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ANALISIS ZAT TAMBAHAN MAKANAN DALAM MINUMAN RINGAN
MENGGUNAKAN ETANOL-AIR SEBAGAI FASA
GERAK SECARA HPLC

Budhi Oktavia. Desy Kurniawati. Edi Nasra
Jurusan Kimia FMIPA UNP, Air Tawar, Padang 25131, Sumatera Barat, Indonesia
Email : budhi_okt@yahoo.com

ABSTRACT

A variety of soft drinks on the market trying to attract consumers with good
taste, attractive colors and gained strength after drinking their products. Manufacturers
add additional subsiances i meei il propuiions ui ceriain couieni in the drink and
also to increase durability. Some food additives are often added to soft drinks like
caffeine as an energy enhancer and saccharin as a flavor enhancer / sweetener. In this
research, determination of saccharin and caffeine levels in some soft drinks on the
market has been done. The maximum wavelength (A max) for caffeine and saccharin,
which is 273 nm and 272 nm respectively have been measured using UV-Vis
spectrophotometer. Eluent concentration was varied to obtain the separation of caffeine
and saccharin. The concentration of ethanol: water (50:50) gave the best separation
with a retention time (RT) 3.3 minutes for the caffeine and 6 minutes for saccharin.
Linear calibration curve for standard solutions was prepared and analyzed levels of
caffeine and saccharin in the best conditions, the eluent flow rate of ethanol: water
(50:50) 1 ml / min. column C18 ODS and A = 273 nm. This method has been used on
samples of soft drinks, caffeine and saccharin obtained in various concentrations, with
the highest concentration of caffeine 1210.0 ppm and the highest concentration of
saccharin 10023.1 ppm.

Key words: food additives, caffeine, saccharine, HPLC

PENDAHULUAN
Seiring dengan meningkatnya pertumbuhan industri makanan dan minuman di
Indonesia, telah terjadi peningkatan produksi minuman ringan yang beredar di
masyarakat. Pada minuman ringan sering ditambahkan suplemen / zat penambah
energi, pengawet dan pemanis buatan yang kadamya perlu diperhatikan, karena
apabila konsumsinya berlebihan dapat membahayakan kesehatan.
Ada beberapa zat tambahan makanan yang sering digunakan dalam minuman

ringan, seperti kafein, sakarin, aspartam, siklamat dan lainnya. Kafein merupakan
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senyawa hasil metabolisme sekunder golongan alkaloid. Kafein bekerja di dalam tubuh
dengan mengambil alih reseptor adenosin dalam sel saraf. Peranan utama kafein di
dalam tubuh adalah meningkatan kerja psikomotor sehingga tubuh tetap terjaga dan
memberikan efek fisiologis berupa peningkatan energi. Dalam dunia medis, kafein
yang banyak terkandung dalam minuman yang kita konsumsi hampir setiap hari ini

dikenal sebagai trimethylxantine dengan rumus kimia CgHoN4Os.

¥
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Gambar 1. Trimethylxantine atau kafein (www.wikipedia.org)

Kafein merupakan obat perangsang sistem pusat saraf pada manusia dan dapat
mengusir rasa kantuk secara sementara. Minuman yang mengandung kafein, seperti
kopi, teh, dan minuman ringan, sangat digemari. Kafein merupakan zat psikoaktif yang
paling banyak dikonsumsi di dunia. Tidak seperti zat psikoaktif lainnya, kafein legal
dan tidak diatur oleh hukum di hampir seluruh yuridiksi dunia.

Selain kafein, sakarin juga merupakan zat kimia yang banyak digunakan dalam
industri makanan dan minuman. Sakarin adalah zat pemanis buatan dari garam natrium
dari asam sakarin berbentuk bubuk kristal putih, tidak berbau dan sangat manis.
Pemanis buatan ini mempunyai tingkat kemanisan 550 kali gula biasa. Oleh karena itu

sangat populer dipakai sebagai bahan pengganti gula.

O
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Gambar 2. Benzoic sulfimide atan sakarin ( www.wikipedia.org)

Penggunaan sakarin dan kafein dalam industri makanan dan minuman ini saat
ini sangat mungkin digunakan karena kemudahan dalam mendapatkan dan
keunggulannya seperti sakarin dibandingkan pemanis biasa. Namun penggunaan yang
berlebihan dalam kehidupan sehari-hari ataupun dosis yang tinggi dalam minuman
dapat menyebabkan efek buruk pada manusia. Untuk itu perlu dilakukan penelitian,
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berapakah kadar sakarin dan kafein dalam minuman softdrink vang dijual secara bebas
di Indonesia dengan menggunakan alat HPLC.

