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ABSTRAK

Akrilamida merupakan kontaminan makanan yang berpotensi
menyebabkan kanker. Akrilamida merupakan zat yang terbentuk karena
pengolahan makanan dengan suhu tinggi seperti menggoreng dan memanggang.
Naget ayam merupakan makanan cepat saji yang banyak digemari, mudah
diperoleh dan dapat disajikan dengan cepat. Penelitian ini bertujuan untuk
menetapkan kadar akrilamida dalam naget ayam dengan variasi proses
pengolahan menggunakan penggorengan dan pengovenan secara Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi (KCKT).

Akrilamida dalam naget ayam diekstraksi dengan diklormetan dan
etanol. Pengukuran kadar akrilamida menggunakan Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi dengan kolom Supercolsil C18, detector UV pada panjang gelombang 210
nm dan laju alir 0,5 mL/menit dengan fase gerak asam fosfat 85% dalam
asetonitril dan aquabidest (5:95). Validasi metode dilakukan untuk penetapan
linieritas, akurasi, presisi, LOD dan LOQ.

Hasil validasi metode dinyatakan valid untuk penetapan kadar yang
ditunjukkan dengan nilai linieritas (r) 0,99947, persen recovery 97,29 % dan hasil uji
presisi diperoleh nilai RSD sebesar 1,36%. Nilai LOD sebesar 0,3933 ppm dan
LOQ 1,1919 ppm. Hasil penelitian menunjukkan akrilamida dapat terbentuk
pada proses pengolahan naget ayam pada 3 replikasi menggunakan metode
pengovenan dengan kadar secara berurutan sebesar 0,8459 ppm; 0,7936 ppm dan
0,7807 ppm. Sedangkan dengan metode penggorengan kadar akrilamida yang
terbentuk sebesar 1,4591 ppm; 1,4721 ppm dan 1,0554 ppm. Hasil analisis statistik
mengunakan Independen Sample t test menunjukkan terdapat perbedaan yang
bermakna dengan nilai signifikasi 0,028 pada proses pengolahan dengan metode
pengovenan dan penggorengan.

Kata Kunci : Akrilamida; Naget Ayam; Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

ABSTRACT
Acrylamide is a food contaminant that has the potential to cause cancer.
Acrylamide is a substance that is formed due to high temperature processing of food such
as frying and baking. Chicken nuggets are a popular fast food, easy to get and can be
served quickly. This study aims to determine the levels of acrylamide in chicken nugget
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with variations in processing using frying and oven with High Performance Liquid
Chromatography (HPLC).

Acrylamide in chicken nuggets is extracted with dichlormethane and ethanol.
Measurement of acrylamide levels using High Performance Liquid Chromatography with a
Supercolsil C18 column, UV detector at a wavelength of 210 nm and a flow rate of 0.5
mL/min with 85% phosphoric acid as mobile phase in acetonitrile and aquabidest (5:95).
Method wvalidation was carried out to determine linearity, accuracy, precision, LOD and
LOQ.

The results of the method validation were declared valid for the assay as indicated
by the linearity value (r) of 0.99947, percent recovery of 97.29% and the results of the
precision test obtained an RSD value of 1.36%. The LOD wvalue was 0.3933 ppm and the
LOQ was 1.1919 ppm. Theresults showed that acrylamide can be formed in the processing
of chicken nuggets in 3 replicationsusing the oven method with sequential levels of 0.8459
ppm; 0.7936 ppm and 0.7807 ppm. Whereas with the frying method the acrylamide
content formed was 1.4591 ppm; 1.4721 ppm and 1.0554 ppm. The results of statistical
analysis using the Independent Simple t test showed that there were significant
differences with a significance value of 0.028 in the processing with the oven and frying
methods.

Keywords: Acrylamide; Chicken nuggets; High Performance Liquid Chromatography

PENDAHULUAN

Kanker adalah penyakit yang menjadi penyebab kematian di negara
berkembang sebesar 70% termasuk Indonesia (Kementrian Kesehatan Republik
Indonesia, 2022) yang dapat disebabkan oleh kontaminan makanan yang bersifat
mutagenic (FDA, n.d.). Akrilamida merupakan contoh kontaminan makanan
yang terbentuk pada saat proses memasak atau memanaskanmakanan (FDA, n.d.)
yang bersifat karsinogenik genotoksik (BPOM RI, 2018). Pembentukan akrilamida
pada pengolahan makanan dengan suhu mulai 120°C (BPOM RI, 2018) yang
dapat disebabkan adanya preskursor yang terdapat pada makanan seperti
karbohidrat (glukosa dan fruktosa), asam amino (protein) dan lipida seperti
minyak dan lemak (Lingnert et al., 2002).

