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ABSTRAK

Besi (Fe) dan Seng (Zn) merupakan unsur yang
berguna bagi manusia. Keberadaan logam Fe dan Zn dalam
produk perikanan yang cukup kecil (frace), mudah
tekontaminasi oleh kondisi lingkungan, dan metoda
preparasinya yang komplek menyebabkan penentuan logam
Fe dan Zn ini cukup sulit, sehingga perlu dicari suatu metoda
uji yang valid dan akurat. Dalam penelitian ini dilakukan
pengembangan metoda standar American of Analytical
Chemistry (AOAC) tahun 2005 no. 999.10 dengan
menggunakan bahan acuan bersertifikat DORM 3 (Fish
Protein Certified Reference Material for Trace Metal) dari
National Research Council of Canada (NRCC) untuk
menguji keakuratan dan ketertelusuran hasil ke Standard
Internasional (SI). Metoda ini sudah divalidasi berdasarkan
parameter-parameter kimia analitik. Hasil penelitian
menunjukkan rata-rata kadar Fe dan Zn dalam sampel
perikanan sebesar 178+ 14 mgKg" dan 59,8+ 6,6 mgKg'
(berat kering) dengan faktor cakupan 2 dan tingkat
kepercayaan 95%, yang berada pada rentang yang ditentukan
183,5+4,3mgKg" and 60+ 1,1 mgKg".

Katakunci : Fe, Zn, trace, CRM, perikanan

ABSTRACT

Iron (Fe) and Zink (Zn) are essential elements for
human being. Determination of this elements in fish products
is quite difficult because of Fe and Zn content in trace level,
easy to be contaminated by the environmental conditions,
and> complex preparation methods so that it is needed to find
a good and accurate method. In this paper, we have developed
a standard method from American of Analytical Chemistry
(AOAC), 2005, no. 999. using DORM 3 as Certified Reference
Materials (CRMs) to check accuracy and traceability's
results to Standard International (SI). The method has been
validated according to analytical parameters. The resulls
showed that means of Fe and Zn concentration in the

investigated fish product were 178 + 14 mg.Kg" and 59.8 +
6,6 mgKg' respectively with coverage factor 2 and 95%
level of confident, and in range of expected mass were 183,5
+4,3mg.Kg" and 60+ 1,1 mg.Kg'in dry basis.

Keywords : Fe, Zn, trace, CRM, fishery

PENDAHULUAN

Salah satu logam esensial yang terdapat dalam
produk perikanan adalah besi (Fe) dan seng (Zn). Kedua
logam ini merupakan unsur yang penting dan berguna
bagi manusia. Logam Fe dalam tubuh manusia berperan
dalam proses metabolisme, transfer oksigen, sintesis
DNA, dan transfer elektron, sedangkan logam Zn
berperan dalam proses metabolisme protein,
pertumbuhan dan pembelahan sel™”.

Keberadaan logam Fe dan Zn dalam produk
perikanan yang cukup kecil (frace), mudah
tekontaminasi oleh kondisi lingkungan, dan metoda
preparasinya yang komplek, menyebabkan penentuan
logam Fe dan Zn ini menjadi cukup sulit. Perlu dicari
suatu metoda uji yang valid dan akurat, yang
dibuktikan dengan data hasil analisis yang memenuhi
parameter persyaratan pengujian untuk dapat
diterapkan pada produk perikanan. Beberapa teknik
pengukuran yang dapat digunakan untuk menentukan
logam Fe dan Zn adalah Flame Atomic Absorption
Spectrometry (FAAS)®, Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry (GF-AAS)*®, Inductively
Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry (ICP-
AES)® dan Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS)™. Setiap teknik pengukuran
mempunyai spesifikasi yang unik dengan kelebihan
dan kekurangannya.
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Pada penelitian ini dilakukan pengembangan
metoda yang valid dan akurat untuk penentuan logam
esensial Fe dan Zn  dalam produk perikanan
menggunakan FAAS, dilengkapi dengan perhitungan
nilai ketidakpastiannya. Teknik FAAS ini sangat tepat
untuk digunakan karena cepat dan sesuai dengan range
konsentrasi logam Fe dan Zn total dalam produk
perikanan yang berada dalam level part per million
(ppm). Ketertelusuran dari metoda ini diperoleh dari
pengukuran DORM 3 Fish Protein Certified Reference
Material for Trace Metal®.

