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MAKANAN RINGAN SECARA KROMATOGRAFI  

CAIR KINERJA TINGGI (KCKT) 

 

 

 

Oleh 

 

TIARA RAMADHANI 

 

 

 

Telah dilakukan penelitian mengenai validasi metode pengujian aspartam dalam 

sampel makanan ringan menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi 

(KCKT). Metode KCKT digunakan dalam analisis karena memiliki keakuratan 

yang tinggi, efektif, efesien, serta mudah dalam pengoperasian. Penelitian ini 

bertujuan untuk melakukan validasi metode pada senyawa aspartam yang 

terkandung dalam sampel makanan ringan dengan jenis pilus menggunakan 

KCKT. Sumber acuan metode yang digunakan adalah British Standard DD 

CEN/TS 15606:2009 dan British Standard EN 1378:1997. Parameter validasi 

metode yang dilakukan pada penelitian ini adalah linearitas, presisi, akurasi, 

rentang, batas deteksi (LoD) dan batas kuantifikasi (LoQ). Validasi metode 

menunjukan bahwa parameter linearitas yang diperoleh dari penelitian ini 

menghasilkan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,9995 dengan rentang 0,05-5,0 

mg/L, presisi dengan %RSD sebesar 1,55%, nilai perolehan kembali (%recovery) 

memiliki rentang 89,11-96,73%, serta batas deteksi (LoD) dan batas kuantifikasi 

(LoQ) memperoleh nilai sebesar 0,07 mg/L dan 0,09 mg/L. Pengukuran kadar 

aspartam dalam sampel makanan ringan (pilus) memperoleh rata-rata kadar 

sebesar 221,14 mg/kg, yang artinya kadar masih dalam batas asupan harian (ADI) 

yang ditetapkan oleh Standar Nasional Indonesia (SNI) yakni sebesar 40 mg/kg 

berat badan. Hasil validasi metode yang dilakukan menunjukan bahwa metode 

tersebut memberikan hasil yang baik sehingga dapat digunakan untuk analisis 

kadar aspartam secara rutin di laboratorium.  

 

Kata kunci: validasi metode, aspartam, KCKT 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

METHOD VALIDATION FOR DETERMINATION OF ASPARTAME  

IN SNACK FOOD USING HIGH-PERFOMANCE LIQUID 

CHROMATOGRAPHY (HPLC) 

 

 

 

By 

 

TIARA RAMADHANI 

 

 

 

The method validation for determination of the aspartame in snack food has been 

carried out using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). The 

advantages of the HPLC method are high accuracy, effectiveness, efficiency, and 

ease of operation. This research aims to validate a method for analyzing aspartame 

in snack food samples using HPLC. The method's reference sources are British 

Standard DD CEN/TS 15606:2009 and British Standard EN 1378:1997. The 

method validation parameters in this study include linearity, precision, accuracy, 

range, limit of detection (LoD), and limit of quantification (LoQ). Method 

validation indicates that the linearity parameter obtained from this research yields 

a correlation coefficient (r) value of 0.9995 with a range of 0.05-5.0 mg/L, 

precision with %RSD of 1.55%, recovery values ranging from 89.11% to 96.73%, 

and limit of detection (LoD) and limit of quantification (LoQ) values of 0.07 

mg/L and 0.09 mg/L, respectively. Measurement of aspartame levels in snack 

food samples (pillus) obtained an average level of 221.14 mg/kg, which means the 

levels are still within the Acceptable Daily Intake (ADI) set by Indonesian 

National Standard (SNI) of 40 mg/kg body weight. The results of the method 

validation conduct indicate that the method yields good results, and thus can be 

used for routine analysis of aspartame levels in the laboratory. 

 

Keywords: methods validation, aspartame, HPLC 
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I. PENDAHULUAN 

 
 
 

1.1 Latar Belakang 
 

Dalam era industri pangan yang terus berkembang, makanan ringan telah menjadi 

bagian tak terpisahkan dari kehidupan sehari-hari masyarakat. Konsumsinya 

melampaui sekadar memenuhi kebutuhan nutrisi, karena kini makanan ringan juga 

menjadi manifestasi dari keragaman rasa dan keinginan konsumen akan variasi 

produk. Dalam pengembangan makanan ringan ini, bahan tambahan pangan 

menjadi salah satu bahan yang kerap digunakan. Dalam peraturan BPOM Nomor 

11 tahun 2019 tentang Bahan Tambahan Pangan. Bahan Tambahan Pangan (BTP) 

merupakan bahan yang ditambahkan ke dalam pangan untuk mempengaruhi sifat 

atau bentuk pangan. Penggunaan Bahan Tambahan Pangan (BTP) berfungsi untuk 

meningkatkan atau mempertahankan nilai gizi dan kualitas daya simpan, membuat 

bahan pangan lebih mudah dihidangkan, serta mempermudah persiapan (Hadiana, 

2018). Salah satu kelompok Bahan Tambahan Pangan (BTP) yang kerap 

digunakan pada makanan maupun minuman adalah pemanis buatan (Gelbfish, 

2013). 

 

Pemanis buatan merupakan zat yang jauh lebih manis dibandingkan pemanis pada 

umumnya seperti sukrosa. Rasa manisnya berkisar sekitar 30 kali hingga beberapa 

ribu kali lipat dari sukrosa. Namun, pemanis buatan memberikan sedikit nilai 

kalori pada makanan dan tidak mempengaruhi kadar insulin atau glukosa. Maka 

dari itu, penggunaan pemanis buatan dalam industri makanan semakin meningkat 

dengan cepat dalam beberapa tahun terakhir, terutama pada produk diabetes 

(Kroger et al., 2006). Pemanis buatan memperoleh popularitas sebagai pemanis 

pengganti pada berbagai produk makanan dikarenakan konsumen cenderung 

mengontrol asupan gulanya. Pemanis buatan dapat membantu dalam pengelolaan 

berat badan dan menyediakan makanan dengan rasa manis bagi penderita diabetes 
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(Ramsurn et al., 2015). Salah satu contohnya terdapat pada pemanis buatan 

aspartam. Aspartam menjadi salah satu pengganti gula bagi penderita diabetes 

(Lebda et al., 2017). 