Organisasi Pangan Dunia (WHO) telah menetapkan batas-batas yang disebut
ADI werte (kebutuhan per orang tiap harinya), yaitu sejumlah yang dapat dikonsumsi
tanpa menimbulkan resiko. Nilai ini untuk orang dewasa tidak terlalu banyak berarti,
letapi bagi anak-anak relatif menimbulkan kepekaan yang besar. Untuk sakarin batas
tersebut adalah 5 mg per kg berat badan, adapun untuk siklamat 11 mg per kg berat
badan, artinya jika 1 tablet mengandung 16,5 mg sakarin atau 70 mg siklamat, maka
untuk seorang yang berberat badan 70 kg jumlah yang disarankan untuk
dikonsumsinya per han tidak lebih dari 21 tablet sakarin atau 11 tablet siklamat.

Sakarin adalah pemanis buatan yang memiliki struktur dasar sulfinida benzoat.
Rarcna strukturnya berbeda dengan karbohidrat, sakarin tidak menghasiikan kalori,
Sakarin jauh lebih manis dibanding sukrosa, dengan perbandingan rasa manis kira-kira
400 kali lipat sukrosa. Namun sayangnya dalam konsentrasi sedang sampai tinggi
bersifat meninggalkan aftertaste pahit atau rasa logam. Untuk menghilangkan rasa ini
sakarin dapat dicampurkan dengan siklamat dalam perbandingan 1:10 untuk siklamat.

Penelitian oleh Weihrauch & Diehl (2004) menunjukkan bahwa konsumsi
kombinasi pemanis buatan dalam jumlah besar (>1.6 gram/hari) meningkatkan risiko
kanker empedu sebanyak hanya 1.3 kali lipat pada manusia. Namun pemanis manakah
yang menimbulkan efek ini tidak diketahui. Setelah beberapa tahun meneliti, sebagian
besar ahli akhirnya menyimpulkan bahwa sakarin tidak bersifat karsinogenik pada
manusia.

Kromatograli adalah saiah satu (ekmk dalam Kimia anahiuk yang berkembang
dengan sangat cepat dan modern. Metoda ini dapat digunakan secara luas dalam
idenuiikasi dan penenwan Konsenirasi SCHYAWA-SCHYaWd OFZamK Maupui aiorgank.

Penentuan kadar sakarin dan kafein menggunakan kromatografi merupakan
salah satu cara yang cepat dan akurat dalam penentuan zat-zat aditif dalam makanan
dan minuman. J.W. Weyland, dkk (1982), memisahkan sakarin, kafein dan asam
benzoat dengan HPLC menggunakan program non-linear, Qing-Chuan Chen, dkk

(2001) menentukan beberapa zat pemanis buatan secara simultan dengan ion
kromatografi, Hayun, dkk (2004), menentukan kandungan sakarin dan beberapa zat

aditif lainnya dalam minuman ringan bersoda menggunakan HPLC dengan fasa gerak
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asetronitril pada pH 4. C.M. Lino. dkk menentukan kadar kafein dan beberapa zat
aditif dalam soft drink secara HPLC dengan fasa gerak KH,POs 0.02 M/ACN
(90:10)/asam fosfat pada pH 4.2.

Dari semua penelitian di atas telah dapat menentukan kadar sakarin dan kafein
dengan baik, sekarang ini dicoba menggunakan fasa gerak dari metanol dan air untuk
lebih menekan biaya analisis, terutama bila digunakan untuk analisis rutin. Sehingga
tujuan penelitian adalah (1) mencari kondisi optimum penentuan kadar sakarin dan
kafein secara HPLC; (2) menentukan kadar sakarin dan kafein pada beberapa
minuman soft drink yang dijual bebas.