Naget ayam merupakan produk olahan ayam dengan bahan baku yang
mengandung protein dan karbohidrat (Astawan et al., 2014) yang dapat dimasak
dengan metode deep frying, pan fried, air fryer, pemanggangan dengan oven, dan

microwave. Proses memanggang naget menggunakan oven pada suhu 200°C

191



MEDFARM: Jurnal Farmasi dan Kesehatan, Vol. 12, No. 2, 2023, Hal, 190-201
e-ISSN : 2715-9957
p-ISSNI: 2354-8487

memakan waktu 15 menitatau lebih, tergantung lebar dan ketebalan makanan
(Intan, 2022). Proses pengolahan naget beku siap saji dengan metode
penggorengan membutuhkan waktu 1 menit pada suhu 150°C (Nugraha & Iswoyo,
2019). Pada saat ini naget ayam banyak disukai berbagai kalangan karena banyak
variasi, mudah diperoleh dengan harga terjangkau dan praktis mudah untuk
disajikan. Naget ayam merupakan salah satu produk pangan yang berpotensi
menghasilkan senyawa akrilamida. Akrilamida merupakan contoh kontaminan
makanan yang terbentuk pada saat proses memasak atau memanaskan
makanan (FDA, 2021) yang bersifat karsinogenik genotoksik (BPOM R],
2018).

Indonesia  Risk Assessment Center / INARAC (BPOM RI, 2018)
menyebutkan bahwa akrilamida merupakan molekul yang sangat polar dan
berukuran kecil yang dapat dianalisis menggunakan Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi (KCKT). KCKT dapat mengidentifikasi adanya akrilamida dan mengukur
jumlah kadar dalam sampel (Arum, 2017) dengan penggunaan detector UV
yang memiliki validitas dan sensitivitas yang baik (Prabowo et al., 2012) dan
dapat dilakukan secara cepat dengan cara kerja yang sederhana (Gunarti et al.,
2016). Dalam penelitian yang dilakukan sebelumnya diperoleh kadar akrilamida
pada produk keripik adalah 3,82 - 4,021 mg/kg sampel (Gunarti et al., 2016).
Hasil analisis kandungan akrilamida pada cimol menunjukkan kandungan
akrilamida berkisar 4,5 - 12,9 mg/kg sampel [22].

Berdasar uraian diatas dan maraknya berbagai jenis naget yang beredar
serta dikonsumsi oleh masyarakat maka penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui kadar akrilamida yang terbentuk pada naget ayam menggunakan

Kromatografi CairKinerja Tinggi (KCKT) dengan variasi metode pengolahan.

METODE PENELITIAN
ALAT DAN BAHAN
Alat yang digunakan digunakan dalam penelitian ini adalah

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) (Shimadzu Lc-20AT), neraca analitik
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(OHAUS), pengadukultrasonik (memmert), shaker (DAIHAN Scientific WiseMix),
centrifuge (PLC SERIES), penangas air (heater IKA C-MAG HS 7), labu takar,
erlenmeyer, pipet volume, pipet tetes, batang pengaduk, beaker glass, tabung
reaksi, kertas saring whatman, corong kaca, blender (PHILIPS) oven dan
penggorengan.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah naget ayam merk x,
minyak goreng merk x, standar baku akrilamida pro analisis (Sigma Life Science),
aquadest pro analisis, asetonitril pro analisis (Merck KGaA), diklorometan pro
analisis (CV. GM Medica), etanol pro analisis (CV. GM Medica), asam fosfat pro
analisis (CV. GM Medica) dan kertas saring.

CARA KERJA
Pembuatan Fase Gerak

Asetonitril dipipet sebanyak 50 mL dimasukkan kedalam labu ukur 1.000
mL dan aquabidest ad sampai tandab batas. Asam fosfat 85% sebanyak 0,2 mL
kemudian ditambahkan dan dikocok hingga homogen lalu disaring, selanjutnya
dilakukan penghilangan gas (degassing) dengan menggunakakan ultrasonik.

