lainnya.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Melamin
2.1.1 Pengertian Melamin

Melamin adalah suatu senyawa kimia organik yang paling umum didapat
dalam bentuk kristal, mengandung banyak nitrogen dan biasa digunakan dalam
produk non-pangan, yang apabila digunakan dalam pangan dapat membahayakan
kesehatan manusia (MenKes, 2012). Nama lain melamin secara IUPAC adalah
1,3,5-triazine-2,4,6-triamine, memiliki massa molekul sekitar 126 g/mol, berbentuk
serbuk kristal putih, dan hanya sedikit larut dalam air. Melamin memiliki

kandungan nitrogen sekitar 66% (SciencelLab, 2005). Rumus bangun melamin:

HoN N NH,
LoD
T
NH,
Gambar 2.1 Struktur Melamin (ScienceLab, 2005)

2.1.2 Kegunaan Melamin

Melamin digunakan untuk produksi resin melamin, biasanya bereaksi
dengan formaldehid dan digunakan untuk perindustrian, termasuk produksi bahan
laminasi, lem, adesif, pencetakan senyawa, pelapisan dan tahan api. Di Amerika

Serikat melamin adalah bahan aditif makanan yang digunakan tidak langsung dan

12
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digunakan hanya sebagai bahan adesif. Melamin juga ditemukan di pestisida
kromasi pada tanaman, kambing, ayam, dan tikus (WHQ®¢, 2008).
2.1.3 Bahaya Melamin

Penambahan melamin secara ilegal pada susu ditujukan untuk
meningkatkan kadar nitrogen yang tinggi (66%) sehingga pada saat susu diperiksa
seolah-olah susu tersebut mempunyai kandungan protein yang tinggi, karena secara
umum kandungan protein ditetapkan dengan cara menentukan kandungan
nitrogennya (Sun et al., 2010). Protein merupakan kumpulan dari beberapa asam
amino. Asam amino mengandung unsur karbon, hidrogen, oksigen, dan belerang

(Adams, 1988 dalam Sari, 2011).

H H O
\ I /Y
N—C—C
/ | b

H H O—H

Gambar 2.2 Struktur Asam Amino (Anonim, 2015)

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

(WHOP, 2008).
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2.1.4 Batas Cemaran Melamin

Cemaran melamin telah diatur oleh Menteri Kesehatan RI Nomor 034
Tahun 2012 tentang Batas Maksimum Melamin Dalam Pangan, yaitu pada fomula
bayi bentuk bubuk sebanyak 1 mg/kg; pada formula bayi siap konsumsi 0,15 mg/kg;
pada pangan lain 2,5 mg/kg. Pada WHO? (2008) menetapkan batas limit melamin

dalam susu formula bayi dapat ditoleransi sebesar 1 ppm (1 mg/kg).

2.2 Definisi Susu Bubuk

Berdasarkan SNI 3752-2009 (Badan Standarisasi Nasional, 2009), yang
dimaksud susu bubuk adalah produk susu yang diperoleh dengan cara mengurangi
sebagian besar air melalui proses pengeringan susu segar dan/atau susu rekombinasi
yang telah dipasteurisasi, dengan atau tanpa penambahan vitamin, mineral, dan
bahan tambahan pangan yang diizinkan. Deputi MENLH (2006) dalam Wardana
(2012) menyebutkan bahwa pembuatan susu bubuk merupakan salah satu upaya
untuk mengawetkan susu sehingga dapat tahan lebih lama. Susu jenis ini dapat
langsung dibedakan dari bentuk dan penampilannya. Produk susu bubuk
merupakan hasil proses penguapan dan pengeringan dengan cara penyemprotan

dalam tekanan tinggi.

2.3 Bayi
Bayi merupakan individu yang berusia 0-12 bulan yang ditandai dengan

pertumbuhan dan perkembangan yang cepat disertai dengan perubahan dalam



15

kebutuhan zat gizi (Wong, 2003). Pembagian usia menurut Saifudin (2002) adalah

sebagai berikut:

a. Masa neonatal, yaitu usia 0-28 hari: (1) masa neonatal dini, vaitu usia 0-7 hari;
(2) masa neonatal lanjut, yaitu usia 8-28 hari.

b. Masa pasca neonatal, yaitu usia 29 hari-1 tahun.

2.4 Kersen (Muntingia calabura L.)

Tumbuhan kersen adalah tumbuhan yang tumbuh di daerah tropis. Total
senyawa volatil telah diidentifikasi menggunakan vakum destilasi pada ekstrak
buah kersen yang matang. Bagian-bagian tumbuhan kersen (kulit, akar, daun)

mengandung flavonon, flavon, flavan, dan biflavan (Sibi et al., 2012).

Gambar 2.3 Buah Kersen (Sumber: Dokumentasi pribadi)

Tabel 2.1 Analisis Fitokimia M. calabura L. (Sumber: Singh et al., 2017)

Phytochemicals Leaf Bark Fruit
Glycosides + + +
Flavonoids + - +
Phlobatannins + + -
Saponins - - -
Tannins + + +
Terpenoid + + -

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Klasifikasi tumbuhan kersen adalah: (Vijayanand and Thomas, 2016)

Kingdom : Plantae

Orde : Malvales

Family : Muntingiaceae

Genus : Muntingia L.

Spesies : Muntingia calabura L.

Tumbuhan kersen adalah satu-satunya spesies dalam genus Muntingia dan
merupakan tanaman berbunga yang tumbuh asli di Meksiko selatan, Karibia,
Amerika Tengah, dan barat Amerika Selatan ke Peru dan Bolivia. Kersen di
Jamaika tumbuh sangat cepat, mencapai tinggi 25 sampai 40 kaki. Daun bergerigi
dengan panjang 2,5-15 cm dan lebar 1-6,5 cm. Daun berwarna hijau, berbentuk
elips atau bulat telur. Bunga berukuran kecil, putih, dengan 5 kelopak putih dan

memiliki banyak benang sari berwarna kuning (Vijayanand and Thomas, 2016).

2.5 Perak

Perak memiliki nomor atom 47 dan massa atom 107,8682 g/mol. Melebur
pada suhu 960,5°C. Perak memiliki 4 jenis keadaan oksidasi Ag°, Ag*, Ag*?, Ag*3,
dimana dua bentuk utama sangat melimpah dan dua berikutnya cenderung tidak
stabil, terutama di lingkungan air (WHO, 2002). Perak memiliki konduktivitas yang
baik, sifat katalitik dan memiliki aktivitas anti bakteri (Frattini, et al., 2005).

Perak dalam bentuk garam biasanya sebagai AgNOs. Perak nitrat atau

AgNOs memiliki pH 6-7, titik didih 440°C, berat molekul 169,87 g/mol, tidak
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berwarna atau berwarna putih, kelarutannya larut di dalam air dan dietil eter, dan

tidak bersifat korosif (ScienceLab, 2013).

2.6 Nanopartikel Perak (NPP)
2.6.1 Definisi NPP

Nanopartikel dapat didefinisikan sebagai objek yang berukuran 1-100 nm.
Nanopartikel memiliki banyak kegunaan antara lain sebagai detektor, katalis, zat
pelapis permukaan, anti bakteri (Ristian, 2013) hingga penggunaannya secara luas
yaitu seperti bahan kosmetik dan pakaian (Hasan, 2015). Penelitian yang telah
dilakukan dalam rangka aplikasi nanoteknologi untuk menghasilkan produk
nanopartikel diantaranya melalui rekayasa partikel logam dan oksida logam seperti
perak (Ag), tembaga (Cu), TiO2, ZnO, dan MgO berukuran dalam skala nanometer
untuk kemudian diaplikasikan pada proses berbagai produk lain seperti tekstil, pulp,
keramik dan sebagainya. Diantara logam-logam tersebut, perak merupakan logam
yang umum digunakan, karena sifatnya yang tidak toksik terhadap kulit manusia
(Wahyudi dkk., 2011).

Nanopartikel memiliki banyak kelebihan, beberapa diantaranya adalah,
sebagai sistem penghantaran obat yang lebih efektif, pengembangan material yang
lebih ringan dan lebih kuat menggunakan komposit, serta pengembangan metode-
metode perbaikan atau remedial dalam bidang makanan, air dan lingkungan
(Riwayati, 2017). Penelitian yang telah dilakukan oleh Sonia (2012), membuktikan
bahwa nanopartikel perak dapat mendeteksi ion-ion logam berat, seperti Pb, Cd,

Zn, Co, Cu, Fe, dan Hg. Selain itu, penelitian yang dilakukan oleh Rusnaenah dkk
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(2017) membuktikan bahwa NPP hasil biosintesis dari daun ketapang dan
modifikasi dengan asam p-kumarat dapat digunakan untuk mendeteksi melamin.
2.6.2 Sintesis NPP

Sintesis nanopartikel bisa dilakukan dengan berbagai metode, yaitu secara
reduksi kimia, elektrokimia, fotokima, sonokimia, dan ultrasonic irradiation
(Ristian, 2013). Akan tetapi cara yang sangat populer karena alasan faktor
kemudahan, biaya yang relatif murah serta kemungkinannya untuk diproduksi
dalam skala besar adalah dengan cara reduksi kimia (Wahyudi dkk., 2011).

Metode ini menggunakan proses reaksi reduksi pada garam-garam perak
seperti perka nitrat, perak sulfat, perak perklorat, dan garam-garam yang
mengandung perak lainnya. Zat-zat lain yang digunakan untuk pembuatan
nanopartikel perak yaitu stabilisator, zat pengikat, zat pereduksi, aquades, dan
katalis untuk mempercepat reaksi (Chou and Lu, 2008 dalam Ristian, 2013).

Terbentuknya nanopartikel perak secara visual ditandai dengan terjadinya
perubahan warna dari bening menjadi kuning hingga coklat kehitaman. Terjadinya
perubahan warna koloid pada pembentukan nanopartikel perak disebabkan oleh
proses oksidasi reduksi. Semakin pekat warna yang dihasilkan menunjukkan
semakin banyak senyawa organik yang teroksidasi dan semakin banyak pula Ag*
yang mengalami reduksi menjadi Ag®, semakin meningkat konsentrasi nanopartikel
perak yang terbentuk (Haryani dkk., 2016).
2.6.3 Mekanisme Sintesis NPP

Biosintesis NPP tersebut terjadi karena di dalam ekstrak buah kersen

terdapat senyawa anti oksidan sebagai bioreduktor seperti vitamin C sebesar 90 mg
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per 100 gram (Rahman dkk., 2010 dalam Sari®, 2017) dan flavonoid sebesar 0,98
mg/g (Chen et al., 2017). Dugaan kuat bahwa vitamin C dan flavonoid yang
terkandung yang menjadi bioreduktor karena senyawa tersebut memiliki gugus -OH
yang mampu untuk mendonorkan proton. Jika dilihat dari data potensial reduksi,
dari Ag* sebesar +0,80 V, maka vitamin C dan flavonoid dapat mereduksi ion Ag*.
Hal ini dikarenakan potensial reduksi vitamin C dan flavonoid di bawah potensial
reduksi dari Ag* yaitu +0,35 V dan +0,33 V sehingga akan dapat mereduksi ion

Ag* menjadi Ag® yang merupakan NPP (Sari® dkk., 2017).

HO
OH

Ol

H

Gambar 2.4 Struktur Vitamin C (Chemdraw Application)
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Ascorbic acid Ascorbate radical Dehydroascorbate

Gambar 2.5 Mekanisme Reaksi Pembentukan NPP dengan Bantuan Sinar
Matahari dan Bioreduktor Vitamin C (Sari® dkk., 2017)

Gambar 2.6 Struktur Flavonoid (Jain and Mehata, 2017)
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Gambar 2.7 Mekanisme Reaksi Pembentukan NPP dan Bioreduktor
Flavonoid (Jain and Mehata, 2017)

Nanopartikel perak (NPP) dapat disintesis dari tumbuhan kersen, yaitu pada
bagian buah. Sari® dkk (2017) membuktikan bahwa NPP hasil reduksi ekstrak
aquades buah kersen dapat digunakan untuk mendeteksi logam merkuri dengan
kadar minimal 16,7 ppb dengan keakuratan metode 99,4%. Terbentuknya NPP
menggunakan ekstrak buah kersen ini dikarenakan adanya flavonoid dan vitamin C
yang terkandung di dalamnya. Tumbuhan ini mudah untuk didapatkan karena
tersedia di lingkungan sekitar, ramah lingkungan, serta untuk meminimalisir
penggunaan bahan-bahan yang berbahaya.

2.6.4 Mekanisme Deteksi Melamin

Molekul melamin adalah molekul sederhana yang terdapat tiga gugus amino
eksosiklik (-NH2) dan tiga cincin nitrogen hibrida endosiklik yang dapat beraksi
sebagai reagen nukleofilik (Alam et al, 2017). Melamin juga mempunyai
kemampuan untuk berikatan hidrogen dan dapat berinteraksi dengan gugus
karboksil dan hidroksil fenolik (Saha et al, 2009, dalam Alam et al, 2017 ). Ketika

melamin ditambahkan dalam larutan nanopartikel perak yang terdispersi, gugus
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amino dari melamin mungkin dapat berinteraksi melalui ikatan hidrogen dengan
gugus -COO pada permukan NPP. Oleh karena itu, NPP yang terdispersi mulai
beragregasi dan mengalami perubahan warna (Alam et al, 2017).