 

Aspartam (L-α-aspartyl-L-fenilalanin metil ester) merupakan pemanis buatan 

yang diperkenalkan untuk menggantikan sukrosa dan memiliki rasa 180 kali lebih 

manis dibandingkan gula pada umumnya. Aspartam dikenal dengan nama merek 

Equal dan NutraSweet. Setelah sakarin, aspartam merupakan pemanis buatan 

kedua yang paling banyak digunakan di dunia. Aspartam ditemukan lebih dari 

6000 jenis produk di seluruh dunia, diantaranya minuman ringan dan permen 

karet. Aspartam telah digunakan sebagai bahan tambahan makanan selama lebih 

dari tiga puluh tahun karena rasa manisnya yang kuat. Pada negara Amerika 

konsumsi aspartam diperkirakan sekitar 8000 ton per tahun (Gelbfish, 2013).  

 

Pengonsumsian aspartam dalam jumlah besar dapat memberikan efek negatif pada 

tubuh, dimana nantinya aspartam akan terurai di dalam tubuh menjadi fenilalanin, 

asam aspartat, dan metanol (Butchko, 2002). Hal ini turut dikatakan oleh Soffiriti 

dkk. (2006), penggunaan aspartam yang terus meningkat sebanding dengan 

meningkatnya kekhawatiran konsumen, khususnya mengenai keamanannya atas 

potensi efek karsinogenik jangka panjang. ADI (Acceptable Daily Intake) ialah 

jumlah maksimum asupan harian pemanis buatan yang dapat diterima oleh tubuh 

dalam miligram per kilogram berat badan agar mencegah efek merugikan 

terhadap kesehatan (SNI, 2004). Pada aspartam batas asupan harian (ADI) 

berdasarkan Standar Nasional Indonesia (SNI) 01-6993-2004 pada makanan siap 

santap adalah 40 mg/kg berat badan. 

 

Penggunaan aspartam banyak digunakan dalam beberapa brand makanan maupun 

minuman. Salah satunya adalah makanan ringan. Adanya analisis kadar aspartam 

dalam makanan dan minuman tersebut perlu untuk diperhatikan. Sampai saat ini 

beberapa metode yang digunakan untuk menganalisis aspartam yaitu metode 

voltametri, spektrofotometri uv-vis, dan FTIR (spektrofotometri infrared), akan 

tetapi metode tersebut memerlukan proses preparasi sampelnya cukup panjang 

dengan penambahan beberapa reagen dan kurang sensitif (Herzog et al., 2008).  
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Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan teknik pemisahan yang 

diterima secara luas untuk analisis dan pemurnian senyawa tertentu dalam suatu 

sampel pada sejumlah bidang (Dzulfiqar dkk., 2019). Metode KCKT dinilai 

efisien dalam menentukan kadar suatu senyawa. KCKT memiliki sensitivitas dan 

selektivitas tinggi, kolom yang stabil, serta mudah memperoleh kembali cuplikan 

(Johnson dan Stevenson, 1998). Beberapa penelitian terhadap analisis kadar 

aspartam menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) sudah banyak 

dilakukan seperti (Cantarelli dkk., 2009), (Rahmah dkk., 2012), dan (Dali dkk., 

2013). Pada beberapa penelitian terdapat perbedaan fasa gerak, laju alir, maupun 

volume injeksi. Pada (Ramsurn et al., 2015), fasa gerak yang digunakan adalah 

kombinasi metanol dengan larutan buffer (0,681 g natrium asetat dan 3 mL asam 

asetat) dengan rasio 1:3. Laju alir yang digunakannya 0,365 mL/min. Sedangkan 

pada (Rahmah dkk., 2012) digunakan fase gerak berupa metanol dan buffer fosfat 

dengan rasio 80:20. 

 

Pada penelitian ini, metode yang digunakan mengacu pada British Standard 

Institution (BSI) DD CEN/TS 15606:2009 dan BS EN 1378:1997 mengenai 

penentuan kadar aspartam pada pemanis buatan. Pada kedua metode ini dilakukan 

penggabungan metode sehingga dilakukan modifikasi saat pengujiannya. Pada 

metode ini digunakan fasa gerak larutan KH2PO4 0,0125 mol/L dengan metanol 

rasio 70:30 dengan penambahan asam ortofosfat 0,85% agar mendapatkan fasa 

gerak pH 4,5. Dilakukan pula perubahan pada laju alir yang seharusnya 1,5 

mL/min menjadi 1,0 mL/min serta penggunaan panjang gelombang sebesar 217 

nm. Dengan dilakukannya beberapa perubahan prosedur analisis, diperlukannya 

validasi metode untuk memastikan metode yang digunakan akurat, spesifik, dan 

memberikan hasil atau data yang dapat dipercaya. Metode validasi dilakukan 

ketika suatu metode analisis dikembangkan atau dilakukan modifikasi dari metode 

resmi, dengan tujuan memperlihatkan bahwa metode yang bersangkutan dapat 

dipercaya dan dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah. Hal ini sesuai dengan 

sistem manajemen mutu standar Indonesia 17025 (SNI-17025) tahun 2017 yang 

mengharuskan laboratorium pengujian dalam menganalisis bahan menggunakan 

metode pengukuran yang valid. 
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Berdasarkan uraian di atas, maka pada penelitian ini akan dilakukan validasi 

metode pengujian aspartam dalam makanan ringan (pilus) yang beredar di 

masyarakat menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Variasi 

parameter validasi yang digunakan pada penelitian ini adalah linearitas, presisi, 

akurasi, rentang, batas deteksi (LoD), dan batas kuantifikasi (LoQ). 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 
 

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Melakukan validasi metode pengujian aspartam pada makanan ringan 

dengan jenis pilus menggunakan KCKT dengan variasi parameter presisi, 

akurasi, linearitas, rentang, batas deteksi (LoD), dan batas kuantifikasi 

(LoQ).  

2. Melakukan pengaplikasian metode pengujian aspartam pada sampel 

makanan ringan dengan jenis pilus menggunakan KCKT. 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

Adapun manfaaat dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi mengenai validasi metode pengujian aspartam 

menggunakan KCKT dengan sampel makanan ringan dengan jenis pilus. 

2. Memberikan informasi mengenai kadar aspartam dalam sampel makanan 

ringan dengan jenis pilus menggunakan KCKT. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 
 
 

2.1 Zat Pemanis 
 

Zat pemanis adalah suatu senyawa yang secara sengaja ditambahkan dan 

digunakan untuk meningkatkan cita rasa dan aroma, memperbaiki sifat-sifat fisik, 

sebagai pegawet, memperbaiki sifat-sifat kimia, dan sumber kalori bagi tubuh. 

Pemanis digunakan agar menambah cita rasa manis yang kuat pada bahan 

makanan. Adapun pemanis digolongkan menjadi dua, yaitu: pemanis buatan dan 

pemanis alami. Pemanis alami dapat ditemukan pada gula pasir, gula lontar, gula 

aren, gula kelapa, dan bit. Sedangkan pemanis buatan terbuat dari bahan pemanis 

sintetis yang digunakan untuk menambah cita rasa manis tanpa memilki nilai gizi 

(Wimpy dkk., 2020). 