BAHAN DAN METODA

Bahan

Asam nitrat pekat (60-65%) untuk penentuan
logam berbahaya produksi Kanto (Jepang) dipakai
untuk pembuatan larutan standar, preparasi dan
pengenceran sampel. Selain asam nitrat, digunakan pula
hidrogen peroksida 30% produksi Merck (Jerman)
untuk menyempurnakan oksidasi pada preparasi sampel
dengan microwave digestion. Larutan standar kerja
dibuat dengan mengencerkan SRM 3126a"” dan SRM
3168a" yaitu bahan acuan standar produksi National
Institute of Standard and Technology (NIST, Amerika).
Untuk menjamin keakuratan dan ketertelusuran hasil
pengujian digunakan CRM DORM 3 (Fish Protein
Certified Reference Material for Trace Metal) produksi
National Research Council Canada (NRCC, Kanada).

Peralatan

Sampel dipreparasi dengan menggunakan
Microwave Digestion System Milestone MLS-1200
buatan Amerika. Seluruh pengenceran dilakukan
dengan metoda penimbangan menggunakan neraca
analitik Model Sartorius buatan Perancis. Pengukuran
dilakukan menggunakan Flame-AAS (FAAS) Hitachi
Zeeman 5000 buatan Jepang dengan koreksi latar
belakang Zeeman.

Metoda

Metoda yang dikembangkan ini mengacu pada
metoda standar American of Analytical Chemistry
(AOAC) yaitu metoda 999.10 tahun 2005"” yang
dimodifikasi pada jumlah sampel, jumlah pereaksi,
program microwave untuk destruksi sampel, dan jenis
sampel yang digunakan. Metoda divalidasi agar sesuai
dengan penggunaannya yaitu untuk penentuan Fe dan
Zn dalam produk perikanan.

Preparasi sampel

Sebanyak 0,5 g sampel dengan kadar air yang
diketahui dengan pasti, ditimbang dalam microwave
vessel, kemudian ditambahkan 5 mL asam nitrat pekat
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dan 2 ml. hidrogen peroksida 30%. Sampel didestruksi
dengan daya 250 W selama 5 menit dilanjutkan dengan
daya 500 W selama 15 menit, kemudian didinginkan.
Proses destruksi dilakukan sebanyak 2 kali dengan
program yang sama untuk menyempurnakan hasilnya.
Hasil destruksi dilarutkan dengan ultrapure water
hingga 25 g. Larutan ini digunakan langsung untuk
menentukan kadar Fe dan diencerkan sebanyak 2 kali
untuk menentukan kadar Zn dengan FAA4S.

Sampel

Sampel adalah sampel uji profisiensi Asia Pacific
Metrology Programe (APMP) for Essential and Toxic
Elements in Seafood.

Penentuan Kadar Air Sampel Uji Profisiensi APMP
for Essential and Toxic Elements in Seafood

Sebanyak 1 g sampel dimasukan ke dalam cawan
petri kemudian disimpan dalam desikator selama 10
hari dengan kalsium sulfat anhidrat sebagai absorben,
selanjutnya ditimbang dan dicatat hasilnya. Perlakuan
tersebut dilakukan berulang-ulang sampai diperoleh
berat sampel yang konstan. Nilai kadar air dihitung
dengan rumus sebagai berikut:

Wo + Ws) - Wi
oy adipai= LT ) X100 o (1
W

Dengan:

Wo= berat botol kosong (g)

‘Ws = berat sampel (g)

Wi = berat sampel setelah pengeringan (g)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kadar air sampel dan CRM

Kadar air suatu sampel dan CRM sangat
dipengaruhi oleh kondisi penyimpanan sampel dan
CRM tersebut. Kadar air perlu ditentukan untuk
dijadikan sebagai faktor koreksi pada penentuan kadar
Fe dan Zn total yang didasarkan pada berat kering. Hasil
pengujian kadar air untuk sampel dan CRM dapat dilihat
pada Tabel 1, di mana kadar air sampel dihitung dari
rata-rata 3 replikat yang didapatkan konstan pada hari
ke 11, sedangkan kadar air CRM dari rata-rata 2 replikat.