Nanopartikel perak dapat menjadi stabil dalam larutan dengan pelapisan
ion-ion yang bermuatan negatif seperti ion sitrat (Pinto et al, 2010 dalam Ping et al,
2012) dan gaya elektrostatik menetralkan efek Van Der Waals antar molekul,
dengan hasil homodispersi NPP. lon sitrat bermuatan negatif dapat menempel satu
sama lain dengan gugus amino eksosiklik bermuatan positif (-NHz), dengan hasil
bahwa molekul melamin melekat pada permukaan NPP (Ping et al, 2012). Pada
penelitian yang dilakukan oleh Ping et al (2012), ketika melamin ditambahkan ke
dalam larutan NPP, NPP akan teragregasi. Secara bersamaan, warna larutan NPP

berubah dengan variasi spektra pada gambar 2.8.
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Gambar 2.8 Panjang Gelombang NPP, NPP ditambah Melamin, NPP
Ditambah Asam Sianurat (Ping et al, 2012)
Agregasi NPP kemungkinan diinduksi oleh tiga gugus amino eksosiklik
(-NH>) atau oleh tiga cincin nitrogen hibrida. Penelitian yang dilakukan oleh Ping

et al. (2012) membuktikan alasan terjadinya agregasi pada NPP dengan
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menggunakan asam sianurat sebagai pengganti dari melamin. Pada struktur
molekul asam sianurat, tiga gugus hidroksi (-OH) menggantikan tiga gugus amino
(-NH>) dari melamin, dan tiga cincin nitrogen hibrida tetap ada. Hasil penelitian
tersebut menunjukkan bahwa asam sianurat tidak menginduksi terjadinya agregasi
pada NPP. Hal ini jelas bahwa hanya tiga gugus amino melamin menjadi kunci
untuk interaksi antara melamin dan NPP. Tiga gugus amino menjadi penyebab
terjadinya perubahan warna dari kuning menjadi merah, sedangkan tiga nitrogen
cincin hibrida tidak bertanggung jawab terhadap interaksi antara melamin dengan
NPP. Di sisi lain, setiap melamin memiliki enam sisi yang ekuivalen membentuk

dobel ikatan hidrogen NH-N dengan sisi yang serupa dari molekul lain.

OH

N2\|N
Ho*\NJ\OH

Gambar 2.9 Struktur Asam Sianurat (Sigmaaldrich, 2018)
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Gambar 2.10 Mekanisme Deteksi Melamin (Varun et al., 2016)
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Gambar 2.11 Skema Representasi Mekanisme NPP untuk Deteksi Melamin
Secara Kolorimetri (Ping et al., 2012)
Menurut Ping et al (2012), sesama melamin yang dilapisi NPP bisa
dihubungkan dengan NH. Ikatan N hidrogen antara molekul melamin seperti pada

gambar 2.11. Dengan demikian, agregasi NPP dapat terinduksi.

2.7 Kolorimetri

Metode kolorimetri merupakan metode yang berdasarkan penyerapan sinar
tampak oleh suatu larutan berwarna. Dalam metode kolorimetri, sinyal target yang
terjadi melalui perubahan warna dalam medium reaksi (Kim et al., 2001). Prinsip
dari indikator kolorimetri berdasarkan pada sifat unik dari SPR (Surface Plasmon
Resonance) suatu nanopartikel dan kemampuannya beragregasi (saling berikatan).
SPR adalah suatu fenomena interaksi NPP untuk menyerap dan menyebarkan sinar

dengan panjang gelombang yang spesifik (Singh et al., 2013).
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2.8 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis adalah alat untuk analisa unsur-unsur berkadar
rendah secara kualitatif berdasarkan puncak-puncak yang dihasilkan dari senyawa
kompleks unsur yang dianalisa dengan pengompleks yang sesuai (Yanlinastuti
dkk., 2011). Prinsip kerja UV-Vis yaitu, ketika cahaya dengan berbagai panjang
gelombang (cahaya polikromatis) mengenai suatu molekul, maka cahaya dengan
panjang gelombang tertentu saja yang akan diserap. Jika molekul menyerap cahaya
tampak dan UV maka akan terjadi perpindahan elektron dari keadaan dasar menuju
kekeadaan tereksitasi. Perpindahan elektron ini disebut transisi elektronik. Apabila
cahaya yang diserap adalah cahaya inframerah maka elektron yang ada dalam atom
atau elektron ikatan pada suatu molekul hanya akan bergetar (vibrasi), sedangkan
gerakan berputar elektron terjadi pada energi yang lebih rendah lagi (Neldawati dan
Gusnadi, 2013).

Cahaya yang diserap diukur sebagai absorbansi (A) sedangkan cahaya yang
dihamburkan diukur sebagai transmitansi (T), dinyatakan dengan hukum Lambert-
Beer yang berbunyi “jumlah radiasi cahaya tampak (ultraviolet, inframerah dan
sebagainya) yang diserap atau ditransmisikan oleh suatu larutan merupakan suatu
fungsi eksponen dari konsentrasi zat dan tebal larutan”. Hukum Lambert-Beer
menunjukkan hubungan lurus antara absorbansi dan kadar analit (Neldawati dan
Gusnadi, 2013).

Rumus hukum Lambert-Beer:
A=Ebc

Keterangan: A = absorbansi
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€ = absorbtivitas molar

b = jarak tempuh optik

¢ = konsentrasi
Karakteristik Nanopartikel perak yang telah terbentuk ditandai dengan adanya
puncak serapan khas pada panjang gelombang maksimal 400-442 nm (Salasa dkk.,
2016) dan dengan adanya penambahan melamin, panjang gelombang akan bergeser

menjadi sekitar 500 nm (Ping et al, 2012).
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Gambar 2.12 Panjang Gelombang Nanopartikel Perak dan Penambahan Melamin

2.9 Particle Size Analyzer (PSA)

Karakterisasi menggunakan PSA digunakan untuk menentukan ukuran rata-
rata NPP. PSA menggunakan metode Dinamyc Light Scattering (DLS) yang
memanfaatkan hamburan inframerah. Hamburan inframerah ditembakkan oleh alat
ke sampel sehingga sampel akan bereaksi menghasilkan gerak Brown (gerak acak

dari partikel yang sangat kecil dalam cairan akibat dari benturan dengan molekul-
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molekul yang ada dalam zat cair). Gerak inilah yang kemudian dianalisis oleh alat,
semakin kecil ukuran molekul maka akan semakin cepat gerakannya.

Analisa distribusi ukuran pada partikel berdasarkan pada ukuran maksimum
yang dihasilkan dalam persentase volume sampel tertentu. Persentase dirumuskan
sebagai XaB, dengan keterangan sebagai berikut:

X = parameter, biasanya D untuk diameter

a = distribusi, misalnya untuk jumlah, v untuk volume, i untuk intensitas

B = persentase sampel

Sebagai contoh, Dv50 digunakan untuk melihat diameter maksimum yang terdapat

dalam 50% volume sampel.

0

D30 D90

Gambar 2.13 Contoh Perséh{ééé Distribusi Ukuran Partikel
(Malvern Instrumen Limited, 2012)
Gambar 2.13 menjelaskan distribusi ukuran partikel Dv10, Dv50 dan Dv90 yang
menunjukkan ukuran maksimum pada sampel dalam persentase volume 10%, 50%
dan 90% (Malvern Instrumen Limited, 2012).
2.10 Validasi Metode Analisis
Validasi metode analisis bertujuan untuk memastikan dan mengkonfirmasi

bahwa metode analisis tersebut sudah sesuai untuk peruntukannya. Validasi
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biasanya diperuntukkan untuk metode analisa yang baru dibuat dan dikembangkan
(Riyanto, 2014).
2.10.1 Linearitas

Linearitas adalah kemampuan metode analisis yang memberikan respon
proporsional terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Linearitas biasanya
dinyatakan dalam istilah variasi sekitar arah garis regresi yang dihitung berdasarkan
persamaan matematika data yang diperoleh dari hasil uji analit dalam sampel
dengan berbagai konsentrasi analit. Perlakuan matematik dalam pengujian
linearitas adalah melalui persamaan garis lurus dengan metode kuadrat terkecil
antara hasil analisis terhadap konsentrasi analit. Parameter hubungan kelinearan
yang digunakan yaitu koefisien korelasi (r) dan koefisien determinasi (R) pada
analisis regresi linier y = bx + a (b adalah slope (kemiringan); a adalah intersep; x
adalah konsentrasi analit dan y adalah respon instrumen atau absorbansi). Uji ini
dilakukan untuk mengukur kemampuan standar dalam mendeteksi analit dalam
sampel (Riyanto, 2014). Linearitas metode dapat menggambarkan ketelitian
pengerjaan analisis suatu metode yang ditunjukkan oleh nilai koefisien determinasi
sebesar >0,997 (Chan, 2004 dalam Riyanto, 2014).
2.10.2 LOD dan LOQ

Limit of Detection (LOD) adalah jumlah terkecil dalam sampel yang dapat
dideteksi yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan blangko.
Limit of Quantitation (LOQ) adalah kuantitas terkecil analit dalam sampel yang

masih dapat memenuhi kriteria cermat dan seksama (Riyanto, 2014).
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2.10.3 Akurasi

Akurasi adalah ukuran perbedaan antara harapan hasil tes dan nilai referensi
yvang diterima karena metode sistematis dan kesalahan laboratorium. Akurasi
ditentukan dengan menggunakan metode referensi, studi kolaboratif, atau
perbandingan dengan metode lain. Akurasi dinyatakan sebagai persen perolehan
kembali (% recovery). Persen perolehan kembali dinyatakan sebagai rasio antara
hasil yang diperoleh dengan hasil yang sebenarnya (Riyanto, 2014).

Tabel 2.2 Nilai % Recovery Berdasarkan Nilai Konsentrasi Sampel (Harmita,
2004)

No. Analit pada Matriks Sampel Recovery yang Diterima (%)
1 10 < A < 100 (%) 98-102
2 1<A<10 (%) 97-103
3 0,1 <A<1 (%) 95-105
4 0,001 <A <0,1 (%) 90-107
5 100 ppb <A < 1 ppm 80-110
6 10 ppb < A <100 ppb 60-115
7 1 ppb <A < 10 ppb 40-120
2.10.4 Presisi

Presisi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian antara hasil uji
individual, diukur melalui penyebaran hasil individual dari rata-rata jika prosedur
diterapkan secara berulang pada sampel yang diambil dari campuran yang
homogen. Presisi diukur sebagai simpangan baku atau simpangan baku relatif (RSD
atau Relative Standard Deviation). Presisi dapat dinyatakan sebagai keterulangan.
Keterulangan adalah keseksamaan metode jika dilakukan berulang kali oleh analis

yang sama pada kondisi sama dan dalam interval waktu yang pendek. Kriteria
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presisi diberikan jika metode memberikan simpangan baku relatif atau koefisien
variasi (KV) < 2% (Riyanto, 2014).

Tabel 2.3 Tingkat Presisi Berdasarkan Konsentrasi Analit (Riyanto, 2014)

No. | Jumlah Komponen Terukur dalam Sampel (x) Tingkat Presisi
1 x> 10% <2%
2 1% <x < 10% <2%
3 0,1%<x<1% <10%
4 x <0,1% <20%

2.11 Buah Kersen sebagai Rezeki dalam Perspektif Islam
Buah kersen dapat dimanfaatkan oleh umat manusia. Berdasarkan Surat Al

Bagarah ayat 22:

P

ROV R LAV VA W [ A WA VO ijsup)Y|r§JJ.’.> el

vw)\.))““‘l"’(""’bb"\'jf&‘)l";m rﬁbj)u fﬁ’

Artinya: “Dialah yang menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu dan langit
sebagai atap, dan Dia menurunkan air (hujan) dari langit, lalu Dia menghasilkan
dengan hujan itu segala buah-buahan sebagai rezki untukmu; karena itu janganlah
kamu mengadakan sekutu-sekutu bagi Allah, Padahal kamu mengetahui.”

-

Dari ayat tersebut dapat diketahui bahwa segala sesuatu yang Allah
ciptakan di muka bumi ini merupakan rezeki terhadap hambaNya. Rezeki dalam
Kamus Bahasa Indonesia diartikan dengan segala sesuatu yang dipakai untuk
memelihara kehidupan yang diberikan Tuhan, dapat berupa makanan sehari-hari,
nafkah, pendapatan, keuntungan dan sebagainya (KBBI, 1989).

Dalam kitab tafsir al-Azhar, Hamka mendefinisikan kata rezeki sebagai
pemberian atau karunia yang diberikan Tuhan kepada makhlukNya, untuk

dimanfaatkan dalam kehidupan sehari-hari. Sumber rezeki menurut Hamka ialah
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hanya Allah semata, karena semua berasal dari Allah, oleh karena itu, manusia
harus meminta dan menyembah hanya kepadaNya. Selain itu manusia juga
diperingatkan untuk selalu mensyukuri segala pemberian dan rezeki dari Allah.
Kemudian Hamka membagi rezeki kedalam dua kategori, yaitu material dan non
material. Rezeki yang termasuk material ialah, makanan, hewan ternak, kebun-
kebun, air hujan yang turun dari langit serta bumi dan seisinya. Rezeki yang
termasuk non material ialah, risalah kenabian, ampunan dan segala kebaikan serta
rezeki yang mulia (surga). Hamka menjelaskan bahwasanya Allah telah
menyediakan bumi dan seisinya untuk dimanfaatkan oleh manusia. Seperti kebun-
kebun dan sawah-sawah bisa diolah dan diambil hasilnya tiap tahun untuk dimakan

dan dimanfaatkan untuk kebutuhan manusia (Hamka, 1983).