 

 

2.1.1 Pemanis Alami 

 

Pemanis alami adalah pemanis yang dapat ditemukan dalam bahan alam meskipun 

prosesnya secara sintetik ataupun fermentasi. Adapun jenis dari pemanis alami 

dapat dilihat pada Tabel 1.  

 

Tabel 1. Jenis BTP Pemanis Alami 

No. Jenis BTP Pemanis Alami (Natural Sweetener) 

1. Sorbitol 

2. Manitol (Mannitol) 

3. Isomalt/Isomaltitol (Isomalt /Isomaltitol) 

4. Thaumatin (Thaumatin) 

5. Glikosida steviol (Steviol glycosides) 

6. Maltitol sirup (Maltitol syrup) 

7. Laktitol (Lactitol) 

8. Silitol (Xylitol) 

Sumber: SNI (2004) 
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2.1.2 Pemanis Buatan 

 

Pemanis buatan merupakan bahan tambahan pangan yang diproses secara kimiawi 

dan tidak terdapat di alam yang dapat menyebabkan rasa manis pada produk 

makanan serta tidak atau sedikit mempunyai nilai gizi atau kalori, hanya boleh 

ditambahkan ke dalam produk makanan dalam jumlah tertentu (Hadiana, 2018). 

Menurut BPOM pemanis buatan yang dizinkan untuk dikonsumsi dengan batasan 

tertentu yaitu asesulfam-K (acesulfame potassium), aspartam (aspartame), 

siklamat (cyclamates), sakarin (saccharins), sukralosa (sucralose/ trichloro 

galactosucrose), dan neotam (neotame) (BPOM, 2014). Penggunaan pemanis 

buatan perlu diwaspadai karena dalam jumlah berlebihan akan menimbulkan efek 

samping yang merugikan kesehatan, diantaranya sakit kepala, kehilangan daya 

ingat, bingung, insomnia, iritasi, asma, hipertensi, diare, sakit perut, alergi, dan 

gangguan seksual, kebotakan, dan kanker otak. Anak-anak menjadi salah satu 

yang paling rentan terhadap dampak negatif pemanis buatan. Pada anak-anak 

berpotensi merangsang keterbelakangan mental karena otak masih dalam tahap 

perkembangan dan terakumulasi pada jaringan saraf (Melinda dkk., 2021). 

Terdapat batasan atau jumlah maksimum asupan harian pemanis buatan yang 

dapat diterima oleh tubuh yang dikenal dengan ADI (Acceptable Daily Intake) 

yang dinyatakan dalam miligram per kilogram berat badan agar mencegah efek 

merugikan terhadap kesehatan (SNI, 2004). Batas penggunaan maksimum untuk 

pemanis buatan di bawah ADI tercantum dalam Tabel 2.  

 

Tabel 2. Batas penggunaan maksimum untuk pemanis buatan di bawah ADI 
 

Nama Pemanis Buatan ADI (Acceptable Daily Intake) 

Asesulfam-K  15 mg/kg berat badan 

Aspartam  40 mg/kg berat badan 

Siklamat  0-11 mg/kg berat badan 

Sakarin 5 mg/kg berat badan 

Sukralosa 0-15 mg/kg berat badan 

Neotam 0-2 mg/kg berat badan 

Sumber: SNI (2004). 
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2.2 Aspartam 
 

Aspartam merupakan pemanis yang diperkenalkan untuk menggantikan sukrosa 

dan memiliki rasa 180 kali lebih manis dibandingkan gula pada 

umumnya. Aspartam ditemukan oleh James M. Schlatter pada tahun 1965. Karena 

180 kali lebih manis dari sukrosa, asupannya diharapkan dapat mengurangi 

tingkat obesitas di negara berkembang dan membantu mereka yang berjuang 

melawan diabetes. Aspartam banyak digunakan sebagai pemanis untuk minuman 

ringan, gula-gula, dan obat-obatan (Silva and Santos, 1994).  Aspartam ditemukan 

dalam sekitar 6.000 produk makanan dan minuman yang dikonsumsi di seluruh 

dunia. Aspartam memiliki nilai kalori 4 kilokalori (17 kilojoule) per gram. 

Pemanis buatan ini memiliki kemampuan untuk memperpanjang dan 

mengintensifkan rasa, serta meningkatkan aroma makanan. Aspartam tidak 

digunakan dalam makanan yang mengalami perlakuan panas, pemasakan, 

sterilisasi dan lainnya karena akan terdegradasi saat dipanaskan dan kehilangan 

rasa manisnya (Milenkovska et al., 2022). 

 

Penggunaan aspartam tidak dilarang oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan 

(BPOM), namun harus sesuai aturan Acceptable Daily Intake (ADI). Batas 

pengunaan aspartam pada makanan adalah 40 mg/kg berat badan (Thohir dan 

Sabila, 2021). Penggunaan aspartam dalam produksi makanan terbatas karena 

ketidakstabilannya, meskipun stabil dalam bentuk padat, namun akan terdegradasi 

dalam larutan, terutama pada suhu tinggi atau nilai pH >6. Aspartam juga akan 

kehilangan rasa manisnya setelah bereaksi dengan beberapa perasa seperti 

aldehida atau keton. Oleh karena itu, terdapat peningkatan minat terhadap 

komposisi aspartam yang lebih terenkapsulasi. Struktur aspartam (gugus 

karboksilat dan amino) memungkinkannya mengikat logam, dan dapat mengkelat 

logam berat dari makanan, minuman, dan kemasan tempat produk tersebut 

disajikan dan disimpan. 
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2.2.1 Sifat Fisik dan Kimia Aspartam 

 

 

Gambar 1. Struktur Aspartam (C14H18N2O5) 

 
Aspartam terdiri dari dua asam amino (L-fenilalanin dan asam L-aspartat) 

sehingga mempunyai nama kimia L-Aspartyl-L-phenylalanine methyl ester. 

Memiliki rumus kimia C14H18N2O5, aspartam memiliki massa molekul 294,301 

g/mol dan titik lebur 246-247ºC. Aspartam yang berbentuk serbuk putih dan tak 

berbau ini sedikit larut dalam air dan alkohol serta tidak larut dalam heksana dan 

metilen klorida (Milenkovska et al., 2022). 

