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Abstrak

Analisis kuantitatif asam organik dalam produk acidifier diperlukan untuk menjaga efektivitas produk dalam
menekan pertumbuhan mikroba dan menurunkan pH pakan serta saluran cerna. Pada penelitian ini dilakukan
penetapan kadar asam organik dalam dua sediaan acidifier yang terdapat di pasaran. Analisis dilakukan
menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) fase terbalik dengan kolom LiChrospher® 100
RP-18 (5um, Merck) dengan panjang kolom 250x4,0 mm dan fase gerak dapar kalium dihidrogenfosfat
50 mM-TEA 0,5% pH 4,00 pada laju alir 0,6 mL/menit. Panjang gelombang yang digunakan pada analisis
adalah 214 nm.Validasi metode analisis memberikan hasil UPK asam format sebesar 98,02%-101,97%
dan 97,09%-102,78% untuk asam laktat, KV <0,59% untuk asam format dan KV <1,28% untuk asam
laktat, LOD sebesar 63,05 pg/mL untuk asam format dan LOD sebesar 4,55 pg/mL untuk asam laktat, LOQ
sebesar 210,16 pg/mL untuk asam format dan LOD sebesar 15,18 pg/mL untuk asam laktat. Metode analisis
linear pada rentang 439,2 ug/mL-1764,61 pg/mL untuk asam format dengan nilai koefisien korelasi (r)
sebesar 0,9992 sedangkan rentang linearitas untuk asam adalah 47,88 pg/mL-193,44 png/mL dengan nilai
koefisien korelasi (r) sebesar 0,9994. Kesesuaian kadar terhadap label untuk produk A memberikan hasil
sebesar 108,19%-109,82% asam format dan 156,88%-167,90% asam laktat sedangkan untuk produk B
memberikan hasil sebesar 101,65%-109,95% asam format dan 151,10%-172,82% asam laktat.

Abstract

Quantitative analysis of organic acid in acidifier product is needed to maintain product effectiveness in
repressing microbial growth and lowering feed and gastrointestinal tract pH. The aim of this research is
determining the level of formic and lactic acid in two acidifiers from the market. Analysis were performed
using reversed phase High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with LiChrospher® 100 RP-
18 column (250 x 4.0 mm, Spm, Merck), buffer potassium dihydrogenphosphate 50 mM-TEA 0,5% pH
4,00 as mobile phase and flow rate 0,6 mL/min. Wavelength used in the analysis was 214 nm. Validation
methods provide results of recovery by 98.02%-101.97% for formic acid and 97.09%-102.78% for lactic
acid, RSD <0.59% for formic acid and 1.28% for lactic acid, LOD 63.05 ug/mL for formic acid 4.55 pg/
mL for lactic acid, LOQ 210.16 pg/mL for formic acid and LOD 15.18 ug/mL for lactic acid. The analysis
method gives linearity in the range of 439.2 -1764.61 pg/mL for formic acid with correlation coefficient
(r) 0.9992 while lactic acid linearity range was 47.88 ug/mL-193.44 g/mL with a correlation coefficient
(r) 0.9994. Conformity product A to its label provides the results of 108.19%-109.82% formic acid and
156.88%-167.90% lactic acid whereas the result for product B were 101.65%-109.95% formic acid and
151.10%-172.82% lactic acid.
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PENDAHULUAN

Acidifier merupakan asam organik yang tidak
hanya bermanfaat dalam preservasi dan pro-
teksi pakan dari perusakan oleh mikroba dan
jamur, namun juga berdampak langsung terh-
adap mekanisme perbaikan kecernaan pakan
pada ternak (Silalahi & Sinaga, 2013). Efek
antimikroba tersebut dikarenakan kemam-
puan asam organik dalam menghambat per-
tumbuhan bakteri tertentu melalui penurunan
pH pakan (Partanen & Mroz, 1999).

Dalam beberapa dekade terakhir, acidifier di-
gunakan sebagai alternatif antibiotik dalam
pakan ternak untuk meningkatkan pertumbu-
han dan mencegah berbagai penyakit enterik
(Papatsiros & Billinis, 2012). Acidifier ber-
peran dalam menurunkan pH saluran cerna
sehingga meningkatkan aktivitas enzim pro-
teolitik, meningkatkan pencernaan protein
dan menghambat proliferasi bakteri patogen
di dalam saluran pencernaan (Kim et al.,
2005). Pada unggas, efek asam organik dalam
acidifier dapat meningkatkan respon kekeba-
lan tubuh alami, menurunkan aktivitas bak-
teri patogen dan menyeimbangkan populasi
bakteri pada unggas (Hedayati et al., 2013).
Di pasaran, terdapat berbagai produk acidifi-
er dengan berbagai komposisi asam organik.
Penetapan kadar asam organik dalam acidi-
fier secara kuantitatif menjadi sangat pent-
ing untuk menjaga efektifitas produk dalam
menekan pertumbuhan mikroba dan menu-
runkan pH pakan serta saluran cerna. Berb-
agai metode sudah dikembangkan untuk anal-