BAB IlI
KERANGKA KONSEPTUAL

3.1 Bagan Kerangka Konseptual

' --------- - - . = I
Susu bubuk bayi Lemak 1 Bukan protein muri [ Melamin i ——p Batas kadar melamin pada susu |
------------------ ' ¥ I bubuk adalah 1 ppm !
1
. Vo) Gula | . (WHO?, 2008) :

_________ I Deteksi melamin

' Adanya kasus yang terjadi di NN (| TeEeITamn b
! Cina yang dapat menewaskan 3 | Protein  |— L
! orang :?mak akibat adanya : ——— Sintesis nanopartikel : Menggunakan reduktor :
! melamin pada susu bubuk | Vitamin ! perak _’: nanopartikel perak yang ramah |
i formula serta dapat S et ) : i lingkungan dan mudah untuk |
| menyebabkan gagal ginjal | ' Mineral B i 2 ! didapat !
: (WHOb, 2008) : _________ : " B foteimurni Ekstrak buah kersen (.
Analisis r_nelamln denga_m Uji karakteristik nanopartikel perak yang \  Adanya vitamin C dan flavonoid pada buah kersen 1
~ nanopartikel perak hasil = terbentuk: «—'  yang memiliki gugus —OH dapat mendonorkan |
bioreduksi ekstrak buah kersen 1. Panjang gelombang ! proton dan mereduksi ion Ag* menjadi Ag° |
7 2. Ukuran partikel I (Sari® dkk., 2017) '
1
__________________________________ 1

Dibandingkan dengan metode
analisis melamin
menggunakan HPLC

I - .
1 Ketahanan (robustness) ! | Presisi
.:::::::::::::::::‘ Validasi metode _
1 Kekasaran (ruggedness) | Akurasi
e F
N Linieritas
LOQ (Batas kuantifikasi)

LOD (Batas deteksi)

Gambar 3.1 Bagan Kerangka Konseptual
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Keterangan:

: Diteliti

_________

i ' Tidak diteliti
— » : Berkaitan

: Variabel yang diteliti

3.2 Uraian Kerangka Konseptual

Adanya melamin pada susu bubuk bayi dapat menyebabkan gagal ginjal,
dan bahkan meninggal dunia. Hal ini terjadi di Cina yang menewaskan 3 orang anak
dan beberapa lainnya masuk rumah sakit akibat gagal ginjal (WHO®P, 2008).
Melamin adalah senyawa organik yang paling banyak didapatkan dalam bentuk
kristal, mengandung nitrogen (66% massa) dan biasa digunakan untuk produk non-
pangan, apabila melamin terdapat dalam makanan maka akan dapat membahayakan
kesehatan manusia (MenKes, 2012). Penambahan melamin pada susu ditujukan
untuk meningkatkan kadar nitrogen yang tinggi (66% massa) sehingga pada saat
susu diperiksa seolah-olah susu tersebut mempunyai kandungan protein yang
tinggi, karena secara umum kandungan protein ditetapkan dengan cara menentukan
kandungan nitrogennya (metode Kjeldahl) (Sun et al., 2010).

Melamin pada sampel susu bubuk bayi dapat dideteksi dengan nanopartikel
perak. Nanopartikel perak dapat disintesis dari reduktor senyawa kimia dan
reduktor alam. Penelitian yang dilakukan oleh Rusnaenah dkk (2017) membuktikan
bahwa nanopartikel dengan reduktor daun ketapang dapat digunakan untuk

mendeteksi melamin. Pada penelitian ini digunakan nanopartikel dengan
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menggunakan bioreduktor ekstrak buah kersen. Setelah nanopartikel tersebut
berhasil dibuat, kemudian dikarakterisasi panjang gelombang dan ukuran yang
terbentuk.

Beberapa metode seperti elektroforesis kapiler, Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS), Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) dan
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) telah dikembangkan dan
digunakan untuk mendeteksi kandungan melamin. Meskipun masing-masing
metode ini memiliki sensitivitas tinggi, namun membutuhkan waktu yang lama, dan
instrumentasi yang relatif mahal (Kumar dkk., 2016). Penelitian yang telah
dilakukan oleh Lestari dkk (2011) telah membuktikan bahwa HPLC dapat
digunakan untuk analisis melamin, dengan menunjukkan nilai parameter validasi
metode linearitas sebesar 0,9988, LOD dan LOQ masing-masing sebesar 0,5194
ppm dan 1,7316 ppm, nilai presisi dengan koefisien variasi 4,263%, dan nilai
akurasi dengan % recovery 103,60% pada 4 ppm, 65,81% pada 6 ppm, dan 125,28%
pada 8 ppm.

Deteksi melamin pada susu bubuk bayi menggunakan nanopartikel perak
hasil bioreduktor ekstrak buah kersen dilakukan dengan spektrofotometer UV-Vis,
dimana UV-Vis digunakan untuk mengetahui panjang gelombang dan absorbansi
dari pengaplikasian NPP dan sampel. Penelitian sebelumnya belum ada yang
membuktikan bahwa NPP yang disintesis dari ekstrak buah kersen dapat digunakan
untuk mendeteksi melamin dalam sampel susu bubuk bayi. Oleh karena itu, metode

yang digunakan pada penelitian ini perlu dilakukan validasi metode analisis untuk
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menjamin bahwa metode yang digunakan memenuhi persyaratan untuk

penggunaannya.

3.3 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah:

1. Karakteristik nanopartikel perak hasil sintesis menggunakan bioreduktor
ekstrak buah kersen adalah memiliki panjang gelombang sekitar 400-450
nm dan memiliki ukuran sekitar 1-100 nm.

2. Nilai tiap parameter metode analisis melamin dengan nanopartikel perak
menggunakan bioreduktor ekstrak buah kersen memenuhi persyaratan uji
LOD, LOQ, linearitas, akurasi, dan presisi.

3. Metode nanopartikel perak menggunakan bioreduktor ekstrak buah kersen
memiliki nilai parameter yang lebih baik dibandingkan dengan metode

analisis melamin menggunakan HPLC yang telah tervalidasi.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini menggunakan penelitian pra experimental dimana
dirancang dengan adanya perlakuan pembanding. Perlakuan pembanding pada
penelitian ini adalah sampel yang diteliti dengan menggunakan metode yang telah
diketahui nilai parameter validasinya untuk analisis melamin, yaitu dengan HPLC.
Kemudian metode NPP hasil bioreduksi ekstrak buah kersen dibandingkan dengan
metode yang tervalidasi. Setelah itu, metode analisis melamin dengan NPP hasil
bioreduksi ekstrak buah kersen divalidasi untuk melihat nilai parameter metode
validasi dari metode tersebut, serta dibandingkan untuk mengetahui metode yang

lebih baik.

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dimulai pada April 2018 di Laboratorium Kimia Analisis

Jurusan Farmasi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

4.3 Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah susu bubuk bayi untuk usia 0-1 tahun
dengan jumlah 29 populasi. Sedangkan yang menjadi sampel adalah susu bubuk
untuk bayi yang mengandung protein paling tinggi dibandingkan susu bubuk bayi

lainnya (dengan kadar protein > 12 g/100 g susu). Teknik pengambilan sampel yang

35
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digunakan adalah teknik non random sampling dengan jenis purposive sampling.
Teknik purposive sampling adalah teknik pengambilan sampel dengan tidak
berdasarkan random, daerah atau strata, melainkan berdasarkan atas adanya

pertimbangan yang berfokus pada tujuan tertentu.

4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.4.1 Variabel Penelitian
a. Variabel Bebas
Variabel bebas adalah variabel yang mempengaruhi atau yang
menjadi sebab perubahannya atau timbulnya variabel terikat (Aditya, 2008).
Variabel bebas pada penelitian ini adalah validasi metode (linearitas, LOD
& LOQ, akurasi dan presisi) analisis melamin menggunakan nanopartikel
perak hasil bioreduksi ekstrak buah kersen.
b. Variabel Terikat
Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau yang
menjadi akibat karena adanya variabel bebas (Aditya, 2008). Variabel
terikat pada penelitian ini adalah nilai parameter validasi metode (linearitas,
LOD & LOQ, akurasi dan presisi) analisis melamin nanopartikel perak hasil
bioreduksi ekstrak buah kersen.
c. Variabel Kontrol
Variabel kontrol pada penelitian ini adalah buah kersen yang telah

matang dan segar, pelarut yang digunakan adalah aquades, konsentrasi
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AgNOs sebagai prekursor NPP adalah 1 mM, analisis kadar melamin

dengan NPP menggunakan UV-Vis.

4.4.2 Definisi Operasional

a. Validasi metode analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap parameter
tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium untuk membuktikan bahwa
parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya
(Rachmawati dan Widiyanti, 2013).

b. Nilai parameter validasi metode adalah nilai yang didapatkan atau diperoleh
dari proses validasi suatu metode pada beberapa parameter validasi metode
seperti linearitas, LOD, LOQ), akurasi, dan presisi untuk kemudian dihitung
berdasarkan rumus pada masing-masing parameter.

c. Ekstrak aquades buah kersen adalah suatu senyawa yang diperoleh dari
proses pemisahan atau ekstraksi pada buah kersen dengan menggunakan
pelarut aquades.

d. Aquades adalah suatu larutan yang diproses dengan satu kali penyulingan.
Pelarut aquades digunakan karena menurut (Patra et al., 2017), ekstrak
bunga kersen dengan pelarut aquades dapat berfungsi sebagai reduktor,
agen molekul pelapis, dan agen stabilisasi.

e. Nanopartikel perak (NPP) adalah suatu partikel yang berukuran antara
1-100 nm, yang dibuat dari bahan awal AgNOs, serta diturunkan bilangan

oksidasinya dengan sebuah reduktor.
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f. Reduktor adalah suatu unsur atau senyawa yang mengalami oksidasi atau
kehilangan atau mendonorkan elektron kepada spesies kimia lainnya dalam
suatu reaksi kimia reduksi-oksidasi. Zat yang merupakan reduktor ditandai
dengan zat tersebut melepas elektron, mengikat oksigen, dan mengalami
kenaikan bilangan oksidasi.

g. Deteksi melamin pada sampel susu bubuk bayi dengan NPP ekstrak aquades
buah kersen menggunakan metode kolorimetri. Metode kolorimetri adalah
suatu metode analisis kimia yang didasarkan pada perubahan warna yang
terjadi.

h. Analisis kadar melamin yang mampu terdeteksi menggunakan NPP hasil
bioreduksi ekstrak buah kersen dilakukan dengan instrumen UV-Vis,
setelah itu didapatkan nilai absorbansi yang terserap untuk kemudian
diimplementasikan ke dalam regresi linier larutan baku melamin. Sehingga

didapatkan konsentrasi melamin dalam sampel.

4.5 Alat dan Bahan Penelitian
45.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah neraca analitik (Precisa XB
Seri), labu ukur (Pyrex), gelas kimia (Pyrex), erlenmeyer (Pyrex), botol vial, botol
semprot, gelas ukur (Pyrex), hot plate (Scilogex MS-H-Pro Plus), magnetic stirrer
(Scilogex Magnetic Stirring Bar PTFE), corong (Herma), pipet volume (lwaki),
bola hisap (Brixco), pipet mikro (Basic Pette), pipet tetes (One Med), tisu, kaca

arloji, tabung sentrifus (Polypropylene PP Centrifuge Tube Vial), sentrifus (LMC-
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4200R Benchtop Centrifuge), pH meter (HM Digital), vorteks (BM Labosis),
Ultrasound Assisted Extraction, perlengkapan alat analisis: spektrofotometer Ultra
Violet Visible (UV-Vis) 2100 Series (Shimadzu), Particle Size Analizer atau PSA

(Microtrac), dan HPLC atau High Performance Liquid Chromatography (Termo).

4.5.2 Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah buah kersen (Muntingia
calabura L.), AgNOg, asetonitril, melamin standar, sampel susu bubuk bayi, asam

trikloro asetat, metanol, aquades, aquabides, dan kertas saring.

4.6 Prosedur Penelitian
4.6.1 Metode Nanopartikel Perak dengan Bioreduktor Ekstrak Buah Kersen
4.6.1.1 Ekstraksi Buah Kersen (Sari® dkk., 2017)

Kersen yang akan dipreparasi dipilih yang telah masak atau berwarna merah
dan segar (Farida, 2009). Kemudian dicuci dan ditimbang sebanyak 20 g.
Selanjutnya dimasukkan ke dalam gelas kimia 150 mL dan ditambahkan dengan
aquades sebanyak 100 mL dan dipanaskan selama 15 menit pada suhu 80°C. Lalu,
disaring dan ditutup dengan alumunium foil, untuk kemudian dilihat panjang
gelombang.
4.6.1.2 Pembuatan AgNO3 1 mM

AgNO3z 1 mM dibuat dengan menimbang sebanyak 0,085 g. Kemudian
dilarutkan dengan aquades sebanyak 500 mL. Setelah itu dihomogenkan dan dilihat

panjang gelombangnya menggunakan UV-Vis.
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4.6.1.3 Pembuatan NPP dengan Ekstrak Buah Kersen (Sari® dkk., 2017)

Ekstrak buah kersen yang telah dibuat, kemudian diambil sebanyak 5 mL
dan dicampur dengan AgNOz 1 mM sebanyak 20 mL secara tetes demi tetes.
Kemudian dipanaskan secara tidak langsung dengan panas matahari selama 1 jam.
4.6.1.4 Karakterisasi Larutan Nanopartikel Perak

Nanopartikel perak yang terbentuk diambil sebanyak 20 mL untuk
dikarakterisasi menggunakan UV-Vis dan PSA, untuk mengetahui kestabilan NPP
yang terbentuk.
4.6.1.5 Preparasi Sampel Susu Bubuk Bayi (Lestari dkk., 2011)

Preparasi sampel dilakukan dengan memasukkan 1 g serbuk susu ke dalam
labu ukur 25 mL, ditambahkan 7,5 mL TCA 1%, serta 2,5 mL asetonitril dan
ditambahkan aquades sampai tanda batas. Kemudian larutan tersebut divortex
selama 1 menit, diultrasonik selama 30 menit, dikocok selama 10 menit, dan
disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm. Supernatan yang
diperoleh dipindahkan ke beaker glass dengan melewatkan kertas saring.
Kemudian, larutan supernatan dipipet sebanyak 10 mL dan dimasukkan ke labu
ukur 25 mL, setelah itu ditambahkan asetonitril-aquades (50:50) sampai tanda
batas. Larutan sampel digunakan untuk direaksikan dengan NPP.
4.6.1.6 Aplikasi Nanopartikel Perak (Octaviana dkk., tanpa tahun)

Larutan sampel susu bubuk bayi (supernatan) dipipet sebanyak 2 mL
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 25 mL, kemudian ditambahkan NPP dengan
volume 3 mL dan selanjutnya dikocok perlahan. Setelah itu diamati perubahan

warna yang terjadi, lalu dilakukan analisis dengan UV-Vis untuk mengetahui nilai
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absorbansi dan panjang gelombang. Setelah itu, konsentrasi melamin pada sampel
dihitung dengan mengimplementasikan nilai absorbansi dari sampel yang telah
dicampurkan dengan NPP, pada persamaan regresi linier yang didapatkan dari

larutan standar seri dari poin 4.6.3.1.