 
 

2.2.2 Pengaruh Aspartam bagi Kesehatan 

 

Telah dikemukakan bahwa pada manusia yang mengonsumsi aspartam dalam 

jumlah besar memungkinkan dapat terjadi perubahan fisiologis yang serius karena 

aspartam diduga menyebabkan gangguan saraf dan perilaku pada manusia. Hal ini 

menyebabkan reaksi neuropsikiatri seperti sakit kepala, kejang dan depresi. 

Penderita fenilketonuria, kelainan genetik di mana pasien tidak dapat mengubah 

fenilalanin menjadi tirosin, harus menghindari aspartam. Karena efek berbahaya 

aspartam pada pasien fenilketonuria, menurut persyaratan FDA, semua produk 

yang mengandung aspartam harus memiliki label yang menginformasikan 

keberadaan fenilalanin. Selain itu, label makanan yang mengandung aspartam 

harus menunjukkan bahwa makanan tersebut tidak dianjurkan untuk dimasak dan 

dipanggang (Haighton et al., 2018). Meskipun banyak penelitian telah dilakukan 

untuk mengetahui dampak aspartam terhadap kesehatan, hasil penggunaan jangka 
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panjangnya masih sulit diprediksi dan penggunaannya dalam produk farmasi dan 

makanan masih kontroversial (Serra et al., 2018).  

 

Terdapat pula penelitian mengenai aspartam terhadap sistem reproduksi wanita 

dengan menggunakan model tikus betina. Hasil menunjukan adanya dampak 

negatif terhadap fungsi ovarium yang ditandai dengan penurunan berat badan, 

berat organ relatif (hati dan ginjal) dan indeks gonadosomatik yang signifikan. 

Perubahan ini lebih signifikan tercatat pada kelompok perlakuan 60 hari. Hewan 

yang diberi perlakuan aspartam selama 30 dan 60 hari menunjukkan penurunan 

gonandotropin (hormon perangsang folikel dan hormon luteinisasi) yang 

bergantung pada durasi, dan steroid (estradiol dan progesteron). Selain itu, 

perubahan histopatologis yang parah, penurunan jumlah folikel yang tumbuh, 

perubahan degeneratif pada struktur folikel, corona radiata dan zonagranulosa 

juga diamati. Selain itu, perubahan histomorfologi juga diamati pada struktur 

rahim termasuk atrofi kelenjar endometrium rahim, kontraksi lapisan 

endometrium, gangguan struktur endometrium dan bentuk pembuluh darah juga 

berubah (Naik et al., 2023).  

 

2.3 Makanan Ringan 
 

Makanan ringan (snack food) merupakan makanan yang dikonsumsi diantara 

waktu makan utama. Produk yang termasuk dalam kategori snack food antara lain: 

permen dan produk konfeksioneri (makanan manis seperti coklat, marshmallow, 

jelly), cookies atau cracker (semacam kue kering/biskuit) dan produk asal tepung 

lainnya; meat snack, fish snacks dan shellfish snacks (makanan yang berbasis 

daging/ikan seperti sosis, kerupuk ikan) extruded snacks, kacang-kacangan, 

potato based textured snacks (makanan berbasis sayur/ buah), dan health food 

snacks.Snack food juga sering disebut sebagai savory snack (jajanan cita rasa 

gurih) karena sebagai besar snack memiliki rasa asin, berbumbu, maupun gurih 

(Pratiwi dkk., 2022). 

 

Makanan ringan, camilan, atau jajanan menjadi produk makanan yang banyak 

peminatnya dari berbagai kalangan tanpa memandang usia, anak-anak, remaja, 
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dan orang dewasa menyukai jajanan. Makanan ringan atau jajanan ini biasanya 

dikonsumsi kurang lebih 2-3 jam sebelum makan utama (sarapan, makan siang, 

dan makan malam) untuk menunda rasa lapar untuk sementara waktu (Wahab, 

2018). Kategori jajanan antara lain: produk permen dan kembang gula, kue/biskuit 

dan produk tepung lainnya, bakso, makanan ringan dengan bahan dasar susu, 

jajanan ikan dan jajanan kerang, jajanan ekstrusi, jajanan berbahan dasar buah, 

kacang-kacangan, makanan ringan berbahan dasar kentang, dan camilan sehat 

(Pratiwi dkk., 2022). 

 
 

2.4 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 
 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan metode pemisahan yang 

tidak memerlukan waktu yang lama, dapat melakukan identifikasi serta 

menetapkan bahan secara kuantitatif (Liu et al., 2008). Prinsip dari Kromatografi 

Cair Kinerja Tinggi (KCKT) adalah suatu sampel (larutan) diinjeksikan ke dalam 

kolom yang berisi fase diam dan fase gerak, kemudian diberikan tekanan tinggi 

sehingga fase gerak dapat mengelusi sampel keluar dari kolom dan terdeteksi oleh 

detektor yang kemudian menghasilkan kromatogram (Charde et al., 2014). 

 

2.4.1 Instrumen Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

 

Instrumen terdiri dari beberapa komponen yang ditunjukkan pada Gambar 2. 

 

 
 

Gambar 2. Instrumen Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) (Anastasia, 

2011). 
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a. Wadah fase gerak 

Dalam analisis Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) harus bersih 

dan lembam (inert). Wadah fase gerak yang dapat digunakan dapat berupa 

wadah pelarut kosong ataupun labu ukur. Wadah tersebut biasanya dapat 

menampung fase gerak antara satu hingga dua liter pelarut. Fase gerak 

sebelum digunakan harus dilakukan proses degassing (penghilangan gas) 

yang ada pada fase gerak karena adanya gas dapat menyebabkan gas 

tersebut berkumpul dengan komponen analit terutama di pompa dan 

detektor sehingga dapat mengganggu proses analisis (Rohman, 2007). 

 

b. Pompa 

Semua pompa pada Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) dirancang 

untuk mendorong berbagai pelarut melalui kolom yang rapat. Pompa harus 

bekerja pada tekanan tinggi karena tekanan kolom terhadap aliran tinggi. 

Menurut Gabrieli (2009), terdapat beberapa persyaratan sistem pompa 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) antara lain sebagai berikut: 

1. Memberikan tekanan yang tinggi. 

2. Bebas dari dorongan. 

3. Memberikan kecepatan aliran 0,11-10 mL/menit. 

4. Aliran terkontrol dengan reprodusibilitas kurang dari 0,5%. 

5. Tahan karat. 

6. Dapat memberikan aliran sistem isokratik maupun gradient. 

 

c. Injektor 

Terdapat tiga jenis injektor yang sering digunakan dalam analisis 

menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT), yaitu syringe 

injector, loop valve, dan automatic injector (autosampler). Syringe 

injector merupakan bentuk injektor pada Kromatografi Cair Kinerja 

Tinggi (KCKT) yang paling sederhana. Loop valve atau katup putaran 

digunakan untuk menginjeksi volume yang lebih besar dari 10 μL. Jika 

katup digunakan, maka cuplikan di dalam putaran dapat bergerak ke dalam 

kolom. Autosampler memiliki prinsip yang serupa dengan injektor lainnya, 

tetapi sistem penyuntikannya dapat bekerja secara otomatis (Mayer, 2010). 