METODE
1. Alat dan Bahan
Alat-alat yang digunakan adalah HPLC, Spektrofotometer UV-Vis, peralatan
gelas, oven, kertas saring, neraca analitik, botol reagen, labu ukur, erlenmeyer, botol
semprot, batang pengaduk, pipet tetes. Bahan yang digunakan adalah kafein standar,
sakarin standar, etanol, aquadest.
2. Prosedur penelitian
Langkah-langkah utama penelitian adalah sebagai berikut: (a) Sampling
minuman; (b) Penetapan panjang gelombang pengukuran ; (c¢) Mencari kondisi
optimum untuk analisis sakarin dan kafein; (d) Penentuan kadar sakarin dan kafein
secara HPLC.
a. Sampling minuman
Proses sampiing munuiian rngan diakukan Derdasarkan ISR yang oeredar
dipasaran (supermarket di daerah kota Padang). 10 merek minuman ringan
akan dipilih untuk digunakan sebagai sampel dalam penelitian ini, diantaranya,
minuman bersoda, teh botol dan minuman suplemen. Pemilihan sampel
berdasarkan atas informasi kandungan bahan-bahan yang ditambahkan ke
dalam sampel tersebut.

b. Penetapan panjang gelombang pengukuran
1) Pembuatan larutan baku 50 ppm
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Dibuat larutan standar dari masing-masing bahan baku pembanding dengan
kadar 50 ppm untuk sakarin dan kafein menggunakan pelarut aquadest yang
sudah disaring.
2) Penetapan panjang gelombang pengukuran

Masing-masing larutan bahan baku pembanding tersebut diukur serapannya
pada panjang gelombang 240-450 nm menggunakan spektrofotometer, lalu
dibuat kurva serapannya. Kemudian ditentukan panjang gelombang untuk
analisis.

. Penentuan kondisi optimum untuk penentuan sakarin dan kafein secara HPLC
Larutan campuran bahan baku pembanding sakarin dan kafein di daiam pelarui
aquades, disuntikan sebanyak 20 pl ke dalam kolom menggunakan fase gerak
Campuran elanoi dan . Dipiis Komposist lasa gerak yang memberikan
pemisahan terbaik berdasarkan waktu retensi (tg).

d. Fencniudn Rada saka i dai Raicin sevara ArLC
Kondisi terpilih kemudian digunakan pada analisis sampel.

3. Teknik Analisis Data
Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah data kualitatif dan

kuantitatif. Data kualitatif ditentukan berdasarkan waktu retensinya sedangkan data
kuantitatif diperoleh dengan melihat luas daerah dari sakarin dan kafein pada
kromatogram HPLC, kemudian ditentukan kadarnya dengan menggunakan kurva
linear dari larutan standar.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Sampling minuman (soft drink)

Telah dilakukan sampling terhadap 10 jenis merk minuman ringan yang dijual
secara bebas dan telah dikonsumsi oleh masyarakat. Minuman tersebut dapat dibagi
atas 3 kelompok, yaitu minuman berkarbonasi, minuman suplemen dan minuman teh
dalam kemasan. Untuk kerahasiaan data, maka merk minuman tersebut telah
disamarkan dan diganti dengan kode secara alphabet, yaitu A, B, C, D, E, F, G, H, I,
dan J.

Dalam penentuan kafein dan sakarin, analisis kualitatif dilakukan berdasarkan
waktu retensi dan analisis kuantitatif berdasarkan luas puncak. Untuk kemudahan
dalam analisis, beberapa sampel minuman telah diencerkan hingga 10 kali.

2. Penetapan panjang gelombang pengukuran

Panjang gelombang pengukuran untuk pengukuran kadar sakarin dan kafein
dilakukan terlebih dahulu menggunakan alat Spektrofotometri UV-Vis. Hasil yang
didapatkan adalah panjang gelombang maksimum ( A max) untuk kafein adalah 273
nm dan untuk sakarin adalah 272 nm. Pada pengukuran dengan HPLC digunakan

panjang gelombang 273 nm untuk kedua sampel tersebut.
Overlald Sample Spectra

# Name Abs<273nm> 4 Rame . Abe<273nm>

1 Sppm kafein 0.26162 2 SOppm kafein T 2.29600

Gambar 3. Spektrum UV-Vis Kafein
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Qverlaid Sample Spectra
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Sample/Result Table
9 Name o Y s === Seac T 0Ass
1 Sppm sakarin 7.0928E-2 2 S0ppm  sakarin 0.33520

Gambar 4. Spektrum UV-Vis Sakarin
3. Penentuan kondisi optimum untuk penentuan sakarin dan kafein secara
HPLC
a. Dari variasi eluen yang digunakan, didapatkan kondisi optimum fasa gerak
untuk penentuan kafein adalah etanol : air (50:50). Hasil yang diperoleh dapat
dilihat pada kromatogram berikut ini ;

= el S — . -
A If 8 .
2
o ot g . .
__.Vvu - , - g -~
=1

Gambar 5. Variasi konsentrasi eluen terhadap waktu retensi.