4.6.2 Pembuatan Larutan Standar Melamin
4.6.2.1 Pembuatan Larutan Induk Melamin 100 ppm

Standar melamin ditimbang sebanyak 0,005 g, kemudian dilarutkan dengan
metanol-aquades (50:50) dalam labu ukur 50 mL. Setelah itu dihomogenkan.
4.6.2.2 Pembuatan Larutan Melamin 0,25 ppm

Larutan melamin 0,25 ppm didapatkan dari pengenceran larutan melamin
100 ppm. Larutan induk 100 ppm dipipet sebanyak 25 pL dan dimasukkan ke dalam
labu ukur 10 mL, kemudian dihomogenkan.
4.6.2.3 Pembuatan Larutan Melamin 1,5 ppm

Larutan melamin 1,5 ppm didapatkan dari pengenceran larutan melamin
100 ppm. Larutan induk 100 ppm dipipet sebanyak 150 pL dan dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL, kemudian dihomogenkan.
4.6.2.4 Pembuatan Larutan Melamin 2 ppm

Larutan melamin 2 ppm didapatkan dari pengenceran larutan melamin 100
ppm. Larutan induk 100 ppm dipipet sebanyak 200 puL dan dimasukkan ke dalam

labu ukur 10 mL, kemudian dihomogenkan.
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4.6.2.5 Pembuatan Larutan Melamin 2,5 ppm

Larutan melamin 2,5 ppm didapatkan dari pengenceran larutan melamin
100 ppm. Larutan induk 100 ppm dipipet sebanyak 250 uL dan dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL, kemudian dihomogenkan.
4.6.2.6 Pembuatan Larutan Melamin 5 ppm

Larutan melamin 5 ppm didapatkan dari pengenceran larutan melamin 100
ppm. Larutan induk 100 ppm dipipet sebanyak 500 puL dan dimasukkan ke dalam

labu ukur 10 mL, kemudian dihomogenkan.

4.6.3 Validasi Metode Analisis Melamin Menggunakan NPP
4.6.3.1 Kurva Baku Standar Melamin

Kurva baku standar melamin didapatkan dari larutan standar seri melamin
0,25; 1.5; 2; 2.5; 5 ppm yang ditambahkan dengan NPP. Sebanyak 2 mL larutan
standar seri melamin ditambahkan dengan 3 mL NPP. Setelah itu diletakkan ke
dalam UV-Vis untuk didapatkan nilai absorbansi dan didapatkan persamaan regresi
linier.
4.6.3.2 Uji Linearitas NPP

Linearitas metode ditentukan dengan cara membuat kurva hubungan antara
konsentrasi standar pada sumbu X dan absorbansi pada sumbu y. Linearitas
melamin ditetapkan dengan membuat deret standar sebanyak 5 konsentrasi pada
rentang 0,25-5 ppm sesuai poin 4.6.3.1 dengan replikasi sebanyak tiga kali.
Hubungan antara konsentrasi melamin dengan respon rata-rata diimplementasikan

dalam persamaan regresi linier (y = a + bx) dan koefisien korelasi (r).
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4.6.3.3 Uji LOD dan LOQ NPP

Perhitungan LOD dan LOQ dilakukan dengan menambahkan larutan
standar seri 0,25-5 ppm sebanyak 2 mL ke dalam 3 mL NPP (poin 4.6.3.1).
Persamaan linier yang diperoleh pada uji linieritas selanjutnya digunakan untuk
menghitung LOD dan LOQ. LOD dan LOQ dihitung dari rerata kemiringan garis
dan simpangan baku intersep kurva standar yang diperoleh dengan rumus (Baskoro,

2012) ;

SB = /Z (y—y1)?
n—2

3 XSB
LOD =
slope
10 XSB
LOQ =
Q slope

Keterangan: SB = simpangan baku intersep kurva standar

LOD = batas deteksi

LOQ = batas kuantifikasi
4.6.3.4 Uji Presisi NPP

Nilai presisi diwakilkan oleh nilai simpangan baku dan % simpangan baku

relatif (% SBR) dari keterulangan masing-masing deret standar melamin yang
diukur pada suatu konsentrasi dengan multireplikasi (sebanyak 3 kali pengulangan).
Ketelitian diukur dengan menghitung persentase simpangan baku relatif (% SBR)

dengan rumus (Baskoro, 2012):
SB = Z?=1(Xi—x)
n—1

100 SB
X

Simpangan Baku Relatif (SBR) (%) =
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Keterangan: X; = perolehan kembali ulangan ke-i

X = rerata perolehan kembali

n = banyaknya ulangan
4.6.3.5 Uji Akurasi NPP

Ketepatan metode ini ditentukan dengan metode penambahan dan

dinyatakan sebagai persen temu balik. Temu balik merupakan jumlah standar yang
dapat diperoleh kembali setelah ditambahkan ke dalam contoh. Penentuan akurasi
NPP dilakukan dengan menambahkan larutan standar 2,5 ppm sebanyak 2 mL ke
dalam pengaplikasian sampel dengan NPP seperti pada poin 4.6.1.6. Kadar standar
yang terukur dalam sampel menggunakan metode penambahan baku dapat dihitung

dengan rumus (Harmita, 2004):

¢=5(mm)

Keterangan: C = kadar standar yang terukur dalam sampel
S = kadar standar yang ditambahkan pada sampel
R1 = respon yang diberikan sampel
R2 = respon yang diberikan campuran sampel dengan tambahan
standar
Perhitungan temu balik dapat juga ditetapkan dengan rumus sebagai berikut

(Harmita, 2004):
%TB = % x 100%

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

¢ = konsentrasi standar teoritis yang ditambahkan
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4.6.4 Validasi Metode Analasis Melamin Menggunakan HPLC (Lestari, 2011)
4.6.4.1 Pembuatan Fase Gerak

Fase gerak dibuat dari campuran asetonitril-aquabides dengan perbandingan
50 : 50 (v/v).
4.6.4.2 Pembuatan Larutan Baku Melamin 100 ppm

Melamin baku ditimbang sebanyak 0,01 g dan dimasukkan ke dalam labu
ukur 100 mL. Kemudian dilarutkan dengan fase gerak sampai batas tanda batas,
lalu disonikator hingga larut.
4.6.4.3 Pembuatan Kurva Baku Melamin

Pembuatan larutan kurva baku melamin dibuat dari larutan baku melamin
100 ppm. Dari larutan baku melamin 100 ppm dipipet sebanyak 50 pL, 200 pL, 600
pL, 800 pL, dan 1000 pL, masing-masing dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL
dan ditambahkan dengan fase gerak (asetonitril-aquabides) sampai batas tanda,
sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 0.5, 2, 6, 8, 10 ppm, kemudian
disonikasi selama 15 menit.

Kolom HPLC dijenuhkan dengan fase gerak selama 20 menit. Detektor
diatur pada panjang gelombang 240 nm. Kemudian larutan dengan konsentrasi 0.5,
2, 6, 8, dan 10 ppm disuntikkan sebanyak 1 pL ke dalam loop injector HPLC
dengan kecepatan alir fase gerak 1 mL/menit. Lalu didapatkan luas puncak pada
kromatogram dan dibuat kurva baku serta persaman regresinya.
4.6.4.4 Uji Linearitas HPLC

Larutan kurva baku melamin 0.5, 2, 6, 8, 10 ppm diinjeksikan pada HPLC.

Persamaan regresi linier HPLC menunjukkan hubungan antara konsentrasi
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melamin (x) dengan luas area (y), dan diperoleh nilai koefisien korelasi (r) yang
menunjukkan bagus atau tidaknya linieritas.
4.6.4.5 Uji LOD dan LOQ HPLC

Uji LOD dan LOQ dilakukan dengan perhitungan secara statistika melalui

persamaan garis linier dari kurva baku. Dengan rumus sebagai berikut:

SB = /Z (y—y1)?
n—-2

3 XSB
LOD =
slope
10 XSB
LOQ =
Q slope

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

LOQ = batas kuantifikasi



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik (panjang gelombang
dan ukuran) nanopartikel perak yang disintesis menggunakan bioreduktor ekstrak
buah kersen, nilai parameter validasi metode (linearitas, LOD, LOQ, presisi dan
akurasi) analisis melamin menggunakan nanopartikel perak dengan bioreduktor
ekstrak buah kersen, serta perbandingan nilai parameter validasi metode (linearitas,
LOD dan LOQ) analisis melamin menggunakan nanopartikel perak hasil bioreduksi
ekstrak buah kersen dengan metode analisis melamin menggunakan HPLC yang
telah tervalidasi. Penelitian ini dilakukan dalam 6 tahap, yaitu pembuatan
nanopartikel perak dengan bioreduktor ekstrak buah kersen, karakterisasi larutan
nanopartikel perak, preparasi sampel susu bubuk bayi, aplikasi nanopartikel perak,
validasi metode analisis melamin menggunakan UV-Vis, dan validasi metode

analisis melamin menggunakan HPLC.

5.1 Analisis Melamin Menggunakan Nanopartikel Perak
5.1.1 Pembuatan Nanopartikel Perak dengan Bioreduktor Ekstrak Buah
Kersen
Tahap awal dalam penelitian ini adalah membuat ekstrak buah kersen
(EBK). Buah kersen yang digunakan berwarna merah segar, karena menurut Farida
(2009) dan Ningsih dkk (2017), kandungan flavonoid dan vitamin C yang tertinggi
terdapat pada buah kersen yang matang dan segar. Pelarut yang digunakan untuk

ekstraksi adalah aquades, karena flavonoid dan vitamin C memiliki sifat yang
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serupa dengan aquades yaitu polar, sehingga flavonoid dan vitamin C dapat terlarut
dalam aquades. Selain itu, Payapo dkk. (tanpa tahun), membuktikan bahwa ekstrak
aquades pada daun ketapang lebih baik dalam proses biosintesis nanopartikel perak
dibandingkan dengan pelarut lain seperti n-heksan, kloroform, dan etil asetat,
karena pada pelarut-pelarut tersebut secara kualitatif tidak menunjukkan perubahan
warna menjadi kuning hingga kuning kecoklatan dan secara kuantitatif nilai
absorbansinya semakin menurun yang menandakan mulai terbentuknya kluster
yang lebih besar akibat mulainya beragregasi, kemudian pemanasan dilakukan
selama 15 menit pada suhu 80°C, kandungan fenolik pada tumbuhan dapat
diekstrak secara optimum pada suhu tersebut tanpa ada kerusakan gugus fenoliknya
(Ibrahim, 2015), sedangkan vitamin C dengan pemanasan 80°C mengalami
penurunan kadar yang paling signifikan diantara suhu 40°C dan 60°C pada waktu
100 menit (Hok dkk, 2007), sehingga agar kandungan vitamin C tidak mengalami
penurunan kadar maka pemanasan dilakukan selama 15 menit. Setelah dilakukan
pemanasan, kemudian EBK dibiarkan sampai mencapai suhu ruang. Ekstrak buah
kersen yang telah tersaring tersebut dilihat panjang gelombangnya menggunakan
UV-Vis. Berdasarkan data UV-Vis, pada EBK terdapat serapan pada 216 nm atau
daerah Ultra Violet (UV), yaitu pada panjang gelombang 200-400 nm (Gambar

5.1).
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Gambar 5.1. Spektra Panjang Gelombéng Maksimal Ekstrak Buah Kersen

Tabel 5.1 Perbedaan Panjang Gelombang Maksimal Kersen dari Beberapa

Literatur
No. Panjang Gelo(r:rl;)]?ng Maksimal I teratie
1 258 Hasil penelitian
2 277 Anjani dkk., 2016
3 +300 Novita, 2016
4 209,19 Ferdinal dkk., 2016

Perbedaan panjang gelombang ini diakibatkan berbedanya pelarut yang
digunakan. Panjang gelombang khas flavonoid adalah pada rentang 300-560 nm
dan 230-285 nm (Novita, 2016). Pada spektrum 277 nm menggunakan pelarut
metanol, spektrum tersebut diduga merupakan flavonoid golongan flavanol (Anjani
dkk., 2016). Pada spektrum + 300 nm menggunakan pelarut aquades dengan
pemanasan menggunakan panas matahari secara tidak langsung selama 15 menit
menit. Pada spektrum UV-Vis 209,19 nm menggunakan pelarut metanol dan
spektrum menunjukkan bahwa tidak adanya ikatan rangkap berkonjugasi karena
transisi elektronnya dari n-n* (Ferdinal dkk., 2016). Pada penelitian ini muncul dua

puncak serapan, yaitu 258 nm dan 216 nm. Serapan pada panjang gelombang 258
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nm diduga adanya transisi elektron-elektron yang tidak berikatan ke orbital anti
ikatan (n = m*) oleh suatu gugus C=0. Serapan ini terjadi pada panjang gelombang
yang panjang dan intensitasnya rendah (Sastrohamidjojo, 2001; Gafur dkk., tanpa
tahun), sedangkan serapan pada panjang gelombang 216 nm diduga adanya transisi
elektron n & ¢ yang disebabkan oleh suatu auksokrom yang tidak terkonjugasi
yang mengabsorpsi cahaya pada panjang gelombang sekitar 200 nm yang memiliki
gugus —OH (Creswell dkk., 2005; Gafur dkk., tanpa tahun).