isis asam organik, diantaranya menggunakan
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kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) pe-
nukar ion dan KCKT fase balik tetapi dengan
derivatisasi. Analisis asam organik dengan
metode kromatografi ion (Baziramakenga et
al., 1994) membutuhkan peralatan dan biaya
yang relatif mahal sedangkan bila menggu-
nakan KCKT fase terbalik dengan derivatisa-
si (Albert & Martens, 1996) cenderung lebih
rumit. Oleh karena itu, pada penelitian kali
ini dilakukan analisis menggunakan metode
KCKT fase terbalik tanpa derivatisasi. Pe-
milihan fase terbalik dengan kolom C18 di-
pilih berdasarkan penelitian Tormo dan Izco
(2004) dimana penggunaan sistem tersebut
tersebut lebih sederhana namun tetap mem-
berikan nilai batas deteksi yang baik. Pada
umumnya, analisis asam organik menggu-
nakan pH fase gerak yang sangat asam (pH
2-3). Metode yang dikembangkan oleh Suo
et al. pada tahun 2014 dapat menganalisis 5
jenis asam organik pada pakan ternak den-
gan metode KCKT menggunakan fase gerak
asam pH 2,5. pH yang rendah akan berdam-
pak pada lepasnya ikatan antara silika den-
gan fase diam sehingga akan menyebab-
kan pendeknya umur kolom. Oleh karena
itu, pada penelitian kali ini akan dilakukan
modifikasi terhadap pH fase gerak sehingga
analisis dapat dilakukan pada pH yang lebih
tinggi dengan tetap mempertahankan kuali-
tas pemisahan yang baik dari komponen

asam organik.

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh
metode analisis yang optimum dan valid un-
tuk penetapan kadar asam format dan asam
laktat. Metode tersebut dapat diaplikasikan
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untuk penetapan kadar asam format dan asam
laktat dalam produk acidifier.

METODE

Alat yang digunakan adalah Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi (Shimadzu), kolom
LiChrospher® 100 RP-18 (5um, Merck)
dengan dimensi kolom 250 x 4,0 mm, detektor
UV-Vis (Shimadzu), timbangan analitik
(Acculab), pH meter (Eutech), kertas saring
0,45 pm (Whatman),degasser sonikator
(Elmasonic), mikropipet 100 pL. dan 1000
puL (Soccorex) dan alat-alat gelas lain yang
biasa digunakan dalam laboratorium kimia

analisis.

Bahan-bahan kimia yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi aqua bidestilata
(Ika pharmindo), Kalium dihidrogenfosfat
(Merck), Trietilamin (Merck), asam fosfat
85% (Merck), asam format (Merck), asam
sitrat (Merck), asam laktat (Merck), asam
asetat (Merck), silika gel (wakogel) dan

sampel berupa dua merk acidifier.

Optimasi fase gerak untuk analisis

Sebanyak 20 pl larutan baku campuran asam
format dan asam laktat dengan konsentrasi
masing-masing 1100 pg/mL dan 120 pg/mL
dalam matriks plasebo (asam sitrat, asam
asetat dan silika) disuntikan ke dalam kolom.
Optimasi metode analisis dilakukan pada
panjang gelombang 214 nm, pH fase gerak
4,0 ; 4,25; 4,5 dan laju alir 0,6 ; 1,0 dan 1,2

mL/menit. Dicatat dan dibandingkan waktu

retensi dan resolusi dari dari asam format dan
asam laktat dengan pengaruh fase gerak yang
berbeda.

Uji kesesuaian sistem

Sebanyak 20 pl campuran larutan baku
campuran disuntikan ke dalam kolom
dengan kondisi analisis terpilih. Dicatat
waktu retensi, area, nilai N, faktor ikutan
(Tf), HETP dan presisi dari asam format dan

asam laktat pada enam kali penyuntikan.