Pembuatan Larutan Standar Baku Akrilamida 100 ppm.

Standar akrilamida ditimbang sebanyak 5,0 mg dimasukkan kedalam labu
ukur 50,0 mL dan dilarutkan dengan fase gerak (asetonitril : aquabidest) sampai
tanda batas, campuran tersebut kemudian dikocok hingga homogen. Langkah
selanjutnya dibuat larutan seri akrilamida dengan konsentrasi 2; 4; 6; 8 dan 10 ppm.

Pembuatan Larutan Akrilamida Seri Konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm,
dan 10 ppm.

Larutan induk Akrilamida 100 ppm dipipet dengan pipet volume masing
- masing 0,2mL, 0,4 mL, 0,6 mL, 0,8 mL, dan 1 mL, kemudian masukkan kedalam
labu ukur 10 mL yang berbeda. Masing - masing labu ukur kemudian di
tambahkan fase gerak sampai tanda batas sehingga diperoleh larutan seri
pengenceran dengan konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, dan 10 ppm.

Larutan seri konsentrasi yang sudah dibuat kemudian disuntikkan ke dalam
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kolom terpilih dan selanjutnya digunakan untuk pengujian linieritas (Butue et al.,
2019).
Preparasi Sampel
Pengolahan naget ayam dengan merk x dengan penggorengan dilakukan
dengan menggoreng naget ayam kurang lebih sebanyak lebih 50 g kemudian
digoreng dengan minyak sampai berwarna kuning kecoklatan dengan suhu
220°C. Sedangkan metode pengovenan, naget ayam kurang lebih sebanyak 50 g
kemudian diletakkan dalam nampan dan dipanggang menggunakan oven
dengan suhu 200°C selama 15 menit (Nugraha & Iswoyo, 2019). Setelah dingin
naget diblender kemudian dilakukan penimbangan sebanyak masing - masing 5
gram.
Linieritas
Linearitas ditetapkan dengan menggunakan minimal 5 konsentrasi
(Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2020) dan ditentukan dengan
koefisien korelasi (r) (Kembaren & Harahap, 2014) serta memenuhi syarat
koefisien korelasi = 0,9990 (Harmita et al.,, 2019). Linieritas diperoleh dari
pembuatan kurva standar antara konsentrasi terhadap luas area. Linearitas
diperoleh dengan menggambar kurva standar antara konsentrasi dan luas. Di
sini, sumbu x adalah konsentrasi larutan standar dan sumbu y adalah luasnya.

Carilah persamaan regresi kurva tersebut sehingga diperoleh persamaan berikut:

Presisi
Untuk uji keterulangan (uji ketelitian/presisi), 20 pL larutan dengan
rentang konsentrasi 4 ppm diinjeksikan ke dalam kolom terpilih dan diulang
sebanyak 6 kali, dicatat luasnya dan dihitung simpangan baku relatif (Iswandi,

2018).

SD = [EEEE e (2)
RSD =22 X100 %...ovoccrencianen (3)
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Akurasi
Uji akurasi dilakukan dengan cara menyuntikkan larutan akrilamida seri

konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, dan 6 ppm sebanyak 20 pL ke dalam kolom terpilih
dengan pengulangan sebanyak 3 kali (Iswandi, 2018). Akurasi dinyatakan dalam

persen perolehan kembali atau % recovery (Harmita et al., 2019).

LOD dan LOQ
Batas deteksi dan batas kuantitasi dihitung melalui persamaan regresi

linierdari kurva kalibrasi yang dihasilkan.