Tabel 1. Hasil pengujian kadar air sampel dan CRM

Sampel Rata-ratakadarair sd  %rsd
(%)
Sampel uji proficiency 14,38 0,0188 0,13
APMP
CRM DORM 3 4,59 0,1580 345
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Verifikasi peralatan

Kondisi peralatan yang optimal menjadi dasar
yang penting sebelum dilakukan pengujian. Karena itu
perlu dilakukan verifikasi FAAS sebelum digunakan.
Verifikasi FAAS ini meliputi sensitifitas dan batas
deteksi alat. Sensitifitas alat menunjukan nilai
konsentrasi analit pada 1% Transmittan atau yang setara
dengan nilai absorban sebesar 0,0044%?, hasil
pengukuran dan nilai sensitifitas alat untuk Fe dan Zn
diberikan pada Tabel 2 dan 3 yang dihitung berdasarkan
persamaan (2).

S0 0 SOEAER, @)
Absorbansi

Tabel 2. Hasil nilai sensitifitas FAAS untuk pengujian Fe

Konsentrasi standar Fe Rata-rata sd o%rsd  sensitifitas

(mg.Kg?) Absorbans
1 0.0340 0.000115 034 0.1295
2 0.0676 0.000208 0.31 0.1301
3 0.1011 0.000173  0.17 0.1306
4 0.1322 0.00095 0.72 0.1331
5 0.1653 0.000283 0.17 0.1331

Tabel 2. Hasil nilai sensitifitas FAAS untuk pengujian Zn

Konsentrasi standar rata-rata sd o%rsd  sensitifitas

Zn (mg.Keg™) Absorban
0.2 0.0605 0.0003 053 0.0146
04 0.1165 0.0002 0.34 0.0151
0.6 0.1753 0.0007 0.57 0.0151
0.8 0.2350 0.0005 0.26 0.0150

Dari Tabel 2 dan 3, diperoleh rata-rata nilai
sensitifitas FAAS untuk Fe dan Zn masing-masing
adalah 0,13 dan 0,016. Nilai yang diperoleh ini lebih
kecil atau sama dengan nilai sensitifitas alat yang
tercantum pada manual alat FAAS Hitachi Z-5000 yaitu
0,13 dan 0,04 mg Kg". Hal ini menunjukan bahwa alat
FAAS yang digunakan memiliki sensitifitas yang baik
sehingga dapat digunakan untuk pengujian sampel.

Batas deteksi alat menyatakan nilai konsentrasi
terkecil yang masih dapat dibaca oleh alat, yang
diperoleh dari hasil perhitungan statistik standar deviasi
pengukuran blanko standar yang dilakukan sebanyak 10
kali, sesuai dengan persamaan (3).

Batas deteksialat=(3xsd) ... ?3)

Dengan:
nilaisd :dalam unitkonsentrasi (mgKg")

Diperoleh nilai batas deteksi alat FAAS untuk Fe
dan Zn yang masing-masing adalah 0,02 dan 0,001 mg
Kg", yang berarti bahwa pengukuran sampel di bawah
nilai tersebut tidak akan terdeteksi oleh alat.

dan Pengukuran Nilai Ketidakpastiannya
: Willy Cahya Nugraha, dkk

Pengaruh efek matrik

Matrik sampel dapat memberikan gangguan fisik
pada pengukuran nilai absorbans. Semakin komplek
matrik suatu sampel akan memberikan pengaruh yang
semakin besar karena berbagai faktor yang
mempengaruhinya seperti viskositas, kecepatan alir dan
lain sebagainya. Pengaruh efek matrik sampel terhadap
pengukuran Fe dan Zn total ditentukan dengan
membandingkan slope kurva kalibrasi dari larutan
standar Fe dan Zn di dalam larutan asam nitrat 0,2 M dan
slope kurva kalibrasi larutan standar adisi.
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Gambar 1. Pengaruh efek matrik dari sampel terhadap
HNO,0,2M