12 
 

d. Kolom 

Kolom merupakan komponen yang sangat penting dalam Kromatografi 

Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Perubahan kolom dapat dilakukan untuk 

memberikan efek yang lebih baik pada resolusi analit selama 

pengembangan metode. Kolom menjadi komponen yang menentukan 

pemisahan senyawa. Sebagai fase diam, kolom menjadi tempat terjadinya 

pemisahan komponen-komponen campuran. Hal ini terjadi karena adanya 

perbedaan kekuatan interaksi antara zat-zat terlarut terhadap fase gerak 

(Sabir et al., 2013). 

 

Syarat fase diam adalah bersifat inert, tidak larut dalam fase gerak, tidak 

berwarna, memberikan aliran yang baik terhadap fase gerak, tahan tekanan 

tinggi, memiliki gugus fungsi aktif, stabil, dan tidak mudah rusak. 

Beberapa contoh jenis fase diam yang digunakan pada fase terbalik adalah 

Oktadesil silika (ODS atau C18) dan BDS (Base Deactived Silica). Kolom 

C18 menjadi fase diam yang kerap digunakan karena mampu memisahkan 

senyawa-senyawa dengan kepolaran rendah, sedang, maupun tinggi 

(Susanti dan Dachriyanus, 2010). 

 

Kolom C18 merupakan kolom silika gel termodifikasi yang gugus 

silanolnya (Si-OH) terikat hidrokarbon dengan 18 gugus karbon yang 

membuat kolom ini lebih nonpolar. Kolom C18 memiliki gugus fungsi  

-OH yang bebas dan memiliki tailing puncak yang tinggi. Kolom C18 

memiliki jumlah atom karbon yang banyak sehingga bersifat hidrofobik 

dan mampu menahan komponen nonpolar lebih lama. Struktur kolom C18 

ditunjukan pada Gambar 3. 
 
 

 

Gambar 3. Struktur kolom C18 
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e. Detektor 

Pemilihan detektor disesuaikan dengan sifat kimia dari sampel, 

kemungkinan gangguan yang terjadi, batas deteksi, ketersediaan, dan 

biaya. Adapun macam-macam detektor pada KCKT adalah detektor UV-

Vis, detektor fluoresensi, detektor indeks bias, dan detektor elektrokimia. 

Detektor UV-Vis merupakan detektor yang paling banyak digunakan 

dalam sistem Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) (Prathap et al., 

2012). 

  

f. Sistem pendataan 

Sistem pendataan terdiri dari beberapa alat seperti komputer, integrator 

ataurekorder yang dihubungkan dengan detektor. Alat ini mengukur sinyal 

elektronik yang dihasilkan oleh detektor lalu memplotkannya sebagai 

suatu kromatogram yang selanjutnya dapat dievaluasi (Susanti, 2012). 

 

2.4.2 Jenis Fase 

 

Menurut Sabir et al. (2013), terdapat dua macam fase dalam Kromatografi Cair 

Kinerja Tinggi (KCKT) yaitu: 

a. Fase normal (normal phase) 

Pada kromatografi fase normal, fase diam bersifat polar, biasanya 

menggunakan silika. Fase gerak bersifat nonpolar, menggunakan heksana 

atau kloroform. Senyawa dengan kepolaran yang lebih besar terelusi lebih 

lambat dari kolom dan senyawa dengan kepolaran paling kecil terelusi 

lebih awal. 

b. Fase terbalik (reversed phase) 

Fase terbalik adalah teknik yang paling populer untuk analisis dan 

pemisahan dari suatu senyawa dalam sediaan kimia, biologi, farmasi, 

makanan, dan biomedikal. Pada teknik ini fase diam bersifat non polar 

hidrofobik dan fase gerak adalah pelarut polar. Fase gerak yang paling 

banyak digunakan dalam Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

adalah campuran hidrorganik. Senyawa hidrorganik yang umumnya 

digunakan adalah metanol dan asetonitril atau campuran keduanya. 
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Konsentrasi larutan organik dalam fase gerak merupakan faktor utama 

yang mempengaruhi retensi analit dalam sistem Kromatografi Cair Kinerja 

Tinggi (KCKT). Pelarut dalam fase gerak harus dapat bercampur serta 

tidak menimbulkan pengendapan saat dicampur. Sampel yang digunakan 

harus dapat larut dalam fase gerak karena apabila sampel tidak dapat larut, 

maka dapat terjadi pengendapan di dalam kolom (Kazakevich and 

LoBrutto, 2007). 

 

 

2.4.3 Sistem Elusi Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

 

Sistem pompa pada Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) sudah diatur agar 

dapat melakukan elusi dengan satu macam pelarut atau lebih. Terdapat dua sistem 

elusi pada Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) yaitu sebagai berikut: 

a. Sistem elusi isokratik 

Elusi isokratik merupakan suatu sistem elusi dimana kekuatan fase gerak 

dibuat tetap dari awal sampai akhir analisis. Pada sistem ini elusi dilakukan 

dengan satu macam pelarut pengembang atau lebih dari satu macam pelarut 

pengembang dengan perbandingan yang tetap, misalnya methanol : air = 50% 

: 50% v/v. 

 

b. Sistem elusi gradien 

Elusi gradien merupakan penambahan kekuatan fase gerak selama analisis 

kromatografi berlangsung. Sistem elusi gradien dapat mempersingkat waktu 

retensi dari senyawa-senyawa yang tertahan kuat dalam kolom. Pada sistem 

ini, elusi dilakukan dengan pelarut pengembang campur yang 

perbandingannya berubah dalam waktu tertentu, misalnya metanol : air = 

40% : 60% v/v dengan kenaikan kadar metanol 8% setiap menit.  