Langkah selanjutnya yaitu membuat AgNOs 1 mM sebagai prekursor
nanopartikel perak. Menurut Ristian (2013), AgNOsz dengan konsentrasi 1 mM
memiliki kestabilan yang lebih baik dibandingkan dengan AgNO3 0,5 mM dan 1,5
mM, karena pada pengukuran panjang gelombang, prekursor AgNOz 1 mM tidak
terjadi perubahan yang signifikan hingga periode waktu 7 hari, sehingga larutan
NPP hasil sintesis tersebut relatif cukup stabil. Setelah itu, dilihat panjang
gelombang AgNOs 1 mM dengan menggunakan UV-Vis. Menurut penelitian
Babaahmadi dkk. (2016), panjang gelombang AgNOs 1 mM berada pada sekitar
210 nm. Pada penelitian ini, spektrum serapan spektrofotometer UV-Vis pada
larutan AgNOz 1 mM (Gambar 5.2) menunjukkan adanya serapan pada panjang
gelombang 215 nm. Larutan AgNO3 1 mM diukur panjang gelombang maksimal

untuk dibandingkan dengan spektra NPP.
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Gambar 5.2 Spektra Panjang Gelombang Maksimal AgNOz 1 mM

Tabel 5.2 Perbedaan Panjang Gelombang Maksimal AgNOsz 1 mM dari Beberapa

Literatur
No. Panjang Gelombang Maksimal Citer st
(nm)
1 215 Hasil penelitian
2 + 200 Selvam et al., 2016
3 + 220 Phanjom and Ahmed, 2015
4 +210 Babaahmadi et al., 2016

Berdasarkan Tabel 5.2 di atas, AQNOz 1 mM berada pada daerah UV dengan
panjang gelombang = 216 nm, sehingga hasil pada penelitian ini sesuai dengan
literatur. Langkah selanjutnya adalah pembuatan nanopartikel perak. Pembuatan ini
mengacu pada penelitian Sari® dkk. (2017), dimana buah kersen yang telah
diekstrak diambil sebanyak 5 mL dan dicampurkan dengan 20 mL AgNO3z 1 mM
tetes demi tetes, serta dipanaskan secara tidak langsung dengan panas matahari
selama 1 jam. Menurut Sari® dkk. (2017) penyinaran pada biosintesis NPP
dilakukan secara tidak langsung untuk menghindari NPP terbentuk pekat, sehingga
agar tidak mudah terbentuk agregasi. Pada penelitian ini, NPP yang terbentuk

berwarna kuning kecoklatan, hal ini sesuai dengan teori Sari® dkk. (2017) yang
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menyatakan bahwa keberhasilan terbentuknya NPP ditandai dengan adanya
perubahan warna dari bening menjadi kuning hingga kuning kecoklatan seiring
dengan bertambahnya waktu penyinaran. Terbentuknya NPP tidak hanya ditandai
dengan perubahan warna larutan, melainkan juga dengan munculnya puncak
absorbansi pada kisaran 400-450 nm (Sari® dkk., 2017). Hasil spektrum NPP pada
penelitian ini menunjukkan adanya puncak absorbansi pada kisaran 400-450 nm,
yaitu pada 419 nm (Gambar 5.3). Berdasarkan pengamatan terhadap warna dan

spektrum UV-Vis menegaskan bahwa larutan tersebut telah terbentuk NPP.

4.412 T T
4.000- No. PV Wavelength Abs. 7
1 @ 419.00 1.601
2 [ 248.00 -0.444
3 [ 218.00 3.648
2,000 -
S
1)L
g o000} 7 E——
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Gambar 5.3 Spektra Panjang Gelonn{k‘)ang Maksimal Nanopartikel Perak

4000 g [ I PGM AgMNO3 1TmbA - Raw .
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4800
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Gambar 5.4 Spektra Panjang Gelombanmé Gabungan AgNOs, NPP, dan Ekstrak
Buah Kersen



53

Berdasarkan panjang gelombang AgNOsz 1 mM, NPP, dan ekstrak buah
kersen pada Gambar 5.4 di atas, panjang gelombang AgNOz 1 mM dan EBK berada
pada daerah UV karena larutan tersebut tidak berwarna, sedangkan NPP berada
pada daerah Visible. Pergeseran panjang gelombang tersebut menandakan bahwa

terdapat interaksi antara AQNO3z dan EBK.

®
Gambar 5.5 (a) AgNOs Tidak Berwarna, (b) Ekstrak Buah Kersen Tidak
Berwarna, (c) Nanopartikel Perak Berwarna Kuning

Buah kersen dapat digunakan untuk mensintesis nanopartikel perak.
Berdasarkan Surat Al-Bagarah ayat 22, dapat diketahui bahwa segala sesuatu yang
Allah ciptakan di muka bumi ini merupakan rezeki terhadap hambaNya. Hamka
menjelaskan bahwasanya Allah telah menyediakan bumi dan seisinya untuk
dimanfaatkan oleh manusia. Seperti kebun-kebun dan sawah-sawah bisa diolah dan
diambil hasilnya tiap tahun untuk dimakan dan dimanfaatkan untuk kebutuhan
manusia (Hamka, 1983).

Prinsip sintesis nanopartikel perak secara biosintesis ialah memanfaatkan
bahan biologis seperti tumbuhan sebagai agen pereduksi. Biosintesis NPP ini terjadi

karena di dalam EBK terdapat senyawa anti oksidan sebagai bioreduktor seperti
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vitamin C sebesar 90 mg per 100 g (Rahman dkk., 2010) dan flavonoid sebesar 0,98
mg/g (Chen et al., 2017). Dugaan kuat bahwa vitamin C dan flavonoid yang
terkandung yang menjadi bioreduktor karena senyawa tersebut memiliki gugus -OH
yang mampu untuk mendonorkan proton. Selain itu, jika dilihat dari data potensial
reduksi dari Ag* sebesar +0,80 V, maka vitamin C dan flavonoid dapat mereduksi
ion Ag®. Hal ini dikarenakan potensial reduksi vitamin C dan flavonoid di bawah
potensial reduksi dari Ag® yaitu +0,35 V dan +0,33 V sehingga akan dapat

mereduksi ion Ag* menjadi Ag® yang merupakan NPP (Sari® dkk., 2017).

5.1.2 Karakterisasi Larutan Nanopartikel Perak

Karakterisasi larutan NPP ini dilakukan untuk mengetahui stabilitas NPP
yang terbentuk. Stabilitas NPP ini dapat diketahui dengan melihat panjang
gelombang dengan menggunakan spektrofotometri UV-Vis dan ukuran NPP
menggunakan Particle Size Analyzer (PSA). Panjang gelombang NPP tiap minggu
dapat dilihat pada Tabel 5.3.

Tabel 5.3 Stabilitas NPP

Minggu ke- Panjang Gelombang (nm) Absorbansi
1 419.00 1.601
2 420.50 1.943
3 419.50 2.217
4 421.00 2.378
5 419.00 2.479

Berdasarkan data pada Tabel 5.3, panjang gelombang NPP berada pada
kisaran 400-450 nm dan menurut Saputra dkk (2011), sampel hasil sintesis yang

terbentuk pada panjang gelombang 400-450 nm merupakan nanopartikel perak
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(AgY), sedangkan sampel yang terbentuk pada panjang gelombang 370-400 nm
merupakan ion perak (Ag®), bentuk Ag* dapat diartikan bahwa proses reduksi kimia
belum berjalan dengan sempurna. Panjang gelombang NPP vyang terbentuk
mengalami perubahan setiap minggu dan nilai absorbansinya semakin meningkat.

Kestabilan NPP hasil sintesis diketahui melalui pengukuran menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Perubahan panjang gelombang NPP pada tiap minggu
mengalami kenaikan dan penurunan. Jika terjadi pergeseran puncak serapan ke
panjang gelombang yang lebih besar, menunjukkan bahwa kestabilan NPP masih
rendah dikarenakan telah terjadi peristiwa aglomerasi (Wahyudi dkk., 2011),
meskipun spektrum NPP ini mengalami kenaikan dan penurunan, akan tetapi masih
dalam rentang panjang gelombang terbentuknya nanopartikel perak, yaitu pada
400-450 nm. Nilai absorbansi pada NPP semakin meningkat tiap minggu. Hal ini
menandakan terbentuknya nanopartikel perak. Nilai absorbansi larutan berbanding
lurus dengan konsentrasi nanopartikel perak dalam larutan. Semakin tinggi nilai
absorbansi, maka konsentrasi nanopartikel dalam larutan semakin tinggi (Masakke
dkk., 2014).

Selain dengan melihat serapan spektra pada spektrofotometer, kestabilan
NPP dapat dilihat dari perubahan ukuran menggunakan instrumen PSA (Particle
Size Analyzer). Prinsip dari pengukuran ukuran NPP menggunakan PSA ini yaitu
dengan memanfaatkan hamburan inframerah yang ditembakkan oleh alat ke sampel
sehingga sampel akan bereaksi menghasilkan gerak Brown (gerak acak dari partikel
yang sangat kecil dalam cairan akibat dari benturan dengan molekul-molekul yang

ada dalam zat cair). Gerak inilah yang kemudian dianalisis oleh alat, semakin kecil
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ukuran molekul maka akan semakin cepat gerakannya (Malvern Instrumen Limited,

2012).
Tabel 5.4 Data Perubahan Ukuran NPP
Minggu ke- Ukuran (nm)
1 58,30
2 62,50
3 64,60
4 139,65
5 140,90

Tabel 5.4 di atas merupakan data ukuran nanopartikel perak dalam skala
nanometer yang diperoleh menggunakan instrumen Particle Size Analyzer (PSA),

sehingga apabila dibuat kurva ukuran NPP setiap minggu maka akan diperoleh

kurva seperti di bawah ini:
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Gambar 5.6 Ukuran NPP Tiap Minggu

Gambar 5.6 di atas menunjukkan bahwa ukuran NPP semakin besar. Pada
minggu pertama sampai pada minggu ketiga, ukuran NPP berada pada rentang 1-
100 nm yang mana ukuran tersebut adalah skala ukuran terbentuknya nanopartikel,

sedangkan pada minggu keempat dan kelima, ukuran NPP sudah melebihi 100 nm,
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yang artinya telah teragregasi. Agregasi ini disebabkan oleh efek gerak Brown dan
gaya Van der Waals dalam larutan nanopartikel (Masakke dkk., 2014). Adanya
kecenderungan nanopartikel untuk beragregasi menyebabkan ukuran atau diameter

nanopartikel tidak seragam.
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Gambar 5.7 Absorbansi dan Ukuran NPP yang Semakin Meningkat pada Tiap
Minggu
Gambar 5.7 di atas menunjukkan hubungan antara absorbansi dan ukuran
nanopartikel perak pada tiap minggu. Data tersebut menunjukkan bahwa tiap
meningkatnya absorbansi, maka ukuran nanopartikel juga semakin meningkat,
sehingga stabilitas NPP pada penelitian ini pada minggu pertama sampai minggu
kelima berada pada rentang panjang gelombang nanopartikel, akan tetapi pada
minggu keempat ukuran nanopartikel melebihi batas NPP yaitu antara 1-100 nm.
5.1.3 Preparasi Sampel Susu Bubuk Bayi
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel dengan kadar
protein tertinggi dari sampel susu bubuk bayi lainnya, karena penambahan melamin
secara ilegal pada susu ditujukan untuk meningkatkan kadar nitrogen yang tinggi

(66% massa) sehingga pada saat susu diperiksa, susu tersebut seperti mempunyai
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kandungan protein yang tinggi, karena secara umum kandungan protein ditetapkan
menggunakan metode Kjeldahl dengan cara menentukan kandungan nitrogennya.
Preparasi sampel dilakukan dengan memasukkan 1 g serbuk susu ke dalam labu
ukur 25 mL, kemudian ditambahkan dengan 7,5 mL TCA 1%. Penambahan TCA
ini akan mengendapkan protein yang terdapat dalam susu, yaitu kasein (Sari?,
2012), sedangkan melamin tidak dapat mengendap (supernatan). Setelah itu,
ditambahkan dengan 2,5 mL asetonitril dan ditambahkan dengan aquades sampai
tanda batas. Penambahan asetonitril ini untuk membantu proses pengendapan
protein (kasein) dalam susu. Hal ini dibuktikan dengan warna cairan supernatan
menjadi lebih bening setelah ditambahkan dengan asetonitril. Pada tahap ini,
konsentrasi sampel adalah 40.000 ppm. Asetonitril memiliki konstanta dielektrik
yang lebih rendah dari aquades, yaitu pada suhu 25°C sebesar 35,94-36,70 K
(Dortmun Data Bank, 2013 dalam Mardiana dkk., 2014), sedangkan aquades
sebesar 78,3 K (Malmberg and Maryott, 1956 dalam Mardiana dkk., 2014).
Semakin besar konstanta dielektrik pelarut, semakin kecil gaya tarik dari bahan
terlarut. Penambahan asetonitril menurunkan konstanta dielektrik medium pelarut,
sehingga memudahkan terbentuknya agregasi protein kasein (Mardiana dkk.,
2014), kemudian larutan tersebut divortex selama 1 menit, diultrasonik selama 30
menit, dikocok selama 10 menit, dan disentrifus selama 10 menit dengan kecepatan
4000 rpm. Proses sentrifugasi dapat memisahkan lemak pada susu dari komponen
lain dengan baik melalui proses pengocokan (Mardiana dkk., 2014). Setelah itu
akan terbentuk dua fase. Fase supernatan dipindahkan ke beaker glass 100 mL

dengan melewatkan kertas saring Whattman. Kemudian, larutan supernatan dipipet
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sebanyak 10 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL, setelah itu
ditambahkan dengan asetonitril-aquades (50:50) sampai tanda batas. Pada tahap
pengenceran ini, konsentrasi sampel menjadi 16.000 ppm. Setelah itu, larutan ini

diaplikasikan ke NPP untuk dianalisis.