Pada Gambar 1, menunjukkan tidak ada
perbedaan slope yang nyata dari kedua kurva kalibrasi.
Hal ini berarti bahwa matrik sampel tidak berpengaruh
secara nyata terhadap penentuan kadar Fe dan Zn dalam
sampel perikanan, sehingga dalam penelitian ini dapat
digunakan metoda kalibrasi eksternal untuk penentuan

konsentrasi analit dalam sampel®”.
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Validasi metoda

Validasi metoda dilakukan untuk mengonfirmasi
bahwa metoda yang digunakan yaitu 40AC Method
999.10 tahun 2005 dapat diterapkan untuk sampel
produk perikanan. Hasil parameter analitik untuk
validasi metoda ini dapat dilihat pada Tabel 4.
Perhitungan lengkap untuk data validasi metoda ini
merujuk pada laporan sebelumnya””.n158), serin
(Serlll), dan asparagin (Asn20), pada Gambar 5,
berinteraksi dengan tiga dari delapan gugus -OH
selobiosa. Interaksi ini sekaligus menunjukan spesifitas
dari enzim terhadap substrat yang hidrofilik.

Tabel 4. Nilai optimal hasil validasi metoda penentuan Fe
dan Zn total dalam produk perikanan dengan F44S

No. Parameter uji Fe Zn
1 Linearitas (mgKg™) 0,5-5,0 0,05-0,80
2 Limit deteksi (ngKg?") 0,19 0,05
3 Limit kuantitasi (mgKg") 0,52 0,10
4  Presisi (%rsd) 0,7 5,1
5  Akurasi (%) 103,4 100,7
Ketertelusuran

Ketertelusuran dari metoda ini didapat melalui
pengujian bahan acuan CRM DORM3yang hasilnya
diberikan pada Tabel 5. Dapat dilihat bahwa hasil
pengukuran dengan metoda ini bersesuaian dengan
hasil yang tercantum pada sertifikat, menunjukkan
bahwa metoda ini akurat, tidak bias, dan tertelusur“®.

Tabel 5. Hasil pengujian Fe dan Zn total dalam CRM

Tabel 6. Hasil pengujian Fe dan Zn total dalam sampel
APMP

Hasil pengujian Fe Zn
Kadar sampel (mg.Kg" ,berat kering) 178 59,8
Replikat pengulangan (n) 5 5
Presisi (%) 0,8 43

Target analit  sampel berdasarkannilai 183,5+43 60+11
Assigned Value (mgXKg" berat kering )

Estimasi Ketidakpastian pengujian Logam Zn dan
Fe dalam sampel

Dalam menghitung nilai ketidakpastian, sumber-
sumber yang berkontribusi pada pengujian Fe dan Zn
total dalam sampel telah diidentifikasi’”. Perhitungan
nilai ketidakpastian baku, relatif dan gabungan untuk
masing-masing komponen merujuk pada laporan
sebelumnya“®.

Adapun tahapan-tahapan dalam menentukan nilai
estimasi ketidakpastian dalam pengujian Fe dan Zn
total dalam sampel:

Menentukan model pengujian, formula
penghitungan dan komponen - komponen
ketidakpastian

Model pengujian

Model pengujian Fe dan Zn total diperoleh dari
AOAC metoda 999.10 tahun 2005 yang telah
dikembangkan atau dimodifikasi. Diagram alir
pengujian Fe dan Zn total dalam produk perikanan dapat
dilihat pada Gambar 2.