Fase gerak atau eluen biasanya terdiri atas campuran pelarut yang dapat 

bercampur secara keseluruhan, berperan dalam daya elusi dan resolusi. Daya elusi 

dan resolusi ini ditentukan oleh polaritas seluruh pelarut yang digunakan, polaritas 

fase diam, dan sifat komponen-komponen sampel. Untuk fase normal (fase diam 

lebih polar dari fase gerak), kemampuan elusi meningkat dengan meningkatnya 
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polaritas pelarut. Sedangkan untuk fase terbalik (fase diam kurang polar dari fase 

gerak), kemampuan elusi menurun dengan meningkatnya polaritas pelarut. Syarat 

fase gerak yaitu memiliki kemurnian tinggi, inert, sesuai dengan detektor, dan 

mudah didapat. Pemilihan fase gerak dapat ditentukan berdasarkan indeks 

polaritas (P’) dari campuran fase gerak yang akan digunakan. Semakin besar nilai 

indeks kepolaran atau polaritas (P’) maka akan semakin polar fase gerak tersebut. 

Fase gerak yang umum digunakan merupakan campuran dari dua atau lebih 

pelarut yang di mana akan menghasilkan nilai indeks polaritas sendiri yang 

disebut indeks polaritas fase gerak (Harvey, 2000). 

 

 

2.5 Validasi Metode 
 

Laboratorium pengujian menggunakan metode standar seperti CODEX, AOAC, 

ASTM, SNI, dan standar nasional lainnya yang secara ekstensif telah divalidasi 

melalui percobaan-percobaan antar laboratorium. Namun demikian, 

tanggungjawab tetap kepada pengguna untuk mendokumentasikan validasi 

metode selengkap mungkin untuk memenuhi kebutuhannya. Semua operasi dan 

pengukuran dalam metode analisis mempunyai kesalahan yang melekat pada 

setiap metode. Setiap metode yang digunakan laboratorium dalam melaksanakan 

pengujian dievalusi dan diuji untuk menjamin bahwa unjuk kerja suatu metode 

dapat dimengerti dan menghasilkan data yang sesuai dengan tujuan. Validasi 

adalah konfirmasi melalui pengujian dan pengadaan bukti yang selektif bahwa 

persyaratan tertentu untuk maksud khusus terpenuhi (Kantasubrata, 2008).  

 

Metode validasi dilakukan ketika suatu metode analisis dikembangkan atau 

dilakukan modifikasi dari metode resmi, dengan tujuan memperlihatkan bahwa 

metode yang bersangkutan dapat dipercaya dan dapat dipertanggungjawabkan 

secara ilmiah (Riyanto, 2014). Beberapa parameter analisis yang harus 

dipertimbangkan dalam validasi metode adalah presisi, akurasi, linearitas, batas 

dekteksi (LoD), dan batas kuantifikasi (LoQ).  
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2.5.1 Presisi 

 

Presisi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian antara hasil uji 

individual, diukur melalui penyebaran hasil individual dari rata-rata apabila 

prosedur diterapkan secara berulang pada sampel-sampel yang diambil dari 

campuran yang homogen. Presisi dapat dibagi dalam dua kategori yaitu 

keterulangan (repeatability) dan ketertiruan (reproducibility). Keterulangan 

adalah nilai presisi yang diperoleh jika seluruh pengukuran dihasilkan oleh satu 

orang analis dalam satu periode tertentu, menggunakan pereaksi dan peralatan 

yang sama dalam laboratorium yang sama. Ketertiruan adalah nilai presisi yang 

dihasilkan pada kondisi yang berbeda, termasuk analis yang berbeda, atau periode 

dan laboratorium yang berbeda dengan analis yang sama. Presisi menghitung 

simpangan baku relatif (RSD) dari beberapa ulangan (Riyanto, 2014). Perhitungan 

SD dan %RSD dapat dilihat pada Persamaan 1 dan Persamaan 2.  

 

          SD = [
Σ(xi−x) 2

n−1
]

1

2             (1) 

          %RSD = 
SD

X
 x 100%            (2) 

Berdasarkan aturan Horwitz, presisi yang baik menunjukan %RSD yang diperoleh 

lebih kecil dibandingkan nilai batas keberterimaan presisi. %RSD dapat dihitung 

menggunakan Persamaan 3, dengan C adalah fraksi konsentrasi.  
 

           Horwitz %CV = 2
(1-0,5 log C)             

(3) 

 
Pada repeatability (ketertiruan) syarat keberterimaannya adalah 2/3%CVHorwitz, 

sedangkan pada reproducibility (keterulangan) adalah %CVHorwitz.   

 

2.5.2 Akurasi 

 

Akurasi atau kecermatan adalah ukuran yang menunjukan derajat kedekatan hasil 

analis dengan kadar analit yang sebenarnya. Dalam beberapa tipe sampel dapat 

menggunakan sampel yang telah diketahui nilainya dan mengecek metode 

pengukuran kita gunakan untuk menganalisis sampel itu sehingga kita mengetahui 

akurasi dari prosedur yang diujikan, metode ini disebut dengan CRM (Certified 
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Reference Method). Pendekatan lain adalah dengan membandingkan hasilnya 

dengan hasil yang dilakukan oleh laboratorium lain atau dengan menggunakan 

metode referen. Akurasi juga dapat diketahui dengan melakukan uji perolehan 

kembali (recovery). Hasil uji ini akurasi dapat dinyatakan sebagai persen 

perolehan kembali (recovery) analit yang ditambahkan pada sampel. Rentang nilai 

penerimaan kecermatan suatu metode akan bervariasi sesuai kebutuhannya 

(Riyanto, 2014). 

 

%recovery = 
C sampel +spike −C sampel

Cspike
 x 100%         (4) 

 

2.5.3 Linearitas 

 

Linearitas merupakan suatu metode analisis yang menunjukan respon secara 

langsung atau dengan bantuan transformasi matematik yang baik, proporsional 

terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Uji Linearitas ditentukan agar 

mengetahui kemampuan suatu metode analisis dalam memperoleh hasil yang 

sesuai terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Dalam penentuan linieritas, 

sebaiknya menggunakan minimum lima konsentrasi. Rentang penerimaan 

linieritas tergantung dari tujuan pengujian. Pada kondisi yang umum, nilai 

koefisien regresi (r
2
)  ≥ 0,99 (Riyanto, 2014). Sebagai parameter adanya hubungan 

linier digunakan koefisien korelasi (r) pada analisis regresi linier y= ax + b. 

Hubungan linier yang ideal dicapai jika nilai a= 0 dan r= +1 atau -1 bergantung 

pada arah garis. Sedangkan b menunjukan kepekaan analisis terutama instrumen 

yang digunakan. Nilai koefisien korelasi yang memenuhi persyaratan adalah 

sebesar ≥ 0,99970 (ICH, 1995), ≥ 0,97 (SNI) atau ≥ 0,9990 (AOAC) (Riyanto, 

2014). Adapun rumus untuk menentukan a (intersep), b (slope), dan koefisien 

korelasi (r) dapat ditunjukan pada Persamaan 5, 6, dan 7.   