Validasi metode analisis

Uji akurasi dan presisi dilakukan pada larutan
baku campuran dalam matriks plasebo
(asam sitrat, asam asetat dan silika) dengan
konsentrasi 60%, 80%, 100%, 120% dan
140% dari yang tertera pada label sediaan.
Sebanyak 20 pl masing-masing konsentrasi
larutan disuntikan ke dalam kolom sebanyak
6 kali. Parameter akurasi memenuhi syarat
bila persen perolehan kembali (%UPK)
berada diantara rentang 98-102% untuk
kadar analit 10%-100% dan persyaratan
perolehan kembali sebesar 97%-103%
untuk kadar analit 1%-10% (Harmita, 2006).
Parameter akurasi memenuhi syarat bila
persen koefisien variasi (%KV) <2% .

Uji  selektivitas  dilakukan ~ dengan
menyuntikan larutan matriks plasebo (asam
sitrat, asam asetat dan silika) ke dalam
kolom. Metode dikatakan selektif bila pada
kromatogram hasil tidak ada gangguan di
sekitar waktu retensi asam format maupun

asam laktat.
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Kurva kalibrasi dan linieritas

Larutan baku campuran asam format dan
asam laktat dibuat dalam matriks dengan
konsentrasi 40%, 60%, 80%, 100%, 120%
, 140% dan 160% untuk kurva kalibrasi.
Variasi konsentrasi tersebut yaitu 439,2;
663,68; 883,28; 1102,88; 1322,48; 1542,08;
1764,61 pg/ml untuk asam format dan 47,88;
72,06; 96,24; 120,9; 145,08; 169,26; 193,44
pg/ml untuk asam laktat. Masing-masing
konsentrasi kemudian disuntikan sebanyak
20 pl ke dalam kolom dengan kondisi analisis

terpilih.

Batas deteksi dan batas kuantitasi dihitung
secara statistik melalui garis regresi linier
dan kurva kalibrasi. Batas deteksi diperoleh
dengan membagi sejumLah 3 kali simpangan
baku residual (Sy/x) dengan slope (b)
sedangkan batas kuantitasi diperoleh dengan
membagi sejumlah 10 kali simpangan baku

residual (Sy/x) dengan slope (b).

Analisis sampel

Sebanyak 300 mg sampel acidifier ditimbang
dan dimasukan ke dalam labu ukur 25 mL.
Encerkan larutan menggunakan fase gerak
hingga batas labu. Pipet sebanyak 2 mL
lalu masukan ke dalam labu ukur 10 mL
dan diencerkan menggunakan fase gerak
hingga batas labu. Sebanyak 20 pl larutan
sampel disuntikkan ke dalam kolom dengan
kondisi terpilih. Luas puncak yang diperoleh
dicatat dan dihitung konsentrasi sampel

menggunakan kurva kalibrasi.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis menunjukan bahwa asam
laktat dan asam sitrat memiliki waktu retensi
yang berdekatan sehingga pada analisis
campuran standar dalam matriks plasebo
yang mengandung asam asetat, asam sitrat
dan silika, kedua asam tersebut terbaca dalam
satu puncak kromatogram. Hal ini disebabkan
karena penggunaan fase gerak dengan pH
yang mendekati pKa dari asam laktat, namun
cukup jauh terhadap asam sitrat. Oleh karena
pKa asam laktat sebesar 3,86, hal ini membuat
asam laktat berada dalam dua bentuk
yaitu bentuk molekul dan ionnya sehingga
polaritas asam laktat meningkat dengan
adanya bentuk ion tersebut dan menyebabkan
asam laktat kurang tertahan pada fase gerak.
Sedangkan asam sitrat memiliki 3 pKa yaitu
3,08, 4,74 dan 5,40. Perbedaan ketiga pKa
tersebut dengan pH fase gerak cukup jauh
sehingga menyebabkan asam sitrat berada
dalam bentuk ion dengan jumlah lebih
besar dan menjadikan asam sitrat semakin
polar dalam kondisi analisis. Akibatnya
asam sitrat semakin tidak tertahan pada
kolom dan menyebabkan waktu retensinya
menyamai dari waktu retensi asam laktat.
Pada prinsipnya, bila suatu asam berada pada
suatu pelarut dengan pH yang berbeda lebih
dari 2 poin, maka hampir 99% asam tersebut
berada dalam kondisi terion yang berarti

bersifat polar.
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Tabel 1. Data optimasi fase gerak untuk analisis

Kalium dihidrogenfosfat S0 mM Kalium dihidrogenfosfat 50 mM-TEA

Fase Gerak pH 4,0 0,5% pH 4,0
a ra
se e Asam format Asam laktat Asam format Asam laktat
Waktu retensi (menit) 2,576 - 2,757 3,516
Resolusi - 3,481
mv n T
p DetA Chi
n
751 I
C
A
' B
50 )
' :
Ar o
ca
25
D
a
3 ? ;
3 [ ]
G —_ 4 i g e A — ~ § — —
00 25 50 75 Waktu retensi
mn

Keterangan : Analisis menggunakan kolom LiChrospher® 100 RP-18, 5 um, 4,0 x 250 mm,
fase gerak dapar kalium dihydrogen fosfat 50 mM-TEA 0,5% pH 4,00, laju alir 0,6 mL/me-

nit dan detektor UV-Vis pada panjang gelombang 214 nm.