Laju alir 1 ml/menit, A = 273 nm, kolom ODS C18
A - Kafain R - Sakarin Fluen - | - atanal-air (20-R0) 2 -

etanol:air (50:50), 3 ; etanol:air (70:30)

Berdasarkan kromatogram pada Gambar 5 di atas terlihat bahwa pemisahan
yang terbaik antara kafein dan sakarin diperoleh pada variasi konsentrasi eluen
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etanol : air adalah 50 : 50. Kafein memberikan waktu retensi pada 3.3 menit.
sedangkan sakarin memberikan waktu retensi 6 menit.
b. Larutan Standar Kafein

Berdasarkan kondisi optimum yang diperoleh untuk variasi eluen dilakukan
pengukuran larutan standar kafein pada konsentrasi 25, 50, 75, 100 dan 125
ppm seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Variasi konscntrasn kd.fem terhadap luas puncak.
I.AJII a1 ununu»uu, o — O FTTTTA AUIIET GO \.Lu. iuci
etanol:air (50:50)
N Konsentrasi | Tinggi Puncak | Lebar Puncak Luas Puncaﬂ
o Camamana s Fon ATTY Fovrmmath "~ \l’ -------
oroaris; (e ALD fencnis ) )
1 25 305.6 0.313 QS 6‘528
7. S0 436,37 0,335 146,1605
| 3. i | 700,8 | U,330 | 233,044
4 100 979.4 0,359 351,6046
5 125 1192.8 0.345 411.516

Selanjutnya dilakukan perhitungan untuk mendapatkan kurva linier dan
persamaan regresi linier seperti pada kurva di bawah ini :

Kurva Standar Kafein

asy

o

250

300
=
£ e
H
2 200
& /

150 575

e
50
o
[ Py &0 &0 20 100 120 140

Konsentras Kalen (ppm)

Gambar 6. Kurva standar kafein.

Laju alir 1 ml/menit. A = 273 nm. kolom ODS Ci8. Eluen
etanol:air (50:50)

¢. Larutan Standar Sakarin

Berdasarkan kondisi optimum yang diperoleh untuk variasi eluen dilakukan

pengukuran larutan standar sakarin pada konsentrasi 50, 100, 150 dan 200 ppm
seperti pada Tabel 2.
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Tabel 2. Variasi konsentrasi sakarin terhadap luas puncak.

Laju alir 1 ml/menit, A = 273 nm, kolom ODS C18, Eluen
etanol:air (50:50)

F o= I O I Tineei T Lebar | Luac !
No ;‘”“n:')‘“““" Puncak Puncak Puncak
PP (mAU) (menit) (mAUxmnt)
i 50 173 0,939 162447 |
3 100 189 | 1843 34,8327 |
3 150 27,5 1,53 42,075
4 ann *r% g It 1] £7 154
LA 200 t 27,3 F 338 63,156 |

Selanjutnya dilakukan perhitungan untuk mendapatkan kurva linier dan persamaan
regresi linier seperti pada kurva di bawah ini :

Kurva Standar Sakarin

y = 0.206x + 2,0831
0 L -awy

Konsentrasi Sakarin (ppm)

Gambar 7. Kurva standar sakarin.
Laju alir | ml/menit, A = 273 nm, kolom ODS C18, Eluen

clanvi.au (30.50)
4. Penentuan kadar sakarin dan kafein secara HPLC

Telah dilakukan penentuan kadar kafein dan sakarin berdasarkan kendisi
optimum pengukuran larutan standar. Pada Gambar 8 berikut ini adalah dua
kromatogram dari sampel dan larutan standar yang telah dianalisis dengan
menggunakan HPLC. Dapat dilihat pada gambar, nomor 1 adalah larutan standar
kafein-sakarin, nomor 2 adalah sampel dengan kode J dimana puncak dari kafein tidak
ada yang berarti bahwa sampel minuman tersebut tidak mengandung kafein, sedangkan
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puncak dari sakarin ada yang menunjukkan bahwa minuman tersebut mengandung
sakarin. Nomor 3 adalah sampel dengan kode D, dapat dilihat bahwa minuman
mengandung kafein dan sakarin.

— = £
—_— — - g
2
3

I :
= l.ua...h.ﬂ.f o

. | ~
s |

|
, l
T P | e oo

'l ] . . . ' . . -
—

Kiomatogram sampei dan iaiutan standar kafein-sakain.