5.1.4 Aplikasi Nanopartikel Perak

Aplikasi NPP pada sampel susu dilakukan dengan metode kolorimetri, yaitu
dengan melihat perubahan warna yang terjadi. Prinsip metode kolorimetri berbasis
nanopartikel perak adalah kemampuan agregasi nanopartikel perak. Ketika
nanopartikel beragregasi (satu sama lain saling mendekat), interaksi bidang mereka
menuntun terjadinya penggabungan plasmon interpartikel dan mengakibatkan
pergeseran LSPR (Localized Surface Plasmon Resonance). Ketika nanopartikel
teragregasi, LSPR akan bergeser ke panjang gelombang yang lebih panjang dan
melebar (Nafia, 2012). Pergeseran LSPR ini ditandai dengan adanya perubahan
warna pada larutan. Pada penelitian ini, terdapat perubahan dari kuning menjadi
merah. Perubahan warna menjadi merah ini terjadi karena nanopartikel perak
distabilkan oleh sitrat yang bermuatan negatif yang dapat menangkal gaya Van Der
Walls dan menjaga NPP yang terdapat dalam larutan agar tidak teragregasi. Ketika
adanya melamin, melamin tersebut berinteraksi dengan NPP yang bermuatan
negatif melalui ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen antara NPP dan melamin
menyebabkan agregasi. Selama terjadinya agregasi, warna kuning dari NPP

berubah menjadi berwarna merah (Kumar et al., 2016), seperti pada Gambar 5.8.
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(b)

Gambar 5.8 Penampakan Visual (a) NPP Berwarna Kuning dan (b) Sampel +

NPP Berwarna Merah

B

&3

Ch ¢ A
Gambar 5.9 Penampakan Visual NPP + Melamin (Kumar et al., 2016)

Gambar 5.8 di atas menunjukkan hasil penelitian yang telah dilakukan,
sedangkan gambar 5.9 menunjukkan aplikasi nanopartikel untuk deteksi melamin
pada metode kolorimetri. Semakin besar konsentrasi yang ditambahkan, perubahan
warna menjadi merah akan semakin pekat.

Selanjutnya, untuk memastikan apakah perubahan warna tersebut
disebabkan oleh adanya melamin atau bukan, maka dapat dilihat dari panjang
gelombang maksimal sampel dibandingkan dengan panjang gelombang maksimal
standar melamin, seperti pada Tabel 5.5 di bawah ini:

Tabel 5.5 Data Spektra Panjang Gelombang Sampel, Melamin, dan NPP
Hasil

No. Spektrum Literatur .
Penelitian

1. | Melamin standar | 219 nm (Ananthakumar et al., 2015) 207 nm
2. NPP 398 nm (Varun et al., 2016) 419 nm
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3. Melamin
+420 nm (Varun et al., 2016) 430 nm
standar+NPP
4. Sampel susu +200 nm (Ananthakumar et al., 2015) 206 nm

Berdasarkan Tabel 5.5, panjang gelombang melamin standar pada hasil
penelitian adalah 207 nm, sedangkan pada literatur adalah 219 nm. Perbedaan
panjang gelombang ini dipengaruhi oleh pelarut yang digunakan. Pada hasil
penelitian yang dilakukan mengunakan pelarut metanol:aquades (50:50),
sedangkan pada literatur (Ananthakumar et al., 2015) menggunakan aquades,
sehingga terjadi pergeseran hipsokromik yang mana panjang gelombangnya
bergeser semakin kecil akibat pengaruh kepolaran pelarut yang digunakan, karena
metanol bersifat semi polar. Spektrum NPP pada literatur menunjukkan panjang
gelombang sebesar 398 nm, sedangkan pada penelitian menunjukkan panjang
gelombang sebesar 419 nm, hal ini diakibatkan instrumen yang digunakan berbeda,
pada Varun et al. (2016) menggunakan instrumen SPR (Surface Plasmon
Resonance), sedangkan pada penelitian yang dilakukan menggunakan instrumen
UV-Vis. Ukuran NPP pada penelitian Varun et al. (2016) pada panjang gelombang
398 nm adalah pada rentang 7-15 nm, sedangkan pada hasil penelitian memiliki
ukuran 58 nm pada panjang gelombang 419 nm.

Tabel 5.6 Ukuran Partikel dan Panjang Gelombang dari Nanopartikel Perak
(Solomon et al., 2007)

No. Panjang Gelombang (nm) Ukuran (nm)
1. 395-405 10-14
2. 420 35-50

3. 438 60-80
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Berdasarkan Tabel 5.6, ukuran nanopartikel pada panjang gelombang 398
nm adalah berada pada rentang 10-14 nm dan panjang gelombang 419 nm berada
pada rentang 35-50 nm, sedangkan pada penelitian ini ukuran NPP yang diperoleh
adalah 58,30 nm, hal ini disebabkan pengukuran yang dilakukan menggunakan
instrumen PSA tidak langsung dilakukan pada hari terbentuknya larutan NPP, maka
faktor waktu kontak NPP memberikan pengaruh pada ukuran NPP menjadi semakin
besar.

Berdasarkan Tabel 5.5, data spektrum melamin standar+NPP menurut
literatur adalah berada pada panjang gelombang +420 nm (Varun et al., 2016),
sedangkan pada hasil penelitian yang didapatkan berada pada panjang gelombang
430 nm. Berdasarkan panjang gelombang NPP (419 nm) dibandingkan dengan
panjang gelombang setelah ditambahkan dengan larutan standar melamin (430 nm),
terlihat adanya pergeseran panjang gelombang, hal ini menunjukkan adanya
interaksi antara NPP dan melamin. Pergeseran panjang gelombang yang semakin
tinggi ini menunjukkan bahwa NPP yang ditambahkan melamin mengalami
agregasi (Wahyudi dkk., 2011), karena prinsip metode kolorimetri berbasis
nanopartikel perak adalah kemampuan agregasi NPP, ketika NPP yang
ditambahkan dengan analit yang akan dideteksi maka akan menyebabkan
pergeseran panjang gelombang ke yang lebih besar. Selanjutnya, data spektrum
sampel susu menurut literatur adalah £200 nm (Ananthakumar et al., 2015),
sedangkan pada hasil penelitian yang dilakukan menunjukkan panjang gelombang
maksimal 206 nm. Berdasarkan panjang gelombang pada hasil penelitian ini,

panjang gelombang sampel susu (206 nm) mendekati melamin standar (207 nm),



63

dan berdasarkan metode kolorimetri, terdapat perubahan warna dari kuning menjadi
merah, sehingga nanopartikel perak menggunakan bioreduktor ekstrak buah kersen
dapat digunakan untuk mendeteksi keberadaan melamin dengan menunjukkan
adanya perubahan warna secara organoleptis dari kuning menjadi merah, dan
perubahan warna tersebut ketika dianalisis kualitatif menggunakan instrumen UV-
Vis memperoleh panjang gelombang yang mendekati panjang gelombang standar

analit yang dianalisis.

5.1.5 Validasi Metode Analisis Melamin Menggunakan NPP

Pada penelitian ini, metode validasi yang diteliti adalah linearitas, LOD,
LOQ, presisi, dan akurasi.
5.1.5.1 Linearitas NPP

Uji linearitas merupakan suatu metode analisis yang menggambarkan
kemampuan suatu alat untuk memperoleh hasil pengujian yang sebanding dengan
kadar analit dalam zat uji pada rentang kadar tertentu (Baskoro, 2012). Data
linearitas didapatkan dengan cara membuat kurva hubungan antara konsentrasi
standar melamin pada sumbu x dan absorbansi pada sumbu y. Sebelum didapatkan
data linearitas, terlebih dahulu dibuat kurva baku standar melamin dengan
konsentrasi 0,25; 1,5; 2; 2,5; 5 ppm. Larutan standar melamin tersebut ditambahkan
dengan NPP sebanyak 3 mL untuk kemudian diletakkan ke dalam UV-Vis dengan
pengulangan 3x serapan, sehingga didapatkan nilai absorbansi rata-rata, seperti

pada Tabel 5.7.
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Tabel 5.7 Hasil Analisis Larutan Standar Melamin menggunakan UV-Vis

No. Konsentrasi (ppm) Absorbansi Absorbansi Rata-
rata

0,099
1. 0,25 0,100 0,099
0,099
0,081
2. 1,50 0,081 0,080
0,080
0,052
3. 2,00 0,052 0,052
0,052
0,058
4. 2,50 0,058 0,058
0,058
-0,019
b. 5,00 -0,019 -0,019

-0,019
Dari data nilai absorbansi di atas, kemudian diolah menggunakan Microsoft

Excel 2013, sehingga didapatkan kurva kalibrasi yaitu:

0.12
0.1

0.08
y =-0.0252x + 0.1107

0.06 R?=0.9667

0.04
0.02

Absorbansi

-0.02
-0.04

Konsentrasi (ppm)

Gambar 5.10 Kurva Regresi Linier Larutan Standar Melamin+NPP



65

Berdasarkan Gambar 5.10, dapat diketahui persamaan regresi linier kurva
standar melamin adalah y = -0,0252x + 0,1107, dengan nilai r adalah 0,9667. Pada
penelitian ini, kurva regresi linier standar melamin dengan penambahan NPP,
menunjukkan korelasi yang bernilai negatif. Artinya, semakin besar konsentrasi
analit yang ditambahkan, maka absorbansinya semakin menurun.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Nafia (2012), nanopartikel perak yang
digunakan untuk mendeteksi logam Cu?* menyebabkan penurunan absorbansi pada
tiap peningkatan konsentrasi analit yang ditambahkan, sedangkan pada penelitian
yang dilakukan oleh Octaviana dkk. (tanpa tahun), nanopartikel emas dengan
bioreduktor ekstrak daun belimbing wuluh yang digunakan untuk mendeteksi
melamin juga mengalami penurunan absorbansi pada tiap peningkatan konsentrasi
analit. Penelitian yang dilakukan oleh Varun et al. (2016) menunjukkan penurunan
absorbansi nanopartikel perak dengan reduktor asam askorbat untuk mendeteksi
melamin dalam sampel susu. Ketika adanya penambahan melamin, NPP dapat
terganggu oleh variasi intensitas absorbansi dari beberapa konsentrasi standar
melamin. Gangguan dalam sintesis NPP mungkin disebabkan oleh interaksi yang
kuat antara ikatan hidrogen dengan agen pereduksi dan analit yang akan dianalisis
(Gambar 5.11). Melamin merupakan nukleofil kuat yang memiliki sembilan sisi
ikatan hidrogen. Dengan demikian, melamin khusus akan berinteraksi dengan
pereduksi melalui ikatan hidrogen yang mengganggu dalam proses sintesis NPP.
Interaksi ikatan hidrogen mengkonsumsi sejumlah reduktor yang dengan demikian
tidak memiliki agen pereduksi yang cukup untuk mengurangi ion Ag, yang

mengakibatkan melemahnya kemampuan untuk mengurangi reduktor, maka akan
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mengakibatkan gangguan dari pembentukan partikel nano, sehingga semakin besar
konsentrasi melamin, maka absorbansi semakin menurun dan penurunan

absorbansi dikarenakan oleh penurunan jumlah NPP.

o=,

HO
Silver nancparticles stabilized by ascorbic acid

Gambar 5.11 Skema llustrasi Kemungkinan Mekanisme Terganggunya NPP dan
Interaksi Ikatan Hidrogen dengan Melamin dan Asam Askorbat (Varun et al.,

2016)
Tabel 5.8 Parameter Statistika Larutan Standar Melamin
No. Parameter Statistika Data Statistik
o y = bx + a (Harmita, 2004)
1. Persamaan regresi linier
y =-0,0252x + 0,1107

2. Intersep (a) 0,1107

3. Kemiringan garis (b) -0,0252

4. Koefisien korelasi (r) 0,9667

Tabel 5.8 merupakan data parameter statistika larutan standar melamin
menggunakan NPP. Linearitas dinyatakan dalam koefisien korelasi (r). Koefisien
korelasi (r) pada penelitian ini adalah 0,9667. Nilai tersebut kurang memenuhi

syarat yang ditetapkan oleh AOAC guidelines (2002), yaitu 0,9900. Nilai koefisien
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korelasi yang kurang tinggi menunjukkan hubungan yang kurang linear antara
sinyal detektor yang terukur dan jumlah melamin dalam contoh. Nilai intersep (a)
menyatakan adanya pengaruh matriks pada larutan yang dianalisis. Nilai intersep
yang semakin jauh dari nol dipengaruhi oleh matriks dalam larutan yang semakin
besar. Hal ini dapat mengganggu penentuan analit dalam contoh yang akan
dianalisis. Nilai kemiringan garis (slope/b) menyatakan sensitivitas suatu metode.
Nilai kemiringan garis yang besar menunjukkan bahwa perubahan konsentrasi yang
kecil sangat berpengaruh terhadap sinyal detektor yang dihasilkan sehingga suatu
metode dapat dikatakan mempunyai sensitivitas yang sangat baik (Baskoro, 2012).
Nilai kemiringan garis pada penelitian ini adalah -0.0235. Nilai ini sangat kecil
sehingga perubahan konsentrasi yang sangat kecil tidak berpengaruh terhadap
perubahan sinyal detektor.
5.1.5.2 Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantifikasi (LOQ) NPP

Batas deteksi (LOD) adalah jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat
dideteksi, meskipun tidak selalu dapat dikuantifikasi, sedangkan batas kuantitas
(LOQ) adalah konsentrasi terendah dalam contoh yang dapat diukur secara
kuantitatif dengan akurasi dan presisi. Batas deteksi dan batas kuantifikasi
ditentukan dari persamaan regresi linier kurva standar rerata hasil penentuan uji
linearitas. Perhitungan LOD dan LOQ bisa dilihat pada Lampiran 4 poin 4.2. Nilai
LOD melamin menggunakan NPP pada penelitian ini adalah 1,207 ppm, sedangkan
nilai LOQnya adalah 4,024 ppm. Nilai batas kuantifikasi melamin yang terukur di

bawah nilai ini memberikan ketelitian dan ketepatan yang kurang baik.
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5.1.5.3 Presisi NPP

Presisi adalah ukuran kedekatan hasil analisis yang diperoleh dari
serangkaian pengukuran ulangan dari ukuran yang sama. Nilai presisi diwakilkan
oleh nilai simpangan baku dan % simpangan baku relatif (% SBR) dari
keterulangan masing-masing deret standar melamin yang diukur pada suatu
konsentrasi. Kriteria presisi diberikan jika metode memberikan nilai % SBR < 2%.
Kriteria ini sangat fleksibel tergantung pada konsentrasi analit yang dianalisis,
jumlah sampel dan kondisi laboratorium (Riyanto, 2014). Nilai SBR atau koefisien
variasi meningkat dengan menurunnya kadar analit yang dianalisis (Harmita, 2004).