Gambar 1. Kromatogram standar asam format (A), asam asetat (B), asam
sitrat (C) dan asam laktat (D).

Penggunaan kalium dihidrogenfosfat 50
mM-TEA 0,5% dengan pH 4,0 memberikan
nilai resolusi yang baik untuk asam format
dan asam laktat walaupun asam sitrat dan
asam asetat tidak terpisah dengan baik.
Asam format memiliki waktu retensi 2,757
menit sedangkan waktu retensi asam laktat
adalah 3,516 menit dengan resolusi sebesar
3,481. Penambahan trietilamin (TEA) pada
fase gerak akan berfungsi sebagai ion-pair
agent. Pada pH fase gerak 4, TEA yang

memiliki pKa sebesar 10,75 akan berada

dalam kondisi 99% terion dan akan melapisi
fase diam. Kation dari TEA pada fase
gerak akan berinteraksi dengan asam sitrat
dan menjadikannya lebih tertahan (waktu
retensinya meningkat) bila dibandingkan
pada analisis tanpa penambahan TEA.
Asam asetat sendiri tidak terlalu terpengaruh
dengan adanya penambahan TEA karena
pKa asam asetat sebesar 4,75 sehingga asam
asetat akan terdapat dalam bentuk molekul
dan tidak akan berinteraksi terhadap kation

dari TEA pada fase diam. Analisis pada
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penelitian ini berfokus terhadap asam format
dan asam laktat, sehingga kondisi tersebut
tidak dipermasalahkan selama asam format
maupun asam laktat memiliki resolusi yang
baik. Data optimasi fase gerak dapat dilihat
pada Tabel 1. Untuk gambar kromatogram
campuran asam laktat, asam format, asam
sitrat, asam asetat dalam matriks dalam
dilihat di Gambar 1.

Pharm Sci Res ISSN 2407-2354

Waktu retensi yang hampir mirip diperoleh
pada optimasi pH fase gerak. Fase gerak pH
4,00 memberikan nilai resolusi yang paling
baik. Optimasi selanjutnya adalah laju alir
fase gerak (1,0; 0,8; dan 0,6 mL/menit).
Hasil yang paling baik diperoleh pada laju
alir 0,6 mL/menit. Semakin kecil laju alir
maka waktu retensi yang dihasilkan akan
semakin lama namun ternyata memberikan

nilai resolusi yang lebih baik (Tabel 2 dan 3).

Tabel 2. Data optimasi pH fase gerak untuk analisis campuran asam format dan asam laktat

pH 4,50 pH 4,25 pH 4,00
Fase Gerak Asam Asam Asam Asam Asam Asam
Format Laktat Format Laktat Format Laktat
Wakturetensi ) ¢, 3,447 2,780 3.436 2,757 3,516
(menit)
Resolusi 2,626 2,811 3,481
T“’l’”(%g‘“’or 2,142 1,319 2,277 1,369 2,097 1,353
Plat Teoritis
N) 2016,740 3224,250 2212,421 3556,568 2629,878 4055,985
HETP 74,377 46,522 67,799 42,175 57,037 36,982

Tabel 3. Data optimasi laju alir fase gerak untuk analisis (panjang kolom 25 c¢m)

Laju Alir 1.0 0.8 0.6
(mL/menit)  Aqam Format II}; l?tI:t FAof‘?nnzllt 112 7321 Asam Format I?as lz(ltI:t
Waktu retensi 2,749 3,509 3,419 4,367 4,542 5,798

(menit)

Resolusi 2,874 3,046 3,156
Taili’g%"m” 2,134 1218 2,208 1,194 2,163 1,139
Plat (lesritis 1708,645 2908,678 2044355 2985261 2292,57 3297,961