 

a =  
∑Y−b (∑X)

n
               (5) 

b =  
n∑Y− (∑X)(∑Y)

n (∑X2)− (∑X)2               (6) 

r =  
n∑XY− (∑X)(∑Y)

   n∑X2 −  ∑X 2 [ n∑Y2 −  ∑Y 2]
          (7) 
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2.5.4 Rentang 

 

Rentang (range) adalah pernyataan batas terendah dan tertinggi analit yang sudah 

ditunjukan dapat ditetapkan dengan akurasi, presisi, dan linearitas yang dapat 

diterima (Harmita, 2004).  

 

2.5.5 Batas Deteksi (LoD) dan Batas Kuantifikasi (LoQ) 

 

Limit deteksi (LoD) merupakan konsentrasi terendah yang masih dapat terdeteksi 

oleh suatu alat dan masih memberikan respon signifikan. Limit kuantifikasi (LoQ) 

yang disebut juga limit determinasi merupakan konsentrasi terendah dari analit 

yang dapat ditentukan secara kuantitatif dengan presisi dan akurasi yang dapat 

diterima. Limit deteksi dan kuantifikasi seringkali bergantung pada kemampuan 

instrumen. Besar limit deteksi biasanya dinyatakan dengan nilai rata-rata blangko 

+3S, dimana SD adalah standar deviasi (simpangan baku) dari blangko. 

Sedangkan limit kuantifikasi adalah konsentrasi terendah yang dapat ditentukan 

dengan besar presisi dan akurasi yang dapat diterima. Besar limit kuantifikasi 

biasanya dinyatakan dengan nilai rata-rata blanko +10S. Cara lain untuk 

menentukan batas deteksi dan kuantifikasi adalah melalui penentuan rasio S/N 

(signal to noise ratio). Nilai simpangan baku blanko ditentukan dengan cara 

menghitung tinggi derau pada pengukuran blanko sebanyak 20 kali pada analit 

yang memberikan respon (Riyanto, 2014). 

 



 

 

 

III.   METODE PENELITIAN 
 
 
 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari hingga April 2024 di Laboratorium 

Pangan, Balai Pengujian Mutu Barang (BPMB), Direktorat Standarisasi dan 

Pengendalian Mutu, Kementerian Perdagangan yang bertempat di Jl. Raya Bogor 

KM.26, Ciracas, Jakarta Timur. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 
 

3.2.1 Alat 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari alat utama dan alat 

penunjang. Alat utama yang digunakan yaitu sistem KCKT (Shimadzu LC-40D 

XR) dengan komponen pompa LC-40D, autosampler, detektor UV/V SPD-40, 

degasser DGU-405, column oven CTO-40C, dan kolom C18 (Nucleosil 100) 10 

µm, 4 mm x 250 mm. Sedangkan alat penunjang lainnya adalah neraca analitik 

(METTLER AE 40),  syringe KCKT, ultrasonic bath (TRANSSONIC 660/H), 

pompa vakum, botol vial 1,5 mL, mikropipet, pH meter, blender, alat-alat gelas, 

pipet tetes, penyaring millipore, spatula, dan corong kaca.  

 

 

3.2.2 Bahan 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu standar aspartam analytical 

standard SIGMA-ALDRICH, metanol (p.HPLC), kalium dihidrogen ortofosfat 

(KH2PO4), asam ortofosfat 85%, kalium heksasianoferrat (II) (K4[Fe(CN)6] . 

3H2O), seng sulfat (ZnSO4), kertas saring Whatman 40, membran filter millipore 

0,45 µm triton free MCE 47 mm, akuabides, dan sampel makanan ringan (pilus). 
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3.3 Prosedur Penelitian 

 

3.3.1 Pemilihan dan Pengambilan Sampel 

 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini merupakan sampel makanan ringan 

dengan jenis pilus yang didalamnya terdapat komposisi aspartam dan non-

aspartam. Sampel makanan ringan dengan komposisi aspartam dan non-aspartam 

ini berasal dari Pasar Ciracas, Jakarta Timur.  

 

 

3.3.2 Variasi Pembuatan Larutan 
 

a. Larutan kalium dihidrogen ortofosfat (KH2PO4) 0,0125 mol/l 

Larutan kalium dihidrogen ortofosfat dibuat dengan cara melarutkan 

sebanyak 1,701125 g kalium dihidrogen ortofosfat dalam gelas kimia dengan 

akuabides. Larutan tersebut dimasukkan ke dalam labu ukur 1000 mL dan 

ditambahkan akuabides hingga tanda batas.  

 

b. Larutan asam ortofosfat (H3PO4) 0,85% 

Larutan asam ortofosfat (H3PO4) 0,85% dibuat dengan pengenceran larutan 

asam ortofosfat (H3PO4) 85% sebanyak 1 mL ke dalam labu ukur 100 mL 

yang kemudian ditambahkan akuabides hingga tanda batas. 

 

c. Larutan Carrez 1 

Larutan carrez 1 dibuat dengan cara melarutkan 15 g kalium heksasianoferrat 

(II) (K4[Fe(CN)6].3H2O) dengan akuabides pada labu 100 mL hingga tanda 

batas (British Standard DD CEN/TS 15606, 2009). 

 

d. Larutan Carrez 2 

Larutan carrez 2 dibuat dengan cara melarutkan 30 g seng sulfat (ZnSO4) 

dengan akuabides pada labu 100 ml hingga tanda batas (British Standard DD 

CEN/TS 15606, 2009). 
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e. Larutan Fase Gerak 

Larutan fase gerak dibuat dengan mencampurkan larutan kalium dihidrogen 

ortofosfat (KH2PO4) 0,0125 mol/l dan metanol (p. HPLC) dengan 

perbandingan 70:30 dalam labu ukur 1000 mL. Larutan diatur pH-nya hingga 

4,5 dengan larutan asam ortofosfat (H3PO4) 0,85%  menggunakan pH meter. 

Larutan fase gerak yang sudah memiliki pH 4,5 disaring dengan 

menggunakan millipore 0,45µm triton free MCE 47 mm lalu disonikasi 

selama 10 menit (British Standard EN 1378:1997, 1997).  

 

f. Larutan Induk Aspartam 200 mg/L 

Larutan induk aspartam 200 mg/L dibuat dengan cara menimbang standar 

aspartam (SIGMA ALDRICH) sebanyak 0,01 g dan dimasukkan ke dalam 

labu ukur 50 mL yang kemudian ditambahkan larutan fase gerak hingga tanda 

batas lalu homogenkan (British Standard EN 1378:1997, 1997). 