LOD =225 s (4)
LOQ =25 (5)
Penetapan Kadar Sampel

Sampel naget ayam yang digoreng dan dipanggang dalam oven
dihaluskan dengan blender. Selanjutnya timbang 5 g dan larutkan dalam 20 mL
diklorometana, tambahkan 3 mL etanol dan kocok dengan kecepatan tinggi (250
rpm selama 1 jam) menggunakan shaker. Larutan sampel dicuci dua kali dengan 3
mL diklorometana dan disaring. Filtrat yang disaring ditambahkan ke fase gerak,
hingga 50 mL. Diklorometana dan etanol diuapkan diatas penangas air bersuhu
70°C, disetrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 30 menit dan disaring
dengan kertas saring Whatman. Kemudian, 20 pL filtrat sampel diaplikasikan
pada kolom HPLC dan dicatat luasnya. Percobaan diulang tiga kali. Kadar
akrilamida dihitung dengan menggunakan persamaan regresi yang diperoleh
dari kurva kalibrasi.

c [%}xi‘b {mL)

Kadar Akrilamida = x100% ....... (6)

Bzimg)

Keterangan =
C =Kadar akrilamida dalam sampel yang dihitung dari kurva baku (E)

Fb = Faktor pembuatan larutan sampel (mL)
Bs = Berat sampel (mg)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Linieritas

195



MEDFARM: Jurnal Farmasi dan Kesehatan, Vol. 12, No. 2, 2023, Hal, 190-201
e-ISSN : 2715-9957
p-ISSN: 2354-8487

Uji linieritas pada penelitian diperoleh persamaan regresi linier y=
311921x+127753 dengan koefisien korelasi (r) = 0,99947. Hal ini menunjukkan
bahwa kurva kalibrasi baku akrilamida dengan waktu retensi menit ke 9 dengan

memiliki linieritas yang baik karena memenubhi syarat koefisien korelasi > 0,9990

(Harmita et al., 2019).

Kurva Kalibrasi
3500000 ® 3265396 y=311921x + 127753
y= X +
3000000 R = 099947
© 2500000 ® 2600524 ’
< 2000000 ® 1972379
(%]
§ 1500000 ® 1423293 ® Juasarea
1000000 ®-732802" -ttt Linear (luas area)
500000
0
0 5 10 15
Konsentrasi (ppm)

Gambar 1. Kurva kalibrasi akrilamida

Presisi

Hasil pengukuran menunjukkan nilai RSD sebesar 1,36% menunjukkan
bahwa metode yang digunakan cukup presisi untuk mengukur kadar akrilamida
dengan nilai RSD < 2% (Kementrian Kesehatan Republik Indonesia, 2020)
sehingga ketelitian alat dapat dihitung dengan nilai perolehan sebesar 98,64 %.

Tabel 1. Perhitungan Presisi

Konsentrasi 4 ppm Luas Area X X-X (xx)2
Replikasi ke- (y)
1 1486810 4,357055 -0,08744 0,007645
2 1536079 4,515009 0,070516 0,004972
3 1519112 4,460613 0,016121 0,00026
4 1532644 4,503996 0,059503 0,003541
5 1503665 4,411091 -0,0334 0,001116
6 1506192 4,419193 -0,0253 0,00064
x 4,444493
2(xx)2 0,018174
SD 0,06029
RSD 1,36 %
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Akurasi
Berdasarkan nilai perolehan kembali diketahui nilai akurasi memenuhi
persyaratan rentang antara 80%-110% (Iswandi, 2018) dari konsentrasi uji yaitu
sebesar 97,29%. Ekstraksi akrilamida menggunakan diklorometana dengan
penambahan etanol dapat meningkatkan kelarutan akrilamida (Gunarti et al.,
2016). Hal ini juga dibuktikan oleh penelitian yang lain dengan nilai perolehan
kembali sebesar 97% (Harahap, 2006).

Tabel 2. Persen Recovery

No Replikasi Luas Area(y) Kadar Teoritis Kadar Terukur % Recovery(x) -

(ppm) (ppm) (%) (%)

1 717.986 2 1,8923 94,61
2 778.352 2 2,0858 104,29 99,85
3 755.606 2 2,0129 100,64
1 1.312.484 4 3,7982 94,95
2 1.297.553 4 3,7503 93,76 94,28
3 1.301.987 4 3,7645 94,11
1 1.872.552 6 5,5937 93,23
2 1.920.322 6 5,7469 95,78 97,75
3 2.078.914 6 6,2553 104,26

97,29

LOD dan LOQ

Berdasarkan persamaan regresi linier yang diperoleh data konsentrasi
akrilamida terendah yang dapat diukur dengan metode KCKT sebesar 0,3933 ppm
dan konsentrasi terendah akrilamida yang dapat ditentukan oleh metode ini dengan

ketelitian dan ketepatan yang baik sebesar 1,1918 ppm.