HETP 0,0015 0,0086 0,0122 0,0084 0,0109 0,0076

Pharm Sci Res
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Dari hasil uji kesesuaian sistem, % KV
asam format sebesar 1,26% dan asam laktat
sebesar 1,92%. Nilai KV tersebut masih di
bawah 2% sehingga masih memenubhi kriteria
kecermatan (Harmita, 2006). Nilai plat teoritis
2000, nilai resolusi lebih dari 1,5 dan nilai
faktor ikutan dibawah 2 untuk asam laktat
masih dapat dikategorikan memenuhi syarat
dari uji kesesuaian sistem (Center of Drug
Evaluation and Research, 1994). Nilai faktor
ikutan asam format masih sedikit di atas 2
namun masih memberikan resolusi yang baik.
Metode ini masih dapat dikembangkan lagi
agar mendapatkan nilai faktor ikutan asam
format kurang dari 2. Pada uji akurasi, uji
perolehan kembali sebesar 98,19%-101,57%
untuk asam format. Hasil tersebut memenuhi
persyaratan perolehan kembali (%UPK)
sebesar 98%-102% untuk kadar analit 10%-
100%. Sedangkan asam laktat memberikan
hasil uji perolehan kembali (%UPK) sebesar

97,35%-101,86%. Hasil tersebut memenuhi
persyaratan perolehan kembali sebesar 97%-
103% untuk kadar analit 1%-10% (Harmita,
2006). Uji Presisi memberikan nilai KV
untuk asam format sebesar 0,23%-0,59% dan
nilai KV untuk asam laktat sebesar 0,27%-
1,28%. Nilai KV tersebut masih dibawah
2% sehingga masih memenuhi kriteria
kecermatan (Harmita, 2000).

Persamaan regresi linear untuk asam format
yaitu y=1213,7x + 115204 dengan nilai
koefisien korelasi (r) yang diperoleh sebesar
0,9992 sedangkan persamaan regresi linear
untuk asam laktat yaitu y= 620,9x — 1564,6
dengan nilai koefisien korelasi (r) yang
diperoleh sebesar 0,9996. Hal tersebut
menunjukan bahwa kurva kalibrasi memenuhi
persyaratan linearitas yaitu nilai r mendekati
satu (Snyder dan Kirkland, 2010). Nilai LOD
asam format adalah 63,05pg/mL dan LOQ

Tabel 4. Data penetapan kadar sampel

Zat % Kadar % Kadar
terhadap etiket terhadap etiket
sampel A sampel B
Asam Format 108,40 101,65
107,26 104,95
109,05 107,32
108,91 105,22
109,82 104,16
108,19 109,95
Asam Laktat 156,88 168,25
158,79 172,82
160,65 163,71
160,06 151,10
161,99 162,42
167,90 170,01
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Keterangan:Analisis menggunakan kolom Li Chrospher ® 100 RP-18, 5 um;, 4,0 x
250 mm, fase gerak dapar kalium dihidrogen fosfat 50 mM-TEA 0,5% pH 4,00, laju

alir 0,6 mL/menit dan detektor UV-Vis pada panjang gelombang 214 nm.

Gambar 2. Kromatogram sampel mengandung asam format (A), asam
laktat (B), dan asam sitrat (C)

sebesar 210,16 pg/mL. Sedangkan untuk
asam laktat diperoleh LOD sebesar 4,55 pg/
mL dan LOQ sebesar 15,18 pg/mL. Nilai
LOD dan LOQ yang cukup besar tidak terlalu
masalah karena konsentrasi analit sendiri di
dalam sampel terkandung dalam konsentrasi
yang cukup besar sehingga metode masih
sesuai untuk diaplikasikan.

Pada analisis sampel memberikan hasil
yaitu sampel A memiliki kadar asam format
terhadap label sebesar 107,26%-109,82% dan
kadar asam laktat sebesar 156,88%-167,90%.
Sedangkan untuk sampel B memiliki kadar
asam format terhadap label sebesar 101,65%-
109,95% dan memiliki kadar asam laktat
terhadap label sebesar 151,10%-172,82%.
Pada sediaan acidifier sendiri, belum terdapat
aturan yang jelas dari pemerintah mengenai

rentang yang diperbolehkan terdapat dalam

Pharm Sci Res

sediaan sehingga hasil dari penetapan kadar
dengan rentang analit di atas masih dianggap
layak. Data penetapan kadar sampel dapat
dilihat pada Tabel 4, gambar kromatogram
sampel dapat dilihat di Gambar 2.

KESIMPULAN

Metode analisis yang dikembangkan dengan
menggunakan kromatografi cair kinerja
tinggi terbukti dapat menganalisis asam
laktat dan asam format yang terdapat pada
acidifier pakan ternak secara valid. Dengan
demikian metode ini berpotensi untuk dapat
digunakan dalam analisis rutin acidifier pada
pakan ternak. Modifikasi dan pengembangan
metode selanjutnya memungkinkan untuk
dilakukan pada jenis sediaan yang lain yang

mengandung asam organik tersebut.
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