 

g. Larutan Deret Standar Aspartam 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 mg/L 

Larutan deret standar aspartam dibuat dengan melakukan pengenceran 

bertingkat larutan induk aspartam 200 mg/L menjadi beberapa konsentrasi 

yaitu 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; dan 5 mg/L yang dimasukkan ke dalam labu 

ukur 10 ml kemudian ditambahkan larutan fase gerak hingga tanda batas lalu 

homogenkan.  

 

 

3.3.3 Preparasi Sampel 

 

Sampel berupa makanan ringan dengan jenis pilus dihaluskan terlebih dahulu 

menggunakan blender. Setelah halus, sampel ditimbang sebanyak 0,5 g dan 

dilarutkan dengan larutan fase gerak sebanyak 20 mL pada labu ukur 50 mL. 

Sonikasi larutan sampel selama 20 menit. Dinginkan hingga suhu ruang. 

Kemudian, dimasukkan larutan Carrez No. 1 dan Carrez No. 2 masing-masing 

sebanyak 1 mL ke dalam sampel lalu homogenkan. Tambahkan kembali larutan 

fase gerak hingga tanda batas dan homogenkan kembali. Saring larutan sampel 

dengan kertas saring Whatman 40 dan tampung dalam erlenmeyer 50 mL. Saring 
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kembali dengan syringe filter 0,45 µm ke dalam vial sebelum diinjeksikan ke 

dalam sistem KCKT (British Standard DD CEN/TS 15606, 2009).  

 

3.3.4 Indentifikasi dengan HPLC 
 

Identifikasi aspartam menggunakan KCKT dilakukan dengan menginjeksikan 

variasi larutan blanko, larutan standar, serta larutan sampel pada sistem KCKT 

yang telah dikondisikan sebelumnya. Kondisi tersebut disajikan pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Kondisi sistem KCKT 

Parameter Pengaturan 

Kolom Nucleosil 120-10 C18 

Sistem Fase Terbalik 

Fase Gerak KH2PO4 0,0125 mol/l : Metanol = 70:30 pH 

4,5 (H3PO4) 

Laju Alir 1,0 mL/menit 

Detektor UV/Vis 

Panjang Gelombang 217 nm 

Volume Injeksi 20µL 

Injektor Autosampler 

Waktu Retensi 17 menit 

Sumber: British Standard EN 1378:1997 (1997). 

 

3.3.5 Uji Validasi Metode dengan Variasi Parameter 

 

3.3.5.1 Presisi 

 

Parameter presisi dilakukan dengan pengukuran larutan sampel sebanyak 7 kali 

replikasi pada hari yang sama.  

 

3.3.5.2 Akurasi 

 

Parameter akurasi dilakukan dengan pengukuran larutan sampel yang telah di-

spike menggunakan larutan induk aspartam 200 mg/L sebanyak 0,5 mL. 

Pengukuran akurasi dilakukan sebanyak 6 kali replikasi dan ditentukan 

%recovery.  
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3.3.5.3 Linearitas 

 

Linearitas ditentukan dengan membuat kurva kalibrasi larutan standar aspartam 

secara linear dengan konsentrasi standar minimal 5 (International Conferene on 

Harmonization, 2014). Variasi konsenstrasi yang digunakan yaitu 0,05;0,1; 0,2; 

0,5; 1; 2; dan 5 ppm. Parameter linearitas dapat dihitung dengan melihat nilai 

koefisien korelasi dan melalui pengukuran residual plot menggunakan larutan 

standar aspartam.  

 

3.3.5.4 Rentang 

 

Rentang ditentukan dengan melihat hasil yang didapatkan dan ditunjukan sebagai 

batas terendah hingga tertinggi yang ditetapkan berdasarkan parameter-parameter 

yang ada seperti akurasi, presisi, dan linearitas. 

 

3.3.5.5 Batas Deteksi (LoD) dan Batas Kuantifikasi (LoQ) 

 

Penentuan LoD dan LoQ dilakukan dengan mengukur larutan sampel yang tidak 

terdapat komponen aspartamnya dan telah di-spike menggunakan larutan standar 

aspartam 5 ppm sebanyak 0,5 mL. Penentuan LoD dan LoQ dilakukan sebanyak 7 

kali replikasi. 

 

3.3.6 Penentuan Kadar Aspartam pada Sampel Makanan Ringan 

 

Penentuan kadar aspartam dilakukan menggunakan sampel makanan ringan 

dengan jenis pilus yang telah dipreparasi dan menggunakan metode KCKT yang 

sistemnya telah dikondisikan. Kadar aspartam kemudian dapat ditentukan 

menggunakan Persamaan 5. Cx adalah konsentrasi analit yang diukur dari 

persamaan regresi (mg/L), V adalah volume sampel (L), dan W adalah berat 

sampel (kg). 
 

Kadar aspartam (mg/kg) = 
Cx  x V

W
           (8) 

 



 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Kesimpulan 
 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan sebagai 

berikut: 

1. Validasi metode dengan variasi parameter pada penentuan kadar aspartam 

dalam sampel makanan ringan dengan jenis pilus menggunakan KCKT 

menunjukan hasil yang baik sehingga metode ini dapat digunakan untuk 

analisis kadar aspartam di laboratorium. 

 

2. Validasi metode menunjukan bahwa parameter linearitas menghasilkan nilai 

koefisien korelasi (r) sebesar 0,9995; presisi menghasilkan %RSD sebesar 

1,55%; akurasi melalui uji perolehan kembali (%recovery) menghasilkan 

nilai dengan rentang 89,11-96,73% dan rata-rata 94,48%; rentang 

menunjukan variasi konsentrasi 0,05-5,0 mg/L yang digunakan 

menghasilkan linearitas respon yang baik; batas deteksi (LoD)  sebesar 0,07 

mg/L dan batas kuantifikasi (LoQ) sebesar 0,09 mg/L. 

 

3. Hasil pengukuran kadar aspartam pada sampel makanan ringan dengan jenis 

pilus yang beredar dipasaran menghasilkan rata-rata kadar sebesar 221,14 

mg/kg. Hasil tersebut masih dalam batas asupan harian (ADI) yang 

diperbolehkan yakni 40 mg/kg berat badan.  

 

5.2 Saran 
 

Penelitian selanjutnya disarankan metode uji ini untuk diujicobakan terhadap 

matriks sampel atau jenis-jenis makanan ringan siap santap lainnya guna melihat 

unjuk kerja metode pada berbagai matriks tersebut serta melakukan optimasi 
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terhadap alat dan metode analisis untuk meningkatkan nilai keabsahan dari 

metode analisis.  
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