DORM 3 Sampel diimbang sebanyak 0.5 g
d.an dimumn ke dalam vessel Larutan standar mumi
digestion Fe: 10001 mg Kg'
CRM DORM 3 ! 2n: 9998 mg K"
i sian % Nilai i Ditambahkan 5 L larutan HNO; 65%
o Hasil Penglujlan Nilai Sertl_flikat I i el HyOs 0% l
(mg.Kg") (mg.Kg") ] Larutan standar Intermediet
Fe +99.9933 mg Kg"
1 Fe 359 £5 347 + 20 Vessel dimasukan ke dalam Microwave Zn+20mg Kg'
digestion system untuk didestruksi
2 Zn 51,7+4,4 51,3+3,1 | !
F 1,2k?s"2r§sr:ng Kg'
: - : Vessel dikeluarkan dari microwa :12,34,
* Hasil rata-rata dan presisi dari 3 replikat ot :y;f“ ar microave Zn:01,03, 0,5 den 0,7 mg Kg"
5 | voume20g
Aplikasi Metoda Penentuan Kadar Fe dan Zn dalam Larutan hasl destruks! dipindahkan ke Karva Kaiioras]
produk perikanan botol dan diencerkan: Standar Fe dan Zn
& - 50 guntuk Fe
Metoda ini diterapkan untuk penentuan kadar Fe - 100guntukZn
dan Zn total pada sampel uji profisiensi APMP for
Essential and Toxic Elements in Seafood. Hasil | “Lartan siep diufar dengan FARS | ———

pengujian logam Fe dan Zn total dalam sampel tersebut
dapat dilihat pada Tabel 6.
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Gambar 2. Diagram alir pengujian Fe dan Zn total dalam
produk perikanan
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Formula pengujian

Hasil pengukuran dihitung berdasarkan nilai berat
kering (dry basis) dengan memperhitungkan nilai kadar
air dari sampel dan CRM serta nilai recovey dari hasil
pengujian CRM DORM 3, sehingga formula untuk
menghitung kadar Fe dan Zn total dalam sampel dapat
dilihat pada persamaan 4.

CoxM 1 100

Cx - X = X lOO-KAX [Rep) oo ©)

Keterangan:

Cx = Kadar Fe dan Zn total dalam sampel (dry
basis) [mg.Kg']

Co = Konsentrasi Fe dan Zn hasil dari kurva
kalibrasi [mg.Kg"']

M = Massa pelarutan [g]

m = Berat sampel [g]

Rec = Nilai perolehan kembali hasil analisis dari
CRM (%)

KA  =Nilai kadar air [%]
Rep = Nilai presisi metoda [%]

Diagram Cause Effect

Dengan mengidentifikasi sumber-sumber yang
berkontribusi pada masing-masing komponen
ketidakpastian, sehingga dapat ditemukan akar
penyebab yang dapat berpengaruh pada hasil pengujian,
yang dapat dilihat pada Gambar 3.

[ 5 |

A
SETT)
/ /
Rep

[G]

Gambar 3. Diagram Cause Effect untuk pengujian logam Fe
dan Zn total dalam produk perikanan

Pada gambar 3, terlihat bahwa setiap komponen
ketidakpastian memiliki akar atau sumber yang
berpengaruh pada hasil komponen tersebut, sehingga
hal tersebut dapat menjadi suatu faktor atau critical
point yang dapat dikontrol pada saat pengujian sampel.

Nilai ketidakpastian gabungan (jc)

Nilai ketidakpastian diperoleh berdasarkan uji
statistik untuk setiap komponen yang berpengaruh pada
pengujian, kemudian dihitung nilai ketidakpastian baku
dan relatifnya. Hasil perhitungan ketidakpastian baku
dan relatif untuk logam Fe dan Zn dapat dilihat pada
Tabel 7 dan 8.

dan Pengukuran Nilai Ketidakpastiannya
: Willy Cahya Nugraha, dkk

Adapun rumus statistik untuk menghitung nilai
ketidakpastian gabungan dari masing-masing
komponen, dapat dilihat pada persamaan 5.