Tabel 5.9 Presisi Melamin pada Batasan 0,25-5,00 ppm

Konsentrasi Hasil Analisis
Konsentrasi Rata-rata
(ppm) konsentrasi yang SD (SB) % SBR
terbaca
0,25 0,451 0,0229 5,079
1,50 1,191 0,0229 1,922
2,00 2,329 0 0
2,50 2,091 0 0
5,00 5,147 0 0

Hasil pengujian presisi melamin menggunakan NPP pada konsentrasi analit
0,25 ppm menunjukkan nilai %SBR (Simpangan Baku Relatif) sebesar 5,079%,
hasil tersebut tidak memenuhi persyaratan presisi yaitu < 2%, sedangkan %SBR
pada konsentrasi analit 1,50; 2,00; 2,50; dan 5,00 ppm memenuhi persyaratan
presisi, sehingga pada penelitian ini semakin besar konsentrasi analit yang

ditambahkan, maka presisinya akan semakin baik. Hal ini menunjukkan bahwa
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metode analisis melamin menggunakan NPP akan memberikan hasil yang presisi
apabila analit yang ditambahkan semakin besar.
5.1.5.4 Akurasi NPP

Parameter metode validasi selanjutnya adalah akurasi. Akurasi adalah
ukuran yang menujukkan derajat kedekatan hasil analisis dengan kadar analit yang
sebenarnya. Akurasi dinyatakan sebagai persen perolehan kembali (recovery) analit
yang ditambahkan. Akurasi dapat ditentukan melalui dua cara, yaitu metode
simulasi (spiked-placebo recovery) dan metode penambahan baku (standard
addition method) (Riyanto, 2014). Pada penelitian ini, menggunakan metode adisi
(penambahan baku), dimana sampel dianalisis lalu sejumlah analit (variasi
konsentrasi pada persamaan regresi) ditambahkan ke dalam sampel, dicampur dan
dianalisis lagi. Selisih kedua hasil dibandingkan dengan kadar yang sebenarnya.
Berdasarkan pada Lampiran 4.4, parameter akurasi metode NPP untuk
menganalisis melamin menunjukkan nilai %recovery sebesar 63,04% dengan
penambahan standar 2,5 ppm. Jadi, nilai akurasi metode NPP pada penelitian ini
kurang memenuhi persyaratan, yaitu dengan syarat persen perolehan kembali 98-

102 % (Alwi, 2017).

5.2 Validasi Metode Analisis Melamin Menggunakan HPLC
5.2.1 Analisis Melamin Menggunakan HPLC

Analisis sampel yang dilakukan menggunakan HPLC dilakukan dengan
melihat waktu retensi dari sampel yang diteliti, kemudian dibandingkan dengan

standar baku melamin. Pada penelitian ini, waktu retensi sampel adalah 2,233
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menit, sedangkan waktu retensi standar melamin 4 ppm adalah 2,220 menit, seperti

pada Gambar 5.12 dan 5.13.

|Chromatogram |
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Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % % ppm
1 2117 2.527 33.180 65.99 53.83 na.
2 melamin 2.233 1.302 28.453 34.01 46.17 4.2217
Total: 3.829 61.633 100.00 100.00

Gambar 5.12 Kromatogram dan Waktu Retensi Sampel pada Menit ke 2,233
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Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height R Area Relative Height Amount
min mAUmin mAU Y %
1 Component 1 2137 0.082 0.588 9.11 2.51 n.a.
2 melamin 4 ppm 2.220 0.820 22.833 90.89 97.49 n.a.
Total: 0.902 23.421 100.00 100.00
Gambar 5.13 Kromatogram dan Waktu Retensi Melamin Standar 4 ppm pada
Menit ke 2,220

Pada Gambar 5.12 dan 5.13, waktu retensi sampel dan melamin standar

4

ppm tidak jauh berbeda, sehingga berdasarkan hasil yang diperoleh menggunakan
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HPLC, sampel yang dipilih mengandung melamin. Hal ini sesuai dengan uji
kualitatif secara kolorimetrik pada metode menggunakan NPP yang mana sampel
menunjukkan adanya perubahan warna dari kuning menjadi merah.
5.2.2 Pembuatan Larutan Standar Melamin

Pembuatan larutan standar melamin dengan berbagai konsentrasi ini dibuat
dari pengenceran larutan baku melamin 100 ppm. Setelah itu dipipet sebanyak 50
pL, 200 pL, 600 pL, 800 pL, dan 1000 pL dari larutan induk melamin 100 ppm,
masing-masing dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan dengan
fase gerak (asetonitril-aquabides), sehingga akan didapatkan larutan standar
melamin sebesar 0.5, 2, 6, 8, 10 ppm, kemudian disonikasi selama 15 menit.

Kemudian instrumen HPLC diatur kondisinya sesuai dengan jurnal Lestari
(2011), yaitu kolom HPLC dijenuhkan dengan fase gerak selama 20 menit. Detektor
diatur pada panjang gelombang 240 nm. Kemudian larutan dengan konsentrasi 0.5,
2, 6, 8, dan 10 ppm disuntikkan sebanyak 1 pL ke dalam loop injector HPLC
dengan kecepatan alir fase gerak 1 mL/menit. Lalu didapatkan luas puncak pada
kromatogram dan dibuat kurva baku serta persaman regresinya.
5.2.3 Validasi Metode Analisis Melamin

Metode validasi analisis melamin menggunakan HPLC ini adalah linearitas,
LOD dan LOQ.
5.2.3.1 Linearitas HPLC

Uji linearitas HPLC ini didapatkan dari luas area larutan standar melamin

dengan berbagai konsentrasi. Larutan standar yang digunakan adalah 0.5, 2, 6, 8,
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10 ppm. Kemudian didapatkan persamaan regresi linier dengan x adalah konsentrasi
larutan standar, dan y adalah luas area larutan standar.

Tabel 5.10 Luas Area Larutan Standar Melamin Menggunakan HPLC

No. Konsentrasi (ppm) Luas Area
1. 0.5 0.505
2. 2 0.720
3. 6 1.741
4. 8 2.178
5. 10 2.587

Berdasarkan data konsentrasi dan luas area pada Tabel 5.11, kemudian

diolah menggunakan Microsoft Excel 2013, sehingga didapatkan persamaan regresi

linier, yaitu:
3
2.5
g 2
< 1.5
m y = 0.2266x + 0.3451
= R2=0.9968
-
0.5
0
0 2 4 6 8 10 12

Konsentrasi (ppm)

Gambar 5.14 Persamaan Regresi Linier HPLC

Persamaan regresi linier pada HPLC ini adalah y = 0,2266x + 0,3451, dengan
koefisien korelasi (r) adalah 0,9968. Nilai koefisien korelasi pada HPLC ini
memenuhi persyaratan linearitas yang telah ditetapkan oleh AOAC guidelines
(2002), yaitu 0,9900, sehingga penggunaan metode HPLC ini dapat digunakan

untuk analisis dengan hasil yang baik.
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5.2.3.2 Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantifikasi (LOQ) HPLC

Jumlah terkecil analit dalam sampel yang masih dapat dideteksi (LOD) pada
metode HPLC ini adalah 0,787 ppm. Sedangkan batas kuantifikasi (LOQ) analit
yang dapat diukur secara kuantitatif dengan akurasi dan presisi adalah 2,624 ppm.
Sehingga apabila metode ini digunakan untuk mengukur melamin dibawah kadar

LOQ, maka akan memberikan ketelitian dan ketepatan yang kurang baik.

5.3 Perbandingan Validasi Metode Analisis Melamin Menggunakan NPP dan
HPLC

Berdasarkan perhitungan yang telah dilakukan, nilai koefisien korelasi
untuk NPP adalah 0,9667, sedangkan untuk HPLC adalah 0,9968. Nilai untuk
parameter linearitas pada HPLC lebih baik dibandingkan dengan NPP. Sehingga,
metode HPLC memiliki kemampuan analisis melamin yang lebih baik
dibandingkan dengan NPP.

Selain itu, nilai parameter LOD dan LOQ untuk NPP dibandingkan dengan
metode HPLC yang telah tervalidasi untuk mengetahui konsentrasi analit terendah
yang dapat dianalisis. Nilai LOD dan LOQ untuk NPP berturut-turut adalah 1,207
ppm dan 4,024 ppm. Sedangkan, nilai LOD dan LOQ untuk HPLC adalah 0,787

ppm dan 2,624 ppm.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dan hasil yang telah diperoleh,
didapatkan kesimpulan sebagai berikut:
1. Karakteristik nanopartikel perak dengan bioreduktor ekstrak buah kersen
adalah memiliki panjang gelombang 419 nm dan ukuran sebesar 58,30 nm.
2. Nilai parameter validasi metode NPP dengan bioreduktor ekstrak buah
kersen menunjukkan hasil linearitas (r) 0,9667 (syarat: >0,9900), LOD &
LOQ masing-masing 1,207 ppm & 4,024 ppm, nilai %SBR presisi 1,922%
pada konsentrasi standar 1,50 ppm (syarat: < 2%), nilai %recovery akurasi
63,04% (syarat: 98-102%) pada konsentrasi standar 2,50 ppm.
3. Perbandingan metode validasi NPP dan HPLC untuk analisis melamin yaitu
nilai linearitas (r) 0,9667 dan 0,9968, nilai LOD NPP 1,207 ppm dan HPLC

0,787 ppm, serta nilai LOQ NPP 4,024 ppm dan HPLC 2,624 ppm.

6.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, hal yang perlu
diperhatikan untuk memperbaiki dan mengembangkan penelitian selanjutnya
adalah perlu dilakukan penelitian analisis melamin dengan menggunakan
konsentrasi analit atau rentang kerja yang lebih besar dibandingkan nilai LOD dan

LOQ agar didapatkan nilai akurasi yang lebih tinggi.
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Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

Ekstraksi buah kersen

A 4

Pembuatan nanopartikel perak
dengan bioreduktor ekstrak buah
kersen

A 4

Karakterisasi nanopartikel perak

=

Preparasi sampel

A 4

Aplikasi nanopartikel perak
dengan sampel

UV-Vis

PSA

Pembuatan fase gerak - HPLC

A 4

Validasi melamin menggunakan
HPLC

A

Perbandingan

Validasi metode

/' validasi metode

Linearitas

LOD

‘/l\.

Akurasi

LOQ

Presisi
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Lampiran 2. Perhitungan Reagen

1. Pembuatan AgNO3 1 mM (0,001 M) dalam 500 mL

Mr AgNOsz = 170 g/mol

_ n (mol)

a. M= )

0,001 M = —
0,5L

n = 0,0005 mol

b _ m(gram)
' "~ Mr (g/mol)

m
170 g/mol

0,0005 mol =

m = 0,085 gram

2. Pembuatan Larutan Induk Melamin 100 ppm dalam 100 mL

_ Ing
ppm ===

_ mg
100 ppm = L

mg =10 mg (0,01 g)
3. Pengenceran Larutan Standar Melamin Untuk Metode NPP
M1 x V1= MzXx V2
a. 0,25 ppm
100 ppm x V1 = 0,25 ppm x 10 mL
V1=25pL
b. 1,50 ppm
100 ppm x V1 =1,50 ppm x 10 mL

V1 = 150 pL



C. 2ppm
100 ppm x V1 =2 ppm x 10 mL
V1 =200 uL

d. 2,5ppm
100 ppm x V1 = 2,5 ppm x 10 mL
V1 =250 uL

e. 5,0ppm
100 ppm x V1 =5 ppm x 10 mL

V1 =500 pL

4. Tri Cloroacetate Acid (TCA) 1%

ram zat terlarut
b/v % =8 (8
100 mL larutan (mL)

__ gram zat terlarut
Pog==——————=
100 mL

g:ixloo mL
100

g =1 gram (dalam 100 mL)

5. Pengenceran Larutan Standar Melamin Untuk HPLC
a. 0,50 ppm
100 ppm x V1 = 0,5 ppm x 10 mL
V1 =50 pL
b. 2ppm

100 ppm x V1 =2 ppm x 10 mL
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V1 =200 uL

. 6 ppm

100 ppm x V1 =6 ppm x 10 mL
V1 =600 uL

. 8 ppm

100 ppm x V1 =8 ppm x 10 mL

V1 =800 pL

.10 ppm

100 ppm x V1 = 10 ppm x 10 mL

V1 =1000 pL
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Lampiran 3. Skema Kerja Prosedur
3.1 Metode Nanopartikel Perak dengan Bioreduktor Ekstrak Buah Kersen

3.1.1 Ekstraksi Buah Kersen

Kersen (Muntingia
calabura L.)