Penetapan Kadar

Hasil penetapan kadar naget ayam menggunakan metode penggorengan
dan pengovenan secara KCKT secara deskriptif menunjukkan kadar akrilamida
yang kadar akrilamida yang terbentuk pada proses pengolahan dengan digoreng
lebih tinggi dibandingkan dengan dioven. Hal ini sejalan dengan penelitian
sebelumnya yang menyebutkan bahwa kadar akrilamida akan menurun jika
dipanaskan di suhu 180 °C (Ayub et al., 2022). Penelitian lainnya menyebutkan
bahwa pembentukan akrilamida saat penyangraian kopi terjadi pada suhu di 170°C,
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tetapi mengalami penurunan setelah suhu 180°C (Fadri et al., 2019).

Tabel 3. Penetapan Kadar Akrilamida

. . Rata -Rata Rata - Rata

Sampel Replikasi LuasArea Kadar(ppm Kadar(g/k

p p (PPM) " oom) (8/kg) (2/kg)
1 391595 0,8459 8,4584 x 10_,5
Oven 2 375304 0,7936 0,8067 7,9338 x 10‘? 8,0646 x 103

3 371272 0,7807 7,8016 x 10-3
1 582968 1,4594 1,4591 x 10-2

Goreng 2 586941 1,4721 1,3290 14719 x 104 {3788 5 10-2
3 456953 1,0554 1,0554 x 10-2 ’

Proses pengolahan naget ayam dengan metode penggorengan dilakukan
secara deep frying yaitu menggoreng dengan cara seluruh bahan yang digoreng
dapat terendam dalam minyak (Suastuti, 2009). Metode ini menggunakan suhu
penggorengan antara 170°C - 201°C (Silalahi & Tampubolon, 2002) dan titik didih
minyak pada suhu + 210°C (Wulandari, 2020). Pada makanan dengan kandungan
lemak tinggi, akrolein dan asam akrilat menyebabkan terbentuknya akrilamida
yang tinggi karena poses pengolahan dengan cara digoreng (Astawan et al.,
2014). Mekanisme pembentukan akrilamida dari akrolein terjadi pada minyak
karena pemananasan yang menyebabkan terjadinya oksidasi sehingga terbentuk
asam akrilat atau radikal akrilat (senyawa antara) yang dengan asam amino
(gugus amina) yang merupakan sumber nitrogen akan membentuk akrilamida
pada suhu yang tinggi dan pemanasan yang lama (Napitupulu, 2008).
Berdasarkan hal tersebut diperkirakan pembentukan akrilamida pada proses
pengolahan dengan metode menggoreng menunjukkan kadar yang lebih tinggi
karena penggunaan minyak goreng melalui mekanisme pembentukan dari

akrolein.
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Direct Oxidation

Acrolein Acrylic acid Acrylamide
H (8] H (o) H o
- | I H | I H | Il
N o N (+NH3) N
C=C—C—H —> C=C—C—OH —> C=C—C—NH,
1 4l ua’ ua’

From Amination

Acrolein Adduct Acrylamide
H l.|l (lf H l-|l (? H lr (If
N FNH, N | S
CaC— C—H Gy C=C—C—Nllz(.;)> D — C—NH;

' a’ H

Gambear 2. Mekanisme Pembentukan Akrilamida melalui akrolein (Lingnert et al., 2002)

SIMPULAN

Pertama, senyawa akrilamida dapat terbentuk pada proses pengolahan
nagetayam dengan metode penggorengan dan pengovenan.

Kedua, kadar senyawa akrilamida yang terbentuk pada proses
pengolahan naget ayam menggunakan metode oven pada 3 (replikasi) secara
berurutan 0,8459 ppm; 0,7936 ppm dan 0,7807 ppm. Sedangkan dengan metode
penggorengan diperoleh hasil sebesar 1,4591 ppm; 1,4721 ppm dan 1,0554. Secara
deskriptif kadar akrilamida yang terbentuk pada proses pengolahan naget ayam
dengan metode penggorengan lebih tinggi dibandingkan dengan metode
pengovenan.

Ketiga, kadar akrilamida pada naget ayam yang terbentuk pada proses
pengolahan dengan metode penggorengan dan pengovenan terdapat perbedaan

yang bermakna dengan nilai signifikasi 0,028.
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