Persamaan 5:

(P ol
s (e e ]

Tabel 7. Nilai ketidakpastian baku dan ketidakpastian baku
relatif untuk setiap komponen ketidakpastian pada

pengujian logam Fe total

Komponen-komponen Nilai  Ketidakpastian Satuan Ki‘:z:?;:&m Tipe

ketidakpastian @)  Baku(uXi) ) Evaluasi
Tarutan standar kalibrasi A
ih 3,0 58x10*  mgKg'  19x10%
Larutan standar kalibrasi 5 " B
e 10001 11.50 mgKg 12x 10
Kurva kalibrasi (Co) 3,7 33x107  mgkg'  90x10° A&B
Massa pelarutan (M) 259 7,1x10° g 2,7% 10° B
Berat sampel (m) 0,5 71x10% g 14x10% B
Kadar air (KA) 144 0,01 % 7,0x10°% A&B
Perolehan kembali (Rec) 103 34x10% % 33x10? A&B
Presisi (Rep) - - - 8,0x10° A
Kadar Fe dalam sampel .

178 - mgKg'

(Cro)
pe 12 mgKg'

Tabel 8. Nilai ketidakpastian baku dan ketidakpastian baku
relatif untuk setiap masing-masing komponen
ketidakpastian pada pengujian logam Zn total

X, 1 Nilai Ketidak " Ketidakpastian Tipe
ketidakpastian ) Baku(uxi R ":‘;“;;};;f Evaluast
Larutan standar kalibrasi s . 4 A
—_ 03 9,1x10° mgKg 3,0x10
pe
Larutan standar kalibrasi 5 5 B
- 9998 13.00 mgKg’ 1,3x 10°
Kurva kalibrasi (Co) 05 13x102  mgKg' 29x10% A&B
Massa pelarutan (M) 518 7,1x10% g 1,4x10° B
Berat sampel (m) 0,5 7,1x10% g 1,4x10% B
Kadar air (KA) 14,4 0,01 % 7,0x10° A&B
Perolehan kembali (Rec) 101 33x10% % 33x10% A&B
Presisi (Rep) = - - 43x10? A
Kadar Zo dalam sampel 598 K"
m;
(CZn) -
pe 33 mgKg'

Pada Tabel 7 dan 8, diperoleh nilai ketidakpastian
gabungan untuk pengujian Fe dan Zn total dalam
sampel sebesar 7,2 mgXKg" dan 3,3 mgKg", dengan
komponen ketidakpastian recovery dan presisi sebagai
komponen penyumbang terbesar pada pengujian Fe dan
Zntotal.

Nilai ketidakpastian diperluas (Ug)

Nilai ini ditentukan untuk mengeliminasi
sumber-sumber yang tidak teridentifikasi pada
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pengujian sampel sehingga diperoleh probabilitas yang
memadai yaitu bahwa hasil uji berada pada rentang
ketidakpastian. Oleh karena itu, nilai ketidakpastian
gabungan harus dikalikan dengan suatu faktor
cakupan (k).

Ug:kx pe e (6)

Dari persamaan 6 diperoleh nilai ketidakpastian
diperluas (U,) untuk logam Fe dan Zn total, yaitu
masing — masing sebesar 14,4 mgKg" dan 6,6
mg Kg' dengan tingkat kepercayaan 95% dan
faktor cakupan (k=2).

Pelaporan Hasil

Kadar Fe dan Zn total dalam produk
perikanan yaitu sebesar 178 + 14 mg Kg" dan 59,8

+ 6,6 mg.Kg" berdasarkan pada berat keringnya
(dry basis)

KESIMPULAN

Pada penelitian ini telah dikembangkan metoda
yang akurat dan tertelusur untuk menentukan kadar
logam Fe dan Zn dalam produk perikanan. Metoda ini
telah diaplikasikan untuk pengukuran sampel uji
profisiensi APMP for Essential and Toxic Elements in
Seafood dengan hasil pengukuran untuk Fe dan Zn
adalah 178 + 14,4 mgKg" dan 59.8 + 6,6 mgKg"
dalam berat kering dengan faktor cakupan 2 dan tingkat
kepercayaan 95%. Nilai ini berada pada range yang
ditentukan oleh penyelenggara uji profisiensi.
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