- Dipilih yang berwarna merah

- Ditimbang 20 g

- Dicuci

- Dimasukkan ke dalam gelas kimia 150 mL

- Ditambahkan dengan aquades 100 mL

- Dipanaskan pada suhu 80°C selama 15 menit

- Disaring

- Ditutup dengan alumunium foil

- Diukur panjang gelombang menggunakan UV-Vis

Ekstrak Buah Kersen

3.1.2 Pembuatan AgNO3z 1 mM

Serbuk AgNO31 mM

- Ditimbang 0,085 g

- Diencerkan dalam 500 mL labu ukur

- Ditambahkan aquades sampai tanda batas

- Dihomogenkan

- Diukur panjang gelombang menggunakan UV-Vis

Larutan AQNO3z 1 mM

3.1.3 Pembuatan NPP dengan Ekstrak Buah Kersen

Ekstrak Buah Kersen

- Dimasukkan 5 mL ke dalam gelas kimia 100 mL

- Dicampurkan dengan AgNOz 1 mM tetes demi tetes

- Dipanaskan secara tidak langsung dengan panas matahari
selama 1 jam

- Diukur panjang gelombang menggunakan UV-Vis

Larutan NPP




3.1.4 Karakterisasi Larutan Nanopartikel Perak

Larutan NPP

Dianalisis panjang gelombang dengan UV-Vis
Dianalisis ukuran dengan PSA

Karakteristik

NPP

3.1.5 Preparasi S

ampel Susu Bubuk Bayi

3.1.5.1 Tri Cloroacetate Acid (TCA) 1%

Serbuk Tri

Cloroacetate Acid

(TCA)

Ditimbang 1 g

Diencerkan dalam 100 mL labu ukur
Ditambahkan aquades sampai tanda batas
Dihomogenkan

Larutan TCA

1%

3.1.5.2 Preparasi

Sampel

Sampel Susu Bubuk

Ditimbang 1 g dan dimasukkan ke dalam gelas kimia 50 mL
Ditambahkan 7,5 mL TCA 1%

Ditambahkan 2,5 mL asetonitril

Dipindahkan ke dalam labu ukur 25 mL

Ditambahkan aquades sampai tanda batas

Dihomogenkan

Divortex selama 1 menit

Diultrasonik selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm

Supernata

n

Disaring menggunakan kertas saring

Dipipet 10 mL dan dimasukkan ke labu ukur 25 mL
Ditambahkan asetonitril:aquades (50:50) sampai tanda batas
Dihomogenkan

Diukur panjang gelombang menggunakan UV-Vis

Sampel yang

dipreparasi

telah
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3.1.6 Aplikasi Nanopartikel Perak

Sampel yang telah
diprepasi

- Dipipet 2 mL

- Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 25 mL
- Ditambahkan 3 mL NPP tetes demi tetes
- Dikocok perlahan

- Dilihat perubahan warna

Hasil perubahan
warna

- Dianalisis menggunakan UV-Vis

Nilai absorbansi dan
panjang gelombang

3.2 Pembuatan Larutan Standar Melamin

3.2.1 Larutan Induk Melamin 100 ppm

Serbuk standar melamin

- Ditimbang 0,005 g
- Dilarutkan dengan metanol:aquades (50:50) dalam labu ukur 50 mL
- Dihomogenkan

Larutan standar
melamin 100 ppm

3.2.2 Larutan Standar Melamin 0,25 ppm

Larutan induk melamin
100 ppm

- Dipipet 25 puL
- Dilarutkan dengan metanol:aquades (50:50) dalam labu ukur 10 mL
- Dihomogenkan

Larutan standar
melamin 0,25 ppm




91

3.2.3 Larutan Standar Melamin 1,5 ppm

Larutan induk melamin
100 ppm

- Dipipet 150 puL
- Dilarutkan dengan metanol:aquades (50:50) dalam labu ukur 10 mL
- Dihomogenkan

Larutan standar
melamin 1,5 ppm

3.2.4 Larutan Standar Melamin 2 ppm

Larutan induk melamin
100 ppm

- Dipipet 200 pL
- Dilarutkan dengan metanol:aquades (50:50) dalam labu ukur 10 mL
- Dihomogenkan

Larutan standar
melamin 2 ppm

3.2.5 Larutan Standar Melamin 2,5 ppm

Larutan induk melamin
100 ppm

- Dipipet 250 pL
- Dilarutkan dengan metanol:aquades (50:50) dalam labu ukur 10 mL
- Dihomogenkan

Larutan standar
melamin 2,5 ppm

3.2.6 Larutan Standar Melamin 5 ppm

Larutan induk melamin
100 ppm

- Dipipet 500 pL
- Dilarutkan dengan metanol:aquades (50:50) dalam labu ukur 10 mL
- Dihomogenkan

Larutan standar
melamin 500 ppm
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3.3 Validasi Metode Analisis Menggunakan NPP
3.3.1 Kurva Baku Standar Melamin

Larutan standar
melamin 0,25-5 ppm

- Dipipet 2 mL
- Ditambahakn 3 mL NPP
- Dihomogenkan
Diukur nilai absorbansi menggunakan UV-Vis

Persamaan regresi
linier

3.3.2 Uji Linearitas NPP

Persaman regresi linier

- Diimplementasikan dalam persaman regresi linier y = a + bx dan
koefisien korelasi (r)

Linearitas NPP

3.3.3 Uji LOD dan LOQ NPP

Persaman regresi linier

- Dihitung dengan rumus LOD dan LOQ

LOD dan LOQ NPP

3.3.4 Uji Presisi NPP

Larutan standar
melamin 0,25-5 ppm

- Diukur 3x pengulangan
- Dihitung persentase simpangan baku relatif (%SBR)

Presisi NPP
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3.3.5 Uji Akurasi NPP

Sampel yang telah
dipreparasi

- Ditambahkan larutan standar melamin 2,5 ppm
- Dihitung persen temu balik kadar analit yang terbaca

Akurasi NPP

3.4 Analisis Melamin Menggunakan HPLC
3.4.1 Pembuatan Larutan Induk Melamin 100 ppm

Serbuk standar melamin

- Ditimbang 0,01 g
- Dilarutkan dengan asetonitril:aquabides (50:50) dalam labu ukur 100 mL
- Disonikasi selama 15 menit

Larutan standar
melamin 100 ppm

3.4.2 Pembuatan Larutan Standar Melamin 0,5 ppm

Serbuk standar melamin

- Dipipet 50 pL
- Dilarutkan dengan asetonitril:aquabides (50:50) dalam labu ukur 100 mL
- Disonikasi selama 15 menit

Larutan standar
melamin 0,5 ppm

3.4.3 Pembuatan Larutan Standar Melamin 2 ppm

Serbuk standar melamin

- Dipipet 200 pL
- Dilarutkan dengan asetonitril:aquabides (50:50) dalam labu ukur 10 mL
- Disonikasi selama 15 menit

Larutan standar
melamin 2 ppm
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3.4.4 Pembuatan Larutan Standar Melamin 6 ppm

Serbuk standar melamin

Dipipet 600 pL
Dilarutkan dengan asetonitril:aquabides (50:50) dalam labu ukur 10 mL
Disonikasi selama 15 menit

Larutan standar
melamin 6 ppm

3.4.5 Pembuatan Larutan Standar Melamin 8 ppm

Serbuk standar melamin

Dipipet 800 pL
Dilarutkan dengan asetonitril:aquabides (50:50) dalam labu ukur 10 mL
Disonikasi selama 15 menit

Larutan standar
melamin 8 ppm

3.4.6 Pembuatan Larutan Standar Melamin 10 ppm

Serbuk standar melamin

Dipipet 1000 pL
Dilarutkan dengan asetonitril:aquabides (50:50) dalam labu ukur 10 mL
Disonikasi selama 15 menit

Larutan standar
melamin 10 ppm

3.5 Validasi Metode Analisis Melamin Menggunakan HPLC

3.5.1 Uji Linearitas HPLC

Persaman regresi linier

Diimplementasikan dalam persaman regresi linier y = a + bx dan
koefisien korelasi (r)

Linearitas HPLC

3.5.2Uji LOD dan LOQ HPLC

Persaman regresi linier

Dihitung dengan rumus LOD dan LOQ

LOD dan LOQ NPP




Lampiran 4. Perhitungan Validasi Metode NPP

4.1 Linearitas NPP

X
(konsentrasi) iabso?lbansi)
0,25 0,099
1,50 0,080
2,00 0,052
2,50 0,058

5,00 -0,019

Persamaan Regresi Linier Larutan Standar

Melamin
0.15
= Ol
=
5 0.05
8
< o y=-0.0252x ¥ 0.
0 1 2 3 R2=0.9667 6
-0.05 -
Konsentrasi (ppm)
No. | Parameter Statistika Data Statistika
1. Persamaan regresi linier y = bx + a (Harmita,
2004)
y =-0,0252x + 0,1107
2. Intersep (a) 0,1107
3. Kemiringan garis (b) -0,0252
4. Koefisien korelasi (r) 0,9667
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4.2 LOD dan LOQ NPP (Nafia, 2012)

Persamaan regresi:

y =-0.0252x + 0.1107
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a=0,1107
b =-0,0252
Rumus LOD; X2
slope
Rumus LOQ: W32
slope
Konsentrasi : : . o
No. analit (ppm) Absorbansi (y) yi y-yi (y -yi)
1 0,25 0.099 0.1044 -0.0054 0.00002916
2 1.5 0.08 0.0729 0.0071 5.041E-05
3 2,00 0.052 0.0603 -0.0083 6.889E-05
4 2.5 0.058 0.0477 0.0103 0.00010609
5 5,00 -0.019 -0.0153 -0.0037 0.00001369
> 0.00026824

SB

LOD

_ |2 =-y1)?
n-2

_ 10,00026824
5-2

= 0.00946

_3xSB

slope

_ 3 X0,00946
0,0252

=1,207 ppm
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10 XSB

slope

10 x0,00946
0,0252

4,024 ppm

LOQ



4.3 Presisi NPP

Persamaan regresi:

Simpangan baku:

Keterangan:

y = -0,0252x + 0,1107

b =-0,0252
a=0,1107
Z?:l(xi_x)
=1

Xi = perolehan kembali ulangan ke-i

X = rerata perolehan kembali

n = banyaknya ulangan

100 SB

Simpangan Baku Relatif (SBR) (%): = 1
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Konsentrasi
No. | Konsentrasi | Absorbansi yang Rata- SB %SBR
(ppm) (y) terbaca rata
0.099 0.464286
{ 0.25 0.100 0.424603 | 0.451058 | 0.02291072 | 5.079327881
0.099 0.464286
0.081 1.178571
2 1.50 0.081 1.178571 | 1.191799 | 0.02291072 | 1.922364936
0.080 1.218254
0.052 2.329365
3 2.00 0.052 2.329365 | 2.329365 0 0
0.052 2.329365
0.058 2.091270
4 2.50 0.058 2.091270 | 2.091270 0 0
0.058 2.091270
-0.019 5.146825
5 5.00 -0.019 5.146825 | 5.146825 0 0
-0.019 5.146825

Presisi didapatkan dari perolehan kembali konsentrasi larutan standar dengan

beberapa kali pengulangan.




Contoh perhitungan:

Konsentrasi 2,00 dengan nilai absorbansi 0,052
y=bx+a

y =-0,0252x + 0,1107

0,052 =-0,0252x + 0,1107

0,0252x = 0,1107 — 0,052

0,0252x = 0,0587

X =2,329365 ppm
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4.4 Akurasi NPP
Persamaan regresi:  y =-0,0252x + 0,1107

a. Respon yang diberikan sampel (R1)

Absorbansi Konsentrasi Sampel
(b)
-0,680
-0,680
20,684 29,904
Rata-rata: -0,681

b. Respon yang diberikan standar (R2)

Standar yang
Absorbansi
Ditambahkan
-0,398
-0,399
2,50 ppm
-0,399
Rata-rata: -0,399

Rumus kadar standar yang terukur dalam sampel:

C=5 (RzR—lRl)

Keterangan: C = kadar standar yang terukur dalam sampel

S = kadar standar yang ditambahkan pada sampel
R1 = respon yang diberikan sampel
Rz = respon yang diberikan campuran sampel dengan tambahan

standar

100
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%TB = = x 100%
Keterangan: a = konsentrasi sampel + konsentrasi standar yang terukur

b = konsentrasi sampel

¢ = konsentrasi standar teoritis yang ditambahkan

Standar baku yang ditambahkan adalah 2,5 ppm

e Kadar standar yang terukur dalam sampel:

C = 2.5 ppm | 0,681 |

0,399+0,681
=2,5ppm x 0,63
=1,58 ppm

e Konsentrasi sampel + konsentrasi standar yang terukur (a)

a = 29,904 ppm + 1,58 ppm
= 31,48 ppm
« %TB  =%2x100%
— 31,4-82—;9,904 x 100%
=63,04 %
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Lampiran 5. Perhitungan Validasi Metode HPLC

5.1 Linearitas HPLC

X y
(Konsentrasi) | (Luas Area)
0,50 0,505
2,00 0,720
6,00 1,741
8,00 2,178
10,00 2,587

Persamaan Regresi Linier HPLC

2.5
g
f,‘:, 15
=
3 1
0.5
0
0 2 4 6 8 10 12
Konsentrasi (ppm)
No. Parameter Statistika Data Statistik
L. Persamaan regresi linier y = bx + a (Harmita,
2004)
y =0,2266x + 0,3451
23 Intersep (a) 0,3451
3. Kemiringan garis (b) 0,2266
4, Koefisien korelasi (r) 0,9968
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5.2 LOD dan LOQ HPLC
Persamaan regresi:  y =0,2266x + 0,3451
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a=0,3451
b =0,2266
Rumus LOD: 358
slope
. 10 xSB
Rumus LOQ: ope
No Konsentrasi LU : >, -y
| Analit (ppm) y y y-y y-y
1 0.50 0.505 0.4584 0.0466 0.002172
2 2.00 0.720 0.7983 -0.0783 0.006131
3 6.00 1.741 1.7047 0.0363 0.001318
4 8.00 2178 sy 0.0201 0.000404
5 10.00 2587 2.6111 -0.0241 0.000581
> 0.010605
SB = 2 (y_Y1)2
n-—2
B 0,010605
h 5-2
= 0.059456
_ 3 XSB
LOD = slope
_ 3X0,059456
T 02266
=0,787146 ppm
LOQ — 10 XSB

slope

_ 10 x0,059456
0,2266

=2,62382 ppm