Laju alir 1 ml/menit, A = 273 nm, kolom ODS C18, Eluen
etanol:air (50:50),

A . r\u{cxu, i ’ Su:u.u;u, : q staiiai ;u.z{x.;ix S8 P sanaiiii 100

ppm, 2 : Sampel Kode J, 3 : Sampel Kode D

L amats . 2
Udiliodl o.

Berdasarkan kurva regresi linear vang diperoleh. maka kadar kafein dan sakarin
dapat dihitung seperti dalam Tabel 3.

Tabel 3. Konsentrasi kafein dan sakarin dari masing-masing sampel.
Laju alir 1 mi/memt, A = 273 nm, koiom ODS C18, Eiuen
etanol:air (50:50)

o ! | Konsentrasi Kafoin | Konsentrasi Sakarin |

No Samipel (ppm) (ppm)

1 8 A 356,0 102,9

2 B 24

3, -l - 10023.1

4. D 2129 89.6

5. E 40,1 ¥ 251,3 -

6. F 1210,0 465,7

7 G 115.3 1249.2

8. i 68,9 1,7 e

9. I - 531,6 —

RE = 6493 '
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Dari Tabel 3 di atas dapat dilihat bahwa 10 sampel minuman ringan yang
beredar di Kota Padang mengandung kafein dan sakarin dalam berbagai konsentrasi.
Minuman dengan Kode F mempunyai konsentrasi kafein tertinggi yaitu 1210,0 ppm
dan minuman dengan Kode C mempunyai konsentrasi sakarin tertinggi yaitu 10023, 1

PENUTUP

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Kafein dan sakarin menyerap pada panjang gelombang maksimum 273 nm dan 272
nm berturut-turut. Analisis dengan menggunakan HPLC dilakukan pada panjang
gelombang 273 nm, laju alir | ml/menit, fasa gerak etanol:air (50:50), kolom ODS
Cl8.

2. Pada minuman ringan terdapat kafein dan sakarin dengan berbagai konsentrasi,
dengan konsentrasi tertinggi kafein 1210,0 ppm pada minuman ringan dengan kode
F dan konsentrasi tertinggi sakarin 10023,1 ppm pada minuman ringan dengan
kode C .

3. Kandungan kaiein pada nunuman nngan kode Fiersebul masih memenuhi batas
dosis penggunaan yang diizinkan yaitu 100-200 mg jika tidak meminumnya lebih
dart ZUG aidhart,

4. Kandungan sakarin pada sampel dengan kode C (elah melebihi dosis yang
diizinkan, yaitu 5 mg/kg berat badan jika dianggap minuman tersebut diminum 100
ml/hari.

Dari penelitian vang telah dilakukan dapat disarankan sebagai berikut :

1. Dapat dilakukan penentuan kafein dari makanan ringan yang beredar di pasaran.

2. Puncak sakarin pada kromatogram belum dalam bentuk yang ideal, dapat
dilakukan penentuan kadar sakarin dengan menggunakan eluen yang lain.

DAFTAR PUSTAKA
C.M. Lino, A. Pena, (2010), Occurrence of caffeine, saccharin, benzoic acid and
sorbic acid in soft drinks and nectars in Portugal and subsequent exposure
assessment, Food Chemistry, Volume 121, Issue 2, 503-508.




Havun, Yahdiana H.. Citra N.A.. (2004), Penetapan kadar sakarin. asam benzoate.
asam sorbet. kofeina dan aspartame di dalam beberapa minuman ringan
bersoda secara kromatografi cair kinerja tinggi., Majalah Ilmu Kefarmasian,
Vol 1, No 3, 148-159.

J.W. Weyland, H. Rolink, D.A. Doomnbos, (1982), Reversed-phase high-performance
liquid chromatographic separation of saccharin, caffeine and benzoic acid using
non-linear programming, Journal of Chromatography A, Volume 247, lssue 2,
1 October 1982, 221-229.

Qing-Chuan Chen, Jing Wang, (2001), Simultaneous determination of artificial
sweeteners, preservauves, caffeine, theobromine and theophyiiine m food and
pharmaceutical  preparations by ion chromatography, Journal of
Chromarograpiy A, Volume 937, issues i-2, 57-04.

Weiss, J., (1995), lon Chromatography, 2 ed., Weinheim, VCH. www.wikipedia.org.

569




